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“A helyes ut nem az elvont elmélkedéshez,
hanem mélyen a tapasztalatba vezet.”

Paracelsus
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BEVEZETES

A Wiskott—Aldrich-szindroma (WAS) X-kromoszomahoz kotott, recessziven
oroklédo, ritka, primer immunhidnyos betegség, amelyet microthrombocytopenia, visszatérd
fert6zésekhez vezeté kombinalt immundefektus és ekcéma jellemez. A betegség gyakorisaga

1 millié élve sziiletésre 1-10 kozé tehetd [Puck, 2006; Ochs, 2009; Ochs és Thrasher, 2006].

Alfred Wiskott német gyermekgyogyasz 1937-ben elsoként irta le a betegséget harom
fittestvér esctében, akikben roviddel a sziiletésiiket kovetden észlelt véres hasmenés
hatterében thrombocytopenia igazolodott, majd a késdbbiekben ekcémaban és visszatérd
kozépfilgyulladasban  szenvedtek  [Wiskott, 1937]. Mind a harom gyermek
gasztrointesztinalis vérzés és sepsis kovetkeztében hunyt el két éves koruk elétt. Robert
Anderson Aldrich 1954-ben ismerte fel, a betegség X-kromoszomahoz kototten 6roklodik,
mivel egy hat generaciot feloleld csaladban szamos fiu halt meg a korabban Wiskott altal leirt
betegséggel megegyezd korkép kovetkeztében, a csalad nodi tagjait azonban nem érintette a
betegség [Aldrich, 1954]. A korképet mindezek alapjan az 1960-as évektl Wiskott—Aldrich-

szindroma néven tartjak szdmon a primer immundeficientidk kozott.

A WAS legjellemzobb tiinete a thrombocytopenias vérzékenység — amelyet a
thrombocytopenia mellett a vérlemezkék funkciézavara okoz —, a bakterialis koérokozokkal
szembeni fokozott érzékenységbdl eredd ismétlodo fertozések és az ekcéma. A tiinetek az
esetek tobbségében az elsd életév soran jelentkeznek. Tipusos esetben mar ujsziilott korban
pontszerli bevérzések jelennek meg az érintett fiagyermekek borén, amelyeket véres
hasmenés, visszatérd orrvérzés kovet, a késobbieckben 1éguti bakterialis fertézések alakulnak
ki, végiil altalaban az ekcéma jelentkezik utoljara. A harom klinikai tiinet egyiitt alkotja a
klasszikus WAS-t, ami azonban csak az érintett betegek egyharmadaban észlelhetd [Ariga,
2012]. Késobbi manifesztaciok kozott szerepelnek az autoimmun betegségek és a malignus
lymphoreticularis tumorok. A WAS harom variansa, enyhébb formaja: az X-kromoszémahoz
kotott thrombocytopenia (XLT) [Villa, 1995], az intermittalé thrombocytopenia [Notarangelo
, 2002, 2008] és az X-kromoszoméahoz kotott sulyos neutropenia (XLN). XLT esetében
csupan microthrombocytopenia észlelhetd, az ekcéma és a fertézésekre valod fokozott hajlam
kevésbé jellemz6 [Alapi, 2005]. Az intermittald thrombocytopenia a WAS legkevésbé sulyos
fenotipusos formaja, jellemzbje a thrombocytaszam fluktuacidja a normalis és a korosan
alacsony tartomany kozott, a csokkent thrombocyta térfogat, valamint a vérzéses és egyéb

tiinetek hidnya [Notarangelo , 2002]. XLN esetén visszatérd, bakterialis infekciok, sulyos,
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velesziiletett neutropenia és monocytopenia hivja fel a figyelmet a genetikai betegségre
[Ancliff, 2006; Devriend, 2001].

A Dbetegségért felelos génszakaszt 1994-ben irtak le az X kromoszéma révid karjan
[Derry, 1994]. A gén 12 exonbdl all és egy 502 aminosav hosszusagu fehérjét, a Wiskott-
Aldrich szindroma proteint (WASP) kodolja. A WASP-r6l igazoltak, hogy csak a
haematopoietikus sejtek és osteoclastok expresszaljak, funkcioja az aktin polimerizaciojatol
kezdve a jelatviteli folyamatokon keresztil az immunsejtek miikodésének iranyitasaig
rendkiviil szerteagazo [Ariga, 2012]. WAS betegek jelenlegi egyetlen, végleges gyogyulast
biztosito kezelése a HLA-identikus, allogén dssejt transzplantacio [Ozsahin, 2008]. A jelenleg
is zajlo kutatdsok alapjan alternativ kezelésként a jovoben a génterapia is igéretesnek tiinik
[Boztug, 2006, 2010; Galy, 2011; Qasim, 2009] olyan betegek szamara, akik nem

rendelkeznek megfelel6 Ossejt donorral [Notarangelo, 2013].

A WAS MOLEKULARIS PATOLOGIAJA

A WAS gén

A WAS hatterében az 502 aminosav hosszusagi, 66 kDa molekulatomegili fehérje, a
Wiskott—Aldrich-szindroma protein (WASP) hianya, csokkent mennyisége vagy
funkciovesztése all, amelyet a WAS génen bekodvetkezett mutacio okoz [Alapi, 2005; Ochs,
1998]. A fehérjét kodold gént 1994-ben Derry pozicionalis klonozassal azonositottak az X-
kromoszoma révid karjan [Derry, 1994]. Az Xp.11.22-23 régiora lokalizalt gén kozel 9
kilobazis hosszt, és 12 exont tartalmaz [Kwan, 1991; Zhu, 1998].

Mutaci6 a gén barmelyik exonjan kialakulhat; eddig tobb mint 300 kiilonféle mutaciot
azonositottak. A leggyakrabban az els6 négy exon valamelyikét érinti a mutacio, amely
altalaban misszensz pontmutacio [Jin, 2004; Albert, 2010]. A masodik leggyakoribb mutécio
tipusok a STOP kodon képzddéssel jard nonszensz mutaciok és a splice site defektus
mutaciok, amelyek tobbnyire a 6-11 exonon illetve az intronikus szakaszokon kovetkeznek
be. A génhibak kisebb hanyadat a 10 nukleotidnal kisebb szakaszok kivagodasaval illetve
beépiilésével jaro deléciok és inszerciok képezik, komplex mutaciok és nagy deléciok alig
fordulnak elé a WAS génen [Ochs, 2009; Albert, 2010].

Az ismert hat mutacios forropont (hotspot) koziil harom a WAS génnek az exonikus, a
masik harom pedig az intronikus szakaszat valtoztatja meg. Az els6 két forropont a kettes

exonon kialakulé misszensz mutaciok kovetkezménye: az ATG-triplettél szamitott 134.
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citozin nukleotid timinre cseréldédik (c.134C>T) treonin-metionin cserét okozva a 45.
kédolo bazistriplet valamelyik tagjanak megvaltozasa miatt, szerin, glicin, cisztein, hisztidin
vagy leucin kodolédik (R86S/G/C/H/L). A harmadik exonikus forropont a hetes exon
nonszensz mutacidja (c.631C>T): a CGA bazistriplet TGA-ra valtozik, amely arginin helyett
splice site defektus mutacio a hatos (IVS6+5G>A) és a nyolcas (IVS8+1G>A/C/T; IVS8+1-
6delGTGA) intron megvaltoztatasaval a WASP funkcidvesztését vagy csokkent mennyiségét
eredményezi [Jin, 2004; Notarangelo, 2008; Burns, 2004]. Az XLT-ben szenvedd betegek
76%-aban misszensz mutacio all a hattérben, mig klasszikus WAS esetében a mutacio
spektruma széles. Enyhébb WAS-formaban altalaban van kimutathat6 WASP, mig stlyos
WAS esetében a fehérje tobbnyire teljesen hianyzik. A WASP hidnya vagy jelenléte és a
klinikai tiinetek sulyossaga kozott szoros 6sszefliggés van, €s a rezidualis fehérje mennyisége
a prognozist is befolyasolja [Imai, 2004]. WASP-pozitiv betegek esetében a 10 és a 20 éves
talélés kozel 93%, a WASP-negativ betegek varhato 10 éves tulélése azonban csupan 76%, a
masodik évtizedet pedig a fehérjét nem termeld betegek kevesebb, mint 1%-a éri meg [Ochs,
2002]. A WAS leggyakoribb, altalaban halalos szo6vodménye az intracranialis vérzés, amely a
WASP-negativ betegekben rendszerint 30 éves koruk eldtt bekovetkezik, de a WASP pozitiv
betegekben is gyakori, csupan egyharmaduk keriili el az agyvérzést a 30. életév betoltése elott

[Ochs, 2002].
A WASP szerkezete és funkcidja

A WASP egy citoszkeletonregulator proteincsalad tagja, amelyhez a neuronalis WASP
(N-WASP) és a WASP csalad verprolinhomolog proteinjei (WAVE 1, 2, 3) is tartoznak. E
fehérjék kozos jellemzoje a C-terminalisan elhelyezkedd VCA domén, amellyel az actin-
related protein2/3 (ARP??) komplexet képesek aktivalni, és ezaltal uj aktinfilamentumok
képzddését inditjak el [Kim, 2000; Burns, 2004, Rotty, 2013]. A WASP szamos mas eltér
funkcioji doménnel is rendelkezik (1. abra).

Az EVHI- (Ena/Vasp: enabled/vasodilatatorstimulalt foszfoproteinhomolog-1) régi6 a
WASP-interacting proteinnel (WIP) kapcsolodik. A WIP részt vesz az aktinpolimerizacid
szabalyozasaban, stabilizalja az aktinfilamentumokat, valamint SH3-kot6 régidival jelatviteli
folyamatokban is kozremiikddik [Burns, 2004]. A WIP tovabba alapvetd szerepet tolt be az
inaktiv WASP stabilizalasaban, illetve megel6zi a fehérje degradalodasat [Lanzi, 2012]. WIP
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hidnydban, amely a 2. kromoszéman talalhatdé WIP gén autoszoém recessziv droklésmenetet
mutaté mutacidja kapcsan is kialakulhat, a WASP szint nagymértékben csokken és ez az

eltérés klinikailag WAS fenotipushoz vezet [Lanzi, 2012].

f'ﬂﬁl’af':lcd I" =
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1. abra. Az aktiv Wiskott—Aldrich-szindroma protein (WASP). Az abran a fehérje
legfontosabb doménjei és ligandjai lathatok. W ASP aktivacioja soran a WIP foszforilalodik, a
Fyn kinaz foszforilalja a 291 pozicidban 1év6 tirozint, a nyugvo allapotban zart hajtt alaka (2.
abra) WASP linearizalodik (megvaltozik a harmadlagos szerkezete), a GBD kotdhely megkoti
a GTP-vel kapcsolt Cdc42-t, valamint a VCA domén az Arp2/3 komplexszel kapcsolodik
Kim, (2000); Burns, (2004), Rotty, (2013) alapjan.

A WASP-WIP interakcio gatolja a WASP effektor funkciojat. A WASP csak a WIP
foszforilalodasa utan szabadul fel a gatlas alol, amely példaul lymphocytakban Tsejt-receptor-
medialt aktivacio utan kovetkezik be [Wada, 2003]. A GTP-az-koté domén (GBD) a GTP-
kotott Cdc42-t képes felismerni és megkotni. A Cdc42 olyan Rho-szeri GTPaz, amely
kozponti szerepet tolt be az aktin-citoszkeleton Osszerendezésében [Wada, 2003]. Inaktiv
formaban a WASP GBD doménje a C-terminalis VCA-csoporttal kapcsolodik egy
hajtiiformat képezve, ezaltal a fehérje autoinhibiciojat valdsitva meg [Kim, 2000] (2. abra).

A GBD domént kddolo génszakaszon bekovetkezo tipusos mutaciok a WASP al-helix
szerkezetének destabilizalodasahoz vezetnek, a fehérje allando aktivalt format vesz fel, amely
eltérés klinikailag az XLN-t okozza [Devriend, 2001; Ancliff, 2006]. A prolinban gazdag
régio szamos SH3 doménnel rendelkezo jelatviteli molekuldval 1ép interakcioba. A WASP a
CD34+ haematopoeticus Ossejtekben, valamint a vér Gsszes noneritroid alakos elemében a
citoplazman beliil helyezkedik el [Boztug, 2006; Calle, 2004]. Ujabban osteoclastokban is
azonositottak [Ochs, 2005].
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2. abra. Az inaktiv Wiskott—Aldrich-szindréma protein (WASP). Nyugvo allapotaban a
WASP N-terminalis VCA doménje a GBD csoporttal kapcsolodik. A két funkcidscsoport igy
sajat ligandjai (Cdc42, ARP2/3) szamara nem hozzaférheto, a fehérje ebben a forméaban

inaktiv. Kim (2000) alapjan.

A WASP alapvetd szerepet jatszik az aktin-citoszkeleton fenntartasaban és minden
olyan sejtfolyamatban, amely a citoszkeleton atrendezddését igényli. A nyugvo allapotban
levd WASP példaul T-lymphocytakban T-sejt-receptor-medialt aktivaciot kovetden,
thrombocytakban kollagén hatéséra, hizosejtekben  pedig IgE-stimuléciora,
tirozinfoszforilacié eredményeképpen aktivalodik [Burns, 2004]. Az aktivalt WASP az
Arp2/3 komplexszel kapcsolodva uj aktinfilamentumok képzésében vesz részt [Rotty, 2013].
A monocytdk ¢és makrofagok IgG medialt fagocitdzisa is a WASP jelenlétét igényli,
hidnydban a fagocitotikus sapka nem alakul ki [Wada, 2003]. A WASP nélkiilozhetetlen a
makrofagok, dendritikus sejtek és az osteoclastok podoszémaképzéséhez és vandorlasdhoz
[Lacout, 2003]. WASP hidnyaban a makrofagok korosan megnyulnak, és csokkent mérték
kemotaxist mutatnak [Lacout, 2003]. WASP-null osteoclastok csontreszorptiv képessége is
koéros [Ochs, 2005]. A WASP az NK-sejtek funkcidjahoz nagymértékben hozzajarul, mivel a
CD16 inicialta WASP-foszforilacio az NK-sejtek aktivalasaban alapvetd szerepet jatszik
[Lacout, 2003], ujabb tanulmanyok a WAS protein fontossagat az NK sejtek
mozgékonysagaban és migracios képességiiknek szabalyozasaban is igazoltak [Serrano-
Pertierra, 2012]. A WASP az immunologiai szinapszisban halmozodik fel, az immunsejtek,
példaul T-lymphocytdk és az antigénprezentalo sejtek (APC) kozti kommunikacidhoz
sziikséges citoszkeletonvaltozasokat segiti [Burns, 2004]. Az immunologiai szinapszis a T-
sejtek ¢€s az APC kozott kialakuld szoros kontaktus, amelyben a jelataddé molekuldk tér- és
idébeli szervezddése nagymértékben hozzajarul az antigén-felismerés altal kivaltott jelhez
[Erdei, 2012]. A WASP apoptozisban betoltott funkcidja még nem tisztazott, ugyanakkor
megfigyelték, hogy WAS-betegek lymphocytaiban csokkent a Bcl-2-expresszid, mig a
sejthalalt indukalo kaszpaz-3 és CD95 vagy Fas expresszidja emelkedett [Wada, 2003]. A
WASP-nak fontos szerepe lehet a haematopoeticus progenitor sejtek magzati majbol
csontvelébe torténd migraciojaban is [Burns, 2004, Westerberg, 2005]. Mivel a WASP

szamos szignalmolekulaval képes kapcsolodni, funkcidja jelatviteli folyamatokban is jelentos.



KLINIKAI MANIFESZTACIOK ES KEZELES

Thrombocytopenia

A thrombocytaszam WAS-betegekben nagy egyéni valtozatossdgot mutat, de
rendszerint 70 G/1 alatti (Referencia tartomany: 150-400 G/L) [Alapi, 2005; Wada, 2003]. A
megakariocytak szdma és morfologidja tdbbnyire normalis, a thrombocytak azonban tobb
szempontbol is korosak [Albert, 2010]. WAS betegekben sokszor tévesen ITP diagnozist
allitanak fel a thrombocytopenia miatt, azonban az elkiilonitést nagyban segiti a thrombocyta
térfogat meghatarozasa, amely WAS esetében tipikusan 7 fl-nél kisebb (Referencia
tartomany: 7.2-11.1 fl) [Alapi, 2005; Wada, 2003], mig ITP-ben normal vagy nagyméreti
thrombocytakat detektalunk [Ariga, 2012]. A WAS-beteg thrombocytai egyéb funkcionalis és
morfoldgiai eltéréseket is mutatnak: a-granulum-hidny, a citoplazmatikus szervecskék szama
csokkent, az aggregacidjuk koros adrenalinnal, adenozinnal vagy kollagénnel valo
stimulaciora [Wada, 2003]. A thrombocyta-defektusok miatt mar koran manifesztalodnak az
olyan tiinetek, mint a pontszerli bérvérzes, purpura, vérhanyas, véres hasmenés, orrvérzes,
inyvérzés [Zhu, 1997]. Eletet veszélyezteté szovodményként stlyos emésztérendszeri, illetve
koponyan beliili vérzés is felléphet, amely a stlyos, refrakter thrombocytopenia mellett
¢észlelhetd legnagyobb aranyban [Wada, 2003; Mahlaoui, 2013]. Az atlagos thrombocytaszam
¢s a sulyos vérzéses szovodmény valdszintisége kozott azonban restropektiv tanulmanyok
nem tudtak szignifikans Osszefiiggést kimutatni, infekciok alatt viszont fokozodik a
vérzésveszEly [Albert, 2010]. A vérlemezkék feltehetéen a 1épben vonodnak ki a keringésbol,
mivel a splenectomia a thrombocytaszam korrekciojahoz vezet WAS betegekben [Burns,
2004]. A lépeltavolitas azonban nem javasolt azokban a WAS betegekben, akik
Ossejtatiiltetésre varnak, mivel sulyos bakterialis fertézések kockazatat hordozhatja [Ariga,
2012]. A funkcionalis defektusok, a hypersplenia mellett autoimmun hattere is lehet a
thrombocytopenianak, mivel intravénds immunglobulin adisa mellett mérsékelt sejtszam
emelkedés tapasztalhato [Albert, 2010].

Differencial diagnosztikai problémaként a thrombocytopenia hatterében legtobbszor
ITP, allogén thrombocytopenia, intrauterin vagy perinatalis fertézések, Fanconi-anaemia,
histiocytosis vetddik fel, illetve sokszor a gyermeket ennek megfelelden kezelik. Amennyiben

a thrombocytaszam az alkalmazott IVIG, steroid illetve antibiotikum kezelésre sem reagal, a
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kromoszoma vizsgalat fokozott torékenységre nem utal, a szovettan a histiocytosis ellen szol,

fingyermek esetében a WAS lehetdségére mindenképpen gondolnunk kell.

Immundefektus/fert6zések

WAS-ban a humordlis és a sejtes immunitds is zavart szenved, mivel a WASP a
legtobb  immunsejt  vonalban  expresszalodik, ezért a T  sejt, B sejt,
monocyta/makrofag/dendritikus sejt, granulocyta vonalak is érintettek lesznek [Ariga, 2012].
Az életkor eldre haladtaval a lymphocytdk szama mérhetdéen csokken, a T-lymphocytak
specifikus antigének és anti-CD3-ra mutatott proliferacios valasza in vitro vizsgalatok soran
alacsonynak bizonyult [Ochs, 2009; Albert, 2010].

A betegek szérum-IgG-koncentracidja altaldban a normaltartomanyban mérhetd, az
IgM-szint tobbnyire csokkent, mig az IgA ¢és az IgE szintje emelkedett [Ochs, 2009]. A B-
nyiroksejtek mozgékonysaga, vandorlasa és kitapadasa is koros [Gismondi, 2004].

A sejtek csokkent valaszkészséget mutatnak a T-sejtfiiggd és a T-sejt fliggetlen
antigénekkel szemben [Gismondi, 2004], kiemelendd a poliszacharidtokkal biré baktériumok
elleni érzéketlenség. WAS-betegek 1épében az egészségesekéhez képest kisebbek a B-sejt
zonak, ami a lymphocytak zavart ,hazataldlasanak™ (homing) tulajdonithatd [Gismondi,
2004]. Megfigyelték, hogy a B-sejtek sejten beliili kalciummobilizacigja is koros, rovidek a
mikrovillusaik, nem valaszolnak megfelel6en IL-4- és anti-CD40-stimulaciora, alig fejeznek
ki CD21/CD35 receptorokat, és mas komplementreceptoraik is hidnyozhatnak [Boztug,
2006].

Koros T-lymphocyta funkciora utal, hogy anti-CD3-ellenanyaggal valo aktivaciora
kevésbé bocsatanak ki IL-2-t a betegek T-nyiroksejtjei, mint az egészséges T-sejtek, és a
sejtek felszinérdl hidnyoznak a mikrobolyhok [Wada, 2003]. A T- és B-sejtek koros
felgyorsult lymphocytaapoptozis kdvetkeztében a CD4+ és CD8+ nyiroksejtszam 6—8 éves
korra erdsen csokken [Zhu, 1997]. A koros T-sejt funkcidt jelzi az ismert tény, hogy WAS
betegek korében nagyobb aranyban fordulo elé Prneumocystis jiroveci pneumonia is.

WAS-betegek NK-sejtjei is koros miikodést mutatnak: a természetes és az
ellenanyagfiiggd sejtolésben is csokkent a funkcidjuk. Ez az eltérés azonban IL-2-
szubsztitacioval korrigalhatdé [De Noronha, 2005]. Bar a monocytadk és neutrofil
fehérvérsejtek szama megfeleld, kemotaxisuk és az Fc-y-receptor-fiiggd fagocitdzis sok

esetben zavart szenved [Zhu, 1997]. Az invarians NKT sejtek, amelyek neviiket arrol kaptak,
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hogy a sejtfelsziniikon hordozott T-sejt receptor lancok csekély valtozatossagot (,,invarians”)
mutatnak és egészségesekben az autoimmun és tumoros folyamatok hatékony 6rei, teljes
mértékben hidnyoznak WAS betegekbdl és csokkent szamuk mutathatd ki XLT esetében is,
ami az autoimmun ¢€s onkoldgiai betegségekre vald fokozott hajlamra is magyarazatot ad
[Albert, 2010].

A dendritikus sejtek miikddése szintén koros a podoszomaképzés és a nyirokcsomokba
jutas szempontjabol [De Noronha, 2005].

A bakterialis fert6zések altalaban a betegek 6 honapos kora koriil, az anyai [gG-szint
csokkenésével parhuzamosan jelentkeznek el6szor. A leggyakoribb fertézéseket WAS-ban S.
pneumoniae, b tipusu H. influenzae €és S. aureus okozza. Az infekcios korképek koziil
kiemelend6 a kozépfiilgyulladas, az orrmellékiireg-gyulladas, az also 1éguti fertdzések, sulyos
esetben az agyhartyagyulladas és a szepszis. Visszatérd virusinfekciot szamos esetben a H.
simplex okoz. A gombas megbetegedések f6 korokozoi a Candida-torzsek koziil keriilnek ki.

WAS-betegek tiidégyulladasanak hatterében gyakran Pneumocystis jiroveci azonosithato.

Ekcéma

A WAS betegek 80%-ban alakul ki az ekcéma, amely fdleg a konydk, a csuklo, a
mellkas, a térdhajlat, illetve a hat teriiletére lokalizalodik [Imai, 2004]. A széaraz, hamlo,
viszketd, kiemelkedo foltokat a gyermek gyakran elvakarja, ami vérzéshez, illetve fertzéshez
vezethet. Az ekcéma sulyossaga nagy varibilitast mutat a betegek kozott, sok esetben terapia
rezisztens formak is el6fordulnak. Egyéb allergias manifesztacioként a kiilonb6zo
¢telallergidk, szénanatha és asztma fordulhat eld. Az emelkedett szérum 6ssz IgE szint és a
Th2 talstlyd cytokin produkcié az atopids dermatitishez hasonléan WAS-ban is
megfigyelhetd, ennek ellenére az ekcéma pontos pathomechanizmusa WAS-ban tovabbra is

feltaratlan [Trifari, 2006].

Autoimmunitas

Az autoimmun korképek altaldban a WAS késéi manifesztacioi kozé tartoznak,
ugyanakkor két éves kor elott is jelentkezhetnek, tanulmanyok alapjan a betegek 40-70%-ban
alakulnak ki és a WAS valamint XLT betegeket is egyarant érintik [Ariga, 2012; Bosticardo,
2009]. Az autoimmunitas hatterében a WAS betegekben kimutathaté karosodott regulatorikus

T-sejt funkcid és a periférias tolerancia zavarara allhat [Maillard, 2007]. A regulatorikus T
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sejtek, amelyek altalaban gatld hatast, szabdlyozd lymphocytdk, CD25 expresszidjat
alacsonynak talaltdk és in vitro aktivaciot kovetden ezek a sejtek képtelenek voltak TFN-y
regulatorikus T sejtes gyulladt szovetekbe torténd migracidja is zavart [Albert, 2010]. A
defektiv Fas ligand expresszid pedig csokkent Fas-medialt apoptézishoz vezet WAS
betegekben [Albert, 2010]. Az emelkedett szérum IgM koncentracid figyelmeztethet
autoimmun komplikaciokra, de onmagaban nem elég specifikus az autoimmun betegségekre
[Ochs, 2009].

Az autoimmun korképek széles skalgjat leirtak mar WAS-betegek esetében. A
leggyakrabban autoimmun haemolyticus anaemia (AIHA), borre lokalizalt illetve viszceralis
(agy, bél, tiidd) vasculitis, arthritis, neutropenia, gyulladasos bélbetegség, IgA-nephropathia,
glomerulonephritis, myositis, uveitis, autoimmun thrombocytopenia és autoimmun hepatitis
fordul el6 [Imai, 2004; Ochs, 2009; Ariga, 2012; Mahlaoui, 2013].

Az autoimmun korképek koziil az AIHA az egyik leggyakoribb és egyéb cytopeniak is
tarsulhatnak mellé. A relapsus hajlam magas és ezek a betegek elhtizodd immunszupressziv
kezelést igényelnek [Mahlaoui, 2013].

Stlyos, konzervativ terapia (transzfuziok) mellett id6szakosan sem javuld
thrombocytopenia esetében autoimmun etioldgiara is gondolnunk kell. Ebben az esetben
¢letveszélyes koponyaliri vagy intesztinalis vérzés barmikor bekdvetkezhet, az egyediili
hatékony kezelés az Ossejt atiiltetés. Az ITP kezelésében hasznalt 0j készitmények, mint a
romiplostim és az eltrombopag a donor keresés iddszakdban megel6zhetik a sulyos vérzéses
komplikaciokat [Mahlaoui, 2013].

Glomerulonephritis az esetek koriilbeliil 3.5-19%-ban jelentkezik, kronikus
veseelégtelenséghez és vese transzplantacid sziikségességéhez vezethet [Liu, 2012]. A
veseérintettség leggyakoribb formaja WAS/XLT betegekben az IgA nephropathia [Liu 2012;
Matsukura, 2004]. Ezen betegek szérumaban magasabb glikozilalatlan IgA szint és
emelkedett IgG-IgA keringd immunkomplex érték figyelhetd meg, amely patologias
laboratoriumi paraméterek hianyoznak az autoimmun betegségben nem szenvedé WAS/XLT
betegek esetében [Shimizu, 2013]. Az IgA tartalmi immundepozitumok a vese
mesangiumaban és a glomerulusokban rakédnak le, azok karosodasat okozva. Ossejt atiiltetést
kovetéen az immundepozitumok szama jelentésen csokken a vesében, ami az
immunrendszerrel korrekciojara utal [Shimizu, 2013].

Az autoimmun komplikaciok kezelésében az immunszupresziv terapia (steroid, IVIG,

azathioprin, cyclophosphamid) hozhat atmeneti javulast [Dupois-Girod, 2003]. A végleges
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gyogyulast az Ossejt transzplantacioval érhetjilk el, azonban a kimenetelt befolyasolhatja,
hogy a kevert kimérizmus miatt az atiiltetést kovetden is visszatérhet az autoimmun betegség

[Moratto, 2011; Ozsahin, 2008].

Tumorok

Malignus tumorok kialakulasanak valdszintisége 10-20% gyakorisaggal, fiatal felndtt,
illetve felnéttkora WAS-betegben a legnagyobb [Imai, 2004; Ochs, 2009]. Leukemia,
lymphoma — f6leg Epstein—Barr virus pozitiv B-sejtes lymphoma —, myelodysplasia egyarant
eléfordul [Wada, 2003]. XLT betegek esetében alacsony a tumorok el6fordulasi
valdszintisége. Néhany mutacio (+5 g>a, 6 intron) az enyhe WAS fenotipus mellett a
megfigyelések szerint malignus betegségekre hajlamosit [Shcherbina, 2003]. WAS-ban a
malignus betegségekre vald fokozott hajlam hattere egyeldre tisztazatlan, azonban annyi
bizonyosnak latszik, hogy a cytotoxikus T lymphocytdk és NK sejtek csokkent funkcidja
Osszefiiggésbe hozhato a jelenséggel [Ariga, 2012].

Varians formak

XLT
A WAS gén elso 1-4 exonjan bekovetkezé misszensz vagy splice site defektus tipusa

mutaciok gyakran a WASP csokkenését okozzak, azonban a kevés maradék fehérje miatt a
klinikai tiinetek altaldban enyhék [Ariga, 2012]. Ebben a formaban a legtobbszor csak a
microthrombocytopenia a prezentacioés tiinete a génhibanak. A betegség legenyhébb
valtozataban még a thrombocytopenia sem észlelhetd allandoan, ezt a korformat intermittald
XLT-nek nevezziik [Notarangelo, 2002].

XLT betegek ¢letkilatasai jok, annak ellenére, hogy autoimmun és malignus
betegségekre nézve, a klasszikus WAS formaban szenvedd betegekhez hasonldan, magasabb
kockézattal birnak, bar megbizhatd biomarkerrel nem rendelkeziink ezen események
elorejelzésére [Albert, 2010]. Egy tanulmany szerint a leggyakoribb autoimmun
manifesztacié az autoimmun nephritis és a hemolitikus anaemia ebben a betegcsoportban, a
tumorok koziil pedig a lymphoid eredetiick a listavezetok [Albert, 2010]. A tanulmany azt is
igazolta, hogy az XLT betegek esetében a fatalis vérzéses szovodmény kialakuldsara életiik

elsd 30 évében van a legnagyobb esély. A prognézist meglepd modon nem befolyasolta a

crer
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antibiotikum illetve IVIG kezelés sem a vizsgalt XLT beteg csoportban. Ugyanakkor a
kozlemény ravilagitott arra a tényre, hogy a splenektomia nem feltétleniil oldotta meg a
betegek thrombocytopenidjat viszont egyértelmiien emelete a stlyos fertézések

kialakulasanak a rizikéjat [Albert, 2010].

XLN
A WAS gén harom misszensz mutacioja (L270P, S272P, 1294T) okozza ezt a ritka

varians format [Devriendt, 2001; Ancliff, 2006]. Mind a harom mutacié funkcionyero,
ugyanis a mutaciok kovetkeztében a WASP autoinhibitorikus szerkezete felbomlik és a
fehérje karboxiterminalis VCA szegmense folyamatosan szabaddd valik az aktin
polimerizacié szdmara.

Az L270P mutacié kovetkeztében kialakuld fenotipusra jellemzd, hogy az érintett
fitkban stlyos velesziiletett neutropenia €s monocytopenia figyelhetd meg visszatérd
bakteridlis fertézésekkel, az aktivalt CD8+ T-sejt arany emelkedett, a csontveldi kenetben
pedig a promyelocyta/myelocyta stadiumban érési blokk igazolhatdo [Devriendt, 2001;
Notarangelo, 2008]. Mindemellett a thrombocytdk szama ¢és mérete, valamint a T
lymphocytak funkcidja tobbnyire normalis [Notarangelo, 2008], azonban néhany esetben a
klasszikus WAS-ra jellemz6 lymphopeniat és proliferacios zavart is kimutattdk [Albert,
2010].

Ancliff és munkatarsai altal leirt két tovabbi mutéacio kapcsan sulyosabb immunse;jt
diszfunkcio volt kimutathat6. Ezek a betegek a normalisnal kevesebb NK sejttel rendelkeztek,
a T-sejtek proliferacios valasza csokkent volt, valamint a neutrofil sejtek fagocitozisa és
aktivacios képessége is karosodott. Tovabbi vizsgalatokkal igazoltadk, hogy a mutécio
kovetkeztében a sejtek cytokinesise és mitozisa is sériill [Moulding, 2007]. Ezaltal
bizonyithatova valt a WASP sejtosztodasban és a genetikai instabilitds kontrollalasaban

betoltott szerepe [Notarangelo, 2008].

Hordozd6 nék

A WAS 06roklédésmenete szerint a betegség csak fitkban manifesztalodik, a mutaciot
szintén genetikai allomanyukban hordoz6 nék az esetek nagy tobbségében klinikailag
tiinetmentesek. Az irodalomban azonban szamos kozleményt talalhatunk nénemii WAS ¢és
XLT betegekrdl is [Parolini, 1998; Lutskiy, 2002; Andreu, 2003; Daza-Cajigal, 2013].

Ezekben az esetismertetésekben a nobetegek a klasszikus WAS fenotipusat mutatjak illetve,
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az XLT-re jellemzben, thrombocytopenidban szenvednek. Az esetek tobbségében a betegek
csaladjaban masokat is érint a mutdcid, de olyan kdzleményt is olvashatunk, amelyben a
bemutatott 8 éves lednygyermekben az egészséges apatdl szdrmazd X-kromoszoéman talalhatod
WAS génen alakult ki spontan sporadikus mutéacio és ennek kovetkeztében a gyermekben a

WAS-ra jellemz6 klinikai kép [Parolini, 1998].

Normal esetben az anyai ¢és apai eredeti X-kromoszomdk random modon
inaktivalédnak a nénemil magzat sejtjeiben, ezaltal a ndkre egyfajta mozaicizmus jellemzo
[Parolini, 1998]. A szervezet védekezé mechanizmusa révén, a mutaciot hordozo X-
kromoszdma tobbnyire inaktiv formdban van jelen a sejtekben, ezekben az esetekben tehat az
inaktivacié nem véletlenszeri. A hordoz6 nék tiinetmentességéért a mutans X-kromoszoma
lyonizacidja felelds, vagyis a ndék két X-kromoszomaja koziil csak az egyik aktiv, a masik
kromoszomarol nem torténik génatirodas. WAS tiinetegyiittesét mutatd, hordozé nok esetében
azonban sokszor a mutans X-kromoszoma marad aktiv a hematopetikus sejtek egy részében,
mig mas sejtekben az ép X-kromoszéma miikddik, tehat a random inaktivacio révén a mutans
X-kromoszoma is kifejezddhet. Mivel azonban a kifejez6dés nem 100%-os, az érintett ndkben

a klinikai tiinetek altalaban enyhébb formaban manifesztalédnak [Parolini, 1998].

WAS score

A WAS-ban jelentkez6 klinikai tiinetek megléte illetve a tiinetek sulyossaga alapjan
pontrendszert allitottak fel, amely 1-5-ig értékeli a betegséget. Intermittald thrombocytopenia
a legenyhébb manifesztacionak tekinthetd, amely esetében a pontszdm nem éri el az 1-t. XLT-
ben a {6 prezentaciods tiinet a mikrothrombocytopenia (1), amennyiben ehhez enyhe fert6zések
¢s ekcéma is tarsul, a pontszdm 2. Klasszikus WAS-ban a harom tipusos tiinet kiilonb6zo
sulyossaggal jelenik meg a score tablazatban (1. tablazat). A thrombocytopenia mellett
¢szlelhetd perzisztalo, de jo terapias valaszkészségli ekcéma vagy fert6zések esetén 3
pontszam adhatd. A sulyosabb 4 pont az ekcéma vagy a fert6zések sulyosabb, terdpia
rezisztens formajat jelolik. Amennyiben barmilyen autoimmun (A) vagy malignus (M) korkép
jelentkezik a betegben, a WAS score érték a legmagasabb, 5 kategorianak feletethetd meg. A
beteg score értéke nem allandé az élete soran, barmely életkorban megvaltozhat, példaul
autoimmun betegség tarsuldsa esetén a kordbbi enyhébb 3 érték ebben az esetben 5
pontszammal sulyozandd [Albert, 2010]. A score érték csupan a felallitas pillanatdban

¢szlelhetd tiinetekre utal, a genotipusra, a WAS protein expresszi6 mértékére nem
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kovetkeztethetiink altala és a betegség prognodzisanak megjosolasara sem alkalmas [Albert,

2010].

1. tablazat. A WAS score felallitasahoz sziikséges kritérium rendszer

iXLT XLT WAS
Klinikai score <1 1 2 3 4 5 (A/M)
Thrombocytopenia  -/+ + + + + +
Ekcéma - - (+) + (P
Fert6zések - - (+) + A (H)AHA
Autoimmunitas - - - - - +
Malignitas - - - - i, +

iXLT, intermittadlé X-kromoszoémahoz kotott thrombocytopenia; XLT, X-kromoszoéméahoz
kotott thrombocytopenia; A, autoimmunitas; M, malignitds; -, hidnyzik; (+) enyhe; +,
mérsékelten sulyos; ++, stlyos. Zhu, (1997) valamint Ochs és Thrasher, (2006); Ochs, (2009)

alapjan.

Genotipus-fenotipus korrelacio

A genetikai hattér klinikai tiinetek forméajaban vald kifejez6dése WAS esetében a
WASP jelenlététdl illetve hianyatol nagy aranyban fiigg [Notarangelo, 2008]. Azokban a
betegekben, ahol a WAS gén mutacidja kovetkeztében az expresszalodo fehérje szerkezete
nem sériilt, csak a mennyisége csokkent, a betegség enyhe forméaban manifesztalodik, ezen
betegek koziil keriil ki a legtobb XLT beteg. A betegek mutacios tipusa jellemzden misszensz
¢s tobbnyire a WAS gén els6é 1-2 exonjan talalhatd. A klasszikus WAS fenotipusu betegek
tobbségében a WASP nem kimutathatd vagy struktarajaban karosodott fehérje termelddik,
amely funkcidjat nem képes maradéktalanul ellatni [Notarangelo, 2008]. Ezekre a betegekre
tobbnyire nonszensz és delécidos mutaciok jellemzoek.

Autoimmun ¢és malignus korképek egyarant kifejlddhetnek mind a WASP pozitiv és a
WASP negativ csoportban is, de a fehérjét nem expresszald betegek esetében gyakrabban

fordulnak el6 [Notarangelo, 2008]. A genetikai mutacidé ismeretében és a beteg altal
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expresszalt fehérje mennyisége és mindsége alapjan kovetkeztethetiink a klinikai tlinetek

sulyossagara [Moratto, 2007] [Lutskiy, 2005].

Szomatikus reverzio

Primer immunhianyos betegségek koziil tobb esetben is (ADA, X-SCID) leirtak a
reverzio jelenségét, amely soran, tobbnyire egy masodik mutacio kovetkeztében, a betegséget
okoz6 génhiba eltiinik és visszaall a vad tipusra jellemz6 nukleotid sorrend a hematopetikus
sejtekben, €s ezaltal szomatikus mozaicizmust hoz létre [Notarangelo, 2008; Ariga, 2012]. A
jelenség WAS esetében is ismert. A reverzié soran a beteg prekurzor immunsejtjeiben,
els6sorban a T, B ¢és NK-sejtek esetében igazoltak, kijavitddik a genetikai hiba és a sejtek
WASP expresszidja is helyreall. A megfeleléen funkcionaldé WASP-t expresszald sejtek
elényhoz jutnak a mutans Ossejtekhez képest és utddaik rovid idon belill talndvik a koros
sejteket [Notarangelo, 2008; Stewart, 2006]. Ezaltal az immunoldgiai diszfunkci6 rendezodik

¢s a betegség klinikai tiinetei is javulnak.

A WAS terdpidja

Tuneti kezelés

A WAS betegek esetében sziikséges thrombocytapotlas indikacidi nem kiilonboznek a
megelézden érdemes megfontolni a jovobeli Ossejtatiiltetés lehetdségét és a folosleges
immunizacio elkeriilése érdekében érdemes valasztott, sziirt, irradialt thrombocyta
készitményt valasztani.

A splenectomia hatasa ellentmondasos a WAS betegek esetében, ugyanis bar a
beavatkozas utan a thrombocytaszam emelkedése varhatd, viszont szepszis kialakulasanak
veszélyét is fokozza a Iépeltavolitas. Ezért a miitét ellenjavallt minden olyan beteg esetében,
akiben Ossejtatiiltetést terveznek [Ariga, 2012].  Azokat a betegeket, akik mégis
splenectomian esnek at, antibiotikum-profilaxisban kell részesiteni, valamint a
poliszacharidtokkal rendelkezé baktériumokkal (S. pneumoniae, H. influenzae, N.

meningitidis) szemben védooltassal kell ellatni. Aszpirin addsa WAS-betegek esetében

crer
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Enyhe ekcéma kezelésére a hidratalokrémek alkalmasak. Stlyosabb esetben szteroid
tartalmu kendcsok, esetleg belséleg szteroid alkalmazandd. A szisztémas kezelés idGtartamat
azonban a szteroid-mellékhatasok erdsen behataroljak. A kifejezetten stlyos ekcéma
kezelésében hatékonynak talaltak a tacrolimus tartalmt lokalis készitményeket [Bienemann,
[Ochs, 2002].

Az infekciok megeldzésében alapvetd szerepet tolt be az intravénas immunglobulin-
szubsztitcio, sulyos herpes virus fertdzés megel6zésére az acyclovir, Pneumocystis jiroveci
profilaxisra pedig trimethoprim-sulfamethoxazol alkalmazhatd. Infekcids szovodmények
kezelésében torekedjiink a minél korabban megkezdett, lehetdleg célzott antibiotikum,
antifungalis és ahol lehetséges, antiviralis terapiara. Az €16 virust vagy baktériumot

tartalmazo védooltasok WAS-betegek szamara kontraindikaltak.

Ossejt transzplantacié

Végleges terapids megoldas lehet a HLA-identikus donortdl szarmazé csontveld-
transzplantacio. A koran, lehet6leg az elsd életév elott elvégzett Ossejt atiiltetés biztositja a
legjobb eredményeket, még a WASP negativ, stlyos manifesztaciokkal terhelt betegek
esetében is [Notarangelo, 2013]. Akkor a legnagyobb az esély a gyogyulasra, ha a beteg az
egészséges testvérétol kapja a HLA-kompatibilitas szempontjabol megfeleld csontvelot. A
HLA-identikus rokon donorral végzett beavatkozas 73-100% talélési arannyal végezhetd
[Moratto, 2011; Catucci, 2012]. A rokon, nem megfelelden egyezd donorral végzett
transzplantacié kimenetele azonban sokkal rosszabb, mindossze 29-52% [Ozsahin, 2008;
Catucci, 2012]. Ha nincs testvér, vagy nagyfoku a kiilonbség a testvérek kozott, a beteg 5
81%-ban hozhat sikert [Kobayashi, 2006]. Ez a modszer azonban kevésbé hatékony idésebb
gyermekek esetében [Longhurst, 2002]. A csontvelé-eredetli Ossejtek helyett kivalod
eredménnyel alkalmaznak koldokzsinorvérbdl vett dssejteket is fiatal, lehetdleg 25 kg alatti
betegek esetében [Wada, 2003]. Az Ossejtatiiltetést kovetden a kimérizmus mértékeét
feltétleniil kovetni kell, mert az alacsony donor kimérizmus a beavatkozas sikerét
veszélyeztetheti  illetve  autoimmun  komplikaciok  rizikdjaval  és  perzisztalo
thrombocytopenidval is jarhat [Albert, 2010; Ariga, 2012]. A kevert kimérizmus megeldzhetd
a transzplantici6 elétt alkalmazott myeloablativ kondiciondlé kezeléssel. Ossejt-

transzplantaciot kovetd autoimmun betegségek a kimérizmuson kiviil szoros Osszefliggést
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mutatnak a donor tipusaval is, idegen illetve mismatched donor esetében magasabb a
kockazatuk [Ochs, 2009]. XLT betegek transzplantacidja kérdéses, bar az alapbetegség
autoimmun ¢s malignus szovédményei miatt, a beavatkozast érdemes megfontolni,
amennyiben a betegnek van elérhetd6 HLA identikus testvérdonora [Albert, 2010; Ariga,
2012].

Az Ossejt transzplantacio, megfeleld koriilmények kozott elvégezve, végleges
gyogyulast hozhat a WAS betegeknek. Nem szabad elfelejteniink azonban, hogy a
beavatkozasnak szamos szovodménye ismert kezdve az életveszélyes EBV medialt
lymphoproliferativ szindromatol, a sulyos fertézéseken, autoimmunitason at a graft versus
host betegségig. Tovabba a beavatkozasra szoruld betegeknek csupan 1/3-a rendelkezik HLA-
identikus donorral, a mismatched donorral végzett transzplantacid soran a sikeres engraftment
60% koriili, amely tovabb ndveli a beavatkozas morbiditasat és mortalitasat [Kildebeck,
2012]. Eppen ezért a kutatisok kozéppontjiban jelenleg a beteg szaméra kevésbé kockazatos

¢s megterheld, de ugyancsak kurativ kezelési stratégia, a génterapia all.

Génterapia

Az elmult két évtizedben tobb primer immunhidny-betegségben alkalmaztak
génmodositott Ossejt terapiat, amellyel mar sikeresen gyodgyitottak példaul kozos y-lanc-
defektusban, ADA-deficientidban vagy CGD-ben szenvedd betegeket. Napjainkban WAS
betegek szamara is megnyilt az ut a génterdpia iranyaban. A kezelés lényege, hogy a betegtol
izolalt CD34 + Ossejtekbe virusvektor segitségével bejuttatjak a normalis génszekvenciat, €s
az ily modon transzdukalt Ossejteket ezt kovetden autoldg transzplantdcid soran
visszajuttatjak a beteg szervezetébe [Kildebeck, 2012]. Néhany esetben az effektor vagy
regulatorikus T-sejtek bejuttatasa is elégséges lehet a megfeleld terapias hatas kivaltasdhoz
[Aiuti, 2012]. Az eddigi megfigyelések arra utalnak, hogy a génterdpidban részesiilt
betegekben a WASP-expresszio jol mérhetden megjelenik, a thrombocytaszam emelkedik, az
ekcéma és mas betegségtiinetek jelentdsen javulnak. A génterapia azokban az esetekben jon
szoba, amikor sem rokon, sem idegen donor nem 4all rendelkezésre transzplantacio céljara

[Notarangelo, 2008; Kildebeck, 2012].

A Dbeavatkozas eldtt kondiciondlé myeloablativ kemoterapia sziikséges, amely a
modositott dssejtek hosszutavi engraftmentjét segiti [Aiuti, 2012; Fischer, 2013]. Autoimmun

komplikaciok esetén az autoreaktiv lymphocytak eltavolitasa is létfontossagu [Aiuti, 2012].
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A virus vektor megvalasztasa is 1étfontossagu a lehetséges szovodmények
szempontjabol. Az elsé klinikai génterapids tanulmany sordn Busulfan kondicionalast
kovetéen LTR-vezérelt gammaretrovirus vektort hasznaltak az egészséges génszakasz
bejuttatasara [Boztug, 2010]. A gammaretrovirus vektorral egyiitt bevitt erés virus enchancer
azonban olyan, a vektor genotoxicitasaért és haematologiai komplikaciok kivaltasaért felel6s
protoonkogéneket aktivalt, mint az LMO2, MDS/Evil, PRDM16 és a CCND2 [Aiuti, 2012;
Zhang, 2013]. A kezelt betegek nagy szazalékanal alakult ki a beavatkozast kovetéen néhany
¢ven beliil malignus transzformacio, leggyakrabban leukemia és myelodysplasias szindroma
[Aiuti, 2012].

Jelenleg human promoterrek kontrollalt lentivirus vektorral zajlik kutatds, amelyet a
retrovirusoknal kevésbé genotoxikusnak és igy biztonsagosabbnak talaltak [Notarangelo,
2008; Aiuti, 2012; Fischer, 2013]. A lentivirussal végzett in vitro kisérletek soran sikeresen
tudtdk visszaallitani a WAS protein expressziot a WAS betegektdl szarmazdé CD34+
Ossejtekben, T-, B-lymphocytakban és dendritikus sejtekben, valamint a TCR-fligg6 aktivacio
is megfelelonek bizonyult [Aiuti, 2012]. Egérmodellek hosszatava kovetése soran
oncogenézisre utald eltérést eddig nem fedeztek fel. A kutatasok ravilagitottak arra, hogy a
biztonsagos génterapiahoz néhany szabalyt be kell tartanunk, példaul olyan virusvektort
hasznaljunk, amely nem integralodik promoterek kozelébe, és nem okoz transzgén
expressziot; oninaktivald (SIN) LTR és szigeteld elemek valamint bels6 human promoter
alkalmazasa [Kildebeck, 2012; Zhang, 2013]. A génterapiaba fontossagat jelzi, hogy szamos
mas PID (FOXP3 deficiencia, SAP deficiencia, perforin defetus és XLA) esetében is mar
preklinikai fazisnal tartanak a génterapias kisérletek [Aiuti, 2012].
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CELKITUZESEK

1. Magyarorszagi Wiskott-Aldrich szindromas betegek diagnosztizalasa immunologiai,
hematologiai és génvizsgalatok alapjan. Genotipusos és fenotipus jellegzetességek
elemzése génszekvencia variansok és klinikai fenotipus jelek kozotti Osszefliggések

tanulmanyozasa.

2. Csaladvizsgalatok soran potencialis hordozok felkutatasa és diagnosztizalasa. Prenatalis
genetikai vizsgalat WAS hordozé ndkben a 10-12. terhességi héten korionboholy

mintakbodl izolalt DNS szekvencia analizissel.

3. Kozép- ¢és  kelet-eur6pai  orszdgokbol, Oroszorszagbol, Torokorszagbol és
Azerbajdzsanbol szarmazdé WAS betegek mutacioinak vizsgalata, a térségre jellemzd

mutacios spektrum felmérése és dsszehasonlitasa az irodalmi adatokkal.

4. WAS delécios mutaciok molekularis genetikai elemzése sajat eredmények €s irodalmi

adatok alapjan.
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BETEGEK ES RUTIN LABORATORIUMI, HEMATOLOGIAL IMMUNOLOGIAI
MODSZEREK

A vizsgalatokat minden esetben megeldzte a vizsgalando személyek vagy torvényes
képviseljiik tajékoztatasa és a beleegyezd nyilatkozat aldirasa a Debreceni Egyetem Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum Etikai Bizottsaga 4altal meghatirozott kovetelményeknek
megfeleléen. A genetikai ¢s klinikai kutatashoz engedélyt adtak a vizsgalt orszagok illetékes

hatdsagai.

Vizsgalt betegek és hordozok

Tizenkett6 kozép-kelet-europai orszagbol, Torokorszagbol ¢és Azerbajdzsanbol
szarmazo, 100 egymassal nem rokon csaladbol, Osszesen 177 WAS mutaciot hordozo
személy (114 hemizigdta fit és 63 hordozo nd) keriilt be a vizsgalatunkba (3. tablazat). A
WAS diagnozisat a tipusos klinikai tiinetek, mint a mikrothrombocytopenia, ekcéma ¢&s
visszatérd fertézések megléte, valamint a laboratoriumi eredmények alapjan allitottuk fel. A
betegek életkora a diagnozis felallitasakor 2 honap és 23 év kozotti volt, atlagosan 3.5 év. A
betegek tobbsége életben volt az adatok gyijtésekor, azonban a 114 betegbdl 25 (21.9%)
sajnos a betegség szovOdményeiben illetve a kezelés soran vesztették idejekoran életiiket.
Ezek a betegek atlagosan 3.9 évet éltek meg. Az elhunyt betegek altalaban a WASP fehérje
hidnyaval és kovetkezésképpen stlyosabb fenotipussal jaro delécios (32%) vagy nonszensz
(28%) mutaciokkal rendelkeztek, kisebb aranyban splice site defektus és misszensz (16%-
16%) valamint inszercios (8%) mutacio allt a betegségiik hatterében.

Az alabbiakban a résztvevd betegek és a hordozd nék szamat ismertetjiik
nemzetiségiik alapjan (betegek szdma + hordozok szama): orosz (33+11), cseh (17+13),
lengyel (14+2), magyar (9+18), ukran (9+8), szerb (7), szlovak (6+4), torok (3+2), roman
(3+2), litvan (2+2), szlovén (2), azerbajdzsani (2), lett (1+1) (3. abra).
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Betegek

® Hordozok

3. abra. A vizsgalatban szereplo WAS betegek és hordoz6 ndk szama orszagok szerint.
Osszesen 14 orszag WAS-ban szenvedd betegek és a tiinetmentes hordozé nék adatit
rendszereztiik. A legtobb beteg Oroszorszagbol szarmazott, a legtébb hordozd not

Magyarorszagrol sikeriilt 9sszegyijteni.

Harminco6t fia és 38 nd (27 magyar, 16 ukran, 13 orosz, 5 torok, 5 roman, 3 lengyel, 2
azerbajdzsan ¢és 2 lett) genetikai vizsgalatdt az Infektologiai és Gyermekimmunologiai
Tanszék molekularis genetikai laboratoriumaban végeztiik el (4. abra), a tobbi beteg (beteg
azonositd szam, 3. tablazat) mutacidé analizise az alabbi kutatok nevéhez flizédik: Prof.
Shcherbina (No. 12, 22, 27, 28, 33, 56, 61, 69, 79, 91, 92, 93, 97, 100, 109 és 112), Prof. Ochs
(pat. 34 és 52), Prof. Klein (No. 24). A cseh és szlovak betegek genetikai vizsgalatara a
Masaryk University Primer Immundeficiencia Centruméban, Brnoban keriilt sor négy beteg
kivételével (No. 40, 80 és 83 vizsgalatat a Universita di Brescia, Clinica Pediatrica, No. 114

vizsgalatat pedig Londonban az Institute of Child Health-ben végezték el).
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OBetegek

‘mHordozdk

4. abra. Debrecenben diagnosztizalt WAS betegek és hordozok szama orszagok szerint.
A Tanszékiinkdn diagnosztizalt betegek koziil a legtobben magyar, orosz ¢és ukran

nemzetiségliek. A legtobb hordozo6 nét a magyar csoportban azonositottunk.

A vizsgalt személyektdl szarmazo vérmintak feldolgozasa a vérvétel napjan
megtortént, vagy a vizsgilat helyére szobahémérsékleten tarolva juttatik el. Osszesen 87
beteg szerepel korabbi kézleményekben [Jin, 2004; Boztug, 2006; Boztug, 2008; Gulacsy,
2011]. Prenatalis diagnosztikai vizsgalatot 6t magyar és egy orosz beteg (No. 11, 23, 35, 39,
53 ¢és 107) hozzatartozoinal végeztiink. Ezekben az esetekben a genetikai vizsgalatot a
terhesség 12. hetében, amniocentesis soran nyert korionboholy sejtekbdl izolalt DNS mintan

végeztiik el [Alapi, 2005].
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DNS amplifikacio és szekvendlas

DNS izolalas

Genomialis DNS-t (gDNS) izolaltunk etilén-diamin-tetraacetattal (EDTA)
alvadasgatolt periférias vérbol a Gen ELUTE Blood Genomic DNA mini kit (Sigma-Aldrich
Ltd., Germany) hasznalataval standard modszer szerint. A kivont gDNS tisztasaganak ¢és
a 260 nm-en meghatarozott abszorbancia atlagbol kalkulaltuk, a tisztasagot a 260, illetve 280

nm-en mért abszorbancia atlagok hanyadosa alapjan szamoltuk ki (normal értéke: 1,7-1,9).

Amplifikaciés polimeraz lancreakciod

A WAS gén mind a 12 exonjat polimeraz lancreakcioval (PCR) felsokszoroztuk
specifikus intronikus oligonukleotid primer parok haszndlataval. Minden egyes reakcioelegy
tartalmazott 12,5 pl JumpStart RedTaq Ready Mixet (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 0,5 pl
forward és 0,5 pl reverse primert (10 pmol/ ml koncentraci), 100 ng minta DNS-t (a kivont
DNS koncentraciojatol fiiggben), desztillalt vizzel 25 pl-re kiegészitve. A PCR-hoz a
GeneAmp®PCR System 2700 késziilékét (Applied Biosystems, Foster City, CA)

alkalmaztuk.

Agar6z gélelektroforézis

A PCR eredményességét és a felszaporitott DNS fragmentumok méretét agar6z-
gélelektroforézissel ellendriztiik az EasyLadder 1 (100 bp-2000 bp) segitségével (Bioline,
London, UK), 2%-os agarozgélt alkalmazva. A DNS-fragmentumok gélben torténd

detektalasara a GelRed (Biotium, Hayward, CA) fluoreszcens jelzést hasznaltunk, amely a

DNS-molekulahoz kapcsolodik és UV fényben piros szinben fluoreszkal.
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Szekvenalasi PCR és célzott génszekvenalas

A Microcon 100 vagy Amicon Ultra 100K (Millipore, Carrigtwohill, Ireland) oszlop
hasznalataval bekoncentraljuk, sotalanitjuk és a primerekt6l megtisztitottuk a PCR terméket.
A szekvenalasi PCR soran a felsokszorozott kétszali DNS szakaszhoz csak a primer par
egyik tagjat adtuk hozza, igy a reakcié soran egyszali DNS szakaszt kaptunk felsokszorozott
formaban. A reakcidhoz normal dNTP-ket és fluoreszcens festékkel jelolt ddNTP-ket
hasznaltunk, amelyek, az 0j szalba véletlenszerlien beépiilve, leallitottak a reakciot. A
polimerizacié soran eltérd hosszusagi kopidk keletkeztek, amelyek 3’-végen jelolodtek. A
reakciot szintén GeneAmp®PCR System 2700 késziiléken (Applied Biosystems) végeztiik el.
A reakcio utan az elegyet Spin Post-Reaction Purification Columns zselés tisztitd oszlopok
(Sigma) segitségével megtisztitottuk a gyartod altal javasolt protokolnak megfelelden, majd
elokészitettitk (beparlas, felvétel formamidba, denaturdlas) a mintat a szekvenalasra. A
szekvenalashoz ABI 3130 DNA automata szekvenalot (Applied Biosystems) hasznaltunk.

A szekvenalas soran kapott elektroferogrammok értékeléséhez a GenBank adatbazisat
hasznaltuk (WAS gDNS referenciaszama: Ensembl - NG _007877.1 cDNS referenciaszama:
Ensembl - ENST00000376701) (www.ensembl.org). A nukleotid sorrend szdmozasakor a

cDNS iniciacios kodjanak (ATG) az adeninje felelt meg az els6 pozicidonak. A mutaciok
nomenklaturdjakor a den Dunnen and Antonarakis (2003) ajanlasait kovettiik (den Dunnen ¢€s
Antonarakis, 2003). A WAS gén mutacio6it az ESID altal 1étrehozott Human Gene Mutation
Database-ben (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk) szereplé mutaciokkal vetettiik dssze.

Aramlasi citometrias mérések

A vizsgalathoz EDTA-val alvadasgatolt vért hasznaltunk. Intracellularisan jelenlévé WAS
protein jeloléséhez anti-human-WASP nyul monoklonalis antitestet (Abcam, London, UK) és
Alexa Fluor 488 (Cell Signaling, Eugene, OR, USA) masodlagos antitestet alkalmaztunk,
IgG2a isotipus kontroll (Sigma-Aldrich) mellett. A mérések a DEOEC III. Belgyogyaszat

Immunolégiai Laboratériumaval kollaboracioban torténtek.
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Western blot

Heparinnal alvadasgatolt vérmintabol mononuklearis sejteket (PBMC) izolaltunk Ficol
gradiens centrifugdlassal. A mononuklearis sejtekbdl total proteint izolaltunk szulfthidril-védd
reagens ¢és protedz inhibitorok jelenléte mellett. Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) a fehérjéket méret szerint elvalasztottuk, majd polivinildifluorid (PVDF)
membranra (Millipore Corp, Billerica, MA) blottoltuk. A membran szabad feliiletét 5%-os
tejoldattal blokkoltuk. A WAS protein kimutatasahoz indirekt jeldlést hasznaltunk. Az
elsddleges antitesttel, anti-human-WASP nyul monoklonalis antitesttel (Abcam, London, UK)
inkubaltuk a membrant, majd mosast kdvetéen a masodlagos antitesttel, a torma peroxidaz
konjugéalt  kecske anti-nyal IgG-vel (Sigma-Aldrich) jeloltik.  Detektalashoz
kemilumineszcencias (Thermo Science, Rockford, IL) modszert alkalmaztunk. A kisérletet
aktin kontroll mellett végeztiik, melyhez elsddleges antitestnek anti-aktin nyul monoklonalis
antitestet (Sigma-Aldrich), masodlagos antitestnek torma proxidaz konjugalt kecske anti-nyul

IgG (Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

T sejt proliferacios vizsgalat

A vizsgalat a korabbiakban leirtaknak megfeleléen tortént [Klein, 2003] az alabbi
modositasokkal. T sejteket anti-CD3-mal fedett, 96 lyukt talcara vittiik fel huméan interleukin-
2 (IL-2) hozzaadasaval vagy anélkiil, a végkoncentracio 10 IU/ml volt. A sejteket 48 oran
keresztiil stimulaltuk, majd a thymidine felvétel ismételt ellendrzése mellett, 24 6ran keresztiil
*H-thymidine-bél (Perkin Elmer, Jiigesheim, Németorszag) 1 uCi (0.037 MBq) mennyiségek
keriiltek hozzaadasra. A vizsgalat Prof. Dr. Klein laboratériumaban, kollaboracios vizsgalat

keretében tortént.
Podoszoma festés
CD14+ sejteket jeloltiink anti-CD14 maéagneses gyongyodkkel (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Németorszag) és ezeket a sejteket AutoMACS késziilékkel izolaltuk (Miltenyi

Biotech). Podosoma vizsgalatot a korabban leirtaknak megfeleléen végeztiik [Dewey, 2006]

Prof. Dr. Klein laboratériumaban, kollaboracids vizsgalat keretében.
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Molekuléris analizis

No. 5 és 6 betegektdl szarmazoé CD3+ lymphocytakat WASP-pozitiv illetve WASP-negativ
frakciokra valasztottuk szét. Mindkét frakciobol kivontuk a genomikus DNS-t, amelyet a
teljes WAS gén felamplifikalasa kovetett PCR-ral. Az 1-11 exonok esetében az amplifikacio
soran alkalmazott aniling héfok 60 C° fok volt, egyedi primer parokat alkalmaztunk [Boztug,
2008]. A 12. exon PCR kondiciok a korabban leirtaknak megfeleldek voltak [Jones, 2002]. A
DNS szekvenciat ABI Prism 3130 DNA automata szekvenaldo és 3.4 verzioju DNA
Sequencing Analysis software (Applied Biosystems) valamint 3.4.1 verzidju Sequencer (Gene

Codes Corporation, Ann Arbor, MI) segitségével hataroztuk meg.

A WASP-pozitiv é¢s WASP-negativ sejtekben a WAS gén egyes exonjan taladlhatd szdmos
fiiggetlen, masodlagos helyen létrejott mutacié kimutatasaira a WASP-pozitiv frakciobol
szarmazd6 CD3-CD56+ NK sejtek és a B sejtek  (CD3-CD56-CD19+CD20+)
PCR-Script cloning vectorral (Stratagene, Amsterdam, Hollandia) klonoztuk. A klonok
szekvenalasat M 13 univerzalis primerekkel végeztiik. A fenti genetikai vizsgalatok Prof. Dr.

Klein laboratoriumaban kollaboracidval torténtek.

EREDMENYEK

Magyarorszagi WAS betegek

A vizsgalatunk célja elsdsorban a magyarorszagi WAS csaladok felkutatasa és
diagnosztizalasa volt. 2004 6ta, amidta Magyarorszagon egyediilallo modon, a Tanszékiinkon
lehetdség van a WAS gén szekvenalasara, 0sszesen 9 csaladot sikeriilt azonositanunk, 9 beteg
fiaval és 18 hordozd ndvel. A genetikai vizsgalat révén a csaladtervezést is eldsegitettiik
ezekben a csaladokban, tobb prenatalis vizsgalat elvégzésével. Az alabbiakban a magyar
WAS betegek részletes adatait ismertetjiik, azonositdsukra a 3. tablazatban hasznalt beteg

szamokat alkalmaztuk.
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A magyar WAS betegek fenotipusos jellemzoi

Thrombocytopenia

Mind a kilenc magyar beteg els6 prezentacids tiinete a kiilonb6z6 sulyossagh
thrombocytopenia volt. Az eltérés véres hasmenés €s aprd borvérzések klinikai tiineteivel
manifesztalodott a betegekben. Az Gsszes beteg esetében a vérlemezkeszam csokkenését mar
roviddel a sziiletést kovetéen felfedezték, kivételt képez a 81. beteg, akiben a
thrombocytopenia egészen 2 éves koraig, a vérzéses szovodménnyel zajlo varicellaig,
¢szrevétlen maradt, valamint a 113. beteg, akiben az els6 vérképvizsgalatra csak 4.5 honapos
koraban keriilt sor. A betegek atlagban legalacsonyabb thrombocytaszama 20 G/L (Referencia
tartomany: 150-400 G/L) koriili illetve az alatti volt. A thrombocytak atlagos térfogata a 7 fI-t
(Referencia tartomany: 7.2-11.1 flI) nem érte el illetve csak kevéssel haladta meg a legtobb
beteg esetében a rendelkezésiinkre 4116 adatok alapjan. A thrombocytopenia hatterében, szinte
az Osszes betegben, ITP-t illetve perinatalis infekciot gyanitottak és ennek megfeleld kezelést
alkalmaztak. Thrombocyta transzfiiziot minden beteg kapott, de a vérlemezkeszam emelkedés
elmaradt, illetve csak atmeneti volt. A 35. szamu beteg thrombocytopenidjanak hosszadalmas
kivizsgalasa a definitiv diagnozis felallitasat évekkel hosszabbitotta meg. A kilenc beteg
kozil az els6, 11. szaml beteg esetében a thrombocytopenia volt a WAS egyediili

manifesztacioja.

Infekciok

Kiilonboz6 sulyossagu fert6zések, a 11 és 113. szamu betegek kivételével, az Osszes
fiat érintették, a legstlyosabb formaban a 35. szamu betegben alakultak ki infekciok
(pneumonia, Salmonella sepsis). BCG oltast kovetd, lokalis gennyes folyamat 2 beteg (No.
13, 23) esetében alakult ki. A betegek jellemzd fertdzései a 1égutakat érintették, pneumonia
tobb betegben diagnosztizalasra keriilt, egy betegben (No. 13) recidiv perianalis talyog hivta
fel a figyelmet az immunhianyra. Fatélis infekcio a 39. szamu betegben kovetkezett be, még
mieldtt a beteg kurativ terdpidt kaphatott volna. A 19 ¢és 53. szamu betegek az Ossejt

transzplantaciot kovetd stulyos fertdzések kapcsan exitaltak.
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Ekcéma

Ekcéma a 11. szamu beteg kivételével, minden magyar kisfiinal kialakult, a
bortiinetek eltérd életkorban jelentkeztek, de tobbnyire mar az elso életévben leirasra keriiltek.
Az ekcémas bortiinetek az alkalmazott hagyomanyos kezelésekre nem jol reagaltak, a

legmakacsabb ekcéma a 35. és 81. szamu betegeket érintette.

Autoimmunitds/malignitas

Autoimmun valamint tumoros szovodmények a megfigyelési idészakban a kilencbdl
mindOsszesen egy betegben manifesztalodtak. Egyediil a 35. szadmu betegben észleltiink,
feltehetdleg a tartds penicillin profilaxis mellett jelentkezd ITP-t, amely IVIG kezelés hatasara
gyorsan regredialt. Ugyanebben a betegben a rendszeres csontveld vizsgalat soran, a

génterapiat kovetd 7. évben, myelodysplasia jelei mutatkoztak. Egyeldre a beteg szoros

NEV4

WAS score

A klinikai tiinetek megléte alapjan felallitott WAS score rendszerbe minden beteg
beilleszthet6, a legkisebb pontszamot a 11. szamu beteg kapta, akiben a WAS varidns XLT
diangodzisa allithato fel. Természetesen, mivel a gyermek koran részesiilt kurativ kezelésben,
az j tiinetek késobbi tarsulasat és ezaltal a pontszam ndvekedését valamint a klasszikus WAS
kritériumainak teljestilését a terapia befolyasolta. A 113. szamu beteg score értéke 3, bar a
diagnozis felallitasat megeldzoleg infekcidja még nem zajlott, azonban a klinikai kép, a koran
manifesztalodo ekcémaval és a kifejezetten stlyos thrombocytopeniaval, a klasszikus WAS
kritériumait teljesiti. A tovabbi hét beteg is a klasszikus WAS-ra jellemz6 fenotipust mutatta,
koziiliik 3-3 beteg kapott, a tiinetek stlyossaga alapjan 3 illetve 4 pontot. A legsulyosabb

fenotipussal a 35. szamu beteg rendelkezik, az 6 pontszdma 5.

Laboratoriumi jellemzok

A laboratériumi eltérések kozil jelentdés lymphopeniat egyik vizsgalt betegben sem

¢szleltink, de kezelés nélkiil az ¢életkor eldrehaladtaval a lymphocytak deplécidja
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elérejelezhetd. A szérum immunglobulin izotipusok (IgG, IgA, IgM, IgE) altalaban a
korspecifikus normal tartomanyban voltak mérhetéek, egy-egy betegben a WAS-ra jellemz6
IgA, IgE emelkedés, 3 betegben IgM csokkenés volt megfigyelhetd, a 113. szamu beteg
emelkedett immunglobulin értékei a megel6zé IVIG szubsztiticiot tikrozik. Tartos IVIG

kezelést indikald hypogammaglobulinaemia egyik betegben sem alakult ki.

Terapia

A kilenc magyar beteg koziil egy beteg még a kurativ kezelés elott elhunyt, a tobbi
nyolc beteg koziil hét kisfin részesiilt 6ssejtatiiltetésben, egy beteg pedig génterapiaban. A hét
transzplantalt beteg koziil 6t beteg gyogyult, jelenleg is egészséges, 2 beteg sajnos exitalt. A
génterapiaban részesiilt beteg hét évvel a beavatkozast kdvetden egyeldre tiinetmentes, de a
csontveld hematologiai paraméterei myelodysplasia jeleit mutattdk, emiatt a gyermeket

szorosan kovetjiik.

Csaladi anamnézis

A csaladi anamnézis csupan 2 beteg esetében volt WAS-ra nézve pozitiv, a 11. és 23.
szdmu betegek csaladjaban egy-egy fiu gyermekben WAS allt a koran bekdvetkezett halaluk
hatterében. A probandok genetikai vizsgalatat kovetd csaladsziirés soran ezen elhunyt
gyermekek édesanyjai az adott csaladra jellemzé mutaciok tekintetében hordozonak
bizonyultak. A tobbi beteg esetében vagy nem volt lehetdség a csaladsziirésre (No. 13, 113),
illetve spontan, de novo mutacid okozott betegséget a probandban/materben (No. 19, 39, 53,

81), valamint a tobb generaciora visszavezethetd mutacid a hordozo nékben lappangott (No.

35).
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2. tablazat. Magyar WAS betegek fenotipusos jellemzéi”
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. WAS Thromhbocyta Lyvmph. Eezdeti Kurativ Csalidi
Klinikai tiinetek _ i Immunglobulin disgnazis terapis .
Beteg SCOTE paraméterek’ Szam’ (kezelés) (@etigr) | “UTERET
No.
Thm"“ Fertsrssek | Flosma Szam MEY B L Izt | Izd | IsM | IeE
Extepama (1) (fT)
Perinatalis
fertozés (ab)
_ _ ~ R R _ _ | 1ITPAVIG) | Génterapia .
E + ++ ++ 5 (AN =5 6.2 29/2.9 N N LN N Histiocytosis a5 &) negativ
Fanconi
CNETSE]
a0, + ++ + 4 NA NA NA NA | NA | NA | NA NA -1 nezatv
Perinatalis -Dssejt.
53, + + + 3 7 6.3 45.4/1.88 T N T i) .. atiiltetes nezabv
fertozes {ab) L
{Tho)
Orssejt
B1. + + ++ 4 18 6.1 28.1/2.14 N N 1 NA | ITP{IVIG) A tiilbetés negativ
3 &v)
Orssejt
113, + - + 3 ] NA 34,.7/1.83 T T ) NA | ITRIVIG) atiiltetés negativ
{6 b}

#A tablazatban a 9 magyar beteg fit WAS-ra jellemz0 klinikai tiineteit, laboratoriumi paramétereit €s kezelését foglaltuk 6ssze.

Beteg No.,beteg azonositoszam; 'legalacsonyabb thrombocyta-, lymphocytaszam; Lymph, lymphocyta; G/1, giga/liter; MPV, thrombocytak
atlagos térfogata; fl, fentoliter; [gG, immunglobulin G izotipus; IgA, immunglobulin A izotipus; IgM, immunglobulin M izotipus; IgE,
immunglobulin E izotipus; +, jelen levd tiinet; - hidnyzo6 tiinet; N, nomral; |, csokkent; ab, antibiotikum; ITP, immun thrombocytopenias
purpura; IVIG; intravénas immunglobulin; 1, emelkedett; NA, hianyz6 adat; t, elhunyt; (+), enyhe tiinetek; A,M, autoimmunitas, malignitas.

Referencia tartomanyok: Thrombocytaszam: 150-400 G/I; MPV: 7.2-11.1 fl; Lymphocyta%: 19-41 %; Lymphocyta abszolut szam: 0.9-4.44 G/1;
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Esetismertetések

Tiz éves beteg (2-3. tablazat No. 11)

A kisfii édesanyja negyedik (1 spontan, 2 miivi abortusz), zavartalan terhességébdl,
els6 ¢él6 gyermekként sziiletett normal idére és 3150 grammal per vias naturales. A
gyermeken elsé életorajaban testszerte petechidk jelentkeztek, amely hatterében
thrombocytopenia igazolddott. Perinatalis infekcid gyanuja miatt 8 napig antibiotikumos
kezelésben részesiilt, de a vérlemezke szam nem emelkedett. Egy hoénapos koraban véres-
nyakos székletiirités kapcsan kialakult anaemia és perzisztald thrombocytopenidja miatt
transzfuziot igényelt. A csaladi anamnézis WAS iranyaban pozitiv, mivel a gyermek anyai
nagybatyja hasonl6 tiinetekt6l szenvedett €s 8 honapos kordban elhunyt. A gyermek
csaladfajat az 5. abra szemlélteti.
mutaciot igazoltunk (6. abra), amely eredményeként a 36. amindsav pozicioban a WASP
fehérjeszintézise leall. A mutacidé az irodalomban korabban leirt génhiba [Jin, 2004]. A
gyermeken 8 honapos korban sikeres allogén Ossejtatiiltetsét hajtottak végre, amely
eredményeképpen a thrombocytopenidja megsziint és a jelenleg 9 éves kisfia azodta is
panaszmentes. A csaladvizsgalat soran lehetdségiink nyilt a gyermek édesanyjan kiviil tobb
ndi rokon vizsgalatara is. A gyermek édesanyja és anyai nagymamaja hordozza a betegséget
okozd mutaciot. Harom anyai nagynéni vad tipusnak bizonyult. Az id6koézben megfogant
testvérben prenatalis vizsgalatot végeztiink a terhesség 12. hetében és a korionboholybol
izolalt DNS minta szekvenalasa soran hordoz6 leanygyermeket azonositottunk, aki azoéta

megsziiletett €s egészséges (5. abra).

L O O 0

wi/m

wiwt wiiwt  wt/wt

m wt/m

5. abra. A beteg (P) csaladfaja. wt/m, hordoz6; wt/wt, vad tipus; P, proband; m, mutacio.
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6. abra. A beteg (P) és csaladtagjainal végzett muticié analizis eredményei a WAS
nukleotid pozicioban, amely eredményeként a 36. aminosavat (Phe, fenilalanin) kodolo triplet

stop kodonra cserél6dott.

Hét éves gyermek (2-3. tablazat No. 13.)

A kovetkezd gyermek elsd, panaszmentes terhességb6l 38. hétre sziiletett 3250
grammal, per vias naturales. A kisfii prezentacios tiinetei koziil a kordn manifesztalodo
thrombocytopenia, BCG oltast kovetd suppurdld nyirokcsom6 gyulladas, recidiv perianalis
talyog és kezd6dd ekcémads bortinetek emelhetéek ki. Gravis thrombocytopenidja miatt
transzfuziot is igényelt. A betegséget okozo mutaciot a WAS gén els6 exonjan citozin/timin
cserével jard nonszensz mutacioként azonositottuk. A gyermek édesanyja a mutdciora nézve
vad tipusnak bizonyult, tehat a gyermekben a mutéacio spontan kialakult de novo mutacio, az
irodalomban ez a muticid korabban leirasra keriilt [Jin, 2004]. A beteg csaladfajat és a
génvizsgalat eredményét a 7. abra mutatja. A kisfit édesanyja allamilag gondozott gyermek
volt, az 6 csaladjarol érdemi informaciot nem sikeriilt gylijteniink.

A gyermek 10 honapos kordban sikeres allogén Ossejtatiiltetésen ment keresztiil,

WAS-ra jellemz6 klinikai tiinetei az6ta maradéktalanul regredialtak.
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7. abra. A beteg (P) csaladfaja és mutacié analizis eredményei. wt/wt, vad tipus; P,
proband; m, mutacid. Genetikai vizsgalat sordn a WAS gén elsé exonjan citozin/timin
cserével jard nonszensz mutacidt azonositottuk a betegben, az édesanyja vad tipusnak

bizonyult.

Az 0t és fél éves koraban exitalt gyermek (2-3. tablazat No. 19.)

Els6, panaszmentes terhességbdl sziiletett csaszarmetszéssel 3170 grammal. Harom
naposan véres bukas, néhany hetesen véres székletiirités, borvérzésre utalo tiinetek hivtak fel
a figyelmet a transzfuzidt is igénylé thrombocytopenidjara. Tobb alkalommal zajlott
pneumonia, impetigo, csecsemokoratol ekcémas volt. Genetikai vizsgalatra viszonylag késon,
négy éves kora utan keriilt sor, amely soran a WAS gén kettes exonjan timin/citozin cserével
jaro, ismert misszensz mutaciot talaltunk, a génhiba triptofan/arginin cserét okozott [Jin,
2004]. A gyermek 4.5 éves koraban allogén Ossejtatiiltetést kapott, azonban infekcios
szovodményben 5.5 éves koraban elhunyt. A gyermek csaladjaban egyediil az édesanyanal

sikeriilt ugyanazt a mutaciot megtalalni heterozigota formaban (8. dbra A,B).
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A)

B)

8. abra. A beteg (P) csaladfaja (A) és az elvégzett genetikai vizsgalat eredményei (B).
wt/wt, vad tipus; wt/m, hordoz6; P, proband; m, mutacio. A WAS gén kettes exonjan

timin/citozin cserével jar6 misszensz mutaciot talaltunk, a génhiba a 86. triptofan (Trp)

O

I . wi/wt

I. d)TD —O
wi/m wt/wt

m. M

m
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argininre (Arg) cserélddését okozta.

A hat és fél éves kisfiu (2-3. tablazat No. 23.)

Sziiletést kovetden észlelték thrombocytopeniajat, amely miatt antibiotikumot és IVIG-et a
késdbbiekben steroidot is kapott eredményteleniil. Négy honapos koratdl ekcémas bortiinetek
jelentkeztek, elgennyedt BCG hegen kiviil jelentds infekcio nem zajlott. A genetikai vizsgalat
a WAS gén kettes exonjan ismert fenilalanin/szerin cserével jar6 misszensz mutaciot igazolt
[Andreu, 2007]. A gyermek sikeres allogén Ossejt transzplantacioban részesiilt 9 honapos
koraban. A beteg csaladjaban tobb fiu mutatott hasonléd klinikai tiineteket és ezen betegek
korai halalarél szamoltak be a sziillok. A csaladsziirés (9. abra) soran szamos hordozé nét
tudtunk azonositani, valamint a késdbbiekben a proband leendd testvérében prenatalis

vizsgalat elvégzésére is sor keriilt, az eredmény hordozo kislanyt igazolt (10. abra).
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A gyermek elsd, panaszmentes terhességbdl sziiletett természetes tton 3450 grammal.



Nyp e

wt/m

l

V.

9. abra. A beteg (P) csaladfaja. wt/m, hordozo; wt/wt, vad tipus; P, proband; m, mutacio.
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Prenataks mints

10. abra. A beteg (P) és csaladtagjainak mutacio analizis eredményei. Az igazolt génhiba

a WAS gén kettes exonjan fenilalanin/szerin (Phe/Ser) cserével jart.
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A tizenegy éves gyermek (2-3. tablazat No 35.)

Az els6, komplikacioktol mentes terhességbdl, 3970 grammal per vias naturales
sziiletett kisfiindl néhany 6ras koraban thrombocytopenia igazolodott. Intrauterin fertézés
gyanlja miatt antibiotikum kezelést és IVIG-et is kapott, de a vérlemezke szdm nem
emelkedett. Egy éves kora el6tt harom alkalommal zajlott penumonia. Huszonhat honapos
koraban Salmonella sepsis miatt hospitalizaltdk. Ekcémas bortiinetei egy €éves kora eldtt
indultak. Sulyos thrombocytopenia és anaemia miatt szimos alkalommal kapott transzfuziot.
A megfeleld diagnodzis felallitdsa tobb évet késett, a gyermek esetében Fanconi anaemia és
Histiocytosis X is felmeriilt. A végleges digandzishoz a genetikai vizsgalat segitett hozza,
amely a WAS gén kettes exonjan ismert, hotspot mutaciot (R86H) mutatott ki [Jin, 2004]. A
beteg csaladjaban tobb hordozé nét azonositottunk (11. abra), valamint prenatalis vizsgalatra
is sor keriilt a proband édesanyjanak kétpetéju ikerterhessége soran (12. dbra). A gyermek
voltak HLA identikusak. A beteg egyediili esélye a tulélésre a kisérleti, retrovirus alapu
génterapia volt, amelyet 2006-ban végeztek el Hannoverben. A beavatkozast kdvetd 7 évben a
gyermek lényegében tiinetmentessé valt, a laboratoriumi paraméterek is alatdmasztottak a
klinikai javulast. A beavatkozast kovetd hetedik évben azonban a csontveld vizsgalat
myelodysplasia-ra utald eltérést igazolt, emiatt a gyermek ismételten Ossejttranszplantacios

programba keriilt.
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11. abra. A beteg (P) csaladfaja. wt/m, hordozo; wt/wt, vad tipus; P, proband; m, mutacio.
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12. abra. A beteg (P) és csaladtagok genetikai vizsgalati eredményei. A WAS gén kettes

exonjan ismert, hotspot mutaciot (Arg/His, Arginin/Hisztidin) talaltunk.
A négy évesen exitalt beteg (2-3. tablazat No. 39.)

A beteg a klasszikus WAS tiineteitdl szenvedett, de részletes anamnézise és
laboratoriumi eredményei nem allnak a rendelkezésiinkre. A gyermek genetikai vizsgalata
[Zhu, 1997; Jin, 2004]. A beteg kurativ kezelés nélkiil, négy éves kordban stlyos infekcids
szovodmény kovetkeztében hunyt el. Tanszékiinkon a gyermek édesanyjandl, majd a

késobbiekben prenatalis vizsgalat keretében, a sziiletendd leany testvérében is igazoltuk a

génhibat (13. abra). L [
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13. abra. A beteg (P) csaladfaja és a néi csaladtagok genetikai eredményei. wt/m,

hordozo; P, proband; m, mutécio; Gly, glicin. A csaladra jellemz6é génhiba a harmas exon

crey
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A hét honapos koraban exitalt kisfiu (2-3. tablazat No 53.)

A gyermek 39. terhességi héten, 3400 grammal sziiletett per vias naturales APGAR
10/10 statusszal. Sziiletésekor borén testszerte haematomakat észleltek, az elvégzett vérkép
vizsgalat thrombocytopeniat igazolt (thrombocytaszam: 49 G/L; Referencia tartomany: 150-
400 G/L). Intrauterin infekcié gyanija miatt parenteralis antibiotikumot kapott, a kezelés
mellett a thrombocytaszam minimalis emelkedést mutatott. Egy honapos koratdl kezdddden
tobb alkalommal zajlott purulens conjunctivitise, székletében szdmos alkalommal lattak friss
vért. Ezzel egyidben boérén ekcémas bortiinetek is megjelentek. Sulyos trombocytopenia €s
anaemia miatt tobb alkalommal részesiilt transzfuzidéban, de thrombocytaszama tovabbra is
atlagosan 10 G/L koriil volt mérhet6 csokkent thrombocyta térfogat mellett (MPV: 6.3-6,8 fl;
Referencia tartomany: 7.2-11.2 fl). A beteg genetikai vizsgalatara 2 honapos kordban keriilt
sor, amely soran a WASP gén 4. exonjan G/T cserével jardé nonszensz mutaciot igazolt, amely
génhiba az irodalomban kordbban még nem kertilt leirasra. A gyermek édesanyjaban és anyai
nagymamajaban a muticio nem volt kimutathatd. A csaladi anamnézis WAS iranyaban
negativ.

A kisfiu haploidentikus allogén Ossejtatiiltetésben részesiilt 6 honapos koraban,
azonban sulyos komplikaciok 1éptek fel és a gyermek egy honappal a beavatkozast kovetéen
elhunyt. Késobbiekben a csalad ismételten gyermeket vallalt, a prenatalis vizsgalat azonban a
fil magzatnal ugyanazt a mutaciot igazolta, mint a 39. szdmu betegben, igy a terhességet
megszakitottak. A harmadik terhességben elvégzett prenatalis genetikai szlirés végre
megnyugtatd eredményt hozott, az ugyancsak fit magzat ezuttal vad tipusnak bizonyult és

egészségesen johetett a vilagra (14. abra).
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14. abra. A beteg (P) csaladfija (A) valamint a csaladtagok genetikai vizsgalatainak
eredményei (B). wt/wt, vad tipus; P, proband; m, mutacid. A betegben a WAS gén 4. exonjan

G/T cserével jar6 nonszensz mutaciot talaltunk.

A tizenegy és fél éves beteg (2-3. tablazat No. 81.)

A kisfit masodik, komplikadciomentes terhességbdl sziiletett 3500 grammal
terminusra. Thrombocytopenidjara 2 éves koraban, haemorrhagias varicella kapcsan deriilt
fény. A gyermek ITP diagndzissal nagy dozisi IVIG kezelésben részesiilt, de a
thrombocytaszamban érdemi valtozast nem észleltek (thrombocytaszam: 18-40 G/L;
Referencia tartomany: 150-400 G/L). A varicella lezajlasat kovetden testszerte ekcémas
borjelenségek is kialakultak. Emellett elhizodo sinusitis miatti antibiotikum kezelés szerepelt

a gyermek anamnézisében. A klasszikus WAS-ra jellemz6 tiinetegyiittes hatterében a

43



crcr

tart fel [Zhu, 1997]. A csaladtagok vizsgalata az édesanya hordozoi statuszat igazolta, mig a
gyermek lednytestvére nem Orokolte a génhibat. A kisfit csaladjaban korabban anyai agon

WAS beteg nem fordult el6 (15. abra).

. wt/m
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15. abra. A beteg (P) csaladfaja valamint a genetikai vizsgilatok eredményei. wt/m,

hordozo; wt/wt, vad tipus; P, proband; m, mutacio. WAS gén 10. exonjan egy citozin

crer

A kettd éves gyermek (2-3. tablazat No 113.)

A kisfia 1/1 zavartalan varandosagot kovetden 39. hétre sziiletett 3320 grammal. A
perinatalis id0szak eseménytelen volt, azonban a kés6bbiekben makacs szajpenész alakult ki a
gyermekben. Egy hoénapos kordban a talpan és késobb testszerte észleltek pontszeri
borvérzéseket, 3 honapos koratdl ekcémas bortiinetek jelentkeztek. Négy és fél honapos
koraban véres hasmenés miatt hospitalizaltak, az akkor késziilt vérkép vizsgalat transzfiziot

igényl6 sulyos thrombocytopeniat (Thr: 5 G/L) és anaemidt igazolt. Tovabbi ellatasként IVIG
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kezelésben is részesiilt. A klasszikus WAS klinikumahoz ekkor infekciok még nem térsultak,
de a kezel6orvosokban mar felmeriilt a WAS diagnodzisa, ezért genetikai vizsgalatot kértek. A
mutacio analizis soran a WAS gén 9 exont kodolo szakasz végétdl 3” iranyban a 9 intron elsé
nukleotidjanak (guanin) adeninre cserélodése volt megfigyelhetd (16. abra). A WAS
diagnozisa ezzel a kordbban mar leirt mutacié igazolasaval valt teljessé [Jin, 2004]. A

gyermek ezt kdvetden sikeres dssejttranszplantacioban részesiilt.

Kontroll “ Beteg #

16. abra. A beteg genetikai vizsgalatanak eredménye. A WAS gén 9 exont kddol6 szakasz

veégétdl 37 iranyban a 9 intron elsé guanin nukleotidja adeninre cserélédott.

A magyar betegek koziil nyolc esetben kordbban az irodalomban mar leirt, ismert
mutaciot sikeriilt azonositani a WAS génen. Hotspot mutacié egy beteg (No. 35) esetében
keriilt leirasra. A mutaciok koziil harom esetben delécidt, harom betegben misszensz egy
betegben pedig nonszensz mutaciot talaltunk. Az j mutaciot a 53. szamu betegben talaltuk,
amely eltérés a WAS gén 4. exonjan a 397. bazis helyen talalhatdo guanin helyett timint
eredményezett. A mutici6 a WASP amindsav sorrendjében 133. helyen talalhato
glutaminsavat kodolo triplet megvaltoztatasat okozta. Az eredeti GAG ftriplet a mutacid
hatasara TAG-ra moédosult. Az 1j triplet STOP codonnak felelt meg és a fehérjeszintézis korai
leallasat eredményezte. A mutécio a betegben klasszikus WAS fenotipus megjelenésével jart.
A magyar betegek esetében a genetikai vizsgalat mellett WAS fehérje kimutatés rutinszertien

nem torteént.
A fentiekben részletezett tobb magyar csaladban végeztiink prenatalis diagnosztikat,

az alabbiakban az esetismertetések sorat az egyediili kiilfoldi betegben végzett prenatalis

vizsgalattal folytatom.
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Prenatalis vizsgélat orosz hordoz6 nében

Az orosz kisfiinal (No. 107.; 1I/1) egy éves koraban diagnosztizaltdk a WAS-t, a
gyermek sajnos a betegség szovodményei kdvetkeztében, 15 honapos koraban elhunyt. A
gyermek édesanyjanal (I/1) sikeriilt kimutatnunk a betegséget okoz6 mutaciot a WAS gén 7
intronjan egy G>A cserével jaro splice site defektus forméajaban, igy anya a betegségre nézve
hordozonak bizonyult. A késébbiekben az édesanya ismételten aldott allapotba keriilt €s
prenatalis vizsgalat elvégzését kérték. A mintavétel Oroszorszagban tortént meg, a
laboratériumunkba elkiildték a magzat DNS-ét. A foetusrol bebizonyosodott, hogy fiu nemii,
igy a genetikai vizsgalat eredménye még nagyobb hangsulyt kapott. Az elvégzett mutaciod
analizis azonban szerencsére vad tipust igazolt, igy a kisfiu egészségesen johetett a vilagra

(17. abra).
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B)
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Prenatalis vizsgdlat

17. 4bra. Orosz hordozd né prenatalis vizsgalata, amely egészséges fiut igazolt. A) csaladfa,

wt/m, hordozo; m, mutacid, wt; vad tipus, B) genetikai vizsgalat eredményei.

A tovabbiakban az eredmények kozlését a 14 orszagbol szarmazd, 114 beteget reprezentald

nagy WAS betegcsoportban végzett genetikai vizsgalatok 0sszefoglalasaval folytatjuk.
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A WAS gén mutaciok tipusai

A vizsgalt kozép-kelet-eurdpai, orosz, torok €és azerbajdzsani betegeket reprezentalod
WAS beteg populacidoban dsszesen 77 kiilonbdzé WAS gén mutaciot azonositottunk, ebbdl 22
mutaciot az irodalomban eddig még nem irtak le. A kimutatott mutaciok koziil 34 egyszerii
bazispar cserével jaré mutacio (20 misszensz és 14 nonszensz mutacio), 20 kisméretii, 2 nagy
delécio és 1 komplex (InDel) mutacio, 12 splice site defektus és 8 kisméretii inszercid volt

(18. abra, 3. tablazat).
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18. abra. A WAS gén domén szerkezete és az azonositott mutaciék elhelyezkedése.
EVHI1, Enabled/VASP (vasodilator-stimulated protein) homology 1; GBD, GTPase-binding
domain; PPP, Prolin rich region; VCA, Verprolin homology, cofilin homology, and acidic
domains. A szimbdélumok jelentése: delécidok (A), misszensz (0), nonszensz (O0), splice site
defektusok (0) és inszerciok (y mutaciok. A fekete szinnel kitoltott jelek az j mutaciokat

jelolik.
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3. tablazat. A vizsgalt WAS betegek demografiai adatai és mutacioi.

Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje
No. valtozés tipusa valtozés
D By cDNA
1. Azerbajdzsan 3 E 1 12_13insGG Inszercié Gly4fsX41
2. < Azerbajdzsan 2 ho E 1 12_13insGG Inszercio Gly4fsX41
3. Oroszorszag 8 hé E 1 18delG Delécio Met6fsX44
4, Oroszorszag 4 ho 19 ho F | 37C>T Nonszensz Argl3Stop
5. Ukrajna 4.5 E 1 58C>T Nonszensz GIn20Stop
6. Ukrajna 2.5 E 1 58C>T Nonszensz GIn20Stop
7. Szerbia 9 hé 12 1 70T>C Misszensz Ser24Pro
8. Litvania 3 E 1 91G>A Misszensz Glu31Lys
9. Oroszorszag 2 E 1 91G>A Misszensz Glu31Lys
10. Lengyelorszag 1 E 1 100C>T Nonszensz Arg34Stop
11.  Magyarorszag 1 ho E 1 107-108 delTT Delécio Phe36fsX36
12. Oroszorszag 22 ho E 1 116T>C Misszensz Leu39Pro
13. Magyarorszag 4 ho E 1 121C>T Nonszensz Argd1Stop
14. Cseh 16 hé 45+ 1 121C>T Nonszensz ~ Arg41Stop
Koztarsasag
15. Oroszorszag 3 E 1 121C>T Nonszensz Arg41Stop
16. Szlovénia 5 E 2 134C>T Misszensz Thr45Met
17.  Oroszorszag 3 E 2 134C>T Misszensz Thr45Met
18.  Torokorszag 11 ho E 2 172-176delC Delécid Pro58fsX74
19.  Magyarorszag 4 557% 2 190T>C Misszensz Trp64Arg
20. Szerbia NA E 2 190T>C Misszensz Trp64Arg
21. Szerbia 5 E 2 199G>T Nonszensz Glu67Stop
22. Oroszorszag 14 ho NA 2 221T>C Misszensz Phe74Ser
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Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje
No. véltozas tipusa valtozas
Diagnozis -
S cDNA
23.  Magyarorszag 7 hé E 2 221T>C Misszensz Phe74Ser
24, Oroszorszag 11 E 2 223G>A Misszensz Val75Met
25. Lengyelorszag 13 ho E 2 223G>A Misszensz Val75Met
26. Belorusszia 5 E 2 229G>C Misszensz Asp77His
27.  Oroszorszag 4 E 2 239A>G Misszensz GIn80Arg
28. Oroszorszag 7 E 2 239A>G Misszensz GIn80Arg
29. Szerbia 5 E 2 245-246delC Delécié Ser82fsX126
Cseh - —
30. . . 4 E 2 247-249delTAC Delécio del83Tyr
Koztarsasag
31. Lengyelorszag NA NA 2 256C>T Misszensz Arg86Cys
32. o Lengyelorszag 5 E 2 256C>T Misszensz Arg86Cys
33. Oroszorszag 3 E 2 257G>A Misszensz Arg86His
34, Oroszorszag 1 E 2 257G>A Misszensz Arg86His
35. Magyarorszag 2 E 2 257G>A Misszensz Arg86His
36. Belorusszia 23 E 2 257G>A Misszensz Arg86His
37. Belorusszia 2 E 2 257G>A Misszensz Arg86His
38. Szlovakia 13 hé E 2 262T>C Misszensz Tyr88His
39. Magyarorszag 3.5 4 3 278-279 delGT Delécio Gly93£sX120
40 Cseh 4hé 2% 3 291G>A Nonszensz ~ Trp97Stop
) Koztarsasag
41.  Belorusszia 12 E 3 314C>T Misszensz Leul05Pro
42. Lengyelorszag 5 i 3 323-332del10bp Delécid Ser108fsX123
Cseh i
43, o NA 2+ 3 326-360delC Delécid Prol10fsX126
Koztarsasag
Cseh , —
44, . . 8 ho 4+ 3 332-336delC Delécio Pro112£sX126
Koztarsasag
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Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje
No. véltozas tipusa valtozas
Diagnozis -
S cDNA
Cseh , .
45. ¢ NA E 3 355G>A Misszensz Glyl19Arg
Koztarsasag
Cseh ,
46. 6 E 3 355G>A Misszensz Glyl19Arg
Koztarsasag
Cseh , .
6 ho E 3 355G>A Misszensz Gly119Arg
47. ¢ Koztarsasag
Cseh , )
48. ¢ 5ho E 3 355G>A Misszensz Gly119Arg
Koztarsasag
49.  Oroszorszag 4 E 3 359delA Delécio Asp120fsX126
50. Lengyelorszag 6 E 4 397G>A Misszensz Glul33Lys
51. ¢ Lengyelorszag NA NA 4 397G>A Misszensz Glul33Lys
52. Oroszorszag 11 ho E 4 397G>A Misszensz Glul33Lys
53.  Magyarorszag 2 ho 7 hé ¥ 4 397G>T Nonszensz Glu133Stop
54. Lengyelorszag 1 E 4 400G>A Misszensz Alal34Thr
55.  Torokorszag 6 hé E 4 413-415delG Delécié Argl38fsX260
56. Oroszorszag 2 NA 4 437-443insA Inszercid GInl146fsX168
57. Szerbia 12 22F 5 478-483insC Inszercid Pro160fsX168
58." Szerbia 8 16 5 478-483insC Inszercio Pro160fsX168
Cseh - . .
59. .o . 13 E 5 501-502insT Inszerci6  Glul68fsX168
Koztarsasag
60.0 . 0 9 hé E 5 501-502insT ~ Inszercid  Glul68fsX168
Koztarsasag
61. Oroszorszag 2 4+ 6 531delG Delécid Lys177fsX260
62. i C,s ch , 3ho E 6 553C>T Nonszensz GIn185Stop
Koztarsasag
63. Oroszorszag 9ho E 7 631C>T Nonszensz Arg211Stop
64.  Oroszorszag 8 ho E 7 631C>T Nonszensz Arg211Stop
65. Lettorszag 8 hé E 7 631C>T Nonszensz Arg211Stop
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Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje
No. véltozas tipusa valtozas
Diagnozis -
e E/T cDNA
66. Lengyelorszag 18 ho 1 7 631C>T Nonszensz Arg211Stop
67. Ukrajna NA NA 7 645-648insC Inszercié Lys215fsX260
68. Oroszorszag 2 ho E 7 671A>G Misszensz Asp224Gly
69.  Oroszorszag 3 ho E 7 671A>G Misszensz Asp224Gly
70. Litvania 2 ho T 7 671A>G Misszensz Asp224Gly
71. Lengyelorszag 3 ho E 7 671A>G Misszensz Asp224Gly
72.  Lengyelorszag 1 1 7 671A>G Misszensz Asp224Gly
73. Szlovakia 33 hé T 8 763C>T Nonszensz GIn255Stop
74. Ukrajna 9 E 10 961C>T Nonszensz Arg321Stop
75.  Belorusszia 2 E 10 961C>T Nonszensz ~ Arg321Stop
76. Belorusszia 3 E 10 964G>T Nonszensz Gly322Stop
77. Szlovakia NA E 10 1037delC Delécio Pro346fsX444
78. 0  Szlovékia 7 ho E 10 1037delC Delécid Pro346fsX444
79.  Oroszorszag 3 hé E 10 1046-1047ins T Inszercié I1e349fsX494
Cseh . 2 . e
80. . . 3 ho E 10 1070-1074insG ~ Inszercio  Gly358fsX494
Koztarsasag
81. Magyarorszag 2.5 E 10 1075delC Delécid Pro359fsX444
82. Lengyelorszag 4 E 10 1090C>T Nonszensz Arg364Stop
Cseh - —
83. . . 3 E 10 1097delG Delécio Gly366fsX444
Koztarsasag
84. Ukrajna 5 E 10 1157delC Deléci6 Pro386fsX444
85. Ukrajna 3 4+ 10 1223-1224delAT Delécio Ser408fsX494
Cseh . 2 . e
86. . . 3 ho E 10 1237-1241insC Inszerci6  Lys415fsX494
Koztarsasag
IVS10
- , - +E10+ g.5247_6841 .
87. Romania 6 hé E VSl del1595insA Komplex frameshift
+E11
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Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje
No. véltozas tipusa valtozas
Diagnozis -
S cDNA
Cseh
88. Dy . NA 4.3 7 11 1361C>G Nonszensz Serd454Stop
Koztarsasag
89. Oroszorszag 20 NA 11 1378C>T Misszensz Pro460S
90. Ukrajna 10 E 11 1386-87delCT Delécié Ser462£sX493
91. Oroszorszag 11 E 11 1453G>A Misszensz Asp485Asn
92. m Oroszorszag 12 E 11 1453G>A Misszensz Asp485Asn
Asp495fs
93. Oroszorszag 8 ho 8t 12 1485delT Delécid term. codon
hianya
94. Szlovékia NA E 12 1507T>C Misszensz Stop503Arg
95.«  Szlovékia NA E 12 1507T>C Misszensz Stop503Arg
361-
. . IVS3+ 1_11dell1bp s
96. Ukrajna 1 E E4 +361- Delécio Asp121fsX64
371dell11bp
IVS3+ Na
97. Oroszorszag 6 hé t E4+IV  322bp delécid ey fs stop 148
delécid
S4+E5
- . Teljes gén Nagy
98.  Torokorszag NA NA 1-12 S 27,
delécio deléciod
. . Splicing
99. Oroszorszag 10 E IVS3 360+1g>a defektus
. . . Splicing
100.  Oroszorszag 8 ho E IVS6 559+1g>t defektus
. , , Splicing
101. Szerbia 3 ho 16 ho+ TVS6 559+1g>c dofektus
o Splicing
102. Szlovénia 7 8+ IVS6 559+2 t>g defektus
. . Splicing
103. Lengyelorszag 6 E IVS6 559+5 g>a defektus
¥ . . Splicing
104. “Lengyelorszag 5 E IVS6 559+5g>a dofektus
. . Splicing
105. Oroszorszag 9 E IVS6 559+5g>a defektus
. . Splicing
106.  Oroszorszag 14 E IVS6 559+5g>a defektus
. , Splicing
107.  Oroszorszag 1 I5hot  IVS7 734+1g>a defektus
108.  Rominia 2 E IVST  734+42a Splicing
defektus
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Bet. Orszag Eletkor (év) Exon Nucleotide Mutécio Fehérje

No. valtozas tipusa valtozas
T b DN
109.  Oroszorszag 2 5 VS8 777+1g>a jgtgggs
110. Ukrajna 20 E IVS8  777+1 4delgtga (Slgfl‘:;(lt?lgs
111.  Roménia 35 35+ IVS8  777+1 4delgtga jg};i;;gs
112. Oroszorszag 4 E IVS8 777+3_6delgagt (Slgfl‘:;(lt?lgs
113. Magyarorszag 6 ho E IVS9 3l+lg=a igﬁtﬁgs
4, o, Zf:resf;ség 16 5 IVSI1  1453+da>g jgtgﬁl’lgs

Vastaggal szedett, uj mutaciok; NA, nem ismert; +, elhunyt; E, életben van; fs, frameshift. cDNA:
NCBI NG_007877.1; cDNS nukleotidok szdmozasa az ATG-t6l t6rtént;<, No.1 beteg testvére; *,
No.5 beteg testvére; o, No 31 beteg testvére; *, No.46 beteg testvére és unokatestvérei; ¢, No.50
beteg testvére; * No.57 beteg testvére; 0, No.59 beteg unokatestvére; 0, No. 77 unokatestvére; m,

No.91 beteg testvére, ¢, No.94 beteg testvére, ¥ No.104 beteg testvére.

A leggyakoribb szekvencia variansok a kisméretli delécidok (25.9%) és misszensz (25.9%)
mutaciok voltak, gyakorisagban a harmadik helyen a nonszensz (18.2%) mutaciok allnak, ritkdbbak
voltak a splice site defektus (15.6%) mutaciok, inszerciok (10.4%), a nagy deléciok (2.6%) és a
komplex muticio, amely az 0sszes mutacio 1.3%-at tette ki (5. abra). Mind a 12 exonon talaltunk
mutaciot a 9. exon kivételével (19. dbra, A), valamint a WAS gén hat intronikus szakaszan 12
kiilonboz6 splice site mutacio volt kimutathato (19. dbra, B).
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19. abra. A vizsgialatunk soran azonositott exonikus (A) és intronikus (B) mutaciok
szama az érintett exonok és intronok szerint. A) A WAS gén szinte valamennyi exonikus
azonositottuk, a 10. exonon talaltuk a legtébb ij mutaciot.A was gén teljes hianyaval egy
mutacio jart. B) A WAS gén intronikus szakaszai koziil minddsszesen 6 intronon talaltunk
mutaciot, ezek tobbsége a 6-8 intronokon helyezkedett el. Egy uj splice site defektust
azonositottunk a 7. intronon. Az egy 1j complex mutacié 2 intront és 2 exont is magaba
foglalt.

Az exonikus mutaciok az Osszes génhiba 83%-anak feleltek meg. A mutaciok tobb,
mint a fele, 38 mutaci6d (59.4%) az els6 négy exonon volt megtalalhatd, a gén kozépsd
szakaszan (5-8 exon) a talalt mutaciok csupan 12.5%-a fordult eld, az utols6é 3 exonra a
génhibak 26.5%-a jutott, a teljes gén deletalodasaval jar6 nagy mutacidé az Ossz exonikus
mutaciok 1.5%-t tette ki.

Az intronikus szakaszon joval kevesebb génhibat azonositottunk, az 6ssz mutaciok
minddssze 15.6 % lokalizalodott erre a régiora. Elsdsorban a 6-8 intronokon alakult ki
mutacio a vizsgalt betegekben, a legtobb ilyen muticio a WAS gén 6. intronjan volt
megtalalhato.

Az ismert 6 mutdcioés hotspot mindegyike érintett volt a vizsgalt betegcsoportban
(Thrd45Met — 2, Arg86His — 5, Arg86C — 2, Arg211* — 4, IVS6+5g>a — 4, [IVS8+1g>n - 1,
IVS8 + 1-6 del gtga — 3). Ezek a mutaciok 17 kiilonb6zo csaladbol szarmazo, 6sszesen 21
(18.4%) betegben, az Osszes beteg kozel 1/5-ében alakultak ki (20. abra A, B). A legtdbb
hotspot mutacidt az orosz betegek kozott talaltuk, mellettiik tobb forréponti génhiba volt
megfigyelhetd a lengyel és fehérorosz betegcsoportban is. Magyar, ukrdn, szlovén, lett és

roman betegek kozott minddsszes 1-1 beteg esetében igazoltunk ilyen mutaciot. Az Osszes
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hotspot mutaciok 34%-a a WAS gén 2 exonon kodolt 86. szamli aminosav kicserélddésével
jar6 misszensz mutacié volt, ez a leggyakoribb hotspot mutacio. Az R211X és T45M
aminosav cserével jard két exonikus forropont 0sszesen 28%-ban volt érintett. Az intronikus

szakaszok hotspot mutacioi az 6ssz mutaciok harmadat tették ki (38%).
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20. abra. Hotspot mutaciék megoszlasa a vizsgalt betegcsoportban. T, treonin; M,
metionin; R, arginin; H, hisztidin; C, cisztein; X, Stop; IVS6-8, 6-8. intron; g>a/n, guanin-
adenin/citozin/timin csere; deln, barmely bazis delécidja. A) A hotspot mutaciok elsésorban a
szlav és lengyel népcsoportban dominaltak. B) A leggyakoribb eltérés a 86. amindsav
poziciéban elhelyezkedd arginin kicserélddésével (hisztidin/cisztein) jard misszensz mutacid

volt.
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A betegekcsoportban a misszensz mutaciok dominaltak (42), annak koszonhetden,
hogy ugyanaz a tipusi misszensz mutacié tobb alkalommal ismétlédott egymassal
rokonsagban nem allé csaladokban is. A leggyakrabban érintett aminosavak az Arg86 és az
Asp224 volt hét illetve 6t esetben. 20 kiilonbdzo tipusti misszensz mutéciot taldltunk, ezzel
azonban nem a misszensz mutaciok végeztek az els6 helyen a kiilonb6z6 mutacio tipusok
kozott, ugyanis delécios mutaciobol kettével tobbet azonositottunk (22). A misszensz tipusa
mutaciok tobbsége (16) a WAS gén elsé négy exonjan alakult ki, csupan négy misszensz
mutacio helyezkedett el a gén utols6 szakaszain, a 7, 11 és 12 exonon.

Delécios mutaciobol 22 kiilonbozo tipust talaltunk tehat, amelyek koziil csupan egy
tipus (1037delC) ismétlodott unokatestvérekben (No. 77, 78). A misszensz mutacidkhoz
hasonldan a delécidk ardnya is magas volt a vizsgalt beteg populécioban, de mivel szinte csak
1-1 betegben alakultak ki, 6sszességében kevesebb beteget érintettek (23 beteg). Ezek foleg
kisméretti deléciok voltak, 1-22 bazispar kivagodasat okoztak. Kettd esetben nagy delécid
keriilt azonositasra, amely 322 nukleotid (N0.97) illetve a teljes WAS gén kiesésével jart (No.
98). A legtdbb delécio az elsé 6 exont érintette, 6t deléciot a 10 exonon talaltunk, a 11 és 12
exonon minddssze egy-egy kis deléciot mutattunk ki. A 87. szamu betegben azonositott
komplex mutacio altal okozott nagy delécid a 10-11 exonokat is érintette. Két beteg esetében
(No. 96 ¢és 97) a delécio a harmas intronon kezdddott €s a négyes exon elejét is magaban
foglalta, illetve a harmas intront6l egészen az 6tos exonig terjedt, ez utdbbi volt az egyik nagy
delécid.

Nonszensz tipusu mutaciot 21 betegben talaltunk, ez a génhiba a WAS gén 5, 9 és 12
exonok kivételével a tobbi 9 kilenc kodolo szakaszon megtalalhatd volt. Nonszensz mutaciora
nézve a leggyakrabban a WAS génen az egyes exon 121 és a hetes exon 631 nukleotid
pozicidiban lehetett szamitani (3-4 beteg).

Splice site defektust 16, inszercidt 11 esetben azonositottunk, amelyek elsGsorban a
gén kozEépso részén alakultak ki. Splice site defektusok a hatos és nyolcas intronon jottek 1étre
a legnagyobb szamban a vizsgalt betegpopuldcidoban (20. abra).A leggyakrabban egy
nukleotid inszertalodott, amely elsdsorban citozin vagy timin volt. Egy testvérpar (No. 1, 2)
esetében, novum génhibaként ketté guanin inszercidjat azonositottuk az egyes exonon. A
mutacio tipusok megoszlasat a 21. abra szemlélteti.

Az egyes exonok jellemz6é mutacidit az alabbiakban foglaltuk 6ssze. Az egyes exonon
nonszensz mutaciot talaltunk a legnagyobb szamban. A kettes exont féleg misszensz tipusu
génhibak érintették. A harmas exonon a deléciok fordultak elé a legnagyobb szamban. A

négyes exonon az 0sszes tipusti exonikus mutacidé megtalalhatd volt, mig az 6tds exonon
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kizardlag inszercidokat azonositottunk. A hetes exonon egy-egy inszercid, nonszensz ¢és
misszensz tipusu mutacioé fordul eld, de az utobbi kettd 4 illetve 5 betegben is ismétlodott. A
nyolcas exonon minddssze egyetlen nonszensz mutdciot azonositottunk. A kilences exon volt
az egyedilli a WAS gén exonok koziil, ahol nem talaltunk mutaciot a vizsgalt betegek
egyikében sem. A gén legnagyobb méretii exonja, a 10 exon szamos mutéacio helyszinéiil
szolgalt. Itt misszensz tipusi mutaciot nem talaltunk, a deléciok és inszerciok dominaltak. Az
1j komplex mutacio is érintette a 10 exont, errél a mutaciorol a késébbiekben részletesen is

sz0 lesz. Az utolsé két exonon kevés génhibat talaltunk, tobbségiik misszensz tipusnak felelt

meg.
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21. abra. A mutaciék rendszerezése tipus alapjan. A kiilonboz6 tipusu mutdcid szamat
tiintettiik fel az alapjan, hogy hany betegben fordultak eld, dsszesen hany mutaciot talaltunk

az adott tipuson beliil és ezek koziil mennyi volt ismert, illetve Gj mutacio.

B Ujmutdcidk

Delécia Inszercid  Monszensz  Misszensz  Splicesite  Komplex

L= T LI

22. abra. Uj mutaciék tipus szerinti megoszlasa. Uj delécios muticiobél talaltuk a

legtdbbet (8), mig splice site €s komplex mutaciobdl csupan 1-1 keriilt azonositasra.
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A 22 1) mutaciobdl (a 3. tablazatban vastaggal szedve) 8 delécio, 6 inszercio, 4
nonszensz, 2 misszensz, 1 splice site defektus és 1 komplex (InDel) tipusii mutacio volt (22.
abra). A misszensz ¢s splice site defektusok tobbsége korabban mar kozolt génhiba volt, az uj
mutaciok koziil csupan 2 illetve 1 volt ilyen tipusi. A nonszensz €s delécidos mutaciok
harmada, mig az inszerciok kétharmada 0j géndefektusnak bizonyult. Egy korabban nem

ismert komplex mutécio is leirasra keriilt.

Az 1) mutaciokat a WAS gén 12 exonjabol 9 exonon talaltunk, tobbségiik a tizes exont
érintette (5), harom-harom 0j mutacio az egyes ¢és kettes exonon alakult ki. A 4 és 11 exonon
kett6-kettd, a 3, 5, 7, 8 exonon, a 7 intronon és a 3 intron-4 exon hataron egy-egy j mutacio
igazolodott (ez utdbbi mutaciot az abran a négyes exonndl jelenitettiik meg) (19. abra, A). Az
elso testvérpar (No.1, 2) esetében kettd guanin inszercidjat azonositottuk a WAS gén egyes
exonjan. A mutacio eredménye a leolvasasi keret eltolddasat okozta, ami a fehérje szintézist a
41. aminosavnal lezarta. A kdvetkezd betegben (No. 3) szintén kereteltolodast (frameshift) és
ukran testvérparnal (No. 5, 6) az eredetileg igazolt nonszensz mutacid (c.58C>T) mellett a
kés6bbiekben masodlagos mutaciok is leirasra keriiltek (c.59A>G, c.60G>C és c.60G>T)
[Boztug, 2008]. A 27. szamu betegben ¢.239A>G cserével jaré misszensz mutacid glutamin
helyett arginint eredményezett a 80. aminosav pozicidban. Egy teljes nukleotid triplet (TAC)
vagodott ki a 2 exonbdl egy tirozin kiesését okozva az eredeti fehérje szerkezetbol a 30.
szdmu beteg esetében. Ugyancsak a 2 exonon alakult ki az az j misszensz mutacio (No. 38),
amely tirozin-hisztidin cserét okozott a 88. aminosav pozicioban. A harmas exonon létrejott Uj
mutacional egy citozin deletalodott 6t citozinbol allo szekvenciabol frameshiftet és a
fehérjeszintézis korai leallasat okozva a 44. szamu betegnél. Két ij mutaciot talaltunk a WAS
gén négyes exonikus szakaszan, egy nonszensz tipusu mutaciot (No. 53) és egy guanin
delécioval jard génhibat a 55. sorszamu betegben. Az 1j tipusti mutaciok az 6tds €s hetes
exonon timin €s citozin inszercidval jaro, ugyancsak kereteltolodassal és korai stop kodon
képzddést okozd mutaciok voltak a 59. és 67. sorszamu betegben. A nyolcas exon egyediili
mutacioja is novum, amely a 763 pozicioban 1év0 citozin nukleotid timinre cserélodése révén
a 255. glutamin helyett stop kodont eredményezett. A WAS gén legnagyobb szakaszan, a
tizes exonon 0Osszesen Ot Uj mutacid, harom inszercid és két delécido volt megtalalhato,
amelyek mind a transzlacid korai lezarodasat valtottak ki (No. 79, 80, 83, 85 és 86). Komplex

mutacio alakult ki a 10 intront és exont, valamint a 11 exont és intront érintve 1595 bp

crcr
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kodonra véltozott a 11 exonon létrejott uj mutacido kapcsan a 88. szdmu betegben. A 11
bazispar delécioval jaré mutacio, amely magéaban foglalta a hdrmas intron végét és a négyes
exon elejét, szintén ) mutacioként lett azonositva a 96. szamu betegben. Végiil a hetes intron
+2 nukleotid poziciéban a vad tipusra jellemzd timin adeninre cserélddott, U splice site
defektust okozva egy roman betegben (No. 108).

A vizsgalt betegpopulacioban a kisméreti delécidos mutaciok gyakoriak voltak.
Korabban leirt, sulyos fenotipussal jaro nagy delécidos mutaciokat mindossze két beteg
esetében igazoltunk. Uj mutacioként ugyancsak egy nagy deléciot is magaban foglalo,
valamint egy adenin nukleotid inszercidéjaval komplikalodod génhibat talaltunk egy roman

kisfitiban, az 6 kivizsgalasat az alabbiakban, a klinikummal egyiitt, részletesen is ismertettiik.

Uj nagy deléciés WASP mutécio
Esetismertetés
A vizsgélt fiugyermek (3. tdblazat. No. 87.) az édesanyja masodik, eseménytelen

terhességébol sziiletett. A sziilok klinikailag egészségesek. Az édesanyéanak az elso terhessége

az 5. terhességi héten spontan abostrusszal végzodott (23. abra).

23. abra. A fit proband (V/2) csaladfija a hordozé édesanyaval (IV/2) és a lehetséges
hordozo nék feltiintetésével (korok kérdojellel). wt/m, hordozo; vad tipus; P, proband; m,

mutacio.
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A beteg a perinatalis id6szakban BCG és hepatitis B elleni véddoltasokban részesiilt,
szovodményt nem észleltek. Harom hetes koraban véres hasmenés és maculopapulosus
kititések jelentkeztek az arcan és a torzsén. Hat hetes kordban magas lazzal és exsudativ
conjunctivitissel hospitalizaltak. Ekkor deriilt fény thrombocytopenidjara (21-85 G/1), amely
eltérés az antibiotikum kezelés mellett sem javult, a thrombocytak atlagos térfogata (MPV)
ekkor még fiziologias volt (7.5-9.9 f1), ahogy a szérum immunglobulin szintek is. A csontveld
vizsgalat malignitast kizart, a thrombopoiesis megfeleld volt. IVIG és steroid kezelést
probaltak, de ezek sem hoztak érdemi valtozast a vérlemezkeszamban. Harom és fél honapos
koraban az MPV 6.5-6.9 fl k6z¢é csokkent és a beteg véres hasmenése tovabbra is fennallt. A
sz€klettenyésztés Klebsiella pneumoniae-t igazolt, amelyet amoxicillin-clavuldnsavval
kezeltek. A beteg tobb alkalommal részesiilt thrombocyta transzfuzioban, de a
vérlemezkeszam 20 G/L (Referencia tartomany: 150-400 G/L) ald csokkent, ezzel
parhuzamosan a csokken6 IgG és IgM érték IVIG kezelést tett sziikségessé. A lymphocyta
subpopulacios vizsgalatok egyarant alacsony CD8+ T sejt, B sejt és NK sejt szamot igazoltak.
A gyermekben Ossejttranszplantaciot kezdeményeztek, de a hat honapos sikertelen
donorkeresés meghiusitotta a beavatkozast, ezért a beteg génterapids programba kertilt. A
gyermek klinikai tiinetei WAS-nak megfeleltek, a genetikai és egyéb vizsgalatokat az

alabbiakban részletezem.

Vizsgalatok

A beteg genetikai vizsgalata soran a WASP gén mind a 12 exonjat vizsgaltuk. Az
agaroz gél elektroforézis normal hossziisagu bandeket mutatott az 1-9 és 12 exonok esetében
¢s a nukleotid szekvencia is a vad tipusnak megfelelt. A 10 és 11 exont reprezentald
amplikonok nem voltak kimutathatoak gél elektroforézissel, amely eltérés nagy deléciot
sejtetett az adott szakaszokon. A mutaci6 felderitése érdekében a 9-12 exont magéba foglalo
gDNS szakaszt vizsgaltuk. Normal esetben a négy exont magaba foglald szakasz 2816
bazispar hosszusagu (kontroll minta), vizsgalataink soran azonban a beteg mintdjaban ennél

kisebb, koriilbeliil 1000 bazispar hossziisagu amplikont kaptunk (24. abra).
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24, abra. WAS deléciora utalé agaroz gél elektroforézissel a beteg (P) és az anya (M)
mintajaban. Az egészséges kontrolltol szarmazd minta a WAS gén 9-12 exonjat
reprezentald, 2816 bazisparnyi szekvencidjat PCR-ral felsokszorositottuk és agardz gélen
megfuttatuk (C). A beteg mintdjaban csupan egy koriilbeliil 1000 bazisparnyi bandet kaptunk
(P). Az édesanya esetében az elektroforézis soran kettd band volt lathato, amely eredmény az

anyai hordozo6i statuszat igazolta (M).

A tovabbiakban bidirekcionalis szekvenalassal hataroztuk meg a nukleotidok
sorrendjét. A vizsgalat soran a beteg esetében a WAS gén 1595 bazispar delécidja és egy
adenin inszercidja valt nyilvanvalova (25. abra).

Az édesanya mintdjan is elvégezve az amplifikacios PCR-t, majd a PCR termék
agaroz gél elektroforézisét, két bandet kaptunk, amelyek a normal és a mutans alléleknek
feleltek meg (24. abra). A szekvenalast kovetden az anya esetében heterozigdta mutaciot

crcr

(25. abra).

Kontroll 1595 bp

CAAATC|CGGCAGG—CAGTGGC|GCGATC

del1585bp és insA del1595bp és insA

C AAATC[A]GCGATC| |[C AAATC[A]JGCGATC
CABTGGCGCBATC

f\

Beteg Anya

25. abra. A WAS gén szekvenaldsa soran igazolt InDel mutacié. A beteg mintajan

elvégzett genomikus DNS szekvendlds eredményét mutatd elektroferogram 1595 bazisparnyi
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deléciot és egy adenin inszerciot (zarojelben) igazolt a delécid helyén. Az édesanya mintdja

heterozigodta statuszt igazolt a mutaciora nézve.

Az InDel mutaci6é a 10-11 exont és a 10-11 intront érintette, a mutacié kereteltolodast

okozott, amely eredményeként a WAS fehérje szintézise karosodott (R4391s) (26. abra).

0.5247_6841del1595insA l
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R4391s

26. abra. Sematikus dbra a beteg mintajiban a WAS génen igazolt InDel muticiorél
valamint a mutiaci6 WAS fehérjére gyakorolt hatasarol. A 1595 bp delécié az 10 exon ¢és
intront valamint a 10-11 intront érintette. A mutacio hatasara a leolvasasi keret eltolodasa jott
létre és az aminodsav sorrend a 439. poziciotol karosodott. PH, pleckstrin homolog; WH, WAS
homolég; GBD, GTP-az kotd; PR, proline gazdag; VD, verprolin homolog; CD, cofilin

homolég domén.

A fehérje expresszidt flow cytometriaval végeztiik intracelluléris jelolést kovetden a
beteg, édesanyja és kontroll mintdkban. Az édesanya és a kontroll mintdkban megfeleld
WASP expresszio kimutathatd volt, mig a beteg esetében elhanyagolhaté mennyiségti WASP-
t detektaltunk (A/27. abra). Western blot analizis teljes hosszusagi WASP-t (66 kDa) igazolt
az anya mintdjaban a kontrollal megegyezéen. Ezzel ellentétben a beteg PBMC sejtjeiben

ezzel a vizsgalattal WAS fehérje nem volt kimutathato (B/27. abra).
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27. abra. WASP expresszio kimutatisa a beteg, édesanyja és kontrollok mintaiban.

A) Flow cytometridval végzett intracellularis WASP expresszid vizsgalata. Az abra a
WASP expressziot (piros vonal) mutatja izotipus kontroll (kék vonal) és negativ kontroll
(fekete vonal) mellett. Az édesanya és egészséges kontrollok sejteiben normal WASP
expressziot detektaltunk, azonban a beteg mintajaban csupan elhanyagolhato6 WASP
expresszio volt kimutathato.

B) Western blot vizsgalat a WASP expresszié kimutatdsara. Az édesanya és az
egészséges kontrollok sejt lizdtumaiban normal mennyiségii WASP volt megfigyelhetd

szemben a beteg mintdjaval, ahol fehérje expressziot nem kaptunk.

A szomatikus reverzio ismert, de ritka jelenség WAS-ban. Betegcsoportunkban erre a ritka

eseményre is talaltunk példat egy ukran testvérpar esetében.
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Masodlagos mutaciok és szomatikus reverziod

Esetismertetés

Az 1d6sebb kisfiu (No. 5) sziiletésétdl kezdve véres hasmenésektdl és ekcématdl szenvedett.
Héarom éves kordban generalizalt cytomegalovirus fertézéssel kezelték. Occsénél (No. 6) is
ujsziilottkortol manifesztalodott az ekcéma. Vérzékenységére recidiv orrvérzések hivtak fel a
figyelmet. Mindkét gyermek esetében léguti fertézések halmozodasa volt megfigyelhetd. A
gyermekek genetikai vizsgalatat laboratoriumunukban végeztiik el. A vizsgalat sordn a WAS
gén egyes exonjan j S8C>T nonszensz mutaciot igazoltunk, amely génhiba a 20. glutamint
kodolo triplet helyett Stop kodont eredményezett. A genetikai vizsgalatok eredményét a 28.

abran szemléltettik.
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28. abra. Az ukran testvérpar (P1-2) csaladfija és a genetikai vizsgalat eredménye. wt/m,
hordozo; P, proband; m, mutaci6. A WAS gén egyes exonjan azonositott Uj nonszensz
mutacio az 58. nukleotid pozicioban C>T cserét okozott. A genetikai hiba mindkét betegben

kimutathat6 volt, az édesanyjuk pedig hordozdnak bizonyult.

A betegek tovabbi kivizsgalasa német kollégak bevonasaval, kollaboracios munkaban
Hannoverben tortént. A CD3-mal végzett stimulacios vizsgalatok mindkét betegben csokkent
T sejt proliferacios valaszt igazoltak. Az eltérés humdn IL-2 hozzdadasaval részlegesen
helyreallithaté volt (29. abra). A periférias vérbdl izolalt CD14+ monocytak podoszoma
vizsgalata soran mindkét beteg mintdiban a podoszomak teljes hidnyat figyeltiik meg az

egészséges kontroll mintajaval dsszevetve, ahol a monocytak 65%-a podoszéma pozitiv volt.
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A betegek rutin laboratériumi eredményei thrombocytopeniat (Thrombocytaszam < 50 G/L;
Referencia tartomany: 150-400 G/L), csokkent B lymphocyta szamot, megfordult CD4/CD8
aranyt mutattak. Az immunglobulin G szint mindkét betegben a korspecifikus normal
tartomanyon beliili volt. A specifikus antitest szintek koziil az idosebb betegben csupan
tetanus toxoiddal szemben volt megfeleld antitest szint kimutathat6, diftéria ellen nem. A

testvérében mind a két érték a védettséget jelzo tartomanyon beliil volt mérheto.

| 0 Kontroll ® No. 5 beteg m No. 6 beteg |

SR
35000 1T

Nem stimulalt CcD3 CD3+IL-2

29. abra. T sejtek proliferaciés vizsgalata az ukran testvérparban. A T sejt proliferacio
mindkét betegben elmaradt az egészséges kontrollhoz képest. Az aktivitas IL-2 hozzaadasaval

részlegesen javult.

Flow cytometridval vizsgalva a betegek PBMC-t, WASP-pozitiv és WASP-negativ
csooportok kiiloniiltek el a CD3+ lymphocytak és NK sejtek kozott. Az NK sejtek és a CD8+
lymphocyték tobbsége mindkét betegben WASP-pozitiv volt. A CD4+ lymphocytak 31%-a az
iddsebb gyermekben, 4% a fiatalabb gyermekben mutatott WASP expressziot. A B sejtek
csupan kis hanyadaban lehetett a fehérje jelenlétét igazolni, mig a monocytak mindegyike
WASP-negativ volt mindkét betegben.

A WASP-pozitiv és negativ CD3+ sejtek szétvalasztasat kdvetden a két sejtcsoport
WAS gén szekvencidjanak meghatarozasat végeztik. A WASP-negativ sejtekben a korabban
igazolt nonszensz mutacidé volt megfigyelhetd (58C>T). Ezzel szemben a WASP-pozitiv
sejtekben az egyes exon adott szakaszan, ahol a korabbi mutaciét talaltuk, a nukleotid
szekvencia nem volt egyértelmiien meghatdrozhato. A jelenség arra utalt, hogy a WASP-
pozitiv lymphocytak kozott tobb eltérd masodlagos mutacio alakult ki ugyanazon a tripleten,
mint ahol az elsd, betegséget okozd génhibat is felfedeztiik. A tovabbi vizsgalatok az idésebb

betegben a TAT triplet, mig a fiatalabb testvérében a TGG triplet dominanciajat igazoltak
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mas, a vizsgalt WASP-pozitiv sejtek kisebb hanyadaban észlelhetd triplet variaciok mellett
(TGG, TAC, TTG, CAG). A mutéaciok tovabbi vizsgalatat a lymphocytak klonozéasaval és
ismételt szekvenalasukkal végeztiikk. Az id6sebb beteg esetében 48, a fiatalabb betegben 52
klont vizsgaltunk. Az elso betegben a 48 klonbol 23 TAT tripletet hordozott, 16 TGG, 9 pedig
TAC tripletet. Testvérében az 52 klonbol 36 TGG-t, 13 klon TAC tripletet, 1-1 klon pedig
TTG és CAG tripletet hordozott. Az NK sejtek tobbségének genotipusa mindkét betegben
TGG tripletnek felelt meg. A B sejtek tobb, mint 90%-a az eredeti mutacio jelenlétét mutatta.
A revertalt szakaszon az els6 beteg esetében CAG, TGG vagy TAC tripleteket lattunk, mig a
testvérében TAT és TAC tripletek fordultak eld.

A betegek kovetése soran a kovetkezd 18 honapban a WAS klinikai tiineteinek
csokkenését figyelhettik meg. Az ekcéma és a vérzékenység egyarant javult, a
thrombocytaszamuk pedig normal tartomanyba emelkedett. A fiatalabb testvér CD8+
lymphocyta- és NK sejtszamaban emelkedést észleltiink B sejtes lymphopenidjuk azonban

nem sziint meg ¢s a CD4/CD8 arany sem valtozott (4. tablazat).

4. tablazat. Ukran betegek (No. 5, 6) laboratériumi paraméterei.

Lahor értékek No. 5. Beteg No. 6. Beteg Normal ertéek
(G/L) 2006. 04. 05.  2008.02. 2006. 04. 05.  2008.02. (G/L)
Fehérvérsejtszam 9.7 5.2 106 9.9 7.8 7.1 4.5-10.8
Thrombocytaszam 27 45 260 22 20 280 150 - 400
Lymphocytaszam 32 ER: R ] 13 ER| 0.5-444
CD3+ setezim NI 23 1.9 ND 07 38 08-33
CD3+CD4+ zejtszam DD 079 0.67 WD 0.3 1.2 04-21
CD3+CDE+ zejtszam MDD 1.3 1.3 ND 0.39 2.8 0.2-12

CD 194+ sejtezim ND 0.14 0.18 ND 0.0% 008 02-086
CD3-CD56+ sejtszam D 0.22 0.96 WD 045 2.1 0.07-1.2
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MEGBESZELES

Vizsgéalatunk sordn Wiskott-Aldrich szindromdban szenvedd betegek genetikai
jellegzetességet kivantuk feltarni. Az adott betegek genetikai hatterének tisztazasa érdekében
molekularis genetikai vizsgalatokat alkalmaztunk és lehetdség szerint WAS fehérje
expresszio vizsgalatara is sor keriilt. Eredményeinket tobb tablazatban foglaltuk Ossze és
bizonyos betegek esetében a klinikai fenotipust és a részletes genetikai eredményt is
feltiintettiik.

A Wiskott-Aldrich szindroma ritka betegség, egy millié élvesziiletésre 4-10 beteg jut.
Sajnos a betegek nem minden esetben keriilnek idében felismerésre és emiatt a kurativ
kezelés is csuszhat, illetve el is marad. Mivel a betegség gyermekkori mortalitdsa magas, a
korai felismerés fontossagat nem lehet elégszer hangstlyozni. Magyarorszagon 9 WAS
csaladot sikeriilt azonositani, 9 index pacienssel. A betegség prevalencidja alapjan azonban
ennek a betegszamnak a valdsdgban magasabbnak kell lennie, vélhetdleg szamos nem
felismert eset kallodhat a gyermek praxisokban és korhazakban. A diagnosztizalast neheziti a
tény, hogy a gyakorld orvosok koziil is kevesen ismerik a betegség pontos klinikumat,
nehezen kiilonitik el az ITP-t6l és a genetikai vizsgalatra is csupan az Infektologiai és
Gyermekimmunoldgiai Tanszék Molekularis Genetikai Laboratoriuméaban volt lehetdség

Magyarorszagon az utobbi évtizedben.

Magyarorszagi WAS betegek és hordozok

A kilenc magyar beteg klinikai fenotipusa egy esetben (No. 11) XLT-nek felelt meg,
mivel nala csak thrombocytopenia formajaban nyilvanult meg a betegség. A tobbi nyolc beteg
a klasszikus WAS klinikai tiineteit mutatta. A legsulyosabb format a No. 35. beteg esetében
lattunk, akiben autoimmun szovodménnyel komplikalodott az alapbetegség. Minden betegben
vezetd tiinet volt a sulyos thrombocytopenia, amely gyakran indikalt transzfuzét. A
vérlemezkék atlagos térfogata csokkent volt a legtobb beteg esetében. Infekcidok két beteg
kivételével, az 0Osszes kisfilban kialakultak és recidivaltak, kiilonb6z6 stlyossaggal és
gyakorisaggal. Ekcéma a kilencbdl nyolc betegben jellemzo tiinet volt, a 81. szamu beteg
ekcémdja volt a legsulyosabb. Autoimmun illetve malignus korkép a vizsgalt idészakban
csupan egy betegben alakult ki. Ennek oka az lehet, hogy a betegeink tobbsége az elsd

évtizediikben jar és ezek a sulyos szovodmények altalaban a késébbi életévekben
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manifesztalodnak. Valamint a betegeink korében nagy aranyban sikerrel elvégzett kurativ
kezelések az autoimmun illetve tumoros rizikot jelentés mértékben csokkentik. A betegek
WAS score értéke atlagosan 3-4 kozotti volt. Az immunrendszer allapotarol tajékoztatd
laboratoriumi eredmények (lymphocyta szdm, szérum immunglobulin eredmények)
Osszességében egyik beteg esetében sem voltak teljes mértékben tipusosak. Ezen megfigyelés
alapjan ezek a paraméterek csupan masodlagos fontossaguaknak tekinthetéek a klinikai
tiinetek és a genetikai vizsgalat eredménye mellett. Ez a tény is hozzajarulhatott ahhoz, hogy a
kezdeti idészakban szinte az Osszes beteg esetében téves diagnozis sziiletett, a leggyakoribb
ilyen korisme az ITP ¢és a perinatalis infekcidé volt. Tény, hogy a csaladi anamnézis sem
segitette az orvosok dolgat, hiszen minddsszesen kettd csalad esetében fordult el6 a csaladban
WAS korabban. A magyar betegcsoportban hét betegben végeztek Ossejttranszplantaciot, két
beteg a transzplantaciot kovetd fertdzések miatt exitalt. Egy beteg barmilyen kurativ terapias
beavatkozas elvégzése nélkiil halt meg. Egy beteg (No. 35) génterapidban részesiilt. Ebben a
betegben, hét évvel a kezelést kovetden a thrombocytaszam tartosan 100 G/l feletti
(Referencia tartomany: 150-400 G/1), az ekcémaja megszlnt, fertézéseinek sulyossaga és
gyakorisaga csokkent, a beteg egészséges kortarsaihoz hasonldan jar kozosségbe.

Célkitlizéseinknek megfelelden a WAS betegek genetikai vizsgalatat elvégeztiik, mind
a 9 magyar betegben megtalaltuk a betegséget okozé mutaciot. A magyar kisfiuk koziil nyolc
esetben, korabban az irodalomban mar leirt, ismert mutacidt sikeriilt azonositani a WAS
génen. Hotspot mutacio egy beteg (No. 35) esetében kertilt leirasra. A mutaciok koziil harom
esetben deléciot, harom betegben misszensz egy betegben pedig nonszensz mutéciot talaltunk.
Az 1) mutacidt az 53. szamu betegben talaltuk, amely eltérés a WAS gén 4. exonjan a 397.
bazis helyen talalhat6 guanin helyett timint eredményezett. A mutaci6 a WASP aminosav
sorrendjében 133. helyen talalhat6 glutaminsavat kodolod triplet megvaltozasat okozta. Az
eredeti GAG triplet a mutacio hatasara TAG-ra moédosult. Az j triplet STOP codonnak felelt
meg €s a fehérjeszintézis korai leallasat eredményezte. A mutécio a betegben klasszikus WAS
fenotipus megjelenésével jart. A magyar betegek esetében a genetikai vizsgalat mellett WAS
fehérje kimutatas rutinszer{ien nem tortént.

A potencialis hordoz6 ndk felderitése érdekében csaladfat készitettiink, ahol lehetséges
volt, kijeloltik a vizsgadlandd ndket és felvilagositast kovetden elvégeztik a genetikai
vizsgalatokat. A kilenc magyar csaladban 6sszesen 18 hordozo nét sikeriilt azonositanunk. A
hordozoi statusz tisztdzasaval lehetdség nyilt a pozitiv eredményt mutatd és még fertilis
korban 1évé ndk esetében a prenatalis genetikai vizsgélatra. Ez a beavatkozéas 6t magyar és

egy orosz csalad esetében segitette a csaladtervezést. A korionboholy mintavételre, a
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magyaroknal a Debreceni Egyetem Sziilészeti és NOogyogyaszati Klinikajan keriilt sor, Dr.
Torok Olga tanarnd szakértd segitségével. A mintak feldolgozasa soran mas intézményben
kromoszéma szambeli és méretbeli meghatarozas is tortént, amely a sziiletendé gyermek
nemét is pontositotta. A sejtekbdl kivont DNS segitségével a csaladra jellemz6 genetikai hibat
kerestiik a magzat genomjaban. Hat csaladban, 6sszesen 7 alkalommal, nyolc magzaton
végeztik el a vizsgalatot, amely soran négy fill és négy leanymagzat WAS génvizsgalata
tortént meg (5. tablazat). A 35. szamu beteg édesanyjanal elvégzett, elsO prenatalis vizsgalat
(1. csalad) eredményei korabban kozleményben megjelentek [Alapi, 2006]. Harom csalad
esetében egy-egy leany nemil magzat keriilt felismerésre, mind a harom foetus a csaladra
jellemz6 mutacidra nézve hordozoénak bizonyult, a sziilok mindharom esetben a gyermekek
vilagrajovetele mellett donthettek (11, 23, 39. szamu betegek testvérei; 2-4. csalad). Az 53.
szdmu beteg édesanyjanal (5. csalad) az els6¢ alkalommal elvégzett prenatalis genetikai
vizsgalat a fii magzatban sajnos ugyanazt a betegséget okozd mutaciot tarta fel, amely
génhiba az 53. betegben is kimutathato volt. A sziil6k igy a beteg gyermeket nem vallaltak.
Fél évvel a masodik terhességet kovetden az édesanya ismételten varandos lett, jabb
prenatalis vizsgalatot végeztiink, amely ezuttal egészséges fill magzatot igazolt. A gyermek
azbOta megsziiletett €s teljesen egészséges. Egy orosz anyuka csaladtervezését is tAmogattuk a

prenatalis vizsgalattal (6. csalad), amely soran egészséges fit magzat igazolddott (5. tablazat).

5. tablazat. Prenatalis genetikai vizsgalat eredményeinek dsszefoglalasa”

vad tipus sziiles

fin vad tipus sziiles
leany hordozo sziiles
leany hordozo sziiles
leany hordozo sziiles

fin beteg muvi abortusz

fin vad tipus sziiles

fin vad tipus sziiles

"Hat WAS csaladban 6sszesen 8 magzat esetében végeztiik el a vizsgalatot.
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WAS gén mutaciok kdzép-kelet-eurdpai, orosz, torokorszagi és azerbajdzsani betegekben

A Tanszék nemzetkdzi szakmai kapcsolatai révén lehetdségiink nyilt a kozép-kelet-
europai régiobol valamint Oroszorszagbol, Torokorszagbol és Azerbajdzsanbdl szarmazo
WAS betegek 6sszegytijtésére, genetikai adataik rendszerezésére. Azok a kiilfoldi beteg, akik
hazdjukban a genetikai vizsgalat hidnya miatt nem jutottak pontos diagno6zishoz,
Tanszékiinkon kertiltek kivizsgalasra. Ily modon Osszesen 46 kiilfoldi személy, 26 beteg it és
20 hordozé nd genetikai vizsgalatara keriilt sor Ukrajnabol (8-8), Oroszorszagbol (8-5),
Torokorszagbol (3-2), Romaniabol (3-2), Azerbajdzsanbol (2), Lengyelorszagbol (1-2) és
Lettorszagbol (1-1). Tovabbi hét orszagbol pedig a mar diagnosztizalt betegek és hordozok
adatait gytijtottiik 6ssze. A legfiatalabb betegekben egyarant két honapos korukban sziiletett
meg a WAS diagnozisa, a legiddsebb betegben 23 évesen. A betegek atlag ¢letkora 3.5 év volt
a diagnozis felallitasakor, amely masfél évvel meghaladta az irodalombol ismert atlagéletkort
[Sullivan, 1994]. Huszondt beteg a 114-bdl a vizsgalat vége el6tt elhunyt.

A talalt exonikus mutaciok tébb, mint a fele a WAS gén elso 4 kodolo szakaszan volt
megtalalhato, hasonloan az irodalomban korabban leirtakhoz [Jin, 2004]. A hotspot mutaciok
a vizsgalt betegpopulacioban az esetek kozel 20%-at tették ki, hasonloan a korabban nagy
WAS betegcsoportot feldolgozo kozleményhez [Jin, 2004]. A hotspot mutaciok koziil az
Arg86His cserét okozo génhibat hordozo magyar beteg (No.35), az irodalommal ellentétben,
nem az enyhe XLT fenotipust, hanem a klasszikus WAS sulyos formajat mutatta.

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban misszensz tipusu mutacié fordult el6 a legnagyobb
szdmban a vizsgalt betegek kozott, azonos mutaciok rokoni kapcsolattol fliggetlentil, t6bb
betegnél is megtalalhatoak voltak. A misszensz mutaciok elsfsorban a WAS gén elsé négy
exonjan alakultak ki. Delécidos mutaciokat is nagy szamban talaltunk a beteganyagban, ezek
altalaban csak 1-1 betegben fordultak eld6. A nagy delécids mutaciok ritkdk voltak a mi
betegeink kozott is, hasonléan a korabbi kozlésekhez, minddssze a betegek 2.6%-ban (3
beteg) igazoltunk ilyen génhibat. Ezek koziil egy 0j, complex mutaciot is részletesen leirtunk.
Kevés inszerciot talaltunk, de azok 75%-a 0j mutacio volt. A WAS gén 11 exonjan talaltunk
mutaciot, a 9. exon nem volt érintett a mi beteg anyagunkban. Ez az exon az irodalmi adatok
alapjan is csak kevés ismert mutacionak ad helyet [Jin, 2004]. Az intronikus mutaciok kozel
fele hotspot helyen kdvetkezett be.

A WAS génen 0Osszességében 77 killonbozd tipusu mutaciot azonositottunk, ezek

koziil 22 az irodalomban eddig nem ismert mutacid volt. Az j mutaciok 36.3%-ban deléciok,
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27.2%-ban inszerciok, 18.1%-ban nonszensz, 9 %-ban misszensz, 4.5-4.5%-ban splice site
defektus és komplex mutaciok voltak.

A 22 0j mutaciobol 18 frameshift delécid vagy inszercid, illetve nonszensz tipusu
mutacio, amelyek mindegyike a WAS protein szintézisének korai leallitasat eredményezi,
ezaltal betegséget okozd mutacioként értékelends. Négy ezekbdl a mutaciokbol bar
kiilonbozé amindsav tavolsagokra (155, 136, 86 és 79) kovetkezett be a WAS protein
karboxiterminalis végétol, mégis ugyantigy a 494 aminodsav pozicidoban okozott terminaciot,
csupan 9 amindsavra a WAS fehérje karboxi terminalis végétél (No. 79, 80, 85 és 86). Az
cytoplazmatikus doméneket is egyarant érintették, vélhetéen végzetes kdvetkezménnyel jartak
a fehérje funkciojara nézve. A WAS gén mutaciokat rendszerezé adatbazisban szerepelnek
olyan WAS betegek, akikben eltéré mutacié kapcsan azonos pozicioban képzodott stop kodon
(kodon 494). Ezzel szemben a p.GIn80Arg ¢és p.Tyr88His cserével jar6 misszensz mutaciod
valamint a p.del83Tyr delécioé patogén mivolta nem ennyire nyilvanvald. Az els6 misszensz
mutacio esetében benignus, toleralhatd és neutralis kimenetelre szamitanank. Azonban két
nem rokon beteg esetében is leirasra keriiltek, akik egyértelmii WAS fenotipust mutattak.
Ugyancsak a fenotipus alapjan nevezhetjiikk a masodik misszensz mutaciot is valosziniileg
betegség okozd génhibanak, mivel a beteg klinikai tiinetei az XLT-nek megfeleltek, a
génhibahoz kozel ismert mutaciés hotspot talalhato (Arg86N), valamint korabbi
kozleményben ugyanezen lokalizdcidban, mas aminosav cserével jaro (Tyr88Cys), betegséget
okozd mutaciot mar leirtak [Albert, Bittner, 2010]. A 83 aminodsav pozicioban talalhat6 nem
poléris, aromas tirozin elvesztése a WAS protein szerkezetére lehet hatassal. Erdekes, hogy
mindharom mutaciéo eldrejelezhetd modon egy vagy tobb illesztés-erdsité (splicing
enchancer) elvesztésével jar, amelyek fontos szerepet toltenek be a megfeleld6 RNS
splicingban. A harom mutaci6 WASP-re gyakorolt hatdsdnak jobb megértése céljabol
funkcionalis elemzgés sziikséges. Ezzel a 22 ij mutacidval tovabb gazdagitottuk a WAS gén
mutacios adatbazist, amely tobb mint 300 ismert génhibat foglal magaba.

A fentiekben részletezett WAS esetek esetek 80%-a korabban ismert mutacidokon
alapult. Ezek a mutaciok valtozatos klinikai formaban manifesztalodtak az egyes betegekben,
a mutaciok ¢és a klinikai kép kozott ismert fenotipus/genotipus korrelacid, amelyet a
bevezetésben részleteztiink. A legsulyosabb esetek hatterében altalaban a kereteltolodast és
fehérje hianyt okozo6 nonszensz és delécidos mutaciok allnak. A nagy delécidval jaréo mutaciok
ritkdk WAS-ban, az irodalom csak néhany esetet k6zol (30. abra), de a fenotipus minden

esetben sulyosnak mondhatd, a klinikai tiinetek koran és sulyos formaban manifesztalodnak.
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A romaniai kisfitl esete kapcsan, akiben 0j nagy inszercids-delécios mutaciot talaltunk, a
WAS génen korabban leirt nagy delécios mutaciokat is feldolgoztuk.
A WAS gén nagy deléciés mutacioi

WAS-ban észlelt delécios mutaciok tobbsége rovid, 1-12 bazispar hidnyat okozd
mutacio, a nagy deléciok ritkak. Ezek a genetikai hibak egy teljes exon hianyan tul 2 vagy
akar tobb exon kivagodasat is okozhatjak érintve a koztes intronikus régiokat is, vagy akar a
teljes WAS gén is deletalodhat a genombol [MacCarthy-Morrogh, 1998]. Az alabbiakban
attekintést nytjtunk a korabban leirt WAS génen bekovetkezett nagy delécios mutaciokrol az
irodalomi adatok alapjan, kiegészitve az altalunk azonositott nagy delécios mutécioval (30.
abra).

A romaniai kisfii esetében azonositott 1j InDel mutaci6 a WAS gén 3° végén
talalhat6. A genetikai vizsgalat azt igazolta, hogy a delécidos mutacié a gén 10 exon, 5246
nukleotid pozicidjabol indult és 1595 bazispar kivagodasat valamint egy adenin inszercigjat
eredményezte. A karosodas soran a 10 exon egy része, a teljes 10 intron és 11 exon, valamint
a 11 intron részben elveszett. Flow cytometrias és Western blot vizsgalatok a WAS protein
hidnyat igazoltdk a beteg periférias lymphocytdiban. A felhasznalt antitest a fehérje C
terminalis végét ismeri fel (12 exon), a leirt mutaciod az epitophoz képest ellentétes iranyban
talalhat6. Az eredmények alapjan ezért arra kovetkeztethetiink, hogy a mutacié miatt a beteg
sejtjei nem tartalmazhattak normal méretii illetve mitkodoképes fehérjét, tehat az 1j mutacio
egyértelmiien betegség okozo génhibanak tekinthetd

Tajvani betegben a WAS gén szabalyozo régidja sériilt a promoter régio és az elso két
exon delécioja kapcsan [Lee, 2010; Lee, 2005]. A beteg lymphocytdi nem expresszaltak
WASP-t a mutacio kovetkeztében, ezaltal a mitogén antigének indukalta sejtosztodas és NK
sejt aktivitds karosodott. A CD4+ memoria sejtek csokkenése és lymphocytak koros
proliferacidja alapozta meg a beteg fokozott infekcios hajlamat és a stilyos WAS fenotipust
[Lee, 2010]. Egy masik tajvani betegben az elsd négy exont érintette a delécids mutacio és
WASP expresszio itt sem volt kimutathat6. A fehérje teljes hidanya ebben az esetben is stilyos
WAS fenotipust okozott [Chien, 2004]. Egy kaukazusi betegben 15800 bazispar hosszi Alu-
medialt delécio keriilt leirasra, amely az 1-6 exont, a 6. intron egy részét tartalmazta, valamint
a proximalis és disztalis WAS gén promoter régiot. A mutacid hatdsira a WASP teljes
mértékben hidnyzott a beteg PBM sejtejeibdl stlyos klinikai tiineteket okozva [Lutskiy,
2002].
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A WAS gén elsé 7 exonjat érintd nagy delécidos mutacido kapesan kialakult sulyos
WAS fenotipust mutaté beteg mononuclearis sejtjeiben és EBV-transzformalt B sejt
vonalakban a WASP teljes hidanya volt kimutathaté [MacCarthy-Morrogh, 1998]. Egy masik
betegben koriilbeliil 2 kb hosszu delécio keriilt leirasra, amely a 3-7 exont érintette, a 2 és 7
sulyos klasszikus WAS alakult ki autoimmun szévédményekkel [Imai, 2004; Ariga, 1997].
Egy orosz betegben 322 bazispar hosszi deléciot azonositottak, amely eltérés a 3-4 intront €s
betegben, akiben a mutaciéo a WASP hianyat okozta, klinikailag pedig sulyos, malignitassal
szOvodott fenotipushoz vezetett [Imai, 2004]. Egy argentin betegben a nagy delécid szintén a
7 exontol indult és egészen a 11 exon végéig tartott [El-Hakeh, 2002], mig egy masik
betegben a 8 intron 3’ végétdl kezdddé mutacio a gén teljes tovabbi részét deletalta [Schwarz,
1996].

Kettd tovabbi nagy delécio is érintette a WAS gén 3 végét. Az elsé esetben a 10
introntdl indult a mutacid, amely az utolsé két exont is magaba foglalta (11,12 exon). A
betegben klasszikus WAS alakult ki [Thompson, 1999]. A masodik esetben komplex mutacio
kapcsan kivagodott 4.3 kb hosszl szakasz tartalmazta a 11 introntol a 12 exon végéig a WAS
ellenkez6 iranyban egy kis, 9 bazisparnyi deléci6 és 151 bazisparnyi inverzio volt
megfigyelhetd, amely egy adenin inszercigjaval komplikalodott az invertalodott szekvencia
hianyzott a beteg mintajabol a komplex mutacié eredményeként. Stabil, de funkcidképtelen
WAS proteint mutattak ki a beteg mintajaban, amely eltérés klasszikus WAS tiineteiben
nyilvanult meg [Andreu, 2006]. Kett6 érdekes esetben a deléciok a WAS gén nagy részét
¢érintették. Az elso betegben csupan a WAS gén utolso, 12 exonja volt kimutathato a genetikai
vizsgalat soran, mig a masik beteg esetében a teljes WAS gén hidnyzott [Kang, 2008; Imai,
2004]. A WASP expresszios vizsgalatok egyik betegben sem igazoltak WAS fehérjét a
betegek sejtjeiben.

A nagy delécios mutaciok csupan egy toredékét képezik annak a tobb szdz WAS gén
mutacionak, amelyet 1994 o6ta az irodalomban leirtak. Az altalunk kozolt esettel a nagy
delécids mutaciok sorat bovitettiik. A kevés ismert esetszam miatt, nagy deléciora hajlamositod
gén régiot nem tudunk megnevezni. Az Osszes nagy delécid a WASP teljes hidnyaval jart
vagy megrovidiilt, funkcioképtelen fehérjét okozott. A mutaciok mindegyike a klasszikus

WAS sulyos fenotipusdban fejez6dott ki. Emiatt a nagy deléciok korai felismerése
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elengedhetetlen a minél korabbi kurativ kezelés- Ossejt transzplantacio, génterapia -

megkezdéséhez.

Végiil a WAS-ban ritkdn bekovetkezd, szomatikus reverzion alapuld, spontan allapotjavulast

mutato testvérpar 6sszegzésével zarjuk a megbeszélést.

Masodlagos WAS gén mutéciok és szomatikus reverzid

Az ukran testvérparnal, a magyarorszagi genetikai vizsgalatot és a WAS
diagnozisanak megerdsitését kovetden, dssejttranszplantaciot terveztek, azonban a megfeleld
donorok hianyaban a beavatkozast nem végezték el egyik gyermek esetében sem. A betegek
génterapias programba keriiltek ¢és kivizsgalasuk tovabb folytatodott. Prof. Dr. Klein
laboratériumaban végzett WASP vizsgalat sordn, a mutacio alapjan elvart teljes WASP
expresszio hiany helyett, mindkét beteg sejtjeiben mérhetd fehérje expressziot talaltunk. Ez az
eredmény felvetette a szomatikus mozaicizmus és a spontan reverzid lehetoségét, amely
jelenséget mar korabban is leirtak az irodalomban [Notarangelo, 2008; Ariga, 2012]. Spontan
reverzid mas primer immundefektusokban, mint az ADA deficiencia [Hirschhorn, 1996], a
sulyos kombinalt immunhiany [Stephan, 1996] és a leukocyta adhéziés deficiencia [Tone,
2007] is ismert. A leirt WAS esetek tobbségében a szomatikus mozaicizmus igazi reverzios
mutaciok eredménye volt, a masodlagosan kialakult mutaciok altal okozott funkcionyerés is
ismert, de ritkabb jelenségnek szamit [Du, 2006; Wada, 2001]. A masodlagos mutaciok altal
okozott szomatikus mozaicizmus jelenségének vizsgalata a génterapiaval foglalkozo
kutatoknak fontos teriilet, a gén korrigalt sejteknél észlelt potencialis proliferacios elény jobb
megértését szolgalja [Boztug, 2007].

Az ukran testvérpar esetébdl fontos tanulsagokat vonhatunk le. Mindkét beteg
esetében igazoltuk a szomatikus mozaicizmust, azaltal, hogy a betegek CD8+ lymphocytaiban
¢s NK sejtjeiben WASP expressziot igazoltunk. Reverzidos mutacioval rendelkez6 betegekben
a megfigyelések alapjan a WASP-pozitiv lymphocytak szama fokozatosan emelkedik [Wada,
2001], akarcsak a WAS knock out egerekben génterapia utan [Klein, 2003]. A WASP-pozitiv
sejtek nagy szama mindkét betegben arra utalhat, hogy ezen sejtek proliferacios elénye igen
kifejezett a WASP-negativ sejtekhez képest. A génszekvendlds soran, az eredetileg mutans
bazis tripleten, ugyanazon a helyen igazolt, parhuzamosan jelenlevo tobb kiilonbozo

szekvencia varians, tobb parhuzamos masodlagos mutéciot reprezental. Ennek megfeleléen
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molekularis szinten mindkét betegnél legalabb harom kiilonb6z6 masodlagos mutaciot
tudtunk kimutatni. Erdekes modon a két beteg esetében a mutaciok eloszlasa eltéré volt a
CD3+ lymphocytakban. Az idésebbik betegben a domindns triplet a TAT, mig a fiatalabbik
testvérben a TGG volt. Emellett a TAT csak a No. 5. szamu betegben volt kimutathato, mig a
TTG ¢és CAG triplet kizarolag a No. 6. szamu betegben. Ezzel szemben a WASP-pozitiv NK
sejtek mindkét betegben szinte csak TGG tripletet hordoztak. Tovabbi sejtes vizsgalatok a B
sejtek egy kis szazalékaban is igazoltak madasodlagos mutaciét. A reverzid pontos
mechanizmusa és az eseményt kivaltd tényezd(k) meghatdrozdsa még varat magara. A
testvérpar esetében kornyezeti faktorok szerepe is felmeriil, mivel mindkét betegnél egyarant
létrejott a reverzio. Az O esetiikben az 1986-ban bekovetkezett csernobili atomkatasztrofa
utani fokozott radioaktivitas lehet az egyik kivaltd tényezd. Logikus kérdés, hogy a modosult
genotipusu sejtek altal expresszalt WASP funkcioképes-e. A valasz funkciondlis tesztek
elvégzése nélkiil is egyértelmiinek latszik, hiszen a betegek az utankdvetés soran a klinikai
tiinetek enyhiilését mutattdk, ami az altaluk expresszalt WASP-nak tulajdonithat6. A javuld
klinikai statusz miatt, egyik beteg sem kapott a késdbbiekben kurativ kezelést, habar
prognodzisuk egyelére nem megjosolhatd. Prospektiv, multicentrikus, hosszutavi kovetéses
vizsgalatok tudnak csak megvalaszolni ezeket a fontos kérdéseket és tisztdzni a szomatikus

mozaicizmus pontos molekularis és funkcionalis hatterét.
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A WASP oénenicazolt naosv deléciok sematikus abriazolisa Score Deléciok rivid leirasa Referencia

1) B E.L (g=om 10 |11 3 WAS gén promoter régio és 1-2 exon delécidja. 23,24
2) E E E E “ m m 3-58 WAS gén 1-4 exon delécidja. 25

] so Xpl1.23 delécio, amely a promoter, 1-6 exont,
3) : E m E s €s a 6 intron egy részét érinti.
4) E n “ m 450 Southem blotanalizis az 1-7 exonra kiterjedo 27

delécidt igazolt.

5) n H E n “ m m 5 AWAS gén 3-7 exont érintd nagy delécidja. 28.29
NA:s A3 introntoélkiinduld 5 exonigtartd, 322 nucleotidra 30

& [1] 6 o 10 |mii] NAT iterieds nagy delécié,

RN | 4 b={ 546 ™ of 10 =11 S Ahetes exon delécitja 28

8) n E n E E m 3-52 A WAS gén 7-11 exonigterjedd nagy delécidja 31

o) 1 = 2] B .E L 8] NA® A 8introntdla gén végéigtartd nagy deléeid. 32

10) n E E n “ 3.5 A 11-12 exont érintd delécids muticio. 33

A gén 1347 bp-t érintd nagy delécidja, amely magaba 34

4
ll) n E E n “ m magaba foglaltaa 11-12 exont. 11 intront és a 3°'UTR-t.

10 I—H 12 | 3 1595 bp delécid, g 5247 6841 és adenine inszercid  1j
kozlemeény

14)

30. abra. Az irodalomban koriabban megjelent, valamint az esetben kozolt nagy delécios mutaciok rovid leirasa és sematikus abrazolasa
a WAS génen. NA, adat nem elérhetd; * classical WAS fenotipus, score nem meghatarozhato; b Stlyos fenotipus, score nem meghatarozhato;

¢ A beteg tiineteir6l adat nem allt rendelkezésiinkre.
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OSSZEFOGLALAS

Ujsziilott- és csecsemékori thrombocytopenias vérzések, csaladon beliil fingyermekek
halmozott mortalitasa esetén mindenképpen gondolnunk kell a WAS lehetdségére is. A WAS-
ra jellemz0 klasszikus tlineti tridszt a thrombocytopenids vérzések, a visszatérd infekciok és
az ekcéma alkotja. A diagnozisban a klinikai és a laboratoriumi leleteken kiviil fontos a
genetikai vizsgalat, hiszen a WASP gén muticidjanak kimutatasaval egyértelmiien
bizonyithatjuk a WAS diagnodzisat. Genetikai vizsgalattal az enyhébb fenotipusok (XLT,
XLN, intermittal6é thrombocytopenia) etiologiaja is kétséget kizardan tisztazhatd. Mivel anyai
agon 0roklodo genetikai betegségrdl van szd, a probandus mutdcidanalizise utan meg kell
vizsgalni a még €16 ndi rokonokat is, lehetséges hordozokat keresve [Alapi, 2006]. A WAS
kurativ terapia nélkiil halalos betegség, jelenleg pedig a csontvel6-transzplantacio az egyediili
elfogadott ¢és hatékony oki terapidja. A beavatkozas azonban szigort kritériumokhoz kotott, és
sulyos mellékhatasokkal is jarhat amellett, hogy nem mindig sikeres. Uj alternativat a
génterapia jelenthet, amely szintén végleges gyogyulast hozhat a WAS-ban szenvedd
betegeknek.

Kutatdémunkank soran Magyarorszagon 9 csalad esetében sikeriilt egy-egy index beteg
kapcsan a WAS gén mutéaciot igazolni. A csaladsziirések soran dsszesen 18 hordozo nd keriilt
felismerésre, 5 magyar és egy orosz csalad esetében prenatalis vizsgalattal segitettiik a
csaladtervezést. Emellett 12 kdzép-kelet-europai orszagbol, Oroszorszagbol, Torokorszagbol
¢s Azerbajdzsanbdl szarmazo, WAS-ban szenvedd betegek €s a mutaciot hordozd ndék
genetikai vizsgalatat végeztiik el, illetve a korabban, mas laboratériumban diagnosztizalt
személyek genetikai eredményeit gytijtottiik Ossze. A genetikai vizsgélat soran bidirekcionalis
DNS szekvenalassal kerestiik a betegséget okozd mutaciot a WAS génen a betegek és a
betegek csalddtagjainak mintdiban. A vizsgalatba 114 beteg fi és 63 hordozo nd keriilt
bevonasra, 0sszesen 77 kiillonbozé mutaciot sikeriilt azonositani, amelyb6l 22 génhiba Uj
mutacionak bizonyult. A talalt mutaciok jellegzetességei, a mutaciotipusok gyakorisiga, a
WAS génen valo lokalizaciojuk, az irodalmi adatokkal dsszességében dsszhangban voltak. Az
1j mutaciok tobbsége egyértelmiien betegséget okozd mutacionak felelt meg, harom mutacio
esetében tovabbi vizsgalatok sziikségesek azok pathogenitasanak igazolasara. Egy 0j komplex
mutacio kapcsan a WAS gén korabban leirt nagy delécidos mutacidit is attekintettiik. Egy
testvérpar esete pedig a szomatikus reverzid révén a WAS spontan javulasara hivta fel a

figyelmiinket.
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A tanulmany soran az eddig vizsgalt legnagyobb WAS-val diagnosztizalt kozép-kelet-
eurdpai betegcsoportot mutattuk be. Az ismert primer immunhidnyos betegségek szama
napjainkban meghaladja a 200-t, de szamos esetben a genotipust még homaly fedi. A primer
immunhidnyos betegségek jobb megértését, a genetikai diagnosztika kiterjesztését célozzak az
olyan nemzetk6zi kezdeményezések, mint a J Projekt, amely segitségével a szegényebb kelet-
eurdpai orszagokban is konnyebbé valhat a primer immunhianyos betegségek felimerése és

hatékonyabb kezelése.
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SUMMARY

The diagnosis of WAS should be considered in every case of male patients with
thrombocytopenia and early death of male infants in the family. The typical clinical triad of
WAS consist of microthrombocytopenia, recurrent infections and eczema. Molecular genetic
analysis is essential in WAS beside the clinical and laboratory findings. Genetic analysis
helps to find out the background of milder forms (XLT, iXLT) as well. As in every X-linked
genetic disorder, analysis of potential carrier females is also important in WAS. WAS is a life
threatening disease and at present the only curative treatment is stem cell transplantation. Due
to the limitations (donor problem, severe immunosuppression) of this procedure, new curative
treatments, as genetherapy are urgently needed in WAS.

In this review we presented the genetic diagnosis of 9 Hungarian families with WAS. Family
screening revealed 18 carrier females and prenatal diagnosis was made in 5 cases in the
Hungarian group and in 1 case of a Russian woman. Results of genetic analysis of patients
and carriers from 12 ECE countries, Turkey and Azerbaijan were also summarized. Disease
causing mutations of WAS gene were analysed with bidirectional DNA sequencing in patients
and their family members. Totally 114 male patients and 63 carrier females were involved, 77
different types of WAS gene mutations were found with 22 novel gene defects. The features
of mutations fitted to literature. Most of the novel mutations were obviously disease causing
mutations, in the case of 3 novel mutations further examinations are needed. Large deletion
mutations of WAS gene were also reviewed in conjunction with the analysis of novel
complex InDel mutation. Somatic reversion due to independent, second-site mutations were
find in Ukrainian brothers and presented. This study has covered the largest group of patients
with WAS from ECE countries according to our knowledge. The number of known PIDs
exceeds 200, but much remains to be learned about genotypes and phenotypes individual
PIDs, as these conditions are often rare. Specific approaches, such as The J Project, are
required to investigate PID gene mutations in various populations and joint projects should be

implemented in countries with lower socioecologic conditions like Eastern Europe.
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