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				STRESZCZENIE

				Genetycznie uwarunkowane choroby skóry, genodermatozy, stanowią grupę rzadko występujących chorób o wysoce zróżnicowanym przebiegu klinicznym, rokowaniu i złożonej patologii molekularnej. Pęcherzowe oddzielanie się naskórka (EB) i zaburzenia rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC) to genodermatozy, w których docho-dzi do zaburzeń funkcjonowania naskórka. Zidentyfikowano już kilkadziesiąt genów przy-czynowo związanych z występowaniem objawów klinicznych, a więc, w ogólnym ujęciu, tendencji do tworzenia pęcherzy i nadmiernej podatności skóry na urazy w przypadku EB oraz nieprawidłowego rogowacenia w MeDOC. Objawy kliniczne tych chorób mogą być jednak bardzo zróżnicowane, a zależności genotypowo-fenotypowe określone zostały tylko częściowo. Diagnostyka molekularna, której celem jest identyfikacja mutacji u poszczegól-nych pacjentów umożliwia weryfikację rozpoznania klinicznego, określenie ryzyka powtó-rzenia się choroby w rodzinie, a stopniowo także podstawę do opracowania nowych tera-pii. Jednakże, nawet nowoczesne technologie analizy molekularnej pozwalają na wykrycie mutacji tylko u 80% chorych. Określenie patologii molekularnej w przypadku pozostałych pacjentów oraz opracowanie skutecznych terapii wymaga dalszych, interdyscyplinarnych badań naukowych.

				WPROWADZENIE

				Genodermatozy, genetycznie uwarunkowane zaburzenia struktury i funkcji skóry, stanowią dużą i wysoce heterogenną, zarówno pod względem klinicz-nym jak i molekularnym, grupę chorób. Wspólnym ich mianownikiem jest występowanie nieprawidłowości w obrębie skóry i jej przydatków (paznokcie, włosy, gruczoły potowe i łojowe), najczęściej jednak towarzyszą im objawy ze strony innych narządów i układów. Co więcej, manifestacje skórne nie zawsze stanowią podstawowy problem kliniczny - do genodermatoz zalicza się bowiem szereg zespołów metabolicznych, chorób związanych z ryzykiem nowotworze-nia, czy niedoborów odporności (Tab. 1) [1].

				Aktualnie wyróżnia się około 400 genodermatoz, które są wynikiem muta-cji w ponad 1000 różnych genach [2,3]. Najczęściej są to choroby monogenowe, dziedziczone w sposób autosomalny dominujący, recesywny lub sprzężony z chromosomem X [4]. Zdecydowana większość z nich to choroby rzadkie, niektó-re opisane zostały zaledwie u kilku chorych na świecie. Osoby cierpiące na ge-nodermatozy napotykają zatem szereg problemów, m.in. trudności w uzyskaniu diagnozy i dostępie do prawidłowej (najczęściej wielospecjalistycznej) opieki medycznej oraz ograniczone możliwości terapeutyczne. W przypadku genoder-matoz ogromny problem stanowi także wykluczenie społeczne, ze względu na manifestację skórną, choroby często nie można ukryć.

				W niniejszej pracy przedstawione zostaną wybrane aspekty dotyczące patofi-zjologii molekularnej i diagnostyki genodermatoz na przykładzie pęcherzowego oddzielania się naskórka (EB, ang. Epidermolysis Bullosa) i zaburzeń rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC, ang. Mendelian Disorders of Cornifica-tion), które od ponad 10 lat są badane i diagnozowane molekularnie w Instytucie Matki i Dziecka.

				NASKÓREK – BUDOWA I FUNKCJE

				Naskórek stanowi najbardziej zewnętrzną część skóry i, choć jego grubość nie przekracza z reguły 1,5 mm, to właśnie on jest kluczowym elementem zapewnia-jącym ochronę organizmu przed czynnikami środowiskowymi oraz nadmierną utratą wody – TEWL (ang. Transepidermal Water Loss). Naskórek składa się z kil-ku warstw komórek: podstawnej, kolczystokomórkowej, ziarnistej i – najbardziej zewnętrznej – rogowej (Ryc. 1A). W części podstawnej keratynocyty ulegają po-działom komórkowym, a następnie są wypychane do wyższych warstw, gdzie następuje intensywna synteza białek i lipidów oraz kolejne etapy różnicowania. 
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				W ostatnim etapie keratynocyty zostają przekształcone w korneocyty (martwe komórki pozbawione jądra komórko-wego i mitochondriów, upakowane kompleksami keratyn i filagryny), które wraz z otaczającymi je lipidami tworzą 

			

		

		
			
				nieprzepuszczalną barierę ochronną. Naskórek ulega ciągłej odnowie, a okres od podziału komórkowego do złuszczenia martwych korneocytów w warstwie rogowej wynosi około 40–56 dni [5,6].

			

		

		
			
				Tabela 1. Zestawienie głównych typów genodermatoz i przykładowych genów związanych z patologią choroby (wg [1,51]).

				
					Główne grupy genodermatoz

				

				
					Przykładowe choroby

				

				
					Przykłady genów, których mutacje są przyczyną choroby

				

				
					Pęcherzowe oddzielanie się naskórka

				

				
					– typ prosty EB

				

				
					KRT5, KRT14, TGM5, PLEC, LHL24, DST, EXPH5, CD151,PKP1, DSP, JUP

				

				
					– typ łączący EB

				

				
					LAMA3, LAMB3, LAMC2, LAMA3A, COL17A1, ITGA6, ITGB4,ITGA3

				

				
					– typ dystroficzny EB

				

				
					COL7A1

				

				
					– zespół Kindlera

				

				
					FERMT1

				

				
					Zaburzenia rogowacenia

				

				
					– rybie łuski

				

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

				

				
					– rogowce dłoni i stóp

				

				
					KRT9, DSC2, SERPINB7, AAGAB, KRT1, DSP, DSG1, GJA1, KANK2, JUP, KRT16, ENPP1, SLURP1, GJB2

				

				
					– rogowacenie mieszkowe

					(ch. Dariera)

				

				
					ATP2A2

				

				
					– erytrokeratodermie

				

				
					GJB2, GJB3 , GJB4

				

				
					Zaburzenia barwy skóry

				

				
					– albinizm

				

				
					LRMDA, MC1R, OCA2, SLC24A5, SLC45A2, TYR, TYRP1

				

				
					– piebaldyzm

				

				
					KIT, SNAI2

				

				
					– Zespół Waardenburga

				

				
					EDN3, EDNRB, MITF, PAX3, SNAI2, SOX10

				

				
					Choroby związane z nowotworzeniem

				

				
					– choroby z zaburzeniami naprawy DNA

				

				
					ERCC6, ERCC8, DDB2, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, POLH, XPA, XPC, BLM

				

				
					– rodzinne zespoły nowotworowe

				

				
					NF1, NF2, MSH2, MLH1, APC, MUTYH

				

				
					– nabłonkowa dysplazja brodawkowata

				

				
					TMC6, TMC8

				

				
					Choroby pochodzenia ektodermalnego

				

				
					– zespoły dysplazji ektodermalnej

				

				
					EDA, EDAR, EDARADD, GJB6, TP63,

					KCTD1, PKP1, NFKBIA, IKBKG, NECTIN4, NECTIN1, CDH3

				

				
					– zespoły z hipotrichozą (włosami wełniastymi)

				

				
					DSG4 LIPH LPAR6, SPINK5

				

				
					– zespół paznokieć–rzepka–łokieć

				

				
					LMX1B

				

				
					Choroby związane z tkanką łączną

				

				
					– wiotka skóra

				

				
					ALDH18A1, ATP6V0A2, ATP7A, EFEMP2, ELN, FBLN5, LTBP4, PYCR1

				

				
					– zespół Ehlersa–Danlosa

				

				
					ADAMTS2, B3GALT6, B4GALT7, C1R, C1S, CHST14, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COL12A1, DSE, FKBP14, PLOD1, PRDM5, SLC39A13, TNXB, ZNF469

				

				
					– pseudoxanthoma elasticum

				

				
					ABCC6

				

				
					Choroby z zaburzeniami naczyniowymi i limfatycznymi

				

				
					– zespół Oslera–Rendu–Webera

				

				
					ACVRL1, ENG, GDF2, SMAD4

				

				
					Choroby metaboliczne

				

				
					– porfirie

				

				
					ALAD, ALAS2, CPOX, FECH, HFE, HMBS, PPOX, UROD, UROS

				

				
					– acrodermatitis enteropathica

				

				
					SLC39A4

				

				
					Pierwotne niedobory odporności

				

				
					– zespół Wiskotta i Aldricha

				

				
					WAS

				

				
					– zespół Omenna

				

				
					CARD11, DCLRE1C, IL7R, LIG4, RAG1, RAG2

				

				
					– zespół hiper–IgE

				

				
					DOCK8, STAT3
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				Aby pełnić funkcje ochronne, komórki naskórka muszą być silnie umocowane w leżącej poniżej skórze właściwej, a jednocześnie oporne na stres mechaniczny. Podstawową rolę w tym kontekście odgrywają:

				cytoszkielet komórkowy (keratynowe filamenty pośred-nie tworzą dynamiczną cytoplazmatyczną sieć wzmac-niających, usztywniających i elastycznych włókien),

				połączenia międzykomórkowe: hemidesmosomy (za-kotwiczające keratynocyty w błonie podstawnej granicy skórno-naskórkowej) i desmosomy (wytrzymałe i stabilne połączenia między sąsiadującymi keratynocytami) [7-9].

				Funkcjonowanie naskórka jako wytrzymałej bariery jest re-gulowane współdziałaniem szeregu białek. Brak lub nieprawi-dłowe działanie niektórych z nich prowadzi do zakłócenia ho-meostazy naskórkowej i w konsekwencji do rozwoju objawów klinicznych pęcherzowego oddzielania się naskórka lub rybiej łuski. W takim ujęciu można stwierdzić, że choroby te, jako schorzenia jednogenowe, stanowią doskonały model umoż-liwiający poznanie i zrozumienie fizjologii molekularnej na-skórka. W przypadku pęcherzowego oddzielania się naskórka naskórek staje się bardziej delikatny i traci swoją odporność na stres mechaniczny, natomiast w chorobach z zakresu rybiej łuski dochodzi do zaburzenia bariery naskórkowej.

				PĘCHERZOWE ODDZIELANIE SIĘ NASKÓRKA

				Pęcherzowe oddzielanie się naskórka (EB) to grupa ge-netycznie warunkowanych chorób skóry, charakteryzują-cych się powstawaniem pęcherzy na skórze i/lub w obrębie 

			

		

		
			
				błon śluzowych. U chorych obserwuje się także inne zmia-ny skórne (tj. prosaki, nadżerki, ubytki naskórka, włączając w to wrodzony brak naskórka, dystrofię i zanik płytek pa-znokciowych, łysienie, bliznowacenie, świąd) oraz objawy ze strony innych narządów i układów (m.in. zwężenie prze-łyku, osteopenia i osteoporoza, wodonercze, kłębuszkowe zapalenie nerek, uszkodzenie przewodów słuchowych, rogówki, próchnica). Mogą one prowadzić do dalszych po-wikłań, m.in. niedożywienia, anemii, opóźnienia wzrostu, kardiomiopatii, przykurczy palców rąk i nóg oraz zrastania skóry pomiędzy palcami, pseudosyndaktylii. W niektórych podtypach EB znacząco wzrasta także ryzyko rozwoju no-wotworów [10-12].

				Zakres objawów EB jest bardzo zróżnicowany: u niektó-rych osób zmiany skórne mogą mieć charakter łagodny, przejściowy i zlokalizowany, u innych przebieg choroby może być bardzo ciężki, prowadzący do śmierci nawet w pierwszych miesiącach życia. Zgodnie z najnowszą klasy-fikacją [14] na podstawie mikroskopowej lokalizacji pęche-rza na granicy skórno-naskórkowej wyróżnia się 4 typy EB: prosty, łączący, dystroficzny i Zespół Kindlera (Ryc. 1B). Dodatkowo, trzy pierwsze typy zostały podzielone na łącznie około 40 podtypów o zróżnicowanym przebiegu klinicznym.

				EB jest spowodowane mutacjami 20 różnych genów, ko-dujących białka strukturalne i enzymatyczne zaangażowane w budowę i utrzymanie wytrzymałych połączeń komórek z błoną podstawną, połączeń międzykomórkowych oraz fi-lamentów pośrednich cytoszkieletu. Nie jest to jednak lista zamknięta, gdyż u około 15% pacjentów nie identyfikuje się 

			

		

		
			
				Rycina 1. Budowa naskórka i granicy skórno-naskórkowej. (A) Skóra zdrowa. (B) Lokalizacja pęcherza na granicy skórno-naskórkowej w różnych typach EB.
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				mutacji w żadnym z tych genów [14]. Chociaż aż połowa z tych genów jest przyczynowo związana z typem prostym EB [13,14] to największy odsetek pacjentów, wynoszący w populacji polskiej 87%, ma mutacje jednego z trzech genów: KRT5, KRT14 lub TGM5 [15].

				KRT5 i KRT14 kodują keratyny 5 i 14, które tworzą hete-rodimery, podstawowy element budulcowy filamentów po-średnich w keratynocytach podstawnych. Poza rolą struk-turalną, białka wchodzące w skład filamentów pośrednich są także zaangażowane m.in. w procesy przekazywania sy-gnałów, transportu wewnątrzkomórkowego, proliferacji i apoptozy [9,16-18]. Mutacje w KRT5 i KRT14 powodują sub-stytucje reszt aminokwasowych w keratynach, co prowa-dzi do syntezy nieprawidłowych filamentów pośrednich o zmienionych właściwościach (zredukowanej elastyczności i wytrzymałości na naprężenia). Ponadto, u niektórych pa-cjentów mutacje powodują powstawanie białkowych agre-gatów wewnątrzkomórkowych immunopozytywnych dla keratyny 5 i 14 [9]. Większość przypadków typu prostego EB (EBS, ang. EB simplex) spowodowanych przez mutacje w genach KRT5 i KRT14 jest dziedziczona w sposób autoso-malny dominujący, natomiast ciężkość przebiegu choroby w znacznym stopniu uzależniona jest od lokalizacji i rodza-ju zmiany. Jednak pomimo faktu, że pierwsze mutacje w tych genach opisane zostały u pacjentów z podtypem pro-stym niemal 40 lat temu [19-21], wiele pytań dotyczących zależności genotypowo-fenotypowych pozostało dotąd bez odpowiedzi. Na przykład niektóre mutacje identyfikowano zarówno u chorych na EBS o przebiegu uogólnionym, jak i zlokalizowanym [22,23]. Ukazało się także kilka prac, które wskazują, iż u części chorych różnice fenotypowe są zwią-zane z istnieniem dodatkowych mutacji w KRT5 lub KRT14, które modulują przebieg choroby [24-26]. Takie obserwacje są istotne z punktu widzenia poradnictwa genetycznego, prognozowania ciężkości przebiegu choroby, jak również opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

				Gen TGM5 kodujący transglutaminazę 5 (enzym zaanga-żowany w tworzenie wiązań kowalencyjnych między czą-steczkami białek) początkowo opisywany był w kontekście zidentyfikowanego u kilkunastu osób na świecie zespołu złuszczania skóry kończyn (APSS, ang. Acral Peeling Skin Syndrome) dziedziczonego w sposób autosomalny recesyw-ny. W 2010 roku ukazała się praca, w której wykazano, że objawy tej choroby mogą przypominać łagodną zlokali-zowaną postać EB typu prostego [27], co zapoczątkowało badanie genu TGM5 u osób z takim właśnie rozpoznaniem klinicznym. Od 2014 roku APSS uznawany jest za jeden z podtypów EBS [13]. Co więcej, badania przeprowadzone w populacji osób zdrowych pochodzących z Polski, Nie-miec i Wielkiej Brytanii wskazują, że około 2–3% populacji stanowią nosiciele najczęściej występującej mutacji tego genu, p.Gly113Cys, której skutkiem jest zniesienie aktyw-ności enzymatycznej transglutaminazy 5. Prognozowana częstość choroby wynosi więc na tej podstawie 1/5 000–1/10 000, co oznacza, że spodziewana liczba chorych w Pol-sce powinna wynosić pomiędzy 4–8 tysięcy. Liczba ta zna-cząco przekracza liczbę osób diagnozowanych, co wskazuje na niską rozpoznawalność lub też występowanie dodatko-wych czynników, które u niektórych osób hamują rozwój choroby [28].

			

		

		
			
				W przeciwieństwie do EBS, typ dystroficzny EB (DEB) powodowany jest mutacjami tylko jednego genu: COL7A1, kodującego kolagen typu VII, białko budujące włókna ko-twiczące, struktury odpowiedzialne za utrzymywanie he-midesmosomów w obrębie błony podstawnej na granicy skórno-naskórkowej. Do chwili obecnej zidentyfikowano kilkaset mutacji genu COL7A1 (zgodnie z bazami danych www.col7a1-database.info oraz www.deb-central.org z dn. 1.06 2018) [29,30]. Pomimo faktu, że defekt molekular-ny dotyczy tego samego genu we wszystkich podtypach DEB, przebieg kliniczny może być dramatycznie różny: od bardzo łagodnych postaci przemijających z wiekiem, do ciężkich, w których choroba postępuje i pojawiają się po-wikłania zagrażające życiu. Zależnie od lokalizacji w genie i konsekwencji zmian w strukturze białka oraz innych, nie poznanych jeszcze czynników, choroba może być dziedzi-czona w sposób autosomalny recesywny (RDEB, ang. re-cessive DEB) lub dominujący (DDEB, ang. dominant DEB). W przypadku RDEB identyfikowane są najczęściej zmiany wprowadzające przedwczesny kodon STOP oraz mutacje typu zmiany sensu (ang. missens), u chorych na DDEB w większości przypadków występują mutacje typu zmiany sensu, przeważnie substytucje reszt glicyny, omówione w dalszej części tekstu.

				Efektem występowania w obu allelach genu COL7A1 mutacji powodujących przedwczesne zakończenie transla-cji (PTC ang. Premature Termination Codon), jest całkowity brak włókien kotwiczących. Występowanie w co najmniej jednym allelu mutacji typu zmiany sensu może natomiast powodować złagodzenie objawów choroby, kolagen typu VII jest obecny na granicy skórno-naskórkowej, choć o nieco zmienionej strukturze [31]. Stąd też znaczne zróżnicowa-nie fenotypowe obserwowane u chorych na różne podtypy RDEB.

				Szczególną grupą patogennych zmian identyfikowanych w genie COL7A1 są substytucje reszt glicyny wielokrot-nie powtórzonych motywów Gly-X-Y (gdzie najczęściej X to reszta proliny, a Y – reszta hydroksyproliny) centralnej domeny kolagenowej (THC, ang. Triple Helical Domain). W obrębie tej domeny dochodzi do łączenia się trzech cząste-czek kolagenu typu VII, co stanowi pierwszy etap tworze-nia włókien kotwiczących. Około 50% substytucji glicyny odpowiedzialnych jest za recesywny podtyp choroby, a pozostałe za dominujący. Przyczyna zróżnicowanej pa-togenności poszczególnych substytucji reszt glicyny nie jest dotąd znana. Mutacje odpowiedzialne za RDEB mogą wpływać na zmniejszenie zdolności do tworzenia trimerów przez cząsteczki kolagenu VII, zwiększenie ich wrażliwo-ści na działanie proteaz [32], a także, prawdopodobnie, na procesy syntezy, wewnątrz- i zewnątrzkomórkowego trans-portu oraz sekrecji białka i dalsze etapy tworzenia włókien kotwiczących [33]. Natomiast główną przyczyną patogen-ności substytucji reszt glicyny o charakterze dominującym wydają się być zaburzenia struktury potrójnej helisy prowa-dzące do jej destabilizacji [34]. Warto jednak nadmienić, że przynajmniej kilka substytucji reszt glicyny opisywanych było zarówno jako mutacje przyczynowe dla DEB o dzie-dziczeniu dominującym, jak i recesywnym [35].
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				ZABURZENIA ROGOWACENIA O DZIEDZICZENIU MENDLOWSKIM

				Zaburzenia rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC) to również określenie całej grupy schorzeń cha-rakteryzujących się występowaniem rogowca lub hiper-keratotycznych nawarstwień z ułożonymi dachówkowato łuskami, które zwyczajowo nazywa się rybimi łuskami lub ichthiozami (ang. ichthyosis). Ponadto u chorych występo-wać mogą: erytrodermia (zapalenie skóry), zaburzenia po-tliwości, tendencja do nawracających zakażeń, a także zabu-rzenia funkcjonowania szeregu innych narządów i układów (np. szkieletowego, nerwowego, krwionośnego) [36].

				Zakres objawów klinicznych stanowi podstawowe kry-terium klasyfikacyjne, które zakłada podział MeDOC na postać niesyndromiczną (izolowaną, objawy choroby do-tyczą tylko skóry) oraz postać syndromiczną (z współwy-stępowaniem objawów pozaskórnych). W obrębie każdej z postaci wyróżnia się mniejsze grupy obejmujące łącznie kilkadziesiąt jednostek chorobowych, które różnią się prze-biegiem klinicznym, częstością występowania, a także spo-sobem dziedziczenia [38,39]. Rybia łuska może dziedziczyć się w sposób autosomalny recesywny, autosomalny domi-nujący, bądź sprzężony z chromosomem X. Rybia łuska zwykła występuje u 1/250 osób, a sprzężona z chromoso-mem X u 1:2 000 do 1:6 000 chłopców [37].

				Aktualnie znanych jest ponad 40 genów, których mutacje są przyczynowo związane z występowaniem MeDOC. Geny te kodują białka zaangażowane w procesy różnicowania się keratynocytów (w tym keratyny wchodzące w skład fi-lamentów pośrednich w wyższych warstwach naskórka), syntezę i metabolizm lipidów, naprawę DNA, połączenia międzykomórkowe i regulację procesu złuszczania. Obja-wy kliniczne w przypadku rybiej łuski są zatem wynikiem różnego typu nieprawidłowości prowadzących ostatecz-nie do zaburzonego funkcjonowania bariery naskórkowej. Jednakże pomimo złożonej etiologii molekularnej, objawy skórne nie są aż tak zróżnicowane, czego wyrazem, szcze-gólnie w niesyndromicznych postaciach MeDOC, są zresztą trudności w postawieniu ostatecznej diagnozy na podsta-wie fenotypu pacjenta. Przyczyną tego jest fakt, że objaw rybiej łuski powstaje głównie na skutek działania mechani-zmów obronnych organizmu mających na celu „naprawę” uszkodzonej bariery naskórkowej. Do mechanizmów na-prawczych zalicza się przede wszystkim hiperproliferacje komórek naskórka, zwiększenie kohezji korneocytów oraz ograniczenie fizjologicznego procesu złuszczania naskórka [40]. Molekularne mechanizmy prowadzące do rozwoju ob-jawów klinicznych rybiej łuski na przykładach wybranych chorób zostały dokładniej omówione w pracy Śniegórskiej i wsp., która ukazała się w 2016 roku na łamach Postępów Biochemii [41].

				Różnicowanie kliniczne MeDOC przeprowadza się m.in. na podstawie układu i wielkości łusek, lokalizacji objawów skórnych, występowania skórnych objawów towarzyszą-cych, objawów w obrębie struktury włosów, paznokci, błon śluzowych, infekcji, atopii oraz objawów ze strony innych układów (nerwowy, oddechowy, moczowy, pokarmowy), wieku wystąpienia objawów i zakresu objawów w momen-

			

		

		
			
				cie ujawnienia się choroby oraz wywiadu rodzinnego [39]. Ocena taka przeważnie pozwala jednak jedynie na wyty-powanie określonej grupy chorób, a nie postawienie osta-tecznej diagnozy. Różnicowanie kliniczne może okazać się bowiem trudne i, jak pokazuje praktyka [Katarzyna Wer-theim-Tysarowska, dane niepublikowane oraz 40], może być obarczone błędem.

				DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

				Identyfikacja mutacji odpowiedzialnej za wystąpienie genodermatozy stanowić powinna standardowy element procedury diagnostycznej. Ustalenie patologii molekular-nej umożliwia szybką weryfikację rozpoznania kliniczne-go. Jest to szczególnie istotne w okresie noworodkowym/wczesnodziecięcym, kiedy objawy poszczególnych chorób nie są specyficzne i uniemożliwiają ich różnicowanie. Przy-kładowo, noworodki z podejrzeniem pęcherzowego od-dzielania się naskórka o ciężkim przebiegu mogą zarówno chorować na podtyp EB o złym rokowaniu (podtyp Herlitz JEB), jak i na ciężki uogólniony podtyp prostego typu EB, w którym po pierwszym zaostrzeniu choroby, dochodzi do znacznego i trwałego poprawienia stanu skóry. W niektó-rych przypadkach, badanie umożliwia także przewidywa-nie przebiegu klinicznego choroby i, co szczególnie istotne w przypadku MeDOC syndromicznych, wczesne objecie chorego specjalistyczną opieką medyczną np. neurologicz-ną, onkologiczną, kardiologiczną czy immunologiczną, w zależności od rodzaju zaburzeń występujących w poszcze-gólnych zespołach.

				Ustalenie genotypu pacjenta stanowi także podstawową informację dla celów poradnictwa genetycznego. Umożli-wia określenie statusu nosicielstwa u krewnych i wyliczenie ryzyka powtórzenia się choroby w rodzinie, a także może stanowić podstawę do wykonania diagnostyki prenatalnej i preimplantacyjnej.

				Ryzyko powtórzenia się choroby w rodzinie uzależnio-ne jest od sposobu dziedziczenia choroby, a zatem , w za-leżności od typu/podtypu EB, bądź rybiej łuski, może być ono bardzo różne. W przypadku chorób o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym, wynosi ono 25% dla pary no-sicieli (czyli osób, które mają mutację w pojedynczym allelu genu i nie wykazują objawów klinicznych). Z kolei osoba cierpiąca na chorobę o dziedziczeniu autosomalnym domi-nującym ma 50% ryzyko przekazania choroby potomstwu. Natomiast w rybiej łusce sprzężonej z chromozomem X ry-zyko pojawienia się choroby u potomstwa uzależnione jest jego płci. Przykładowo, jeśli chory jest mężczyzna, to żaden z jego synów nie odziedziczy mutacji, natomiast wszystkie córki będą nosicielkami. Z kolei, gdy kobieta jest nosicielką mutacji w chromosomie X, wówczas ryzyko posiadania chorego syna wynosi 50% dla każdego z jej synów, nato-miast córki nie zachorują, choć ryzyko, że będą nosicielka-mi również wynosi 50%. Konieczne jest jednak zwrócenie uwagi na fakt, iż istnieje szereg odstępstw od powyższych wyliczeń, które mogą być spowodowane powstawaniem mutacji de novo lub mozaikowatością germinalną rodziców [42]. W niektórych typach genodermatoz występowanie mutacji de novo jest zjawiskiem dość częstym [43]. Dlatego też każdorazowo badanie genetyczne powinno obejmować 
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				nie tylko chorego, ale również jego rodziców. Dodatkowym elementem, który w erze terapii spersonalizowanych zaczy-na mieć coraz większe znaczenie, jest również możliwość zaproponowania pacjentowi specjalistycznego programu leczniczego zindywidualizowanego w zależności od rodza-ju uszkodzonego genu lub występowania określonych mu-tacji [40,45,46].

				Diagnostyka genetyczna EB i MeDOC do niedawna prowadzona była przede wszystkim z wykorzystaniem se-kwencjonowania metodą Sangera. Analiza taka w pojedyn-czej reakcji umożliwia odczytanie sekwencji nukleotydowej o długości maksymalnej około 800 par zasad. W praktyce oznaczało to konieczność wykonania nawet kilkudziesięciu reakcji dla pojedynczego pacjenta, z których każdą trzeba było oddzielnie zaprojektować i zoptymalizować.

				Zarówno w diagnostyce EB, jak i rybich łusek, poza oce-ną kliniczną można wykonać szereg analiz, które umożli-wiają wytypowanie mniejszej grupy genów do przebadania u poszczególnych pacjentów. Badania te polegać mogą, w zależności od podejrzewanej jednostki chorobowej na: ana-lizie mikroskopowej wycinka skóry, lokalizacji i poziomu ekspresji poszczególnych białek, struktury włosów i aktyw-ności wybranych enzymów w biopsji skóry lub próbce krwi [13,39]. Wytypowanie pojedynczego genu do analizy może jednak oznaczać konieczność wykonania rozległych analiz molekularnych. Przykładowo aby zanalizować gen CO-L7A1 należało u niektórych osób przebadać 118 eksonów. Stąd też niezwykle pomocne w diagnostyce EB i rybich łu-sek okazało się zastosowanie metod opartych na sekwen-cjonowaniu następnej generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing). Analiza taka umożliwia jednoczasowe badanie całego genomu, eksomu lub panelu genów związanych z występowaniem genodermatoz. W Polce w Instytucie Mat-ki i Dziecka w Warszawie od kilku lat wykonywana jest diagnostyka genodermatoz z zastosowaniem panelowego sekwencjonowania NGS genów związanych przyczynowo z m.in. z EB i rybią łuską. Koszt analizy zestawu genów jest znacznie niższy niż w przypadku sekwencjonowania trady-cyjną metodą Sangera; koszt badania opartego na NGS wy-nosi aktualnie około 50% ceny badania pojedynczego genu COL7A1 metodą Sangera.

				Na podstawie doświadczeń własnych oraz danych litera-turowych, wydaje się jednak, że sekwencjonowanie metodą Sangera można rozważać w sytuacji, gdy u danego pacjenta na podstawie objawów klinicznych i dodatkowych badań (np. analiz mikroskopowych) wytypowano pojedynczy gen, szczególnie niewielki, lub taki, w którym stwierdzono mutacje częste w danej populacji. Alternatywnie, u chorych z podejrzeniem rybiej łuski sprzężonej z chromosomem X wykonać można analizę ilościową MLPA (multipleksowa amplifikacja sond zależna od ligacji), która umożliwia wy-krycie delecji genu STS (kodującego sulfatazę steroidową) W pozostałych sytuacjach analiza NGS powinna być propo-nowana jako molekularne badanie pierwszego rzutu.

				W przypadku diagnostyki MeDOC i EB, wykrywalność mutacji z wykorzystaniem NGS jest wysoka i wynosi po-nad 80% [40,44]. W większości ośrodków na świecie ruty-nowo wykonuje się analizę panelową, obejmującą wyłącz-

			

		

		
			
				nie fragmenty kodujące wybranych genów lub eksomową (WES, ang. Whole Exome Sequencing). WES polega na ba-daniu kodujących fragmentów wszystkich genów, dlatego może umożliwić znalezienie mutacji w innych genach, nie kojarzonych dotąd przyczynowo z daną chorobą. Wyniki takie wymagają jednak dokładnych badań populacyjno--funkcjonalnych. Należy jednocześnie podkreślić, że obie strategie koncentrują się na badaniu regionów kodujących, a zatem nie umożliwiają wykrycia mutacji zlokalizowanych w regionach promotorowych, regulatorowych i wewnątrz intronowych. Znacznie częściej identyfikuje się natomiast nowe mutacje w znanych genach. Ustalenie ich ewentual-nego znaczenia klinicznego nie jest przeważnie sprawą pro-stą i wymaga wieloaspektowej oceny, w tym dodatkowych analiz genetycznych z wykorzystaniem innych metod i, optymalnie, badań funkcjonalnych [47]. Stąd też u niektó-rych chorych na sprawozdaniach z analizy molekularnej używa się, z konieczności, określenia wariant o nieustalo-nym statusie patogenności (VUS, ang. Variant of Unknown Significance).

				Należy zatem szczególnie podkreślić, że powodzenie całego procesu diagnostycznego wymaga współdziałania pomiędzy dermatologiem, specjalistą z zakresu badań mi-kroskopowych oraz diagnosty, specjalisty w zakresie labo-ratoryjnej genetyki medycznej.

				PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

				Genodermatozy, choć w większości są chorobami rzadki-mi, stanowią olbrzymi problem kliniczny. Również proces diagnostyki tych chorób nie jest łatwy. Wynika to z szeregu czynników, przede wszystkim szerokiego spektrum obja-wów (w tym przypadków nietypowych np. wynikających z mozaikowatości genetycznej), zmiennego obrazu fenoty-powego w czasie życia pacjenta (najważniejsze cechy dia-gnostyczne przeważnie rozwijają się z czasem), podobnych objawów klinicznych na różnym tle genetycznym, a także zróżnicowanego przebiegu chorób u osób posiadających mutacje w tym samym genie. Jednocześnie ze względu na skomplikowane i heterogenne podłoże molekularne, zakres badań laboratoryjnych i mikroskopowych wykonywanych u pacjenta jest, z konieczności, często bardzo rozległy. Tym niemniej, ustalenie diagnozy i określenie przyczyn wystę-powania objawów klinicznych na poziomie molekularnym jest nie do przecenienia: umożliwia nie tylko weryfikację rozpoznania choroby i objęcie pacjenta poradnictwem ge-netycznym, ale także lepsze poznanie biologii i fizjologii skóry oraz stanowi podstawę do wdrożenia postępowania leczniczego i bazę do opracowywania nowych strategii te-rapeutycznych.

				EB i MeDOC, jak większość genodermatoz, leczone są objawowo. Od wielu lat jednak, szczególnie w przypadku EB, trwają próby opracowania terapii przyczynowych, któ-re umożliwiałyby osiągniecie trwałych efektów leczniczych. Badania dotyczą m.in. edycji i wyciszania nieprawidłowego mRNA oraz terapii genowej [48,49], większość z nich jest jednak wciąż na etapie prób przedklinicznych. Tym nie-mniej pierwsze próby klinicznego zastosowania terapii ge-nowej u chorych na EB wydają się obiecujące: w roku ubie-głym opublikowano przypadek chłopca, u którego zrege-
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				nerowano aż 80% powierzchni całego naskórka korzystając z genetycznie zmodyfikowanych komórek naskórka [50]. Temat ten znacznie wykracza poza ramy niniejszej pracy, dlatego został jedynie zaznaczony. Stanowi jednak kwinte-sencję współczesnej genetyki, której znaczenie w kontekście terapeutycznym, będzie z pewnością coraz większe, 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.
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Genodermatozy - patogeneza i diagnostyka molekularna

STRESZCZENIE

Genetyczme uwarunkowane choroby skéry, genodermatozy, stanowia grupe rzadko
wystepujacych chor6b o wysoce zréznicowanym przebiegu klinicznym, rokowaniu i
Zlozonej patologii molekularnej. Pecherzowe oddzielanie sie naskérka (EB) i zaburzenia
rogowacenia o dziedziczeniu Mendlowskim (MeDOC) to genodermatozy, w ktérych docho-
dzi do zaburzef funkcjonowania naskérka. Zidentyfikowano juz kilkadziesiat genow przy-
czynowo zwigzanych z wystepowaniem objawéw linicznych, a wigc, w og6lnym ujeciu,
tendencji do tworzenia pecherzy i nadmiernej podatnoéci skéry na urazy w przypadku EB
oraz nieprawidlowego rogowacenia w MeDOC. Objawy kliniczne tych choréb moga by¢
jednak bardzo zréznicowane, a zaleznoéci genotypowo-fenotypowe okreslone zostaly tylko
owo. Diagnostyka molekularna, ktérej celem jest identyfikacja mutacji u poszczeg6l-
nych pacjentéw umozliwia weryfikacje rozpoznania Klinicznego, okreslenie ryzyka powt6-
rzenia sie choroby w rodzinie, a stopniowo takze podstawe do opracowania nowych tera-
pii. Jednakze, nawet nowoczesne technologie analizy molekularnej pozwalaja na wykrycie
‘mutagji tylko u 80% chorych. Okreélenie patologii molekularnej w przypadku pozostalych
pacjentéw oraz opracowanie skutecznych terapii wymaga dalszych, interdyscyplinarnych
badas naukowych.

WPROWADZENIE

Genodermatozy, genetycznie uwarunkowane zaburzenia struktury i funkdji
skory, stanowia duz i wysoce heterogenna, zarowno pod wzgledem Klinicz-
nym jak i molekularnym, grupe choréb. Wspélnym ich mianownikiem jest
wystepowanie nieprawidlowosci w obrebie skory i jej przydatkéw (paznokcie,
wlosy, gruczoly potowe i lojowe), najczesciej jednak towarzysza im objawy ze
strony innych narzadow i ukladéw. Co wiecej, manifestacje skérne nie zawsze
stanowia podstawowy problem Kliniczny - do genodermatoz zalicza sie bowiem
szereg zespolow metabolicznych, choréb zwiazanych z ryzykiem nowotworze-
nia, czy niedoboréw odpornosci (Tab. 1) [1].

Aktualnie wyroznia sie okolo 400 genodermatoz, ktore sa wynikiem muta-
Gji w ponad 1000 réznych genach [2,3]. Najczesciej sa to choroby monogenowe,
dziedziczone w spossb autosomalny dominujacy, recesywny lub sprzezony z
chromosomem X [4]. Zdecydowana wiekszosé z nich to choroby rzadkie, niekts-
re opisane zostaly zaledwie u kilku chorych na swiecie. 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 skorna, choroby czesto nie mozna ukrye.

W niniejszej pracy przedstawione zostana wybrane aspekty dotyczace patofi-
Zologii molekularnej i diagnostyki genodermatoz na przykladzie pecherzowego
oddzielania sie naskérka (EB, ang. Epidermolysis Bullosa) i zaburzeri 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

Naskérek stanowi najbardziej zewnetrzna czesé skory i, choé jego grubosé nie
przekracza z reguly 1,5 mm, to wasnie on jest kluczowym elementem zapewnia-
jacym ochrone organizmu przed czynnikami srodowiskowymi oraz nadmierna
utrata wody - TEWL (ang, Transepidermal Water Loss). Naskorek sklada sie z kil-
ku warstw komorek: podstawnej, kolczystokomérkowej, 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 bialek i lipidéw oraz kolejne etapy réznicowania.
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Slowa Kluczowe: pecherzowe oddzielanie sie
naskérka, EB, zaburzenia rogowacenia o dzie-
dziczeniu Mendlowskim, MeDOC, rybia tuska,
genodematozy

Wykaz skrétéw: APSS (ang. Acral Peeling Skin
Syndrome) - zespél ziuszezania skéry koficzyn;
ARCI (ang. Autosomal Recessive Corigenital Ici-
thyosis) — rybia luska wrodzona o dziedzicze-
niu autosomalnym recesywnym; DDEB (ang
dominant DEB) - typ dystroficzny EB o dzie-
dziczeniu autosomalnym dominujacym; DEB
~ typ dystroficzny EB; EB (ang. Epidermolysis
Bullosa) - pecherzowe oddzielanie si¢ naskor-
ka; EBS (ang. EB sinplex) - typ prosty EB; Me-
DOC (ang. Mendelian Disorders of Cornification)
- zaburzenia rogowacenia o dziedziczeniu
Mendlowskim; NGS (ang. Next Generation Se-
quencing) - sekwencjonowanie nastepnej gene-
racji; PTC (ang. Premature Termination Codon)
- przedwezesne zakoriczenie translacji; RDEB
(ang. recessive DEB) - typ dystroficzny EB o
dziedziczeniu autosomalnym recesywnym;
TEWL (ang. Transepidermal Water Loss) - prze-
znaskérkowa utrata wody; THC (ang. Triple
Helical Domain) - domena potréinej helisy;
VUS (ang. Variant Of Unknorwn Significance) —
wariant o nieustalonym statusie patogennosci;
WES (ang. Whole Exome Sequencing) ~ sekwen-
Gonowanie caloeksomowe.
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