
 1 

EGYETEMI DOKTORI (PH.D.) ÉRTEKEZÉS TÉZISEI 
___________________________________________________________________________________________________ 

 
 
 

 
 

Primer immundeficientiák:  

A betegágytól a génszekvenálásig  
 
 
 
 
 

Dr. Erdıs Melinda  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DEBRECENI EGYETEM  

ORVOS- ÉS EGÉSZSÉGTUDOMÁNYI CENTRUM 
INFEKTOLÓGIAI ÉS GYERMEKIMMUNOLÓGIAI TANSZÉK 

DEBRECEN, 2006 



 2 

EGYETEMI DOKTORI (PH.D.) ÉRTEKEZÉS TÉZISEI 
___________________________________________________________________________________________________ 

 
 

 
 

Primer immundeficientiák:  

A betegágytól a génszekvenálásig  

  
 

 

 

Dr. Erdıs Melinda  
 

DEBRECENI EGYETEM 

ORVOS- ÉS EGÉSZSÉGTUDOMÁNYI CENTRUM 

INFEKTOLÓGIAI ÉS GYERMEKIMMUNOLÓGIAI TANSZÉK 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Témavezetı: 

Dr. Maródi László  

Tanszékvezetı egyetemi tanár 

 

Debrecen, 2006 



 3 

1. BEVEZETÉS 

 
Immundefektusnak vagy más néven immundeficientiának, immunhiányos állapotnak az 

immunrendszer csökkent, extrém esetben hiányzó mőködését nevezzük. A defektusok 

lehetnek primerek, amikor az immunitáshiány az immunrendszer öröklött 

rendellenességének következménye, amely különbözı fertızések, allergia, autoimmun és 

daganatos betegségek kialakulására hajlamosítja az egyént. Az elmúlt 15 évben a 

molekuláris genetikai diagnosztika fejlıdésének köszönhetıen több mint 110 primer 

immunhiány betegség genetikai hátterét sikerült tisztázni. Az esetek döntı többségében a 

molekuláris genetikai vizsgálatok segítségével pontos diagnózis állítható fel és új terápiás 

módszerként egyre nagyobb teret hódít a génterápia is. A PID-ben szenvedı betegek esetén 

a gén szintő diagnosztika a következık miatt nem nélkülözhetı:  

1) A molekuláris genetikai vizsgálatok megerısíthetik a feltételezett 

diagnózist. 

2) A genetika vizsgálatok segítségével fény derülhet az immunregulatio addig 

még ismeretlen részleteire, tisztázható az immunhiányos betegség 

patomechanizmusa. 

3) A prenatalis genetikai vizsgálatok óriási jelentıségét a családtervezésben, a 

PID által érintett családokban nem kell hangsúlyozni.  

Az immunhiányos állapotok korai felismerésében – bár alacsony incidenciájú 

megbetegedésekrıl van szó – a genetikai szőrıvizsgálatoknak óriási jelentısége van. A 

korai, biztos diagnózis lehetıvé teszi a fertızések kialakulásának megelızését és korai 

adekvát immunterápiáját, a genetikai tanácsadást, a hordozóállapot kiszőrését, a prenatalis 

diagnózist.  
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2. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Az Infektológiai- és Gyermekimmunológiai Tanszék primer immundeficientia 

munkacsoportjában 2000 óta dolgozom. A Tanszék országos vezetı központ a 

veleszületett immunhiány betegségek diagnosztizálásában, az érintett gyermekek 

kezelésében és gondozásában. PhD kutatási területem a veleszületett immunhiány 

betegségek patomechanizmusa és molekuláris genetikája, különös tekintettel a mutáció 

analízis vizsgálatokra és a mutáns fehérje funkcionális változásának meghatározására. Az 

értekezésben X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben (XLP), X- 

kromoszómához kötött hyper-immunglobulin M szindrómában (X-HIGM) és Shwachman-

Diamond szindrómában (SDS) szenvedı betegekben végzett molekuláris genetikai 

vizsgálataink eredményérıl számolok be. A postnatalis genetikai vizsgálatok mellett, külön 

is hangsúlyozom a prenatalis genetikai vizsgálatok jelentıségét a veleszületett 

immunhiányos betegségek diagnosztikájában.        

 

3. BETEGEK ÉS MÓDSZEREK 

 

A molekuláris genetikai vizsgálatokat beleegyezı nyilatkozat aláírása után XLP, X-HIGM 

és SDS miatt érintett családokban végeztük el.  

 

3.1 Genomikus DNS izolálás  

A genomiális DNS (gDNS) szeparálása etiléndinitrilotetraecetsavval (EDTA) alvadásgátolt 

perifériás vérbıl és magzati chorionboholy mintából QIAamp DNA Blood Mini kit 

(QIAGEN GmbH, Hilden, Németország) felhasználásával történt. A nyirokcsomó 

szövettani mintából történı gDNS szeparálást és a terhes édesanyák esetében a magzati 
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gDNS izolálását, transabdominalis chorion boholy mintavételt követıen a fenti DNS 

kivonó kittel végeztük el.    

 

3.2 Génszekvenálás 

Az SH2D1A gén 1-4 exonjának, a CD40L gén 1-5 exonjának és az SBDS gén 1-5 

exonjának amplifikálása polimeráz láncreakcióval (PCR, Polymerase chain reaction) az 1. 

táblázatban feltüntetett PCR kondíciók és primer szekvenciák mellett történt. A PCR 

reakcióelegy minden egyes exon esetén a következıket tartalmazta: 12.5 µL JumpStart 

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest), 6.5 µL 

desztillált víz, 0.5 µL 50 pmol/µL primer F, 0.5 µL 50 pmol/µL primer R és 5 µL gDNA. A 

PCR termékek tisztítása MICROCON YM-100 (Millipore Co., Bedford, USA) tisztító 

oszloppal történt. A PCR-termékek szekvenciáját BigDye Terminator Cycle sequencing kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) felhasználásával határoztuk meg. A szekvenálási 

PCR reakció elegy 20 µL össztérfogatban a következıket tartalmazta: 4 µL 5X 

szekvenálási puffer, 4 µL BigDye Terminator v3.1, 3 µL desztillált víz, 1 µL 3.3 pmol/µL 

primer és 8 µL PCR termék. A szekvenálási PCR termékek tisztítása SigmaSpin Post-

Reaction Clean-Up Columns (SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest) tisztító oszlopokon 

történt. A mutáció analízis vizsgálatot ABI PRISM 310 illetve 3130 Genetic Analyser 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) automata szekvenáló készülékkel végeztük. A 

szekvenciát a korábban közölt vad típusú SH2D1A, CD40L illetve SDS szekvenciákkal 

hasonlítottuk össze. A DNS mutációk számozása a cDNS (complementary DNS) 

szekvenciának megfelelıen történt. A cDNA számozásánál azt az általánosan elfogadott 

szabályt alkalmaztuk, amely + 1-nek a kezdı ATG kodon "A" nukleotidját jelöli.  

 

3.3 Sejtvonalak és antitestek  
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A COS-7 sejtek tenyésztése Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (Life Technologies, 

Grand Island, NY) 10% fetalis borjú szérum (FCS, fetal calf serum) hozzáadásával történt. 

A Jurkat T sejteket az American Type Culture Collection bocsátotta rendelkezésünkre. Az 

anti-humán SLAM monoclonalis antitestet, a nyúl anti-SHP-2 polyclonalis antitestet, a 

peroxidázzal konjugált kecske anti-egér antitestet és az anti-nyúl IgG polyclonalis 

antitestet a Santa Cruz Biotechnology-tól vásároltuk meg. Az anti-egér 2B4 monoclonalis 

antitestet a Pharmingen, az anti-FLAG monoclonalis M5 antitestet az Eastman Kodak 

Corporation, az EQKLISEEDL peptidet felismerı anti-myc antitestet az Invitrogen 

Corporation (Carlsbad, CA) cégtıl rendeltük meg.  

 

3.4 Plazmidok és transzfekció  

A mutáns SH2D1A (p.G16D) és SBDS (p.N121T és p.R175W) cDNS-ek amplifikálása 

PCR-rel, a pontmutációt is magába foglaló oligonukleotid primerek felhasználásával 

történt. A vad típusú (vt) SAP és SBDS, valamint a mutáns p.G16D és p.N121T illetve 

p.R175W fehérjéket pCMV-FLAG (Eastern Kodak Co.) vektor segítségével klónoztuk, 

hogy fluoreszcensen jelölt (FLAG)-SAP és (FLAG)-SBDS komplexet hozzunk létre. A 

pJFE14-SR vektor által hordozott humán SLAM cDNS a DNAX Research Institute cég 

ajándéka volt. A humán 2B4 cDNS-t pcDNA3.1 vektorban, a humán FynT-t myc-FynT 

fúziós proteinként expresszáltuk. A COS-7 sejteket (1 x 106) FuGene 6 által bevitt, 

megfelelı cDNS-t tartalmazó expressziós vektorral transzfektáltuk (Stratagene). A sejteket 

72 órával a transzfekciót követıen vizsgálatuk.  

 

3.5 Immunprecipitáció és Western blot  

A sejtek lízisét 0.5%-os 3-[(3-cholamidopropil) dimetilammónio]-1-propánszulfát  



 7 

(CHAPS) oldattal végeztük, az immunoprecipitációhoz 2 órán át 4 °C-on különbözı 

antitesteket és 30 µl protein A-agaróz gyöngyöt (Invitrogen) használtunk. A fehérjéket 

sodium dodecil szulfát-polyacrilamid gél electroforézissel (SDS-PAGE) szeparáltuk és 

polyvinyl difluorid (PVD) membránra (Immobilon, Millipore Co.) vittük át. A filtert 

1 órán át blokkoltuk, majd a megfelelı primer antitesttel kezeltük. A lekötıdött antitestek 

kimutatására, szekunder antitestként peroxidázzal-konjugált antitestet alkalmaztunk 

(Supersignal, Pierce).  

 

3.6 Pulse-chase assay 

A transzfektált COS-7 sejteket 1 órás metionin és cisztein megvonást követıen, Tran35S-

jelölt (ICN Radiochemicals, Cleveland, OH) [35S]metioninnal és [35S]ciszteinnel három 

órán át kezeltünk. Az újonnan szintetizált proteinek eltávolítása cycloheximidet (végsı 

koncentráció, 25 µg/ml) tartalmazó médiumban történt. A sejt alikvotok (5 x 106 cells) 

lízisét követıen, a radiojelölt vt és mutáns SAP és SBDS proteineket immunprecipitációval 

M5 FLAG-antitest segítségével analizáltuk. A fehérjék szeparálása 15%-os SDS-PAGE 

segítségével történt (BioRad, Hercules, CA). Az autoradiográfiát megelızıen a gélt 

Immobilon membránra vittük át vagy PVD nylon membránra blottoltuk.  

 

3.7 PCR-restrikciós fragment hossz polimorfizmus (PCR-RFLP) 

A c.362A>C mutáció esetén a 3-as exon primerpárjaival felamplifikált 899 bp hosszúságú 

PCR termékeket MaeIII restrikciós enzimmel két órán át, 55 Co-on inkubáltuk. A 

vizsgálatot a betegben, a beteg családtagjaiban és 50 egészséges egyénben is elvégeztük. A 

hasítási termékeket 2%-os agaróz gélelektroforézissel mutattuk ki. Az enzimmel történı 

emésztést követıen a mutációt nem hordozókban két hasítási termék: egy 836 és egy 63 bp 
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hosszúságú keletkezik, míg a mutációt hordozókban négy hasítási terméket látunk (836, 

653, 183 és 63 kb) a gélelektroforézis képen.    

 

4. EREDMÉNYEK 

 

4.1 Új, betegséget okozó mutáció X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív 

betegségben  

Az SH2D1A génben egy új, korábban még nem leírt missense mutációt igazoltuk, amely a 

SAP proteinben egy p.G16D aminosav cserét eredményezett. A mutáció kóroki szerepének 

igazolására a mutáns SAP féléletidejének és természetes receptorához, a SLAM-hez illetve 

a szintén a SLAM családba tartozó 2B4-hez való kötıdését vizsgáltuk. A p.G16D protein 

féléletidejében eltérést nem észleltünk, azonban a fiziológiás receptorhoz való kötıdés, a vt 

SAP-hoz képest csökkent. 

 

4.1.1 Mutáció az SH2D1A génben 

Egy család két fiúgyermekében FIM-et diagnosztizáltunk. A súlyos klinikai kép és a 

szövettani vizsgálatok eredménye alapján SH2D1A gén mutációjának lehetısége merült 

fel. A betegek családtagjainak perifériás vérébıl gDNS-t izoláltunk és az SH2D1A 

génmutáció analízis vizsgálatát végeztük el. Elıször a B2 beteg édesanyját és anyai 

nagymamáját vizsgáltuk, akik az 1. exon, c.47G>A mutációjára nézve heterozigótának 

bizonyultak. Ugyanezt a mutációt a B2 beteg nyirokcsomó szövettani blokkjából izolált 

gDNS-ben is igazoltuk. Bár a B1 beteg mutáció analízis vizsgálatára nem volt 

lehetıségünk, a klinikai kép, az X-kromoszómához kötött öröklıdés és a szövettani 

eltérések alapján feltételeztük, hogy ı is az unokaöccsében igazolt mutációt hordozta. A 

család kivizsgálása közben a B2 beteg nagynénje várandós lett és a magzati nem 
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meghatározás fiú magzatot igazolt. Az édesanya és a fetus a mutációra nézve vad 

típusúnak bizonyult. 

A SAP protein p.G16D aminosav cseréhez vezetı c.47G>A mutációja XLP betegek 

között korábban még nem volt ismert, ezért a mutáns fehérje patogenetikai szerepének 

igazolására további vizsgálatokat végeztünk.  

 

4.1.2 A mutáns p.G16D protein féléletidejének meghatározása 

Korábbi megfigyelések az XLP patogenezisében két fontos tényezı lehetséges kóroki 

szerepét hangsúlyozzák. Az egyik az SH2D1A protein jelentısen csökkent féléletideje 

miatt lecsökkenı intracelluláris fehérje koncentráció, a másik az SH2D1A kötıdésének 

károsodása SLAM családba tartozó receptorokhoz. Feltételezésünk szerint a p.G16D 

mutáció a SAP stabilitásának csökkenéséhez és a T lymphocytákban és az NK-sejtekben 

csökkent SAP koncentrációhoz vezet, amely az XLP-re jellegzetes klinikai tünetek 

kialakulását eredményezi. Hipotézisünk igazolására pulse-chase assay segítségével a COS-

7 sejtekben expresszált mutáns SAP féléletidejét vizsgáltuk, 24 órás periódus alatt 

[35S]metionin- és [35S]cisztein-jelölt SAP segítségével. A p.G16D féléletideje a COS-7 

illetve a Jurkat sejtekben kifejezett vt SAP fehérje féléletidejének megfelelı volt. Ezek az 

adatok egyértelmően arra utalnak, hogy a súlyos klinikai kép nem a mutáns SH2D1A 

csökkent féléletidejével magyarázható.  

 

4.1.3 A mutáns p.G16D protein fiziológiás receptorokhoz való kötıdésének 

vizsgálata  

Feltételezésünk szerint a SAP fehérje aminosav szekvenciájában bekövetkezı glicin 

aszpartát csere, a SAP fehérje receptorhoz való kötıdését befolyásolja. Ezért a vt és a 

mutáns SAP, SLAM és 2B4 receptorokhoz való kötıdését vizsgáltuk. A COS-7 sejtekbe 

transzfekcióval bejutatott Fyn tirozin-kináz foszforilálja az ugyancsak transzfekcióval 
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bejuttatott SLAM illetve 2B4 fehérjéket. A COS-7 sejteket SLAM vagy 2B4 receptorokat 

kódoló plazmidokkal transzfektáltuk, a receptorok kifejezıdése 72 órával a transzfekció 

után következett be. Amennyiben ugyanezen COS-7 sejtekbe SH2D1A/SAP fehérjét is 

transzfektálunk a Fyn általi SLAM/2B4 foszforiláció jelentısen megnı. Az SH2D1A/SAP 

fehérje jelenléte ugyanis megakadályozza egy protein tirozin-foszfatáznak, az SHP-2-

foszfatáznak a SLAM-receptorhoz való kötıdését. Eredményeink azt mutatják, hogy a 

SAP fehérje SLAM és a 2B4 receptorokhoz való kötıdése a mutáns p.G16D protein esetén 

nem következik be.  

 

4.2 Invazív Cryptococcus laurentii fertızés X-kromoszómához kötött hyper-

immunglobulin M szindrómában szenvedı kilenc éves fiúgyermekben  

Egy X-HIGM szindrómában szenvedı betegben invazív C. laurentii fertızés kialakulásáról 

számoltunk be. Az áramlási citometriás vizsgálatok a PMA és ionomycin aktivált T-sejtek 

felszínén a CD40L expresszió hiányát mutatták.  

 

4.2.1 Mutáció a CD40L génben 

A mutáció analízis vizsgálatok a beteg esetében a CD40L gén, 2-es exonján, a 216. 

nukleotid pozícióban hemizigóta formában C>A transzverziót igazoltak (c.216C>A). Az 

édesanya ugyanerre a mutációra nézve heterozigótának bizonyult. Fehérje szinten a 

mutáció a 72. aminosav pozícióban stop codon képzıdéséhez vezet (p.C72X). A beteg 

idısebb fiútestvérében genetikai vizsgálat végzésére ugyan nem volt lehetıségünk, de az 

X-HIGM szindrómának megfelelı súlyos klinikai kép és az X-kromoszómához kötött 

öröklıdésmenet alapján feltételeztük, hogy a testvéréhez hasonlóan édesanyjától ı is a 

hibás allélt örökölte.  
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4.2.2 A Cryptococcus laurentii identifikálása 

A gomba tenyésztése élesztı kivonatot tartalmazó Sabouraud agar táptalajon, 26 0C-on 

történt. A gomba növekedése 36 0C-on nem biztosítható. A nyákos, krémszínő telepekben 

ellipszis vagy gömb alakú, 2.5-7.0 x 2.0-5.5 µm átmérıjő élesztısejtek voltak láthatók. 

"Bird seed" agar táptalajon végezve a tenyésztést fekete színő telepeket láttunk. A 

Cryptococcus ellenes antitest titer az akut és a rekonvaleszcens szérumban 1/1000 és 1/400 

volt. A Cryptococcusra specifikus latex agglutinációs teszt (Ramco) pozitív volt. Az 

Auxacolor (BioRad) rendszerrel végzett identifikálás C. laurentii jelenlétét igazolta a 

vizsgált mintában. Az identifikálást a hagyományos módszerekkel is megismételve, a 

laktóz és a melibióz bontás, valamint a csökkent hıtőrés alapján C. neoformans kizárható 

volt. 

 

4.3 Új, betegséget okozó missense mutációk Shwachman-Diamond szindrómában 

Jelen munkában Magyarországon elsıként számoltunk be genetikai vizsgálattal is 

igazoltan súlyos SDS-ben szenvedı betegrıl, akiben mutáció analízis vizsgálattal az SBDS 

génen két új, korábban még nem ismert missense mutációt találtunk a 3-as és a 4-es 

exonban. A missense mutációk következtében az SBDS által kódolt fehérjében p.N121T és 

p.R175W aminosav cserék jönnek létre, amelyek a fehérje féléletidejét csökkentik. A 

RFLP vizsgálatot a beteg családtagjaiban és 50 egészséges egyénben elvégezve 

egyértelmően igazoltuk a c.362A>C mutáció patogenetikai szerepét. Mindezek alapján 

feltételeztük, hogy súlyos SDS fenotípust nemcsak az SBDS és pszeudogénje közötti 

konverziós mutációk, hanem összetett heterozigóta missense mutációk is okozhatnak. 

 

4.3.1 Mutációk az SBDS génben 
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Mutáció analízis vizsgálattal a beteg gyermekben az autoszomális recesszív 

öröklıdésmenetnek megfelelıen, összetett heterozigóta állapotot igazoltunk. Az SBDS gén 

3-as exonján a 362. nukleotid pozícióban egy adenin→citozin csere (c.362A>C), a 4-es 

exonon az 523. nukleotid pozícióban egy citozin→timin csere (c.523C>T) eredményezte a 

hibás kodon kialakulását. A missense mutációk következtében az SBDS által kódolt 

fehérjében a 121. aminosav aszparaginsav helyett treoninre (p.N121T) illetve a 175. 

aminosav argininrıl triptofánra (p.R175W) változik. Stop kodon tehát nem keletkezik, így 

a SBDS szintézise nem áll le, de hibás funkciójú fehérje szintetizálódik. A család genetikai 

vizsgálata az anya, az apa és az egészséges fiútestvér esetében hordozó állapotot igazolt. 

Az édesanya idıközben ismét várandós lett és kérte születendı gyermeke prenatalis 

genetikai vizsgálatát. A magzat hordozónak bizonyult, a magzati DNS-en mutáció csak a 

4-es exonon volt kimutatható. Az édesanya a terhességet zavartalanul kiviselte és 

egészséges leánygyermeknek adott életet.  

  

4.3.2 Az SBDS gén 3. exonjának vizsgálata PCR-restrikciós fragment hossz 

polimorfizmussal 

Tekintettel arra, hogy a fent leírt két mutáció korábban még nem volt ismert, igazolni 

kellett azok patogenetikai szerepét, kizárva az esetleges polimorfizmus lehetıségét. A 3-as 

exonon található (c.362A>C) mutáció esetében MaeIII restrikciós enzimmel PCR-RFLP 

vizsgálatot végeztünk. A nukleotid sorrendben a 362. pozícióban bekövetkezı 

adenin→citidin csere a MaeIII restrikciós enzim számára új (második) hasítási helyet hoz 

létre. Az enzimmel történı emésztést követıen így a mutációt nem hordozókban két 

hasítási termék: egy 836 és egy 63 bázispár (bp) hosszúságú keletkezik, míg a mutációt 

hordozókban négy hasítási terméket látunk (836, 653, 183 és 63 bp) a gélelektroforézis 

képen. Az RFLP vizsgálatot 50 egészséges egyénben (100 allél) elvégezve, egyértelmően 



 13 

igazolható volt, hogy a fent leírt mutáció patogén és nem tekinthetı polimorfizmusnak. A 

PCR-RFLP vizsgálatot a 4-es exonon lévı mutáció esetében a megfelelı restrikciós enzim 

hiányában nem tudtuk elvégezni, ezért 50 egészséges egyénben (100 allél) gDNS 

szekvenálást végeztünk, amely egyetlen esetben sem igazolt mutációt a 4-es exonban. A 

beteg összetett heterozigóta állapota és a hordozók tünetmentessége is a mutációk kóroki 

szerepe mellett szólt.  

 

4.3.3 A mutáns proteinek féléletidejének meghatározása 

A p.N121T és p.R175W mutációt hordozó FLAG-gal jelölt SBDS proteinek féléletidejét 

immunoprecipitációt és SDS-PAG elektroforézist követıen vizsgáltuk. Eredményeink azt 

mutatták, hogy a mutációk csökkentik az SBDS proteinek féléletidejét.  

 

4.3.4 Az SBDS és rokon génszekvenciák összehasonlító analízise 

A p.N121T és p.R175W aminosav változások a halaktól kezdıdıen az emberig (Mus 

musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Danio rerio) az SDBS fehérje rendkívül 

konzervált aminosavait érintik. Ez a megfigyelés is megerısíti a mutációk kóroki szerepét.  

 

5.  MEGBESZÉLÉS  

 

5.1 X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegség  

Az X-kromoszómához kötötten öröklıdı, az EBV fertızéssel szembeni rendkívüli 

fogékonyságban megnyilvánuló immunhiány betegség oka az SH2 domént hordozó 

SH2D1A vagy más néven SAP fehérjét kódoló SH2D1A gén mutációja. Jelen munkában 

két fiúgyermekrıl számoltunk be, akikben az XLP-re típusos súlyos, fenotípus és 

szövettani eltérések voltak észlelhetık. A család mutáció analízis vizsgálata az SH2D1A 
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gén 1-es exonjában c.47G>A missense mutációt igazolt. Fehérje szinten a mutáció egy 

p.G16D aminosav cserét eredményezett. Irodalmi adatok szerint a missense mutációk az 

SH2D1A gén bármelyik szakaszát érinthetik. Ezek a mutációk az SH2D1A protein 

jelentısen csökkent féléletideje miatt, a fehérje instabilitásához vezethetnek, vagy az 

SH2D1A fiziológiás receptorához, elsısorban a SLAM receptorcsaládba tartozó 

receptorokhoz való kötıdésének károsodását eredményezik A mutáció fehérje szintő 

funkcionális következményeinek vizsgálatára a vt és a mutáns cDNS-eket COS 7 sejtekben 

expresszáltuk. A mutáns (p.G16D) SH2D1A protein relatíve stabilnak bizonyult. A 

p.G16D protein féléletideje a vad típuséval megegyezı volt, a mutáns fehérje kötıdése 

azonban a fiziológiás receptorokhoz (SLAM és 2B4) károsodott. Ezek az adatok arra 

utalnak, hogy a receptorhoz való kötıdés károsodása hozzájárul a SAP fehérje 

funkciójának elvesztéséhez a p.G16D mutációt hordozó betegekben. A SAP/SLAM 

aktivációs útvonal károsodása felelıs lehet az interferon-γ termelés szabályozásának 

zavaráért, míg az SAP/2B4 interakció károsodása a cytotoxikus T- és NK-sejtek 

mőködészavarát eredményezheti. Ez a kombinált defektus felelıs a súlyos klinikai tünetek 

kialakulásáért és az EBV indukálta immunválasz, illetve sejtproliferáció szabályozásának 

összeomlásáért. Mindazonáltal további vizsgálatok szükségesek a genotípus-fenotípus 

összefüggések pontos tisztázására, hiszen mind a mai napig nem ismert az SH2D1A 

génmutációk típusa és az EBV fertızések súlyossága, illetve a prognózis közötti kapcsolat. 

Eddigi megfigyelések alapján a missense mutációk a betegség enyhébb lefolyású, kevésbé 

súlyos kimenetelő formáját eredményezik. Saját adataink ezt a megfigyelést nem erısítik 

meg.  

A mutáns p.G16D protein konformációs vizsgálata igazolta, hogy az aminosav 

változás hatására a SAP fehérje tirozin-kötı régiója megváltozik, amely befolyásolja a 

SLAM és a 2B4 receptorokhoz való kötıdést. A klasszikus SH2 domének a foszfopeptid 
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molekulákat “kettıs-fogú” formában kötik. A foszfotirozin molekulák egyrészt a SAP 

centrális részével és a C terminális rész 3-5 aminosavával kapcsolódva (“elsı fog”) 

kötıdhetnek a receptor zsebbe. A SAP fehérjének van egy másik tirozin-kötı régiója is, 

egy N-terminális Tyr aminosav. Ez az N-terminális “második fog” az Arg13, a Glu17, az 

Ile51 és a Thr53 aminosavak által formált kötıhelybe illeszkedik. Bár a 16-os Gly nem 

vesz részt direkt a peptid kötésben, a 17-es Glu-hoz való közelsége magyarázhatja a SLAM 

és a 2B4 receptorokhoz való kötıdés zavarát. Lehetséges, hogy a SAP 16-os pozíciójában 

lévı glicin biztosítja a receptor kötéshez szükséges fehérjestruktúrát. Bármi is legyen a 

pontos mechanizmus, megfigyeléseink egyértelmően aláhúzzák a 16-os glicin jelentıségét 

az EBV indukált T-sejtek mőködésében és a SAP-SAP receptor interakcióban.  

Összefoglalva egy XLP miatt érintett család két FIM következtében exitált 

fiúgyermekében egy új, korábban még nem leírt missense mutációt igazoltunk az SH2D1A 

génen. A p.G16D mutáció a SAP protein féléletidejében szignfikáns csökkenést nem 

eredményezett, de megakadályozta a SAP kötıdését a SLAM receptorcsalád legalább két 

receptorához (SLAM és 2B4). Megfigyeléseink a p.G16D kóroki szerepére utalnak XLP-

ben.   

 

5.2 X-kromoszómához kötött hyper-immunglobulin M szindróma  

Egy kilenc éves X-HIGM miatt gondozott fiúgyermek esetét ismertettük, akiben a 

mikrobiológiai, a szerológiai és a biokémiai vizsgálómódszerek segítségével invazív C. 

laurentii fertızést diagnosztizáltunk. A gyermekben fluconazol terápia hatására teljes 

regresszió következett be. A gyermek alapbetegségét az áramlási citometriás vizsgálatok 

mellett, gDNA szekvenálással is alátámasztottuk, amely a CD40L gén, 2-es exonján, a  

216. nukleotid pozícióban hemizigóta formában C>A transzverziót (c.216C>A) igazolt.  A 

CD40L gén az X-kromoszóma q26-os régiójára lokalizálható, 5 exonból épül fel. A CD40L 
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génben eddig leírt különbözı típusú (missense, nonsense, deléció, inszerció, splice-site) 

mutációk a gén egészét érinthetik, de leggyakrabban a TNF-homológ doménben 

mutatkoznak. A humán CD40L egy 261 aminosavból felépülı II. típusú transzmembrán 

fehérje, amely egy rövid intracellularis farki részbıl, egy transzmembrán régióból és egy 

TNF-el homológiát mutató extracellularis doménbıl épül fel. Az irodalmi adatok szerint 

nonsense, tehát stop kodon képzıdéséhez vezetı mutációt eddig 18 családban írtak le a 

CD40L génben, amely 12 különbözı kodont érintett. Az esetek egy részében a 

fehérjeszintézis idı elıtti leállása (premature termination) és a mutáns CD40L sejtfelszíni 

expressziója között összefüggés észlelhetı. A betegünkben a 2-es exonban igazolt p.C72X 

mutáció az extracelluláaris domént érintıen, a fehérjeszintézis idı elıtti leállásához és a 

funkcióképes CD40L protein expressziójának hiányához vezet az aktivált T-sejtek 

felszínén.       

C. laurentii egy közelmúltban azonosított, opportunista patogén gomba, amelyet 

kórokozóként elsısorban csökkent immunitású betegekbıl izolálnak. Korábban szaprofita, 

nem patogén gombának tartották, de késıbb egyre növekvı elıfordulását észlelték 

bırfertızésekben, keratitisben, endophthalmitisben, tüdı tályogban, peritonitisben, 

meningitisben és fungaemiában. A kemoterápia, az immunszuppresszív kezelés, a 

parenteralis táplálás az intravénás katéterek és a széles spektrumú antibiotikumok 

alkalmazása egyértelmően növeli a C. laurentii infekciók kialakulásának lehetıségét. 

Irodalmi ritkaságnak számító esetünk is bizonyítja, hogy öröklött immunodeficientiák is 

hajlamosíthatnak invazív C. laurentii fertızések kialakulására. Primer T-sejt 

defektusokban, mint amilyen a CD40L deficientia is a C. laurentii fertızéseknek 

differenciál diagnosztikai jelentısége is lehet.  

Jelenleg még nem rendelkezünk a C. laurentii fertızésekre vonatkozóan általánosan 

elfogadott kezelési protokollal. Az izolátumok többsége érzékenynek bizonyul 
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amphotericin B-re, fluconazol esetén pedig a minimális inhibitor koncentráció 4 és 64 

µg/ml közötti. Az érzékenységi vizsgálatok eredménye alapján és a fluconazol kisebb 

toxicitása miatt, betegünkben fluconazol terápiát alkalmaztunk. Saját és mások tapasztalata 

alapján immunhiányos betegek fluconazol-érzékeny C. laurentii fertızése esetén, a 

fluconazol az elsıként választandó antifungalis szerek közé tartozik.  

 

5.3 Shwachman-Diamond szindróma 

Egy öt hónapos fiúcsecsemıben a súlyos pancytopenia, az exocrin pancreas elégtelenség és 

az ennek következtében kialakuló súlyos malabsorptiós szindróma, valamint a visszatérı, 

gennyes bır- illetve alsó- és felsı légúti fertızések alapján SDS-t diagnosztizáltunk. 

Mutáció analízis vizsgálattal az SBDS génen két új, az irodalomban korábban még nem 

leírt mutációt (c.362A>C és c.523C>T) találtunk. A transzfekcióval vizsgálva a mutáns 

p.N121T és p.R175W SBDS proteinek féléletidejét, a vad típushoz képest csökkenés volt 

észlelhetı. A PCR-RFLP vizsgálattal a c.362A>C mutáció, amelyet a beteg gyermek 

édesapjától örökölt 50 egészséges egyénben nem volt kimutatható. A c.523C>T mutáció 

kóroki szerepét a 4. exont kódoló gDNS szekvenálásával igazoltuk, amely 50 egészséges 

egyénben a mutációra nézve negatívnak bizonyult. Az összehasonlító szekvencia analízis 

vizsgálatok igazolták, hogy mindkét mutáció az SDBS fehérje rendkívül konzervált 

aminosavait érinti. Megfigyeléseink egyértelmően arra utalnak, hogy súlyos SDS fenotípus 

a korábban gondoltakkal ellentétben nemcsak az SBDS és pseudogénje, az SBDSP közötti 

konverziós mutációk következménye lehet, hanem összetett heterozigóta formában 

missense mutációk is eredményezhetik.  

 A humán genom vizsgálatok igazolták, hogy a 7. kromoszóma tartalmazza az 

emberi DNS legnagyobb intrakromoszómális duplikátumát [14]. A 7. kromoszóma ezen 

szegmentális duplikátuma, vagy más néven duplikonja jelenti a génkonverziós események 
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legfontosabb célpontjait [60]. A génkonverzió egy ismert mutáció mechanizmus, amelyet 

számos genetikai betegségben, így SDS-ben is leírtak [11, 12, 56]. Az elsı közlésekben az 

SDS fenotípus kialakulását az SBDS és pseudogénje, az 5.8 Mb távolságra elhelyezkedı, 

SBDSP közötti konverziós mutációk következményének tartották [8]. Az SBDS gén  

szekvencia analízis vizsgálatai azt mutatták, hogy a konverziós mutációk többségében az 

183-184TA→TC, illetve a 201A→G és a 258+2T→C mutációk megtalálhatók. Hasonló 

adatokat közöltek kisebb betegcsoportot feldolgozó japán és olaszországi tanulmányok is 

[35, 45, 47]. Néhány betegben az SBDS génen mutáció nem volt kimutatható, jelezve, hogy 

az SDS genetikailag heterogén betegség [71]. A frameshift és a missense mutációk 

meglehetısen ritkák, és mindezidáig ettıl az egy esettıl eltekintve összetett heterozigóta 

missense mutáció által okozott betegségrıl a világon sehol sem számoltak be.  

Az elıbb említettek miatt a jelen munkában közölt két mutáció molekuláris szintő 

következményeinek elemzése nagy kihívást jelent. A leírt missense SBDS mutációk 

valószínőleg a fehérje folding folyamatát befolyásolják és ezen keresztül a fehérje 

instabilitásához és csökkent fehérje féléletidıhöz vezetnek. Vizsgálataink szerint a mutáns 

és a vt SBDS proteinek féléletidejében különbség észlelhetı. A missense mutációk 

módosíthatják a felszíni epitópokat és megváltoztathatják a felszíni elektrosztatikus 

potenciált. A fehérje kristályszerkezeti vizsgálatok az SBDS három-doménes szerkezetét 

igazolták, egy N-terminális résszel, egy a mutációk által leginkább érintett centrális 

doménnel és egy C-terminális résszel, amely szerkezeti homológiát mutat ismert RNS-kötı 

doménekkel [59]. A C-terminális régió mutációi extrém ritkák. A p.N121T mutáció az 

SBDS fehérje 98-169 aminosavait magában foglaló centrális doménjében található [59]. A 

hidrofil, bázikus aminosavról hidrofób, semleges aminosavra történı cserét eredményezı 

p.R175W mutációt az SBDS fehérje C-terminális része (170-250 aminosavak) tartalmazza. 

Az itt leírt új, mutációk valószínőleg a centrális és a C-terminális domének elektrosztatikus 
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töltéseit változtatják meg [62]. Ennek a változásnak a jelentıségét húzza alá az a jól ismert 

tény is, miszerint nukleinsav-kötı fehérjék rendszerint bázikus aminosavakon keresztül 

kötıdnek a cukor-foszfát oldalláncokhoz [62]. Az SBDS fehérje pontos funkciójának 

megismeréséhez további kutatások szükségesek, amelyek elengedhetetlenül fontosak a fent 

leírt két, új missense mutáció következményének tisztázásához is. 

 

7. ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK  

 

• Az SH2D1A génen új, betegséget okozó missense mutációt (c.47G>A) írtunk le, 

amely a SAP proteinben p.G16D aminosav cserét eredményezett. 

• A p.G16D mutációt hordozó betegekben a mutáns, p.G16D protein fiziológiás 

receptorokhoz, - mint a SLAM és a 2B4 - való kötıdésének károsodása 

magyarázhatja a SAP fehérje funkcióvesztését.   

• Súlyos CD40L deficientiában szenvedı betegben c.216C>A (p.C172X) mutációt 

igazoltunk. 

• Elsıként számoltunk be invazív C. laurentii infekció elıfordulásáról X-HIGM 

szindrómában szenvedı betegben.   

• Magyarországon elsıként, súlyos SDS szindrómában szenvedı beteg esetét 

ismertettük, akinél mutáció analízis vizsgálattal két, új, korábban még nem leírt, 

missense mutációt találtunk, az SBDS gén 3-as (c.362A>C, p.N121T) és a 4-es 

(c.523C>T, p.R175W) exonjaiban. 

• Szintén elsıként igazoltuk, hogy súlyos SDS fenotípus a korábban gondoltakkal 

ellentétben nemcsak az SBDS és pseudogénje, az SBDSP közötti konverziós 

mutációk következménye lehet, hanem összetett heterozigóta formában missense 

mutációk is eredményezhetik.  
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