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1. BEVEZETES

Immundefektusnak vagy mds néven immundeficientidnak, immunhidnyos allapotnak az
immunrendszer csokkent, extrém esetben hidnyzé mitkodését nevezziik. A defektusok
lehetnek  primerek, amikor az immunitishidny az immunrendszer Oroklott
rendellenességének kovetkezménye, amely kiilonbozd fertdzések, allergia, autoimmun és
daganatos betegségek kialakuldsdra hajlamositja az egyént. Az elmilt 15 évben a
molekuldris genetikai diagnosztika fejlodésének koszonhetden tobb mint 110 primer
immunhidny betegség genetikai hatterét sikeriilt tisztdzni. Az esetek dontd tobbségében a
molekuldris genetikai vizsgélatok segitségével pontos diagnozis allithatd fel és 4j terapids
modszerként egyre nagyobb teret hddit a génterdpia is. A PID-ben szenvedd betegek esetén
a gén szintli diagnosztika a kovetkezok miatt nem nélkiilézheto:

1) A molekuldris genetikai vizsgalatok megerdsithetik a feltételezett
diagnoézist.

2) A genetika vizsgdlatok segitségével fény deriilhet az immunregulatio addig
még ismeretlen részleteire, tisztizhat6 az immunhidnyos betegség
patomechanizmusa.

3) A prenatalis genetikai vizsgédlatok oridsi jelentdségét a csalddtervezésben, a
PID 4ltal érintett csalddokban nem kell hangstlyozni.

Az immunhidanyos 4llapotok korai felismerésében — bar alacsony incidenciiju
megbetegedésekrdl van sz6 — a genetikai sziir6vizsgdlatoknak oOridsi jelentésége van. A
korai, biztos diagnézis lehetové teszi a fertézések kialakuldsanak megeldzését €s korai
adekvat immunterdpidjat, a genetikai tanacsadast, a hordozoallapot kiszlirését, a prenatalis

diagnoézist.



2.  CELKITUZESEK

Az Infektolégiai- és Gyermekimmunoldgiai Tanszék primer immundeficientia
munkacsoportjdban 2000 6ta dolgozom. A Tanszék orszidgos vezetd kozpont a
velesziiletett immunhidny betegségek diagnosztizdldsdban, az érintett gyermekek
kezelésében €és gondozdsdban. PhD kutatdsi teriiletem a velesziiletett immunhidny
betegségek patomechanizmusa és molekuldris genetikdja, kiilonos tekintettel a muticio
analizis vizsgdlatokra és a mutdns fehérje funkciondlis valtozdsdnak meghatdrozasara. Az
értekezésben X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegségben (XLP), X-
kromoszomahoz kotott hyper-immunglobulin M szindroméban (X-HIGM) és Shwachman-
Diamond szindrémdban (SDS) szenvedd betegekben végzett molekuldris genetikai
vizsgélataink eredményérdl szamolok be. A postnatalis genetikai vizsgalatok mellett, kiilon
is hangsilyozom a prenatalis genetikai vizsgdlatok jelentdségét a velesziiletett

immunhidnyos betegségek diagnosztikdjaban.

3. BETEGEK ES MODSZEREK

A molekuldris genetikai vizsgalatokat beleegyezd nyilatkozat aldirdsa utin XLP, X-HIGM

és SDS miatt érintett csalddokban végeztiik el.

3.1 Genomikus DNS izolalas

A genomiélis DNS (gDNS) szepardlasa etiléndinitrilotetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt
periférids vérbol és magzati chorionboholy mintdb6l QIAamp DNA Blood Mini kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval tortént. A nyirokcsomo

szovettani mintabol torténd gDNS szepardladst és a terhes édesanydk esetében a magzati



gDNS izoldlasat, transabdominalis chorion boholy mintavételt kovetéen a fenti DNS

kivond kittel végeztiik el.

3.2  Génszekvenalas

Az SH2DIA gén 1-4 exonjinak, a CD40L gén 1-5 exonjdnak és az SBDS gén 1-5
exonjdnak amplifikdldsa polimerdz lancreakcidval (PCR, Polymerase chain reaction) az 1.
tdblazatban feltiintetett PCR kondiciok és primer szekvencidk mellett tortént. A PCR
reakcidelegy minden egyes exon esetén a kovetkezoOket tartalmazta: 12.5 pl. JumpStart
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest), 6.5 pL
desztillalt viz, 0.5 pLL 50 pmol/pL primer F, 0.5 pLL 50 pmol/pL primer R és 5 pl. gDNA. A
PCR termékek tisztitisa MICROCON YM-100 (Millipore Co., Bedford, USA) tisztitd
oszloppal tortént. A PCR-termékek szekvencidjat BigDye Terminator Cycle sequencing kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) felhasznaldsdval hatdroztuk meg. A szekvendldsi
PCR reakci6 elegy 20 pL Ossztérfogatban a kovetkezdket tartalmazta: 4 pL 5X
szekvendlasi puffer, 4 pL. BigDye Terminator v3.1, 3 pL desztillalt viz, 1 pL 3.3 pmol/pL
primer és 8 pL. PCR termék. A szekvendldsi PCR termékek tisztitdsa SigmaSpin Post-
Reaction Clean-Up Columns (SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest) tisztité oszlopokon
tortént. A mutacié analizis vizsgilatot ABI PRISM 310 illetve 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Foster City, CA) automata szekvendlé késziilékkel végeztiik. A
szekvenciat a kordbban kozolt vad tipusi SH2DIA, CD40L illetve SDS szekvencidkkal
hasonlitottuk 6ssze. A DNS muticiék szdmozdsa a cDNS (complementary DNS)
szekvencidnak megfelelden tortént. A cDNA szdmozdsandl azt az altalanosan elfogadott

szabalyt alkalmaztuk, amely + 1-nek a kezd6 ATG kodon "A" nukleotidjat jeloli.

3.3  Sejtvonalak és antitestek



A COS-7 sejtek tenyésztése Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (Life Technologies,
Grand Island, NY) 10% fetalis borju szérum (FCS, fetal calf serum) hozzdadasaval tortént.
A Jurkat T sejteket az American Type Culture Collection bocsitotta rendelkezésiinkre. Az
anti-human SLAM monoclonalis antitestet, a nydl anti-SHP-2 polyclonalis antitestet, a
peroxiddzzal konjugdlt kecske anti-egér antitestet és az anti-nydl IgG polyclonalis
antitestet a Santa Cruz Biotechnology-t6l vasaroltuk meg. Az anti-egér 2B4 monoclonalis
antitestet a Pharmingen, az anti-FLAG monoclonalis M5 antitestet az Eastman Kodak
Corporation, az EQKLISEEDL peptidet felismerd anti-myc antitestet az Invitrogen

Corporation (Carlsbad, CA) cégtdl rendeltiik meg.

3.4  Plazmidok és transzfekcié

A mutins SH2DIA (p.G16D) és SBDS (p.N121T és p.R175W) cDNS-ek amplifikaldsa
PCR-rel, a pontmutéciét is magédba foglalé oligonukleotid primerek felhaszndldsaval
tortént. A vad tipusi (vt) SAP és SBDS, valamint a mutdns p.G16D és p.NI12IT illetve
p-R175W fehérjéket pCMV-FLAG (Eastern Kodak Co.) vektor segitségével klénoztuk,
hogy fluoreszcensen jelolt (FLAG)-SAP és (FLAG)-SBDS komplexet hozzunk létre. A
pJFE14-SR vektor éltal hordozott humidn SLAM cDNS a DNAX Research Institute cég
ajandéka volt. A human 2B4 cDNS-t pcDNA3.1 vektorban, a human FynT-t myc-FynT
fuziés proteinként expresszdltuk. A COS-7 sejteket (1 x 10 FuGene 6 dltal bevitt,
megfeleld cDNS-t tartalmazé expresszids vektorral transzfektaltuk (Stratagene). A sejteket

72 o6réaval a transzfekciot kdvetden vizsgalatuk.

3.5 Immunprecipitacié és Western blot

A sejtek lizisét 0.5%-o0s 3-[(3-cholamidopropil) dimetilammonio]- 1-propanszulfat



(CHAPS) oldattal végeztiik, az immunoprecipiticihoz 2 6rdan 4t 4 °C-on kiilonbozd
antitesteket és 30 ul protein A-agaréz gyongyot (Invitrogen) hasznaltunk. A fehérjéket
sodium dodecil szulfat-polyacrilamid gél electroforézissel (SDS-PAGE) szeparaltuk és
polyvinyl difluorid (PVD) membrinra (Immobilon, Millipore Co.) vittiik 4t. A filtert
1 6ran 4t blokkoltuk, majd a megfeleld primer antitesttel kezeltiik. A lekotddott antitestek
kimutatdsdra, szekunder antitestként peroxiddzzal-konjugdlt antitestet alkalmaztunk

(Supersignal, Pierce).

3.6  Pulse-chase assay

A transzfektalt COS-7 sejteket 1 6ras metionin és cisztein megvondst kovetéen, Tran’ S-
jelolt ICN Radiochemicals, Cleveland, OH) [**S]metioninnal és [*S]ciszteinnel hdrom
oran at kezeltiink. Az djonnan szintetizalt proteinek eltdvolitdsa cycloheximidet (végso
koncentrécid, 25 pg/ml) tartalmazé médiumban tortént. A sejt alikvotok (5 x 10° cells)
lizisét kovetden, a radiojeldlt vt és mutdns SAP és SBDS proteineket immunprecipitacidval
M5 FLAGe-antitest segitségével analizltuk. A fehérjék szepardldsa 15%-os SDS-PAGE
segitségével tortént (BioRad, Hercules, CA). Az autoradiogrifidt megel6zOen a gélt

Immobilon membrénra vittiik 4t vagy PVD nylon membrénra blottoltuk.

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

A ¢.362A>C muticid esetén a 3-as exon primerpdrjaival felamplifikalt 899 bp hosszisagi
PCR termékeket Maelll restrikciés enzimmel két 6rdn 4at, 55 C°-on inkubdltuk. A
vizsgdlatot a betegben, a beteg csalddtagjaiban és 50 egészséges egyénben is elvégeztiik. A
hasitasi termékeket 2%-os agar6z gélelektroforézissel mutattuk ki. Az enzimmel torténd

emésztést kovetden a muticidt nem hordozékban két hasitasi termék: egy 836 €s egy 63 bp



hosszisagu keletkezik, mig a muticiét hordozokban négy hasitdsi terméket latunk (836,

653, 183 és 63 kb) a gélelektroforézis képen.

4. EREDMENYEK

4.1  Uj, betegséget okozé muticié X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ
betegségben

Az SH2DIA génben egy Uj, kordbban még nem leirt missense mutéciot igazoltuk, amely a

SAP proteinben egy p.G16D aminosav cserét eredményezett. A mutacié kdoroki szerepének

igazoldsara a mutdns SAP féléletidejének és természetes receptordhoz, a SLAM-hez illetve

a szintén a SLAM csalddba tartoz6 2B4-hez vald kotddését vizsgaltuk. A p.G16D protein

féléletidejében eltérést nem észleltiink, azonban a fiziol6gids receptorhoz vald kotédés, a vt

SAP-hoz képest csokkent.

4.1.1 Mutacié az SH2DIA génben

Egy csaldd két fitigyermekében FIM-et diagnosztizdltunk. A stlyos klinikai kép és a
szovettani vizsgalatok eredménye alapjan SH2DIA gén mutécidjanak lehetosége meriilt
fel. A betegek csalddtagjainak periférids vérébdl gDNS-t izoldltunk és az SH2DIA
génmuticié analizis vizsgdlatit végeztilk el. El6szor a B2 beteg édesanyjit és anyai
nagymamajat vizsgaltuk, akik az 1. exon, c.47G>A mutéicidjira nézve heterozigdtanak
bizonyultak. Ugyanezt a mutdciét a B2 beteg nyirokcsomd szovettani blokkjabol izolalt
gDNS-ben is igazoltuk. Bar a Bl beteg muticié analizis vizsgdlatira nem volt
lehetoségiink, a klinikai kép, az X-kromoszémdhoz kotott 6roklodés és a szovettani
eltérések alapjan feltételeztiik, hogy 6 is az unokadccsében igazolt muticiot hordozta. A

csalad kivizsgdlasa kozben a B2 beteg nagynénje véaranddés lett és a magzati nem



meghatdrozas fid magzatot igazolt. Az édesanya és a fetus a mutdciéra nézve vad
tipustinak bizonyult.

A SAP protein p.G16D aminosav cseréhez vezetd c¢.47G>A mutécidja XLP betegek
kozott kordbban még nem volt ismert, ezért a mutdns fehérje patogenetikai szerepének

igazoldsdra tovabbi vizsgalatokat végeztiink.

4.1.2 A mutans p.G16D protein féléletidejének meghatarozasa

Korabbi megfigyelések az XLP patogenezisében két fontos tényezd lehetséges koroki
szerepét hangsulyozzak. Az egyik az SH2D1A protein jelentdésen csokkent féléletideje
miatt lecsokkend intracelluléris fehérje koncentracid, a masik az SH2D1A kotodésének
karosoddsa SLAM csalddba tartozé receptorokhoz. Feltételezésiink szerint a p.G16D
muticié a SAP stabilitdsdnak csokkenéséhez és a T lymphocytdkban és az NK-sejtekben
csokkent SAP koncentricidhoz vezet, amely az XLP-re jellegzetes klinikai tiinetek
kialakuldsat eredményezi. Hipotézisiink igazoldsara pulse-chase assay segitségével a COS-
7 sejtekben expresszdlt mutidns SAP féléletidejét vizsgaltuk, 24 Ords periddus alatt
[**SImetionin- és [*’S]cisztein-jelolt SAP segitségével. A p.G16D féléletideje a COS-7
illetve a Jurkat sejtekben kifejezett vt SAP fehérje féléletidejének megfeleld volt. Ezek az
adatok egyértelmtien arra utalnak, hogy a silyos klinikai kép nem a mutans SH2D1A

csokkent féléletidejével magyardzhatd.

4.1.3 A mutans p.G16D protein fiziologias receptorokhoz valéo kotodésének
vizsgalata

Feltételezésiink szerint a SAP fehérje aminosav szekvencidjaban bekovetkezd glicin

aszpartat csere, a SAP fehérje receptorhoz valé kotodését befolyasolja. Ezért a vt és a

mutdns SAP, SLAM és 2B4 receptorokhoz val6 kotddését vizsgéltuk. A COS-7 sejtekbe

transzfekcioval bejutatott Fyn tirozin-kindz foszforildlja az ugyancsak transzfekcidval



bejuttatott SLAM illetve 2B4 fehérjéket. A COS-7 sejteket SLAM vagy 2B4 receptorokat
kédold plazmidokkal transzfektaltuk, a receptorok kifejezodése 72 6raval a transzfekcid
utdn kovetkezett be. Amennyiben ugyanezen COS-7 sejtekbe SH2D1A/SAP fehérjét is
transzfektalunk a Fyn altali SLAM/2B4 foszforildcid jelentdsen megnd. Az SH2D1A/SAP
fehérje jelenléte ugyanis megakaddlyozza egy protein tirozin-foszfatdznak, az SHP-2-
foszfatiznak a SLAM-receptorhoz valé kotddését. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
SAP fehérje SLAM és a 2B4 receptorokhoz val6 kotddése a mutdns p.G16D protein esetén

nem kovetkezik be.

4.2  Invaziv Cryptococcus laurentii fert6zés X-kromoszomahoz kotott hyper-
immunglobulin M szindrémaban szenvedoé kilenc éves fiigyermekben

Egy X-HIGM szindrémaban szenvedd betegben invaziv C. laurentii fert6zés kialakulasardl

szdmoltunk be. Az dramlési citometrids vizsgdlatok a PMA és ionomycin aktivalt T-sejtek

felszinén a CD40L expresszié hidnyit mutattdk.

4.2.1 Mutacié a CD40L génben

A mutécié analizis vizsgdlatok a beteg esetében a CD40L gén, 2-es exonjin, a 216.
nukleotid poziciéban hemizigéta formdban C>A transzverziot igazoltak (c.216C>A). Az
édesanya ugyanerre a muticidra nézve heterozigdtinak bizonyult. Fehérje szinten a
muticié a 72. aminosav pozicidban stop codon képzdédéséhez vezet (p.C72X). A beteg
id6sebb fidtestvérében genetikai vizsgilat végzésére ugyan nem volt lehetdségiink, de az
X-HIGM szindroménak megfeleld silyos klinikai kép és az X-kromoszémdhoz kotott
oroklédésmenet alapjan feltételeztiik, hogy a testvéréhez hasonléan édesanyjatdl 6 is a

hibas allélt orokolte.
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4.2.2 A Cryptococcus laurentii identifikalasa

A gomba tenyésztése éleszté kivonatot tartalmazé Sabouraud agar taptalajon, 26 °C-on
tortént. A gomba novekedése 36 %C-on nem biztosithat6. A nyékos, krémszinii telepekben
ellipszis vagy gomb alaku, 2.5-7.0 x 2.0-5.5 wm atméroju élesztosejtek voltak lathatok.
"Bird seed" agar tdptalajon végezve a tenyésztést fekete szinli telepeket ldttunk. A
Cryptococcus ellenes antitest titer az akut és a rekonvaleszcens szérumban 1/1000 és 1/400
volt. A Cryptococcusra specifikus latex agglutinciés teszt (Ramco) pozitiv volt. Az
Auxacolor (BioRad) rendszerrel végzett identifikdlas C. laurentii jelenlétét igazolta a
vizsgdlt mintdban. Az identifikdldst a hagyomdnyos moddszerekkel is megismételve, a
lakt6z €és a melibidz bontds, valamint a csokkent hétiirés alapjan C. neoformans kizarhat6

volt.

4.3  Uj, betegséget okozé missense muticiék Shwachman-Diamond szindrémaban

Jelen munkdban Magyarorszigon els6ként szdmoltunk be genetikai vizsgdlattal is
igazoltan sulyos SDS-ben szenvedd betegrédl, akiben mutdcié analizis vizsgalattal az SBDS
génen két 1j, kordbban még nem ismert missense mutdciét taldltunk a 3-as és a 4-es
exonban. A missense mutaciok kovetkeztében az SBDS altal kodolt fehérjében p.N121T és
p-R175W aminosav cserék jonnek létre, amelyek a fehérje féléletidejét csokkentik. A
RFLP vizsgalatot a beteg csalddtagjaiban és 50 egészséges egyénben elvégezve
egyértelmiien igazoltuk a ¢.362A>C muticidé patogenetikai szerepét. Mindezek alapjan
feltételeztiik, hogy sdlyos SDS fenotipust nemcsak az SBDS és pszeudogénje kozotti

konverziés mutiacidk, hanem Osszetett heterozigdéta missense muticiok is okozhatnak.

4.3.1 Mutaciok az SBDS génben
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Mutacié analizis vizsgélattal a beteg gyermekben az autoszomadlis recessziv
oroklédésmenetnek megfelelden, Osszetett heterozigota allapotot igazoltunk. Az SBDS gén
3-as exonjdn a 362. nukleotid poziciéban egy adenin—-citozin csere (c.362A>C), a 4-es
exonon az 523. nukleotid pozicidban egy citozin—timin csere (c.523C>T) eredményezte a
hib4ds kodon kialakuldsat. A missense muticidk kovetkeztében az SBDS éltal kddolt
fehérjében a 121. aminosav aszparaginsav helyett treoninre (p.N121T) illetve a 175.
aminosav argininrdl triptofanra (p.R175W) véltozik. Stop kodon tehit nem keletkezik, igy
a SBDS szintézise nem 4ll le, de hibas funkci6ja fehérje szintetizalédik. A csalad genetikai
vizsgédlata az anya, az apa és az egészséges fittestvér esetében hordozo allapotot igazolt.
Az édesanya idokozben ismét varandos lett €s kérte sziilletendd gyermeke prenatalis
genetikai vizsgalatat. A magzat hordozénak bizonyult, a magzati DNS-en muticié csak a
4-es exonon volt kimutathat6. Az édesanya a terhességet zavartalanul kiviselte és

egészséges lednygyermeknek adott életet.

4.3.2 Az SBDS gén 3. exonjanak vizsgalata PCR-restrikciéos fragment hossz
polimorfizmussal
Tekintettel arra, hogy a fent leirt két muticié6 kordbban még nem volt ismert, igazolni
kellett azok patogenetikai szerepét, kizdrva az esetleges polimorfizmus lehetoségét. A 3-as
exonon taldlhaté (c.362A>C) mutéacié esetében Maelll restrikciés enzimmel PCR-RFLP
vizsgdlatot végeztink. A nukleotid sorrendben a 362. pozicidban bekovetkezd
adenin—-citidin csere a Maelll restrikcids enzim szdmadra 4j (mdsodik) hasitdsi helyet hoz
létre. Az enzimmel torténd emésztést kovetden igy a mutdciét nem hordozékban két
hasitasi termék: egy 836 és egy 63 bazispar (bp) hosszisagu keletkezik, mig a mutaciot
hordozékban négy hasitasi terméket latunk (836, 653, 183 és 63 bp) a gélelektroforézis

képen. Az RFLP vizsgalatot 50 egészséges egyénben (100 allél) elvégezve, egyértelmiien
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igazolhatd volt, hogy a fent leirt muticié patogén és nem tekinthetd polimorfizmusnak. A
PCR-RFLP vizsgalatot a 4-es exonon 1évé muticid esetében a megfeleld restrikcids enzim
hidnydban nem tudtuk elvégezni, ezért 50 egészséges egyénben (100 allél) gDNS
szekvendlast végeztiink, amely egyetlen esetben sem igazolt muticidt a 4-es exonban. A
beteg Osszetett heterozigéta allapota és a hordozok tiinetmentessége is a mutaciok koéroki

szerepe mellett szolt.

4.3.3 A mutans proteinek féléletidejének meghatarozasa
A p.NI121T és p.R175W muticiét hordozé FLAG-gal jelolt SBDS proteinek féléletidejét
immunoprecipiticiét és SDS-PAG elektroforézist kovetden vizsgaltuk. Eredményeink azt

mutattdk, hogy a mutacidk csokkentik az SBDS proteinek féléletidejét.

4.3.4 Az SBDS és rokon génszekvenciak osszehasonlit analizise
A p.N121T és p.R175W aminosav véltozdsok a halaktdl kezd6édéen az emberig (Mus
musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Danio rerio) az SDBS fehérje rendkiviil

konzervalt aminosavait érintik. Ez a megfigyelés is megerdsiti a mutdciok kéroki szerepét.

5. MEGBESZELES

5.1 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség

Az X-kromoszomahoz kototten 0roklodd, az EBV fert6zéssel szembeni rendkiviili
fogékonysdgban megnyilvanulé immunhidny betegség oka az SH2 domént hordozé
SH2D1A vagy mas néven SAP fehérjét kédolé SH2DIA gén muticidja. Jelen munkaban
két fidgyermekrdl szamoltunk be, akikben az XLP-re tipusos silyos, fenotipus és

szovettani eltérések voltak észlelhetdk. A csaldd mutdcié analizis vizsgdlata az SH2DIA
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gén 1-es exonjaban c.47G>A missense muticiét igazolt. Fehérje szinten a mutacié egy
p-G16D aminosav cserét eredményezett. Irodalmi adatok szerint a missense muticidk az
SH2DIA gén barmelyik szakaszit érinthetik. Ezek a mutdciok az SH2D1A protein
jelentsen csokkent féléletideje miatt, a fehérje instabilitisdhoz vezethetnek, vagy az
SH2D1A fiziol6gids receptordhoz, elsdésorban a SLAM receptorcsaladba tartozé
receptorokhoz valé kotddésének kdrosoddsat eredményezik A mutdcié fehérje szintl
funkciondlis kovetkezményeinek vizsgélatira a vt s a mutdns cDNS-eket COS 7 sejtekben
expresszaltuk. A mutins (p.G16D) SH2DI1A protein relative stabilnak bizonyult. A
p-G16D protein féléletideje a vad tipuséval megegyezd volt, a mutins fehérje kotodése
azonban a fiziol6gids receptorokhoz (SLAM és 2B4) karosodott. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a receptorhoz valé kotddés karosoddsa hozzdjarul a SAP fehérje
funkcidjanak elvesztéséhez a p.G16D muticiét hordozé betegekben. A SAP/SLAM
aktivdcios tdtvonal kdrosoddsa felelds lehet az interferon-y termelés szabalyozdsdnak
zavaraért, mig az SAP/2B4 interakci6 karosoddsa a cytotoxikus T- és NK-sejtek
mukoddészavardt eredményezheti. Ez a kombinélt defektus felelds a sulyos klinikai tiinetek

s 22

kialakuldséért és az EBV indukdlta immunvélasz, illetve sejtproliferdcié szabédlyozdsdnak
Osszeomldsaért. Mindazondltal tovdbbi vizsgélatok sziikségesek a genotipus-fenotipus
Osszefiiggések pontos tisztdzasdra, hiszen mind a mai napig nem ismert az SH2DIA
génmuticidk tipusa és az EBV fert6zések silyossaga, illetve a prognozis kozotti kapesolat.
Eddigi megfigyelések alapjdn a missense muticiok a betegség enyhébb lefolydst, kevésbé
sulyos kimeneteli form4jat eredményezik. Sajat adataink ezt a megfigyelést nem erdsitik
meg.

A mutdns p.G16D protein konformacids vizsgalata igazolta, hogy az aminosav

valtozas hatdsidra a SAP fehérje tirozin-koté régidja megvéiltozik, amely befolydsolja a

SLAM és a 2B4 receptorokhoz valé kotddést. A klasszikus SH2 domének a foszfopeptid
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molekuldkat “ketts-fogi” formdban kotik. A foszfotirozin molekuldk egyrészt a SAP
centrilis részével és a C termindlis rész 3-5 aminosavaval kapcsolédva (“elsd fog”)
kotédhetnek a receptor zsebbe. A SAP fehérjének van egy madsik tirozin-kotd régidja is,
egy N-termindlis Tyr aminosav. Ez az N-termindlis “mésodik fog” az Argl3, a Glul7, az
Ile51 és a Thr53 aminosavak dltal formélt kothelybe illeszkedik. Bar a 16-os Gly nem
vesz részt direkt a peptid kotésben, a 17-es Glu-hoz vald kozelsége magyardzhatja a SLAM
és a 2B4 receptorokhoz val6 kétddés zavarat. Lehetséges, hogy a SAP 16-0s pozicidjdban
1évo glicin biztositja a receptor kotéshez sziikséges fehérjestruktirat. Barmi is legyen a
pontos mechanizmus, megfigyeléseink egyértelmiien aldhizzak a 16-os glicin jelentoségét
az EBV indukalt T-sejtek miikodésében €s a SAP-SAP receptor interakcidban.
Osszefoglalva egy XLP miatt érintett csaldad két FIM kovetkeztében exitalt
fitgyermekében egy uj, kordbban még nem leirt missense muticidt igazoltunk az SH2D 1A
génen. A p.G16D mutici6 a SAP protein féléletidejében szignfikdns csokkenést nem
eredményezett, de megakaddlyozta a SAP kotodését a SLAM receptorcsaldd legaldbb két

receptordhoz (SLAM és 2B4). Megfigyeléseink a p.G16D koéroki szerepére utalnak XLP-

ben.

5.2  X-kromoszémahoz kotott hyper-immunglobulin M szindréma

Egy kilenc éves X-HIGM miatt gondozott fiigyermek esetét ismertettiik, akiben a
mikrobiolégiai, a szeroldgiai és a biokémiai vizsgdldmoddszerek segitségével invaziv C.
laurentii fertézést diagnosztizdltunk. A gyermekben fluconazol terdpia hatdsira teljes
regresszid kovetkezett be. A gyermek alapbetegségét az dramlési citometrids vizsgélatok
mellett, gDNA szekvendldssal is aldtimasztottuk, amely a CD40L gén, 2-es exonjan, a
216. nukleotid pozicidban hemizigéta formaban C>A transzverzidt (c.216C>A) igazolt. A

CDA40L gén az X-kromoszoma q26-o0s régidjara lokalizalhatd, 5 exonbdl épiil fel. A CD40L
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génben eddig leirt kiillonbozd tipust (missense, nonsense, delécid, inszercid, splice-site)
muticiok a gén egészét Erinthetik, de leggyakrabban a TNF-homolég doménben
mutatkoznak. A humdn CD40L egy 261 aminosavbdl felépiilé II. tipusd transzmembran
fehérje, amely egy rovid intracellularis farki részbdl, egy transzmembran régiobdl és egy
TNF-el homol6gidt mutatd extracellularis doménbdl épiil fel. Az irodalmi adatok szerint
nonsense, tehdt stop kodon képzddéséhez vezetd muticiot eddig 18 csalddban irtak le a
CD40L génben, amely 12 kiilonb6z0 kodont érintett. Az esetek egy részében a
fehérjeszintézis 1d6 eldtti ledllasa (premature termination) és a mutdns CD40L sejtfelszini
expresszidja kozott Osszefiiggés észlelhetd. A betegiinkben a 2-es exonban igazolt p.C72X
muticidé az extracelluldaris domént érintden, a fehérjeszintézis id6 elotti ledllasahoz és a
funkcidképes CD40L protein expresszidjanak hidnydhoz vezet az aktivalt T-sejtek
felszinén.

C. laurentii egy kozelmiltban azonositott, opportunista patogén gomba, amelyet
kérokozoként elsésorban csokkent immunitdsd betegekbdl izoldlnak. Kordbban szaprofita,
nem patogén gombanak tartottdk, de késObb egyre novekvd eldforduldsat észlelték
borfertézésekben, keratitisben, endophthalmitisben, tiidé tdlyogban, peritonitisben,
meningitisben €s fungaemidban. A kemoterdpia, az immunszuppressziv kezelés, a
parenteralis taplaldas az intravénds katéterek és a széles spektrumid antibiotikumok
alkalmazdsa egyértelmiien noveli a C. laurentii infekcidk kialakuldsdnak lehetdségét.
Irodalmi ritkasdgnak szdmito esetiink is bizonyitja, hogy 6roklott immunodeficientidk is
hajlamosithatnak invaziv C. laurentii fertézések kialakuldsdra. Primer T-sejt
defektusokban, mint amilyen a CD40L deficientia is a C. laurentii fertdzéseknek
differencial diagnosztikai jelentosége is lehet.

Jelenleg még nem rendelkeziink a C. laurentii fertdzésekre vonatkozoéan altalanosan

elfogadott kezelési protokollal. Az izolaitumok tobbsége érzékenynek bizonyul

16



amphotericin B-re, fluconazol esetén pedig a minimdlis inhibitor koncentracié 4 és 64
pg/ml kozotti. Az érzékenységi vizsgélatok eredménye alapjan és a fluconazol kisebb
toxicitdsa miatt, betegiinkben fluconazol terdpidt alkalmaztunk. Sajat és mdsok tapasztalata
alapjdn immunhidnyos betegek fluconazol-érzékeny C. laurentii fertdzése esetén, a

fluconazol az elséként vélasztandd antifungalis szerek koz¢€ tartozik.

5.3  Shwachman-Diamond szindréma
Egy 6t hénapos fitcsecsemdben a silyos pancytopenia, az exocrin pancreas elégtelenség és
az ennek kovetkeztében kialakul6 silyos malabsorptids szindroma, valamint a visszatéro,
gennyes bor- illetve alsé- és felsd 1éguti fertdzések alapjan SDS-t diagnosztizaltunk.
Mutacié analizis vizsgdlattal az SBDS génen két 1ij, az irodalomban kordbban még nem
leirt mutaciét (c.362A>C és c¢.523C>T) taldltunk. A transzfekcidval vizsgdlva a mutdns
p-N121IT és p.R175W SBDS proteinek féléletidejét, a vad tipushoz képest csokkenés volt
észlelhet. A PCR-RFLP vizsgélattal a c.362A>C muticié, amelyet a beteg gyermek
édesapjatdl orokolt 50 egészséges egyénben nem volt kimutathaté. A ¢.523C>T muticid
koroki szerepét a 4. exont kddolé gDNS szekvendlasdval igazoltuk, amely 50 egészséges
egyénben a muticidra nézve negativnak bizonyult. Az 6sszehasonlité szekvencia analizis
vizsgdlatok igazoltdk, hogy mindkét muticié az SDBS fehérje rendkiviil konzervalt
aminosavait érinti. Megfigyeléseink egyértelmiien arra utalnak, hogy silyos SDS fenotipus
a kordbban gondoltakkal ellentétben nemcsak az SBDS és pseudogénje, az SBDSP kozotti
konverziés muticidk kovetkezménye lehet, hanem Osszetett heterozigéta forméban
missense muticiok is eredményezhetik.

A human genom vizsgalatok igazoltdk, hogy a 7. kromoszoma tartalmazza az
emberi DNS legnagyobb intrakromoszomalis duplikdtumat [14]. A 7. kromoszéma ezen

szegmentdlis duplikdtuma, vagy mas néven duplikonja jelenti a génkonverzids események
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legfontosabb célpontjait [60]. A génkonverzié egy ismert muticié mechanizmus, amelyet
szamos genetikai betegségben, igy SDS-ben is leirtak [11, 12, 56]. Az els6 kozlésekben az
SDS fenotipus kialakuldsat az SBDS és pseudogénje, az 5.8 Mb tavolsdgra elhelyezkedd,
SBDSP kozétti konverziés mutdciok kovetkezményének tartottdk [8]. Az SBDS gén
szekvencia analizis vizsgélatai azt mutattdk, hogy a konverziés muticiok tobbségében az
183-184TA—TC, illetve a 201A—G és a 258+2T—C muticidk megtaldlhaték. Hasonld
adatokat kozoltek kisebb betegcsoportot feldolgozé japan és olaszorszagi tanulmanyok is
[35, 45, 47]. Néhany betegben az SBDS génen muticié nem volt kimutathatd, jelezve, hogy
az SDS genetikailag heterogén betegség [71]. A frameshift €s a missense muticiok
meglehetésen ritkdk, és mindeziddig ett6l az egy esettdl eltekintve Osszetett heterozigdta
missense muticio altal okozott betegségrol a vilagon sehol sem szamoltak be.

Az elébb emlitettek miatt a jelen munkdban k6zolt két mutdcié molekuldris szintl
kovetkezményeinek elemzése nagy kihivéast jelent. A lefrt missense SBDS muticidk
valészinlileg a fehérje folding folyamatiat befolydsoljdk és ezen keresztil a fehérje
instabilitdsdhoz és csokkent fehérje féléletidohoz vezetnek. Vizsgdlataink szerint a mutdns
és a vt SBDS proteinek féléletidejében kiilonbség észlelhetd. A missense mutdciok
moédosithatjdk a felszini epitépokat és megvaltoztathatjdk a felszini elektrosztatikus
potencidlt. A fehérje kristalyszerkezeti vizsgilatok az SBDS harom-doménes szerkezetét
igazoltdk, egy N-termindlis résszel, egy a mutdcidk altal leginkabb érintett centralis
doménnel és egy C-terminalis résszel, amely szerkezeti homoldgiat mutat ismert RNS-koto
doménekkel [59]. A C-termindlis régi6 mutdcidi extrém ritkdk. A p.N121T mutécié az
SBDS fehérje 98-169 aminosavait magaban foglalé centralis doménjében taldlhaté [59]. A
hidrofil, bazikus aminosavrél hidroféb, semleges aminosavra torténd cserét eredményezd
p-R175W mutéciot az SBDS fehérje C-termindlis része (170-250 aminosavak) tartalmazza.

Az itt lefrt 4, muticidk valésziniileg a centrilis és a C-termindlis domének elektrosztatikus
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toltéseit valtoztatjdk meg [62]. Ennek a valtozdsnak a jelentOségét hiizza alé az a jol ismert

tény is, miszerint nukleinsav-kotd fehérjék rendszerint bazikus aminosavakon keresztiil

kotédnek a cukor-foszfat oldallincokhoz [62]. Az SBDS fehérje pontos funkciéjdnak

megismeréséhez tovabbi kutatdsok sziikségesek, amelyek elengedhetetleniil fontosak a fent

leirt két, Gj missense mutécio kovetkezményének tisztdzasahoz is.

7.

UJ MEGALLAPITASOK

Az SH2DJIA génen Uj, betegséget okozd missense mutéciot (c.47G>A) {rtunk le,
amely a SAP proteinben p.G16D aminosav cserét eredményezett.

A p.G16D muticiét hordozé betegekben a mutdns, p.G16D protein fiziologids
receptorokhoz, - mint a SLAM és a 2B4 - valé kotodésének karosodasa
magyarazhatja a SAP fehérje funkcidvesztését.

Stlyos CD40L deficientidban szenvedd betegben c.216C>A (p.C172X) muticiot
igazoltunk.

Els6ként szdmoltunk be invaziv C. laurentii infekci6é el6forduldsarél X-HIGM
szindréméaban szenvedd betegben.

Magyarorszagon elsoként, silyos SDS szindrémdban szenvedd beteg esetét
ismertettiik, akinél mutéicié analizis vizsgélattal két, 1j, kordbban még nem leirt,
missense mutaciét taldltunk, az SBDS gén 3-as (c.362A>C, p.N121T) és a 4-es
(c.523C>T, p.R175W) exonjaiban.

Szintén els6ként igazoltuk, hogy silyos SDS fenotipus a kordbban gondoltakkal
ellentétben nemcsak az SBDS és pseudogénje, az SBDSP kozotti konverzids
muticidk kovetkezménye lehet, hanem Osszetett heterozigdta formaban missense

mutéicidk is eredményezhetik.
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