Genodermatozy - patogeneza i diagnostyka molekularna

STRESZCZENIE

enetycznie uwarunkowane choroby skéry, genodermatozy, stanowia grupe rzadko

wystepujacych choréb o wysoce zréznicowanym przebiegu klinicznym, rokowaniu i
zlozonej patologii molekularnej. Pecherzowe oddzielanie si¢ naskérka (EB) i zaburzenia
rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC) to genodermatozy, w ktérych docho-
dzi do zaburzen funkcjonowania naskérka. Zidentyfikowano juz kilkadziesiat genéw przy-
czynowo zwiazanych z wystepowaniem objawéw klinicznych, a wiec, w ogélnym ujeciu,
tendencji do tworzenia pecherzy i nadmiernej podatnosci skéry na urazy w przypadku EB
oraz nieprawidlowego rogowacenia w MeDOC. Objawy kliniczne tych chor6b moga by¢
jednak bardzo zréznicowane, a zaleznosci genotypowo-fenotypowe okreslone zostaly tylko
cze$ciowo. Diagnostyka molekularna, ktérej celem jest identyfikacja mutacji u poszczegol-
nych pacjentéw umozliwia weryfikacje rozpoznania klinicznego, okreslenie ryzyka powto-
rzenia sie choroby w rodzinie, a stopniowo takze podstawe do opracowania nowych tera-
pii. Jednakze, nawet nowoczesne technologie analizy molekularnej pozwalaja na wykrycie
mutacji tylko u 80% chorych. Okreslenie patologii molekularnej w przypadku pozostatych
pacjentéw oraz opracowanie skutecznych terapii wymaga dalszych, interdyscyplinarnych
badan naukowych.

WPROWADZENIE

Genodermatozy, genetycznie uwarunkowane zaburzenia struktury i funkeji
skory, stanowia duza i wysoce heterogenna, zaréwno pod wzgledem klinicz-
nym jak i molekularnym, grupe choréb. Wspélnym ich mianownikiem jest
wystepowanie nieprawidlowosci w obrebie skéry i jej przydatkéw (paznokcie,
wlosy, gruczoly potowe i fojowe), najczesciej jednak towarzysza im objawy ze
strony innych narzadéw i uktadéw. Co wiecej, manifestacje skorne nie zawsze
stanowia podstawowy problem kliniczny - do genodermatoz zalicza si¢ bowiem
szereg zespoléw metabolicznych, choréb zwigzanych z ryzykiem nowotworze-
nia, czy niedoboréw odpornosci (Tab. 1) [1].

Aktualnie wyréznia sie okolo 400 genodermatoz, ktére sa wynikiem muta-
¢ji w ponad 1000 réznych genach [2,3]. Najczesciej sa to choroby monogenowe,
dziedziczone w sposéb autosomalny dominujacy, recesywny lub sprzezony z
chromosomem X [4]. Zdecydowana wiekszo$¢ z nich to choroby rzadkie, niekté-
re opisane zostaly zaledwie u kilku chorych na $wiecie. Osoby cierpiace na ge-
nodermatozy napotykaja zatem szereg probleméw, m.in. trudnosci w uzyskaniu
diagnozy i dostepie do prawidlowej (najczesciej wielospecjalistycznej) opieki
medycznej oraz ograniczone mozliwosci terapeutyczne. W przypadku genoder-
matoz ogromny problem stanowi takze wykluczenie spoleczne, ze wzgledu na
manifestacje skérng, choroby czesto nie mozna ukry¢.

W niniejszej pracy przedstawione zostana wybrane aspekty dotyczace patofi-
zjologii molekularnej i diagnostyki genodermatoz na przykladzie pecherzowego
oddzielania sie naskoérka (EB, ang. Epidermolysis Bullosa) i zaburzen rogowacenia
o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC, ang. Mendelian Disorders of Cornifica-
tion), ktére od ponad 10 lat sa badane i diagnozowane molekularnie w Instytucie
Matki i Dziecka.

NASKOREK - BUDOWA I FUNKCJE

Naskorek stanowi najbardziej zewnetrzng czesc skory i, cho¢ jego grubosé nie
przekracza z reguly 1,5 mm, to wlasnie on jest kluczowym elementem zapewnia-
jacym ochrone organizmu przed czynnikami srodowiskowymi oraz nadmierng
utratg wody - TEWL (ang. Transepidermal Water Loss). Naskoérek sklada sie z kil-
ku warstw komorek: podstawnej, kolczystokomoérkowej, ziarnistej i - najbardziej
zewnetrznej - rogowej (Ryc. 1A). W czesci podstawnej keratynocyty ulegaja po-
dzialom komérkowym, a nastepnie sa wypychane do wyzszych warstw, gdzie
nastepuje intensywna synteza biatek i lipidéw oraz kolejne etapy réznicowania.
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Tabela 1. Zestawienie gléwnych typow genodermatoz i przykltadowych genéw zwigzanych z patologia choroby (wg [1,51]).

Gléwne grupy genodermatoz Przyktadowe choroby Przyklady genéw, ktérych mutacje sg przyczyna choroby

FLG, STS, ABCA12, TGM1, NIPAL4, ALOX12B, ALOXE3,
- rybie tuski KRT1, KRT10, KRT2, EBP, MBTPS2, SPINK5, ST14,
ERCC2, ERCC3, GTF2H5, ALDH3A2, PHYH, GBA, GJB2

KRT9, DSC2, SERPINB7, AAGAB, KRT1, DSP, DSG1,

= RO FONES GO GJA1, KANK2, JUP, KRT16, ENPP1, SLURP1, GJB2

Zaburzenia rogowacenia

- rogowacenie mieszkowe

(ch. Dariera) Lz

- erytrokeratodermie GJB2, GJB3, G]B4

ERCCé6, ERCC8, DDB2, ERCC2, ERCCS,
ERCC4, ERCC5, POLH, XPA, XPC, BLM

- choroby z zaburzeniami naprawy DNA

Choroby zwiazane z
nowotworzeniem - rodzinne zespoly nowotworowe NF1, NF2, MSH2, MLH1, APC, MUTYH

- nablonkowa dysplazja brodawkowata TMCé, TMCS

ALDH18A1, ATP6V0A2, ATP7A, EFEMP2,

= witvile deoi ELN, FBLN5, LTBP4, PYCRI

ADAMTS2, B3GALT6, B4GALT7, CIR, C1S, CHST14,
- zesp6t Ehlersa-Danlosa COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COL12A1,
DSE, FKBP14, PLOD1, PRDM5, SLC39A13, TNXB, ZNF469

Choroby zwigzane z tkanka faczna

- pseudoxanthoma elasticum ABCC6

ALAD, ALAS2, CPOX, FECH, HFE,

- s HMBS, PPOX, UROD, UROS

Choroby metaboliczne

- acrodermatitis enteropathica SLC39A4

W ostatnim etapie keratynocyty zostaja przeksztalcone w nieprzepuszczalng bariere ochronng. Naskoérek ulega ciaglej
korneocyty (martwe komorki pozbawione jadra komérko- odnowie, a okres od podziatu komérkowego do ztuszczenia
wego i mitochondriéw, upakowane kompleksami keratyn martwych korneocytéw w warstwie rogowej wynosi okoto

i filagryny), ktére wraz z otaczajacymi je lipidami tworza 40-56 dni [5,6].
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Rycina 1. Budowa naskoérka i granicy skérno-naskérkowej. (A) Skora zdrowa. (B) Lokalizacja pecherza na granicy skérno-naskérkowej w réznych typach EB.

Aby petni¢ funkcje ochronne, komoérki naskérka musza
by¢ silnie umocowane w lezacej ponizej skérze wilasciwej,
a jednoczesnie oporne na stres mechaniczny. Podstawowa
role w tym kontekscie odgrywaja:

 cytoszkielet komérkowy (keratynowe filamenty posred-
nie tworza dynamiczng cytoplazmatyczna sie¢ wzmac-
niajacych, usztywniajacych i elastycznych wiokien),

* polaczenia miedzykomoérkowe: hemidesmosomy (za-
kotwiczajace keratynocyty w blonie podstawnej granicy
skoérno-naskérkowej) i desmosomy (wytrzymate i stabilne
polaczenia miedzy sasiadujacymi keratynocytami) [7-9].

Funkcjonowanie naskérka jako wytrzymatej bariery jest re-
gulowane wspétdzialaniem szeregu bialek. Brak lub nieprawi-
dlowe dzialanie niektérych z nich prowadzi do zaki6cenia ho-
meostazy naskérkowej i w konsekwencji do rozwoju objawéw
Klinicznych pecherzowego oddzielania sie naskorka lub rybiej
tuski. W takim ujeciu mozna stwierdzi¢, ze choroby te, jako
schorzenia jednogenowe, stanowia doskonaty model umoz-
liwiajacy poznanie i zrozumienie fizjologii molekularnej na-
skorka. W przypadku pecherzowego oddzielania si¢ naskérka
naskoérek staje sie bardziej delikatny i traci swoja odpornosé
na stres mechaniczny, natomiast w chorobach z zakresu rybiej
tuski dochodzi do zaburzenia bariery naskérkowej.

PECHERZOWE ODDZIELANIE SIE NASKORKA
Pecherzowe oddzielanie sie naskérka (EB) to grupa ge-

netycznie warunkowanych choréb skoéry, charakteryzuja-
cych sie powstawaniem pecherzy na skérze i/lub w obrebie

Postepy Biochemii 64 (4) 2018

blon sluzowych. U chorych obserwuje sie takze inne zmia-
ny skorne (tj. prosaki, nadzerki, ubytki naskérka, wlaczajac
w to wrodzony brak naskérka, dystrofie i zanik plytek pa-
znokciowych, tysienie, bliznowacenie, $wiad) oraz objawy
ze strony innych narzadéw i uktadéw (m.in. zwezenie prze-
tyku, osteopenia i osteoporoza, wodonercze, kiebuszkowe
zapalenie nerek, uszkodzenie przewoddéw stuchowych,
rogoéwki, préchnica). Moga one prowadzi¢ do dalszych po-
wiktani, m.in. niedozywienia, anemii, opéznienia wzrostu,
kardiomiopatii, przykurczy palcéw rak i nég oraz zrastania
skoéry pomiedzy palcami, pseudosyndaktylii. W niektérych
podtypach EB znaczaco wzrasta takze ryzyko rozwoju no-
wotwordéw [10-12].

Zakres objaw6éw EB jest bardzo zréznicowany: u niekto6-
rych os6b zmiany skérne moga mieé charakter tagodny,
przejsciowy i zlokalizowany, u innych przebieg choroby
moze by¢ bardzo ciezki, prowadzacy do $mierci nawet w
pierwszych miesigcach Zycia. Zgodnie z najnowsza klasy-
fikacja [14] na podstawie mikroskopowej lokalizacji peche-
rza na granicy skérno-naskérkowej wyréznia sie 4 typy EB:
prosty, taczacy, dystroficzny i Zespét Kindlera (Ryc. 1B).
Dodatkowo, trzy pierwsze typy zostaly podzielone na
facznie okoto 40 podtypow o zréznicowanym przebiegu
klinicznym.

EB jest spowodowane mutacjami 20 r6znych genéw, ko-
dujacych bialka strukturalne i enzymatyczne zaangazowane
w budowe i utrzymanie wytrzymatych potaczen komoérek z
blong podstawna, polaczert miedzykomoérkowych oraz fi-
lamentéw posrednich cytoszkieletu. Nie jest to jednak lista
zamknieta, gdyz u okolo 15% pacjentéw nie identyfikuje sie
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mutacji w zadnym z tych genéw [14]. Chociaz az potowa z
tych genéw jest przyczynowo zwiazana z typem prostym
EB [13,14] to najwigekszy odsetek pacjentéow, wynoszacy w
populacji polskiej 87 %, ma mutacje jednego z trzech genéw:
KRT5, KRT14 lub TGM5 [15].

KRT5 i KRT14 koduja keratyny 5 i 14, ktére tworza hete-
rodimery, podstawowy element budulcowy filamentéw po-
srednich w keratynocytach podstawnych. Poza rola struk-
turalng, biatka wchodzace w sktad filamentéw posrednich
sq takze zaangazowane m.in. w procesy przekazywania sy-
gnalow, transportu wewnatrzkomérkowego, proliferacji i
apoptozy [9,16-18]. Mutacje w KRT5 i KRT14 powoduja sub-
stytucje reszt aminokwasowych w keratynach, co prowa-
dzi do syntezy nieprawidtowych filamentéw posrednich o
zmienionych wiasciwosciach (zredukowanej elastycznosci
i wytrzymatosci na naprezenia). Ponadto, u niektérych pa-
gjentéw mutacje powoduja powstawanie biatkowych agre-
gatow wewnatrzkomoérkowych immunopozytywnych dla
keratyny 5 i 14 [9]. Wiekszos¢ przypadkéw typu prostego
EB (EBS, ang. EB simplex) spowodowanych przez mutacje
w genach KRT5 i KRT14 jest dziedziczona w sposob autoso-
malny dominujacy, natomiast ciezkoé¢ przebiegu choroby
W znacznym stopniu uzalezniona jest od lokalizacji i rodza-
ju zmiany. Jednak pomimo faktu, Ze pierwsze mutacje w
tych genach opisane zostaly u pacjentéw z podtypem pro-
stym niemal 40 lat temu [19-21], wiele pytart dotyczacych
zaleznosci genotypowo-fenotypowych pozostato dotad bez
odpowiedzi. Na przyktad niektére mutacje identyfikowano
zaréwno u chorych na EBS o przebiegu uogdlnionym, jak i
zlokalizowanym [22,23]. Ukazalo sie takze kilka prac, ktore
wskazuja, iz u czesci chorych réznice fenotypowe sg zwia-
zane z istnieniem dodatkowych mutacji w KRT5 lub KRT14,
ktére moduluja przebieg choroby [24-26]. Takie obserwacje
sq istotne z punktu widzenia poradnictwa genetycznego,
prognozowania ciezkosci przebiegu choroby, jak réwniez
opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

Gen TGM5 kodujacy transglutaminaze 5 (enzym zaanga-
zowany w tworzenie wigzan kowalencyjnych miedzy cza-
steczkami bialek) poczatkowo opisywany byl w kontekscie
zidentyfikowanego u kilkunastu oséb na $wiecie zespolu
ztuszczania skoéry koniczyn (APSS, ang. Acral Peeling Skin
Syndrome) dziedziczonego w sposéb autosomalny recesyw-
ny. W 2010 roku ukazala sie praca, w ktérej wykazano, ze
objawy tej choroby moga przypominaé¢ tagodna zlokali-
zowang posta¢ EB typu prostego [27], co zapoczatkowato
badanie genu TGM5 u 0s6b z takim wlasnie rozpoznaniem
klinicznym. Od 2014 roku APSS uznawany jest za jeden z
podtypéw EBS [13]. Co wiecej, badania przeprowadzone
w populacji 0séb zdrowych pochodzacych z Polski, Nie-
miec i Wielkiej Brytanii wskazuja, Ze okoto 2-3% populacji
stanowia nosiciele najczesciej wystepujacej mutacji tego
genu, p.Gly113Cys, ktérej skutkiem jest zniesienie aktyw-
nosci enzymatycznej transglutaminazy 5. Prognozowana
czestos¢ choroby wynosi wiec na tej podstawie 1/5000-
1/10000, co oznacza, ze spodziewana liczba chorych w Pol-
sce powinna wynosi¢ pomiedzy 4-8 tysiecy. Liczba ta zna-
czgco przekracza liczbe os6b diagnozowanych, co wskazuje
na niska rozpoznawalnos¢ lub tez wystepowanie dodatko-
wych czynnikéw, ktére u niektérych oséb hamuja rozwoj
choroby [28].
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W przeciwienistwie do EBS, typ dystroficzny EB (DEB)
powodowany jest mutacjami tylko jednego genu: COL7A1,
kodujacego kolagen typu VII, biatko budujace widkna ko-
twiczace, struktury odpowiedzialne za utrzymywanie he-
midesmosoméw w obrebie blony podstawnej na granicy
skoérno-naskérkowej. Do chwili obecnej zidentyfikowano
kilkaset mutacji genu COL7A1 (zgodnie z bazami danych
www.col7al-database.info oraz www.deb-central.org z
dn. 1.06 2018) [29,30]. Pomimo faktu, ze defekt molekular-
ny dotyczy tego samego genu we wszystkich podtypach
DEB, przebieg kliniczny moze by¢ dramatycznie rézny: od
bardzo tagodnych postaci przemijajacych z wiekiem, do
ciezkich, w ktérych choroba postepuje i pojawiaja sie po-
wiklania zagrazajace zyciu. Zaleznie od lokalizacji w genie
i konsekwengji zmian w strukturze bialka oraz innych, nie
poznanych jeszcze czynnikéw, choroba moze by¢ dziedzi-
czona w spos6b autosomalny recesywny (RDEB, ang. re-
cessive DEB) lub dominujacy (DDEB, ang. dominant DEB).
W przypadku RDEB identyfikowane sa najczesciej zmiany
wprowadzajace przedwczesny kodon STOP oraz mutacje
typu zmiany sensu (ang. missens), u chorych na DDEB w
wiekszosci przypadkéw wystepuja mutacje typu zmiany
sensu, przewaznie substytucje reszt glicyny, oméwione w
dalszej czesci tekstu.

Efektem wystepowania w obu allelach genu COL7A1
mutacji powodujacych przedwczesne zakoriczenie transla-
¢i (PTC ang. Premature Termination Codon), jest catkowity
brak wtékien kotwiczacych. Wystepowanie w co najmniej
jednym allelu mutacji typu zmiany sensu moze natomiast
powodowac¢ ztagodzenie objawéw choroby, kolagen typu
VIl jest obecny na granicy skérno-naskérkowej, choé¢ o nieco
zmienionej strukturze [31]. Stad tez znaczne zréznicowa-
nie fenotypowe obserwowane u chorych na rézne podtypy
RDEB.

Szczegblna grupa patogennych zmian identyfikowanych
w genie COL7AI sa substytucje reszt glicyny wielokrot-
nie powtérzonych motywéw Gly-X-Y (gdzie najczesciej X
to reszta proliny, a Y - reszta hydroksyproliny) centralnej
domeny kolagenowej (THC, ang. Triple Helical Domain). W
obrebie tej domeny dochodzi do taczenia sie trzech czaste-
czek kolagenu typu VII, co stanowi pierwszy etap tworze-
nia wiokien kotwiczacych. Okoto 50% substytucji glicyny
odpowiedzialnych jest za recesywny podtyp choroby, a
pozostate za dominujacy. Przyczyna zréznicowanej pa-
togennosci poszczegdlnych substytucji reszt glicyny nie
jest dotad znana. Mutacje odpowiedzialne za RDEB moga
wplywacé na zmniejszenie zdolnosci do tworzenia trimeréw
przez czasteczki kolagenu VII, zwigkszenie ich wrazliwo-
Sci na dzialanie proteaz [32], a takze, prawdopodobnie, na
procesy syntezy, wewnatrz- i zewnatrzkomérkowego trans-
portu oraz sekrecji biatka i dalsze etapy tworzenia widkien
kotwiczacych [33]. Natomiast gtéwna przyczyna patogen-
nosci substytucji reszt glicyny o charakterze dominujacym
wydaja sie by¢ zaburzenia struktury potréjnej helisy prowa-
dzace do jej destabilizacji [34]. Warto jednak nadmienic, ze
przynajmniej kilka substytucji reszt glicyny opisywanych
byto zaréwno jako mutacje przyczynowe dla DEB o dzie-
dziczeniu dominujgcym, jak i recesywnym [35].
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ZABURZENIA ROGOWACENIA
O DZIEDZICZENIU MENDLOWSKIM

Zaburzenia rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim
(MeDOC) to réwniez okreslenie calej grupy schorzen cha-
rakteryzujacych sie wystepowaniem rogowca lub hiper-
keratotycznych nawarstwiert z ulozonymi dachéwkowato
tuskami, ktére zwyczajowo nazywa sie rybimi tuskami lub
ichthiozami (ang. ichthyosis). Ponadto u chorych wystepo-
waé moga: erytrodermia (zapalenie skéry), zaburzenia po-
tliwosci, tendencja do nawracajacych zakazen, a takze zabu-
rzenia funkcjonowania szeregu innych narzadéw i uktadéw
(np. szkieletowego, nerwowego, krwionosnego) [36].

Zakres objawéw klinicznych stanowi podstawowe kry-
terium klasyfikacyjne, ktére zaklada podziat MeDOC na
posta¢ niesyndromiczna (izolowana, objawy choroby do-
tycza tylko skéry) oraz posta¢ syndromiczng (z wspotwy-
stepowaniem objawéw pozaskérnych). W obrebie kazdej
z postaci wyrdznia sie¢ mniejsze grupy obejmujace tacznie
kilkadziesiat jednostek chorobowych, ktére r6znia sie prze-
biegiem klinicznym, czesto$cia wystepowania, a takze spo-
sobem dziedziczenia [38,39]. Rybia tuska moze dziedziczy¢
sie w sposob autosomalny recesywny, autosomalny domi-
nujacy, badz sprzezony z chromosomem X. Rybia tuska
zwykla wystepuje u 1/250 os6b, a sprzezona z chromoso-
mem X u 1:2 000 do 1:6 000 chlopcéw [37].

Aktualnie znanych jest ponad 40 genéw, ktérych mutacje
53 przyczynowo zwigzane z wystepowaniem MeDOC. Geny
te koduja biatka zaangazowane w procesy réznicowania
sie keratynocytéw (w tym keratyny wchodzace w sktad fi-
lamentéw posrednich w wyzszych warstwach naskoérka),
synteze i metabolizm lipidéw, naprawe DNA, polaczenia
miedzykomorkowe i regulacje procesu ztuszczania. Obja-
wy Kkliniczne w przypadku rybiej tuski sa zatem wynikiem
réznego typu nieprawidlowosci prowadzacych ostatecz-
nie do zaburzonego funkcjonowania bariery naskérkowe;.
Jednakze pomimo zloZonej etiologii molekularnej, objawy
skérne nie sa az tak zréznicowane, czego wyrazem, szcze-
goblnie w niesyndromicznych postaciach MeDOC, sa zreszta
trudnosci w postawieniu ostatecznej diagnozy na podsta-
wie fenotypu pacjenta. Przyczyna tego jest fakt, ze objaw
rybiej tuski powstaje gtéwnie na skutek dziatania mechani-
zmoéw obronnych organizmu majacych na celu ,naprawe”
uszkodzonej bariery naskérkowej. Do mechanizméw na-
prawczych zalicza sie przede wszystkim hiperproliferacje
komoérek naskérka, zwiekszenie kohezji korneocytéw oraz
ograniczenie fizjologicznego procesu ztuszczania naskérka
[40]. Molekularne mechanizmy prowadzace do rozwoju ob-
jawow Kklinicznych rybiej tuski na przykiladach wybranych
choréb zostaty doktadniej oméwione w pracy Sniegorskiej
i wsp., ktora ukazata sie w 2016 roku na famach Postepow
Biochemii [41].

Réznicowanie kliniczne MeDOC przeprowadza sie m.in.
na podstawie ukladu i wielkosci tusek, lokalizacji objawow
skoérnych, wystepowania skérnych objawéw towarzysza-
cych, objawéw w obrebie struktury wloséw, paznokci, blon
sluzowych, infekcji, atopii oraz objawéw ze strony innych
ukladéw (nerwowy, oddechowy, moczowy, pokarmowy),
wieku wystgpienia objaw6w i zakresu objawéw w momen-
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cie ujawnienia sie choroby oraz wywiadu rodzinnego [39].
Ocena taka przewaznie pozwala jednak jedynie na wyty-
powanie okreslonej grupy choréb, a nie postawienie osta-
tecznej diagnozy. Réznicowanie kliniczne moze okazac sie
bowiem trudne i, jak pokazuje praktyka [Katarzyna Wer-
theim-Tysarowska, dane niepublikowane oraz 40], moze
by¢ obarczone btedem.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Identyfikacja mutacji odpowiedzialnej za wystapienie
genodermatozy stanowi¢ powinna standardowy element
procedury diagnostycznej. Ustalenie patologii molekular-
nej umozliwia szybka weryfikacje rozpoznania kliniczne-
go. Jest to szczegodlnie istotne w okresie noworodkowym/
wczesnodzieciecym, kiedy objawy poszczegélnych choréb
nie sg specyficzne i uniemozliwiajg ich réznicowanie. Przy-
kltadowo, noworodki z podejrzeniem pecherzowego od-
dzielania si¢ naskérka o ciezkim przebiegu moga zaréwno
chorowac na podtyp EB o ztym rokowaniu (podtyp Herlitz
JEB), jak i na ciezki uogoélniony podtyp prostego typu EB,
w ktérym po pierwszym zaostrzeniu choroby, dochodzi do
znacznego i trwalego poprawienia stanu skéry. W niekto-
rych przypadkach, badanie umozliwia takze przewidywa-
nie przebiegu klinicznego choroby i, co szczegodlnie istotne
w przypadku MeDOC syndromicznych, wczesne objecie
chorego specjalistyczna opieka medyczna np. neurologicz-
na, onkologiczng, kardiologiczng czy immunologiczna, w
zaleznosci od rodzaju zaburzen wystepujacych w poszcze-
golnych zespotach.

Ustalenie genotypu pacjenta stanowi takze podstawowa
informacje dla celéow poradnictwa genetycznego. Umozli-
wia okreslenie statusu nosicielstwa u krewnych i wyliczenie
ryzyka powtorzenia si¢ choroby w rodzinie, a takze moze
stanowi¢ podstawe do wykonania diagnostyki prenatalnej
i preimplantacyjne;j.

Ryzyko powtorzenia sie choroby w rodzinie uzaleznio-
ne jest od sposobu dziedziczenia choroby, a zatem , w za-
leznosci od typu/podtypu EB, badz rybiej tuski, moze by¢
ono bardzo rézne. W przypadku choréb o dziedziczeniu
autosomalnym recesywnym, wynosi ono 25% dla pary no-
sicieli (czyli os6b, ktére majg mutacje w pojedynczym allelu
genu i nie wykazuja objawéw klinicznych). Z kolei osoba
cierpigca na chorobe o dziedziczeniu autosomalnym domi-
nujacym ma 50% ryzyko przekazania choroby potomstwu.
Natomiast w rybiej tusce sprzezonej z chromozomem X ry-
zyko pojawienia sie choroby u potomstwa uzaleznione jest
jego plci. Przyktadowo, jesli chory jest mezczyzna, to zaden
Z jego synéw nie odziedziczy mutacji, natomiast wszystkie
corki beda nosicielkami. Z kolei, gdy kobieta jest nosicielka
mutacji w chromosomie X, woéwczas ryzyko posiadania
chorego syna wynosi 50% dla kazdego z jej synéw, nato-
miast corki nie zachorujg, choé¢ ryzyko, ze beda nosicielka-
mi réwniez wynosi 50%. Konieczne jest jednak zwrdcenie
uwagi na fakt, iz istnieje szereg odstepstw od powyzszych
wyliczeni, ktére moga by¢ spowodowane powstawaniem
mutacji de novo lub mozaikowatoscia germinalng rodzicéw
[42]. W niektérych typach genodermatoz wystepowanie
mutacji de novo jest zjawiskiem dos¢ czestym [43]. Dlatego
tez kazdorazowo badanie genetyczne powinno obejmowac
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nie tylko chorego, ale réwniez jego rodzicow. Dodatkowym
elementem, ktéry w erze terapii spersonalizowanych zaczy-
na mie¢ coraz wieksze znaczenie, jest rowniez mozliwos¢
zaproponowania pacjentowi specjalistycznego programu
leczniczego zindywidualizowanego w zaleznosci od rodza-
ju uszkodzonego genu lub wystepowania okreslonych mu-
tacji [40,45,46].

Diagnostyka genetyczna EB i MeDOC do niedawna
prowadzona byla przede wszystkim z wykorzystaniem se-
kwencjonowania metoda Sangera. Analiza taka w pojedyn-
czej reakcji umozliwia odczytanie sekwencji nukleotydowej
o diugosci maksymalnej okolo 800 par zasad. W praktyce
oznaczalo to konieczno$¢ wykonania nawet kilkudziesieciu
reakcji dla pojedynczego pacjenta, z ktérych kazda trzeba
byto oddzielnie zaprojektowac i zoptymalizowac.

Zaréwno w diagnostyce EB, jak i rybich lusek, poza oce-
na kliniczng mozna wykonaé szereg analiz, ktére umozli-
wiaja wytypowanie mniejszej grupy genéw do przebadania
u poszczegolnych pacjentéw. Badania te polega¢ moga, w
zaleznosci od podejrzewanej jednostki chorobowej na: ana-
lizie mikroskopowej wycinka skory, lokalizacji i poziomu
ekspresji poszczegélnych biatek, struktury wtoséw i aktyw-
nosci wybranych enzyméw w biopsji skéry lub probee krwi
[13,39]. Wytypowanie pojedynczego genu do analizy moze
jednak oznacza¢ konieczno$¢ wykonania rozleglych analiz
molekularnych. Przykladowo aby zanalizowa¢ gen CO-
L7A1 nalezalo u niektérych oséb przebadaé 118 eksonow.
Stad tez niezwykle pomocne w diagnostyce EB i rybich tu-
sek okazato sie¢ zastosowanie metod opartych na sekwen-
cjonowaniu nastepnej generacji (NGS, ang. Next Generation
Sequencing). Analiza taka umozliwia jednoczasowe badanie
calego genomu, eksomu lub panelu genéw zwigzanych z
wystepowaniem genodermatoz. W Polce w Instytucie Mat-
ki i Dziecka w Warszawie od kilku lat wykonywana jest
diagnostyka genodermatoz z zastosowaniem panelowego
sekwencjonowania NGS genéw zwigzanych przyczynowo
z m.in. z EB i rybig tuska. Koszt analizy zestawu genéw jest
znacznie nizszy niz w przypadku sekwencjonowania trady-
cyjna metoda Sangera; koszt badania opartego na NGS wy-
nosi aktualnie okoto 50% ceny badania pojedynczego genu
COL7A1 metoda Sangera.

Na podstawie doswiadczen wilasnych oraz danych litera-
turowych, wydaje sie jednak, ze sekwencjonowanie metoda
Sangera mozna rozwazac w sytuacji, gdy u danego pacjenta
na podstawie objawéw klinicznych i dodatkowych badan
(np. analiz mikroskopowych) wytypowano pojedynczy
gen, szczeg6lnie niewielki, lub taki, w ktérym stwierdzono
mutacje czeste w danej populacji. Alternatywnie, u chorych
z podejrzeniem rybiej tuski sprzezonej z chromosomem X
wykona¢ mozna analize ilosciowg MLPA (multipleksowa
amplifikacja sond zalezna od ligacji), ktéra umozliwia wy-
krycie delecji genu STS (kodujacego sulfataze steroidowgq)
W pozostalych sytuacjach analiza NGS powinna by¢ propo-
nowana jako molekularne badanie pierwszego rzutu.

W przypadku diagnostyki MeDOC i EB, wykrywalnos¢
mutacji z wykorzystaniem NGS jest wysoka i wynosi po-
nad 80% [40,44]. W wiekszosci osrodkéw na Swiecie ruty-
nowo wykonuje sie analize panelowa, obejmujaca wylacz-
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nie fragmenty kodujace wybranych genéw lub eksomowa
(WES, ang. Whole Exome Sequencing). WES polega na ba-
daniu kodujacych fragmentéw wszystkich genéw, dlatego
moze umozliwi¢ znalezienie mutacji w innych genach, nie
kojarzonych dotad przyczynowo z dang choroba. Wyniki
takie wymagaja jednak doktadnych badann populacyjno-
-funkcjonalnych. Nalezy jednoczesnie podkresli¢, ze obie
strategie koncentrujq sie na badaniu regionéw kodujacych,
a zatem nie umozliwiaja wykrycia mutacji zlokalizowanych
w regionach promotorowych, regulatorowych i wewnatrz
intronowych. Znacznie czeéciej identyfikuje sie natomiast
nowe mutacje w znanych genach. Ustalenie ich ewentual-
nego znaczenia klinicznego nie jest przewaznie sprawa pro-
sta i wymaga wieloaspektowej oceny, w tym dodatkowych
analiz genetycznych z wykorzystaniem innych metod i,
optymalnie, badari funkcjonalnych [47]. Stad tez u niekto-
rych chorych na sprawozdaniach z analizy molekularnej
uzywa sie, z koniecznosci, okreélenia wariant o nieustalo-
nym statusie patogennosci (VUS, ang. Variant of Unknown
Significance).

Nalezy zatem szczegélnie podkreslié, ze powodzenie
calego procesu diagnostycznego wymaga wspoéldziatania
pomiedzy dermatologiem, specjalista z zakresu badan mi-
kroskopowych oraz diagnosty, specjalisty w zakresie labo-
ratoryjnej genetyki medycznej.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Genodermatozy, cho¢ w wigkszosci sa chorobami rzadki-
mi, stanowia olbrzymi problem kliniczny. Réwniez proces
diagnostyki tych choréb nie jest tatwy. Wynika to z szeregu
czynnikéw, przede wszystkim szerokiego spektrum obja-
wow (w tym przypadkéw nietypowych np. wynikajacych
z mozaikowato$ci genetycznej), zmiennego obrazu fenoty-
powego w czasie zycia pacjenta (najwazniejsze cechy dia-
gnostyczne przewaznie rozwijaja sie z czasem), podobnych
objawéw klinicznych na réznym tle genetycznym, a takze
zréznicowanego przebiegu choréb u oséb posiadajacych
mutacje w tym samym genie. Jednoczesnie ze wzgledu na
skomplikowane i heterogenne podloze molekularne, zakres
badan laboratoryjnych i mikroskopowych wykonywanych
u pacjenta jest, z koniecznosci, czesto bardzo rozlegly. Tym
niemniej, ustalenie diagnozy i okreslenie przyczyn wyste-
powania objawéw klinicznych na poziomie molekularnym
jest nie do przecenienia: umozliwia nie tylko weryfikacje
rozpoznania choroby i objecie pacjenta poradnictwem ge-
netycznym, ale takze lepsze poznanie biologii i fizjologii
skory oraz stanowi podstawe do wdrozenia postepowania
leczniczego i baze do opracowywania nowych strategii te-
rapeutycznych.

EB i MeDOC, jak wiekszoé¢ genodermatoz, leczone sa
objawowo. Od wielu lat jednak, szczegdlnie w przypadku
EB, trwaja proby opracowania terapii przyczynowych, kto-
re umozliwialyby osiggniecie trwatych efektéw leczniczych.
Badania dotycza m.in. edycji i wyciszania nieprawidtowego
mRNA oraz terapii genowej [48,49], wiekszos¢ z nich jest
jednak wciaz na etapie prob przedklinicznych. Tym nie-
mniej pierwsze proby klinicznego zastosowania terapii ge-
nowej u chorych na EB wydaja sie obiecujace: w roku ubie-
glym opublikowano przypadek chiopca, u ktérego zrege-
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nerowano az 80% powierzchni catego naskérka korzystajac
z genetycznie zmodyfikowanych komoérek naskérka [50].
Temat ten znacznie wykracza poza ramy niniejszej pracy,
dlatego zostat jedynie zaznaczony. Stanowi jednak kwinte-
sencje wspolczesnej genetyki, ktorej znaczenie w kontekscie
terapeutycznym, bedzie z pewnoscia coraz wieksze, nie tyl-
ko w genodermatozach.
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ABSTRACT

Genetically determined skin diseases, genodermatoses, are a group of rare disorders characterized by heterogeneous clinical course, prognosis
and complex molecular pathology. In Epidermolysis Bullosa (EB) and Mendelian disorders of cornification (MeDOC) epidermal dysfunction
occurs. Mutations in several dozen genes have been identified to be responsible for clinical symptoms of EB and MeDOC, which, in general,
include: tendency to blister formation with skin fragility and abnormal keratinization, respectively. However, clinical symptoms of these
diseases can be variable and genotype-phenotype correlations are only partially determined. Molecular diagnostics aimed at identification
of mutations in affected individuals enables verification of clinical diagnosis, calculation of disease recurrence risk in other family members
and, gradually, is also the basis for new therapies development. Nevertheless, even modern molecular technologies allow mutation detection
in 80% of patients only. Hence, further, interdisciplinary scientific research are needed in order to increase detection rate and develop effective

therapies.

358

www.postepybiochemii.pl



