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1. BEVEZETÉS 

 
Az elsı veleszületett immunhiány betegséget, az X-kromoszómához kötött 

agammaglobulinaemiát 1952-ben Ogden Bruton amerikai katonaorvos ismerte 

fel, aki recidiváló, súlyos fertızésben szenvedı fiúgyermekben a 

gammaglobulin csúcs teljes hiányát észlelte a fehérje elektroforézis képen 

[10]. Az elsı agammaglobulinaemiás beteg esetének leírását több évtizedes 

kutatómunka követte, amely közel 150 primer immundeficientia (PID) betegség 

felismeréséhez vezetett.  

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 genotípus-fenotípus 

vizsgálatok és az állatkísérletes modellek révén a PID betegségek 

többségében tisztázható a betegség patomechanizmusa és az érintett 

génekrıl átíródó fehérjék funkciója. A nagyléptékő fejlıdés ellenére azonban 

mind a mai napig nem ismert, hogyan vezet, pl. a BTK vagy a WASP gén 

mutációja X-kromoszómához kötött agammaglobulinaemia illetve Wiskott-

Aldrich szindróma kialakulásához. A veleszületett immunhiány betegségek 

diagnosztikájában elért eredmények a molekuláris genetika fejlıdésének egyik 

legreprezentatívabb bizonyítékai.          

 

1.1 Mutáció analízis primer immundefektusokban  

Immundefektusnak vagy más néven immundeficientiának, immunhiányos 

állapotnak, az immunrendszer csökkent, extrém esetben hiányzó mőködését 
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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. Immunhiányos állapotra utalhat a 

krónikus étvágytalanság, az emésztési és felszívódási zavar, az idült 

hasmenés, a gyakori hıemelkedés és láz, a somaticus retardatio, a 

vérzékenység és a súlyos oltási reakció. A legjellemzıbb következmény a 

gyakori, recidiváló, súlyos lefolyású, terápiára rosszul reagáló, változó 

lokalizációjú, gyakran maradványtünetekkel gyógyuló fertızések kialakulása. 

Különös figyelmet érdemelnek az opportunista, ritkán elıforduló kórokozók 

által okozott recidiváló infekciók, az antibiotikum kezelés mellett is szokatlanul 

elhúzódó lefolyás vagy az infekciók szövıdményeinek szokatlan súlyossága. 

Az érintett családokban gyakran észlelhetı a fertızésekre való fogékonyság 

halmozott elıfordulása, immundefektus, autoimmun betegség, allergiás 

hajlam, malignus megbetegedés vagy korai gyermekhalál.        

Gyakorlati szempontból a PID betegségek a következı csoportokba 

sorolhatók: 1) az elsı viszonylag nagy esetszámú csoportba az antitest illetve 

a komplement deficientiák tartoznak, amelyek recidív alsó és felsı légúti 

fertızések kialakulására hajlamosítanak; 2) a T-sejt illetve a kombinált 

immundeficientiákra a somaticus fejlıdés elmaradása, visszatérı hasmenések 

és opportunista fertızések jellemzık; 3) a phagocyta sejt defektusokra a 

pyogen baktériumok és gombák által okozott nyálkahártya és invazív 

fertızések típusosak.  

A PID betegségek klinikailag heterogén kórképek. Az immundeficientiák 

egy része a típusos klinikai tünetek és a jellegzetes kórokozó spektrum alapján 
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egyértelmően felismerhetı. Az esetek nagyobb százalékában azonban a 

humorális és a celluláris immundeficientiák, valamint a komplement defektusok 

tünettanában átfedések észlelhetık. Mindezek miatt a pontos diagnózis 

megállapításához a részletes anamnézis, a fertızések etiológiájának, 

lefolyásának, típusának, lokalizációjának gondos elemzése, az ismételten 

elvégzett fizikális vizsgálat, a rutin laboratóriumi vizsgálatok és az in vivo és in 

vitro immunológiai tesztek sokszor nem elegendıek; az egyértelmő 

diagnózishoz genetikai vizsgálatra is szükség van.     

Napjainkban az immundeficientiák molekuláris genetikai kutatásában 

robbanásszerő fejlıdés észlelhetı. Egy évtizede még alig néhány 

immundeficientia gén volt ismert, napjainkban azonban egyre több 

immundeficientia esetén tisztázható a háttérben álló betegségi gén. Csak 

2003-ban 13 különbözı, primer immunhiányos betegség genetikai hátterét 

sikerült tisztázni [25]. A jelenleg ismert 111 immundeficientia gén felismerése 

hozzájárult a veleszületett és az adaptív immunrendszer fejlıdésének és 

szabályozásának jobb megértéséhez.  

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. A PID-ben 

szenvedı betegek esetén a gén szintő diagnosztika a következık miatt nem 

nélkülözhetı:  
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1) A molekuláris genetikai vizsgálatok megerısíthetik a feltételezett 

diagnózist, ami különösen akkor fontos, ha a laboratóriumi leletek és a 

klinikai kép a klasszikustól, a megszokottól eltérı, szokatlan.  

2) A genetikai vizsgálatok segítségével fény derülhet az immunregulatio 

addig még ismeretlen részleteire és tisztázható az immunhiányos 

betegség patomechanizmusa. 

3) A PID által érintett családokban a prenatalis genetikai vizsgálatok óriási 

jelentıségét a családtervezésben nem kell hangsúlyozni.  

A primer immundefektusok lényegesen gyakoribbak, mint azt korábban 

gondoltuk. Ma már több mint 150 különbözı immunhiányos betegség ismert, 

amelyek száma a genetikai kutatások nagymértékő fejlıdésével egyre 

gyarapszik. A leggyakoribb primer immundefektus, a szelektív IgA hiány 

elıfordulási gyakorisága 1:500 és legalább ilyen arányban az immunhiányos 

betegségek nem kerülnek felismerésre, vagy téves diagnózis születik [7]. A 

becsült gyakoriság tehát Magyarországon 1:250. Ezek a számadatok is 

megerısítik, hogy ezekre a betegekre különösen nagy figyelmet kell 

fordítanunk. A mutáció analízissel diagnosztizálható primer immundefektusok 

száma ma már több mint 110. Laboratóriumunkban 2003-ig döntıen a 

humorális és a celluláris immunválasz felmérésére alkalmas funkcionális, 

immunkémiai és biokémiai módszereket alkalmaztunk. A korszerő 

diagnosztikai feltételek biztosítása szükségessé tették molekuláris genetikai 

vizsgálómódszerek beállítását is. A Magyar Gyermekimmunológiai 

Munkacsoport 2002-es konferenciáján megfogalmazódott az igény, hogy 

Magyarországon legalább egy helyen létre kell hozni immundeficientia 

molekuláris genetikai központot. A nagy várakozást követıen, 2003-ban 
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Tanszékünkön létrejött molekuláris genetikai laboratórium országos igényt 

igyekszik kielégíteni, hiszen laboratóriumunkban a hagyományos 

vizsgálómódszereken kívül a mutáció analízis és más molekuláris genetikai 

vizsgálatok elvégzése is biztosított. A ritka, öröklıdı primer 

immundeficientiában szenvedı betegek és családtagjaik számára 

laboratóriumunkban a prenatalis genetikai diagnosztika is hozzáférhetı, így 

lehetıségünk van arra is, hogy a családtervezésnél felmerülı fontos 

kérdésekre választ adjunk.  

Az esetek egy kis részében a genomikus DNS vizsgálata sem mindig 

elegendı, hiszen ugyanaz a fenotípus nem egyszer különbözı géndefektusok 

következménye is lehet; sıt, ugyanaz a génmutáció sokszor egy családon 

belül is teljesen eltérı fenotípusos megjelenést eredményez. Ezen genotípus-

fenotípus megfigyelések további kutatásokra ösztönöznek, elsısorban a 

környezeti és más genetikai faktorok pontos szerepének tisztázására és a 

gének szerkezete és funkciója közötti összefüggések pontosabb 

megismerésére.   

 

1.2 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-



 15 

kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben, X- kromoszómához 

kötött hyper-immunglobulin M szindrómában és Shwachman-Diamond 

szindrómában 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.       

  

2. VIZSGÁLT PRIMER IMMUNODEFICIENTIA SZINDRÓMÁK  

 

2.1 X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegség  

Az X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegség (X-linked 

lymphoproliferative disease, XLP), vagy elsı leírójáról Purtilo-betegség, illetve 

az elsı családról, amelyben leírták, Duncan-betegség, X-kromoszómához 

kötött, recesszíven öröklıdı, ritka immunhiány, amelyre súlyos T-sejtes 

immundeficientia, az Epstein-Barr vírus (EBV) fertızéssel szembeni feltőnı 

fogékonyság és az EBV elleni védekezıképesség hiánya jellemzı [51, 61, 69]. 

Egészséges gyermekekben a primer EBV fertızés általában tünetmentes vagy 

tünetszegény formában zajlik és vezet szerokonverzió kialakulásához [66]. 

Idısebb gyermekekben és fiatal felnıttekben, az EBV fertızés infekciós 

mononucleosis (IM) képében mutatkozik, magas lázzal, masszív 

lymphadenopathiával, hepatosplenomegaliával és lymphocytosissal. 

Immunkompetens szervezetben a víruskapszid-antigén (VCA) ellen termelıdı 

immunglobulin (Ig) G molekulák és az EBV nucleáris antigén (EBNA) ellenes 

antitestek pozitivitása jelzi a betegség átvészelését [67]. Ezzel szemben, XLP-

ben szenvedı fiúgyermekekben az EBV fertızés súlyos, gyakran fatális IM 
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(FIM) formájában zajlik. Az IM-t túlélı betegekben szövıdményként malignus 

lymphoma, dysgammaglobulinaemia, aplasztikus anaemia, lympho-

histiocytosis és vasculitis alakulhat ki [69]. Mai ismereteink szerint az EBV 

jelenléte csak a FIM-hez elengedhetetlen, dysgammaglobulinaemia és 

lymphoproliferatív betegség EBV infekció nélkül is jelentkezhet [9]. XLP-ben a 

T- és NK-sejtes cytotoxicitás és az Ig izotípus váltás súlyos zavara észlelhetı, 

valamint az EBV-specifikus antitestek rendszerint hiányoznak [5, 49, 57, 61]. 

 Az XLP betegségi gén, az SH2D1A, amelyet 1998-ban három 

munkacsoport is azonosított, az X-kromoszóma hosszú karján, az Xq25 

régióra lokalizálható [15, 46, 58].  Az SH2D1A gén egy 128 aminosavból 

felépülı kis fehérjét kódol, amelyet a SLAM-hez (szignalizációs lymphocyta 

aktivációs molekula, signaling lymphocyte activating molecule) asszociált 

protein után, SAP-nak nevezünk [58]. A SAP egyetlen SH2 funkcionális 

doménbıl felépülı szignalizációs fehérje, amely a T- és NK-sejtekben 

expresszálódik [58]. Szerkezetileg az EAT-2 (EWS/FLI1-activated transcript-2) 

protein családhoz tartozik, amelynek tagjai a SLAM és más, pl. 2B4 Ig 

szupercsalád receptorokhoz kapcsolódnak [70]. A SAP vagy az EAT-2 

kötıdése a SLAM citoplazmatikus részéhez meggátolja az SH-2 foszfatázok 

kötıdését a SLAM citoplazmatikus farok részéhez [58].  

 

2.2 X-kromoszómához kötött hyper-immunglobulin M szindróma  

A hyper-immunglobulin M (HIGM) szindróma egy ritka veleszületett 

immundeficientia, amelyre recidiváló fertızések és normális vagy emelkedett 

szérum IgM szint mellett, jelentısen csökkent szérum IgG, IgA és IgE szintek 

jellemzık. A HIGM szindróma CD40 ligand (CD40L), CD40, NF-κB 
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esszenciális modulátor (NEMO), aktiváció-indukált citidin deamináz (AID) és 

uracil-DNS glükoziláz (UNG) deficientia következménye egyaránt lehet [21].   

Az érintett betegek többségében a betegség X-kromoszómához kötött 

formája (CD40L deficientia) észlelhetı, amelynek oka a CD40L (CD154) gén 

mutációja. A CD40L a tumor nekrózis faktor (TNF) család tagja, amely aktivált 

CD4+ T-sejteken expresszálódik [24, 34]. Receptora a CD40 glikoprotein, 

amely elsısorban a B-lymphocyták felszínén fejezıdik ki, de megtalálható 

monocitákon, a follicularis dentritikus sejteken, fibroblasztokon, endotél- és 

tímuszepitélsejteken is [48]. A CD40 gén mutációi a CD40 csökkent 

expressziójához és a HIGM szindróma autoszomális recesszív formájához 

vezetnek [1, 2, 17, 26, 37]. A CD40/CD40L interakció kiemelkedı jelentıségő 

a B-sejtek proliferációjában, érésében, a centrum germinativumok, az Ig 

izotípus osztályváltás (class switch recombination, CSR) és a szomatikus 

hipermutáció (somatic hypermutation, SHM) kilakulásában. A CD40/CD40L 

kapcsolódás a B-sejt memória létrejöttében is nélkülözhetetlen. A T- és a B-

sejtek közötti kommunikáció károsodása, (CD40L és CD40 deficientiák) [19, 

27], vagy a CD40 mediált szignalizációs útvonal mőködésének zavara esetén 

(NEMO deficientia) az antigénstimulációt követıen az IgM-t termelı B-sejtek 

nem képesek IgG, IgA és IgE immunglobulinokat termelı B-sejtekké 

differenciálódni [31]. Az izotípusváltás egy régió-specifikus génátrendezıdés 

következménye, amelynek során a Cµ és Cδ nehézlánc gének, más izotípust 

kódoló C-génnel (γ, α, ε) helyettesítıdnek. A SHM során az Ig gének variábilis 

(V)-régiójában, halmozottan pontmutációk jönnek létre, amelyek az ellenanyag 

repertoár növekedését eredményezik. A Muramatsu és mtsai által 1999-ben 

leírt AID [44], egy 198 aminosavból felépülı mRNS enzim, amely 
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nélkülözhetetlen a CSR és a SHM kialakulásához. Az AID deficientiák a HIGM 

szindróma autosomalis recesszív formáját okozzák [22, 54]. B-sejtekben a 

CSR és az SHM intrinsic defektusai, mint pl. az UNG gén mutációi szintén 

HIGM fenotípus kialakulásához vezethetnek [52].  

 

2.3 Shwachman-Diamond szindróma 

A Shwachman-Diamond szindróma (SDS) ritka, autoszomális recesszív  

öröklıdésmenető, multiszisztémás primer immunhiány betegség, amelyre 

exocrin pancreas elégtelenség, metaphysealis dysostosis, növekedési 

retardáció, csontvelı dysfunctio és visszatérı fertızések jellemzık [6, 20, 38, 

42, 60, 63]. A lymphoproliferatív és malignus hematológiai betegségek, 

különösen a myelodysplasiás szindróma és az akut myeloid leukémia 

társulása gyakori. A csontvelıi hypoplasia és zsíros infiltráció következtében 

valamennyi sejtvonal érintett lehet, de leggyakrabban neutropenia észlelhetı, 

amely néha intermittáló, ritkábban ciklikus jellegő [18]. Az exocrin pancreas 

elégtelenség tünetei mindig kimutathatók és rendszerint már újszülött korban 

észlelhetık, bár az életkor elırehaladtával mérsékelt javulás várható [29, 41]. 

SDS-ben gyakoriak a felsı és alsó légúti fertızések, a bırgennyedések; a 

kórokozó spektrum rendkívül széles lehet.   

Az SDS betegségi gén, az SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond 

szindróma, SBDS gén) a 7. kromoszóma hosszú karján, a q11 régióban 

található, amely egy 250 aminosavból felépülı proteint, az SBDS proteint 

kódolja. SBDS egy rendkívül konzervált protein család tagja, amelynek pontos 

funkciója máig ismeretlen. Boocock és mtsai (2003) szerint a kórkép az RNS 

metabolizmus zavarának következménye lehet [8].  A legújabb kutatások az 
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SBDS fehérje funkcióját a riboszómákhoz kötik, amely fontos szerepet játszik 

az exocrin pancreasszövet mőködésében, a hematopoiesisben és a 

chondrogenesisben egyaránt. [59]. Az SDS mutációk többsége génkonverzió 

következménye, amely a SBDS és a vele 97%-os szekvencia azonosságot 

mutató pseudogén (SBDSP) között jön létre [62]. Génkonverziót a betegek 

89%-ban lehetett kimutatni, 60%-ban pedig mindkét mutációt összetett 

heterozigóta formában jelentkezı génkonverzió eredményezte [8, 35, 45, 47, 

62, 71]. A génkonverzió rendszerint a 2. exon rövid, kb. 240 bázispár (bp) 

hosszúságú szakaszát érinti. Egy 2004-ben, Japánban végzett tanulmány 

szerint a génkonverzió a gén nagyobb szakaszán, az 1-3 exonokban is 

létrejöhet [45]. 

Bár az SBDS protein egy rendkívül konzervált fehérje eukariótáktól 

kezdve az emberig, pontos funkciója mégis tisztázatlan. A fehérje aminosav 

szekvenciája nem mutat homológiát más ismert fehérjékkel. Az SBDS protein 

nagy valószínőséggel az RNS metabolizmus szabályozásában játszik 

szerepet [3, 59, 62]. Ezt látszanak alátámasztani a fibroblast és HeLa 

sejttenyészetekben végzett transzfekciós kísérletek is, amelyek során protein 

expressziót elsısorban a nucleusban észleltek [3]. Az intranuclearis lokalizáció 

további bizonyítéka lehet az SBDS fehérjének az RNS metabolizmus 

szabályozásában betöltött nélkülözhetetlen szerepének.  

 

3. BETEGEK 

 

3.1 X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben 

szenvedı betegek   
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A kilenc éves fiúgyermeket (B1, II.3; 1. ábra, a panel), nyolc hónapos korában 

kezelték elıször kórházban pneumonia és hypochrom anaemia miatt. Kilenc 

éves koráig egészséges volt, ekkor pharyngitis, hepatosplenomegalia, 

lymphadenopathia, légzési elégtelenség, sárgaság és bágyadtság miatt 

igényelt hospitalizációt. Tízórás ápolás után gyorsan progrediáló 

májelégtelenség, shock, agyi oedema és beékelıdés következtében exitált. 

Szérumában az anti-EBV IgM titer emelkedett volt. A szövettani vizsgálatok a 

májban, a lépben és a tüdıben diffúz, atípusos lymphocytás és plazmasejtes 

infiltrációt igazoltak. A nyirokcsomók thymus-dependens területén a 

lymphocyták jelentıs mértékő depletiója volt látható. A beteg unokaöccsének 

(B2, III.1) kórházi felvétele nyolc hónapos korában kéthetes hurutos panaszok, 

láz, pharyngitis, hepatosplenomegalia, maculopapularis exanthemák és 

generalizált lymphadenopathia miatt vált szükségessé. Gyors progressziót 

mutató májelégtelenség és légzési distress miatt gépi lélegeztetést igényelt, 

de az intenzív kezelés ellenére a felvételét követı 4. napon exitált. A 

szövettani vizsgálatok a májban, a csontvelıben és a központi idegrendszer 

területén diffúz, T- és plazmasejtes infiltrációt igazoltak. A lymphocyta marker 

vizsgálatok a nyirokcsomókban és a májban a CD8+ T lymphocyták 

dominanciáját és intakt B-sejtes területeket mutattak.  

 

3.2 X-kromoszómához kötött hyper-immunglobulin M szindrómában 

szenvedı betegek 

A HIGM szindrómában szenvedı fiúgyermek (B, II.2; 4. ábra, a panel) 

egészséges szülık második gyermekeként született. Idısebb fiútestvére (II.1) 

rekurráló stomatitis aphthosa, visszatérı alsó és felsı légúti infekciók, 
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purulens otitis media, mastoiditis és bakteriális pneumoniák miatt gyakran 

igényelt kezelést; kilenc éves korában pneumonia következtében exitált. A 

beteget elıször három éves korában kezelték kórházban egy hónapja 

perzisztáló stomatitis aphthosa miatt. Védıoltásait (BCG, DiPerTe, MMR, 

Polio) szövıdmény nélkül megkapta. Laboratóriumi vizsgálatai normális 

lymphocyta és thrombocytaszámot mutattak, csökkent neutrophil granulocyta 

számmal (330-792/mm3). Antineutrophil antitestek nem voltak kimutathatók. A 

lymphocyta marker vizsgálatok normál tartományba esı T-, B- és NK-sejt 

arányt igazoltak. A szérum Ig izotípus szintek közül az IgM (1.2-1.6 g/l; kontrol: 

0.5-2.0 g/l) és IgA (0.78-1.25 g/l; kontrol: 0.5-2.8 g/l) koncentrációk a 

korspecifikus normál tartománynak megfeleltek, azonban az IgG izotípus 

mérsékelten csökkent koncentrációban (4.0-4.2 g/l; kontrol: 4.9-10.6 g/l) volt 

mérhetı. Áramlási citometriás vizsgálatokkal az in vitro aktivált (PMA, 

ionomycin) CD4+ T-sejtek felszínén CD40L expresszió nem volt kimutatható. A 

beteg a késıbbiekben légúti és gastrointestinális fertızések, rekurráló 

stomatitis aphtosa, purulens otitis media és bakteriális pneumoniák miatt 

számos alkalommal igényelt kezelést. Négy éves korától rendszeresen, 

havonta részesült intravénás IgG (IVIG) szubsztitúcióban. Hat éves korában 

irreguláris ciklusokat mutató neutropenia és visszatérı szájnyálkahártya 

candidiasis miatt rekombináns humán granulocyta-kolónia stimuláló faktor (G-

CSF) kezelésben részesült. A kombinált IVIG (400 mg/kg/hó) és a G-CSF (5-

10 U/kg/die) kezelés tartós tünetmentességet és normális granulocyta számot 

(>1500/mm3) eredményezett.  

Kilenc éves korában jelentkezı cervicalis és submandibularis 

nyirokcsomó duzzanat és mérsékelt hepatosplenomegalia hátterében EBV és 
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T. gondii infekció kizárható volt. A nyirokcsomó szövettani vizsgálat 

granulomatosus léziót igazolt. Perjódsav-Schiff-festéssel kerek és ovális, 

vékony tokkal rendelkezı, élesztıszerő mikroorganizmusok voltak látható, 

amelyek Krutsay-festéssel is pozitívnak bizonyultak (5. ábra). Hamarosan 

fejfájás, hányinger, tarkókötöttség és somnolentia alakult ki. A 

fehérvérsejtszám 9200/mm3 volt, 54% neutrophil és 8% eosinophil számmal. A 

cerebrospinalis folyadékban (CSF) 0.51 g/l protein, 3.1 mmol/L glükóz és 

1193/mm3 mononuclearis sejt volt kimutatható. A mellkas röntgenfelvétel és az 

agyi CT negatív volt. Speciális festéssel a CSF-ben cryptococcusra jellegzetes 

kerek illetve kissé ovális, tükörtojáshoz hasonló, tokos, élesztısejtek voltak 

láthatók.  

A betegbıl izolált C. laurentii amphotericin B-re és fluconazolra is 

érzékenynek bizonyult (Fungitest, BioRad). Egy hónapos intravénás fluconazol 

(12 mg/kg/die) terápia hatására gyors klinikai javulás volt észlelhetı, a 

nyirokcsomó duzzanat megszőnt, az ismételt CSF tenyésztés negatív volt. A 

fluconazol terápiát még további három hónapon át 6 mg/kg, illetve további hat 

hónapig 4 mg/kg napi dózissal folytattuk. Tíz hónapos kezelést követıen a 

hemokultúra is negatívvá vált. Egy évvel a terápia befejezését követıen 

relapszus nem volt észlelhetı.  

 

3.3 Shwachman-Diamond szindrómában szenvedı beteg  

Az öt hónapos fiúcsecsemıt (B, II.2; 6. ábra, a panel) immundeficientia 

gyanúja miatt utalták Tanszékünkre kivizsgálásra. A kisded, egészséges 

szülık második gyermekeként, normális idıre, 2950 grammal, 47 cm-rel 

született. Az újszülött két napos korában légzési elégtelenség, anaemia és 
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pneumonia miatt intenzív osztályos kezelést igényelt. A klinikai képet már 

újszülött korától halmozottan jelentkezı, bakteriális és virális légúti infekciók, 

permanenssé váló nyálkás, zsírfényő, nagyobb tömegő rendellenes 

székletürítés, haspuffadás, pyodermák, hányások, megfelelı kalóriabevitel 

mellett sem javuló dystrophia uralta. A végtagokon, a mellkas és a hát bırén 

viszketı, ekzematoid bırtünet alakult ki. Születése óta észlelhetı volt 

mérsékelt thrombocytopeniával (thrombocyta, 52-125 x 103/mm3) társuló 

fokozódó anaemiája (hemoglobin, <9.0 g/dL) és neutropeniája (neutrophil, 

<1.000/mm3). Kötelezı védıoltásait (BCG, DiPerTe, Polio) szövıdmény nélkül 

megkapta. Három hónapos korában a krónikus hasmenés hátterében a 

széklet emelkedett zsírtartalma és csökkent tripszin/chimotripszin aktivitása 

alapján exocrin pancreas elégtelenséget diagnosztizáltak. Mucoviscidosis az 

ismételten negatív verejték és a cysticus fibrosis irányú genetikai vizsgálat 

alapján egyértelmően kizárható volt. A pancreas enzimpótló kezelés és a 

zsírban oldódó vitaminok supplementatiója ellenére, a gyermek súly- és hossz 

percentil értéke − egy hónapos korától fokozódó mértékben − 3 percentil alatt 

maradt. A csontok röntgen vizsgálata az epifízisek mineralizációs defektusára, 

metaphysealis dysostosisra utalt. A nyirokcsomók, a lép és a máj mérsékelten 

megnagyobbodott volt.  

Immunológiai vizsgálatai során a szérum Ig izotípusok a korspecifikus 

tartományban vagy emelkedett koncentrációban voltak mérhetık (IgG, 13.5 

g/l, normál tartomány: 2.4-8.8 g/l; IgA, 0.84 g/l, normál tartomány: 0.1-0.5 g/l; 

IgM, 0.76 g/l, normál tartomány: 0.2-1.0 g/l). Az IgG alosztályokban és a 

lymphocyta subpopulációkban eltérés  nem volt észlelhetı: T-sejtek (CD3+, 

71%, normál tartomány: 60-85%; CD4+, 53%, normál tartomány: 29-59%; 
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CD8+, 18%, normál tartomány: 19-48%), B-sejtek (CD19+, 15%, normál 

tartomány: 7-23%) és NK-sejtek (CD56+, 15%, normál tartomány: 6-29%). A 

csontvelı valamennyi sejtvonalat érintıen hypoplasiás volt, de clonalitásra, 

myelodysplasiára utaló eltérés nem volt kimutatható. A növekedési retardatio, 

az exocrin pancreas elégtelenség, a visszatérı infekciók, a perzisztáló 

neutropenia, anaemia és thrombocytopenia alapján SDS klinikai diagnózisa 

merült fel.  

 

4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

A rutin hematológiai, immunológiai, mikrobiológiai és radiológiai módszereket, 

amelyekre a "Betegek" címő fejezetben említést tettünk nem részletezzük.  

 

4.1 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 gDNS izolálását, transabdominalis 

chorion boholy mintavételt követıen a fenti DNS kivonó kittel végeztük el.    

 

4.2 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 
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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.  

 
1. Táblázat Primer szekvenciák, az amplifikált DNS fragmentum bázispár (bp) 
hossza és az alkalmazott PCR kondíciók XLP, X-HIGM és SDS mutáció 
analízis vizsgálatában.  
 
Amplifikált  
Exon 

Sense primer 
(5’ → 3’) 

Antisense primer 
(5’ → 3’) 

Fragment 
hossz 
(bp) 

SH2D1A       Kezdeti denaturáció 95OC-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95OC 30 mperc, 58OC 30 mperc, 72OC 45 
mperc, végül 4 perc final extensio 72OC-on.  

 
Exon 1 GAA GGA GGT TTA AGG CAA GTA GACA AGG GAT TGA GGC GAA AGT GT 492 

Exon 2 TTG GGC AGA TAC AAT ATG GAG AC  GGA CTG GGA CCA AAA TTC TCT AA 423 

Exon 3 ATA CCA CCT TTG GGA GAA CTG AA TCA TTT GAC TTG CTG GCT ACA TC 513 

Exon 4 TCC AAG TTG GCT AGT TGT TTT CAT TTG TAG CTC ACC GAA CT 
 

335 
 

CD40L Kezdeti denaturáció 95OC-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95OC 30 mperc, 58OC 30 mperc, 72OC 45 
mperc, végül 4 perc extensio 72OC-on. 
 

Exon 1 TTT GCT GGG AGA GAA GAC TAC  TTG ACT AGG CAA CAA ACA TTA  457 

Exon 2 CGT GGA AAT GAA TGT AGA GG CTT TAA ACA TTG GCA TTG TCA G 305 

Exon 3 CCA GAA ACA GAC AAC AGA GTA A CCC TGA TGC AAC AAC ACT 261 

Exon 4 TCA GTG GGA GAG ATG TCA G GAA GGG AAT AGG AGA AGT GTA G 353 

Exon 5 GGA AGG GGC CTT GAG AAT TGG GCT TAA CCG CTG TG 
 

574 
 

SBDS Kezdeti denaturáció 95OC-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95OC 30 mperc, 52,2OC (1 exon), 56.6 OC  (2 
exon), 60.2OC (3 exon), 53.7OC (4 exon), 54.8OC (5 exon) 30 mperc, 72OC 45 mperc (1, 4  és 5 exon), 
40 mperc (2 exon), 90 mperc (3 exon) végül 4 perc extensio 72OC-on. 
 

Exon 1  TAA GCC TGC CAG ACA CAC CCG AAC CAA CCA AAT AAA GA 509 

Exon 2 AAA TGG TAA GGC AAA TAC GG ACC AAG TTC TTT ATT ATT AGA AGT 
GAC 

733 

Exon 3 GCT CAA ACC ATT ACT TAC ATA TTG A CAC TTG CTT CCA TGC AGA 899 

Exon 4 GCC TTC ACT TTC TTC ATA GT GAA AAT ATC TGA CGT TTA CAA CA 480 

Exon 5 GCT TGC CTC AAA GGA AGT T CAC TCT GGA CTT TGC ATC TT 459 

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 
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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.  

 

4.3 Sejtvonalak és antitestek  

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 [58]. 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.  

 

4.4 Plazmidok és transzfekció  
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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 [43]. 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 

[43]. 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 [39]. 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.  

 

4.5 Immunprecipitáció és Western blot  

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

propánszulfát (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 Corp.) vittük át. A filtert 1 órán át 5% 

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

kimutatására, szekunder antitestként peroxidázzal-konjugált antitestet 

alkalmaztunk (Supersignal, Pierce).  

 

4.6 Pulse-chase assay 
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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 kezeltük [28]. Az újonnan szintetizált 

proteinek eltávolítása cycloheximidet (végsı koncentráció, 25 µg/ml) 

tartalmazó médiumban történt. A sejt alikvotok (5 x 106 sejt) 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.  

 

4.7 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 

hosszúságú keletkezik, míg a mutációt hordozókban négy hasítási terméket 

látunk (836, 653, 183 és 63 kb) a gélelektroforézis képen.    

 

4.8 Összehasonlító szekvencia analízis 

Az összehasonlító szekvencia vizsgálatokat a ClustalW szekvencia illesztı 

program, (http://ebi.ac.uk/clustalw) segítségével végeztük. A vizsgálatokhoz a 

GeneBank következı nyilvántartási számú szekvenciáit használtuk: 
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NM_016038.2 (humán), NM_023248.1 (egér), NM_001008289.1 (patkány), 

NM_001006211.1 (csirke) és NM_201121.1 (zebrahal). 

 

5. EREDMÉNYEK 

 

5.1 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 és 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 [23, 53]. 

 

5.1.1 Mutáció az SH2D1A génben 

Egy család két fiúgyermekében FIM-et diagnosztizáltunk (1. ábra, a panel).  
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a)

b)

c)

II.1

III.1

I.1 II.2

III.3 K

p.G16D

I.

B1

B2

II.

III.

  1 MDAVAVYHGKISRETGEKLLLATGLDGSYLLRDSESVPGVYCLCVLYHGYIYTYRVSQTE 

 61 TGSWSAETAPGVHKRYFRKIKNLISAFQKPDQGIVIPLQYPVEKKSSARSTQGTTGIRED 

121 PDVCLKAP 

 

 

1. ábra X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben 

szenvedı beteg családfája és a család molekuláris genetikai 

vizsgálatának eredményei. a) A betegek családfája. Szürke 

négyzetek, fiú betegek fatális infekciós mononucleosissal; áthúzás, 

meghalt betegek; szaggatott négyzet: fiúmagzat; B, beteg. b) A 

genomiális DNS szekvenálás eredményeit jelzı 

elektroforegrammokon az SH2D1A gén, 1. exonján a B2 (III.1) 

beteg esetén c.47G>A mutációt látunk és a vad típusú szekvenciát 

a kontrollnál (K); a mutáció helyét aláhúzással jelöltük. Az 

elektroforegrammok az anyai nagymama (I.1) és az édesanya (II.1) 

esetén heterozigóta állapotot, az édesanya testvérében (II.2) és a 

fiúmagzatban (III.3) vad típust mutatnak. c) A SAP protein aminosav 

szekvenciája (fekete-kék váltakozó színek, exonok; piros bető: 

átfedı aminosav). A mutáció helyét nyillal jelöltük.    
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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 (II.1) és anyai nagymamáját (I.1) 

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

bizonyultak (1. ábra, b panel). Ugyanezt a mutációt a B2 (III.1) beteg 

nyirokcsomó szövettani blokkjából izolált gDNS-ben is igazoltuk. (1. ábra, b 

panel). Bár a B1 beteg (II.3) 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 (II.2) 

várandós lett és a magzati nem meghatározás fiú magzatot (III.3) igazolt. Az 

édesanya és a fetus a mutációra nézve vad típusúnak bizonyult (1. ábra, b 

panel). 

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

XLP betegek között korábban még nem volt ismert. (1. ábra, c panel), ezért a 

mutáns fehérje patogenetikai szerepének igazolására további vizsgálatokat 

végeztünk.  

 

5.1.2 A mutáns p.G16D protein féléletidejének meghatározása 

Korábbi megfigyelések az XLP patogenezisében két fontos tényezı  

lehetséges kóroki szerepét hangsúlyozzák [43]. 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 
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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 (2 .ábra).  

 

2. ábra A mutáns és a vad típusú (vt) proteinek féléletideje. A 

panelek [35S]metionin- és [35S]cisztein-jelölt SAP autoradiográfiás 

képét mutatják különbözı idıpontokban (0, 6, 12 és 24 ó), 24 órás 

periódus alatt, jelentıs mennyiségő hideg aminosav tenyésztı 

médiumhoz való hozzáadását követıen. Az adatok a mutáns és a 

vt SAP féléletideje között jelentıs különbséget nem mutatnak. A vt 

SAP Jurkat sejtekben és COS-7 sejtekben mért féléletideje 

megegyezı volt (felsı és középsı panel). A fehérjéket az SDS 

polyacrilamid gél elektroforézist megelızıen anti-FLAG antitesttel 

hibridizáltuk.  

 

A 2. ábra a [35S]metionin- és [35S]cisztein-jelölt SAP autoradiográfiás képét 

mutatja különbözı idıpontokban, 24 órás periódus alatt. A p.G16D féléletideje 

a COS-7 illetve a Jurkat sejtekben kifejezett vt SAP fehérje féléletidejének 

megfelelı volt (2. ábra). Ezek az adatok egyértelmően arra utalnak, hogy a 

súlyos klinikai kép nem a mutáns SH2D1A csökkent féléletidejével 

magyarázható. 

24   12     6      0     órák 

Jurkat sejtek           
vt-SAP 
 
COS-7 sejtek 
vt-SAP 
 
COS-7 sejtek 
SAP/p.G16D 
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5.1.3 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 (3 ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

3. ábra A mutáns p.G16D SAP kötıdése a SLAM és a 2B4 

receptorokhoz. A SAP dependens interakció vizsgálatára COS-7 

sejtek vad típusú (vt) vagy mutáns SAP, FynT tirozin-kináz és SLAM 

(bal panel) vagy 2B4 (jobb panel) receptorokkal történt 

kotranszfekcióját követıen került sor. A cDNS-ek kombinációját az 

egyes panelek felett +/- jellel jelöltük. A lizált sejteket (1x107 cells) az 

immunprecipitáció (IP) során a SLAM (bal) illetve a 2B4 (jobb) 

receptorokat felismerı monoclonalis antitestekkel hibridizáltuk. A 

mintákat Western blot (WB) vizsgálattal anti-SLAM (α-SLAM), anti-

2B4 (α-2B4), anti-myc (α-MYC) és anti-FLAG (α-FLAG) antitestek 

felhasználásával elemeztük. A FLAG-SAP (vt) illetve a FLAG-

p.G16D fúziós proteineket és a SLAM vagy 2B4 receptorokat 

immunoprecipációval anti-SLAM vagy anti-2B4 antitestekkel, illetve 

anti-FLAG M5 immunblottal mutattuk ki. 
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WB: α-FLAG
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A COS-7 sejtekbe transzfekcióval bejutatott Fyn tirozin-kináz foszforilálja az 

ugyancsak transzfekcióval 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 (3. ábra). 

 

5.2 Invazív Cryptococcus laurentii fertızés X-kromoszómához kötött 

hyper-immunglobulin M szindrómában szenvedı kilenc éves 

fiúgyermekben  

Egy X-HIGM szindrómában szenvedı betegben (II.2, 4. ábra, a panel)  

invazív C. laurentii fertızés kialakulásáról számoltunk be. Az áramlási 

citometriás vizsgálatok a PMA és ionomycin aktivált T-sejtek felszínén a 

CD40L expresszió hiányát mutatták (64).  

 

5.2.1 Mutáció a CD40L génben 

A mutáció analízis vizsgálatok a beteg (B, II.2; 4. ábra, b panel) esetében a 

CD40L gén, 2-es exonján, a 216. nukleotid pozícióban hemizigóta formában 

C>A transzverziót igazoltak (c.216C>A). Az édesanya (I.1;) ugyanerre a 

mutációra nézve heterozigótának bizonyult.  
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B

a)

b)

c)

I.1 II.2

p.C72X

II.

I.

1 MIETYNQTSPRSAATGLPISMKIFMYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLH

61 EDFVFMKTIQRCNTGERSLSLLNCEEIKSQFEGFVKDIMLNKEETKKENSFEMQKGDQNP

121 QIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSN

181 REASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVN

241 VTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL

 

4. ábra X-kromoszómához kötött hyperimmunglobulin M (X-HIGM) 

szindrómában szenvedı beteg családfája és a család molekuláris 

genetikai vizsgálatának eredményei. a) A beteg családfája. Szürke 

négyzetek, fiú betegek X-HIGM szindrómával; áthúzás, meghalt 

betegek; B, beteg. b) A genomiális DNS szekvenálás eredményeit 

mutató elektroforegrammokon a CD40 ligand (CD40L) gén 2-es 

exonján c.216C>A báziscsere látható a betegben (B, II.2) 

hemizigóta, édesanyjában (I.1) heterozigóta formában. A mutáció 

helyét aláhúzással jelöltük. c) A CD40L protein aminosav 

szekvenciája (fekete-kék váltakozó színek, exonok; piros bető: 

átfedı aminosav); a nonsense mutáció következtében a 72. 

aminosav pozícióban a protein szintézis leáll.  

 

Fehérje szinten a mutáció a 72. aminosav pozícióban stop codon 

képzıdéséhez vezet (p.C72X) (4. ábra, c panel). A beteg idısebb 

fiútestvérében (II.1) genetikai vizsgálat végzésére ugyan nem volt 

lehetıségünk, de az X-HIGM szindrómának megfelelı súlyos klinikai kép és az 
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X-kromoszómához kötött öröklıdésmenet alapján feltételeztük, hogy a 

testvéréhez hasonlóan édesanyjától ı is a hibás allélt örökölte.  

 

5.2.2 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 (5. ábra).  

           

5. ábra. Nyirokcsomó szövettani vizsgálat és a cerebrospinalis 

folyadékból nyert minta tenyésztése. a) A nyaki nyirokcsomóból 

nyert szövettani mintában perjódsav-Schiff reagens festéssel kerek 

és ovális, élesztıszerő mikroorganizmusok láthatók. b) A 

cerebrospinalis folyadékból nyert minta "bird seed" agar táptalajon 

történı tenyésztésekor fekete gombatelepek formájában mutatkozó, 

tokos cryptococcusok láthatók.   

 

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 

a b 
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hagyományos módszerekkel is megismételve, a laktóz és a melibióz bontás, 

valamint a csökkent hıtőrés alapján C. neoformans kizárható volt. 

 

5.3 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. 

 

5.3.1 Mutációk az SBDS génben 

Mutáció analízis vizsgálattal a beteg gyermekben (B, II.2) az autoszomális  

recesszív öröklıdésmenetnek megfelelıen, összetett heterozigóta állapotot 

igazoltunk (6. ábra, b panel). 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) 
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illetve a 175. aminosav argininrıl triptofánra (p.R175W) változik (6. ábra, c 

panel). Stop kodon tehát nem keletkezik, így a SBDS szintézise nem áll le, de 

hibás funkciójú fehérje szintetizálódik. A család genetikai vizsgálata az anya 

(I.1), az apa (I.2) és az egészséges fiútestvér (II.1) esetében hordozó állapotot 

igazolt. Az édesanya idıközben ismét várandós lett és kérte születendı 

gyermeke prenatalis genetikai vizsgálatát. A magzat (II.3) 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. 

a)

b)

c)

BII.

  1 MSIFTPTNQIRLTNVAVVRMKRAGKRFEIACYKNKVVGWRSGVEKDLDEVLQTHSVFVNV 

 61 SKGQVAKKEDLISAFGTDDQTEICKQILTKGEVQVSDKERHTQLEQMFRDIATIVADKCV 

121 NPETKRPYTVILIERAMKDIHYSVKTNKSTKQQALEVIKQLKEKMKIERAHMRLRFILPV 

181 NEGKKLKEKLKPLIKVIESEDYGQQLEIVCLIDPGCFREIDELIKKETKGKGSLEVLNLK 

241 DVEEGDEKFE 

p.N121T p.R175W

3. exon
c.362A>C

4. exon
c.523C>T

I.

I.1 II.1 II.2 II.3 I.2

 

6. ábra Shwachman-Diamond szindrómában (SDS) szenvedı beteg 

családfája és a család molekuláris genetikai vizsgálatának 

eredményei. a) A beteg családfája. Szürke négyzet, SDS-ben 

szenvedı fiú beteg; szaggatott kör, leánymagzat; félig kitöltött 

négyzet és kör, hordozó állapot; B, beteg. b) A genomiális DNS 

szekvenálás a betegben (B, II.2) összetett heterozigóta állapotot 

igazolt; a mutáció helyét aláhúzással jelöltük. Az apa (I.2) és az 

idısebb fiútestvér (II.1) a  (c.362A>C) mutációra, az anya (I.1) és a 
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fetus (II.3) a c.523C>T mutációra nézve bizonyult hordozónak. c) A 

mutációk következménye az SBDS protein aminosav 

szekvenciájában (fekete-kék váltakozó színek, exonok; piros bető: 

átfedı aminosav). A mutációk helyét nyilak jelölik.  

 

5.3.2 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 bp hosszúságú keletkezik, míg a mutációt 

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

gélelektroforézis képen (7. ábra).  

 

  836 bp 
653 bp 

63 bp 

   L   V  Ap  B  An  Ft  F  K  

183 bp 
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7. ábra Az SBDS gén c.362A>C mutációjának elıfordulása 

Shwachman-Diamond szindrómában szenvedı betegben és 

családtagjaiban PCR-RFLP vizsgálattal 2%-os agaróz gél 

elektroforézist követıen. A mutáció a MaeIII restrikciós enzim 

számára egy új, második hasítási helyet hoz létre. A mutációt nem 

hordozókban (homozigóta, vad típus) egy 836 és egy 63 bázispár 

(bp) hosszúságú hasítási termék keletkezik, ezt látjuk az anya (An), 

a fetus (Ft) és az egészséges kontroll (K) esetében. A mutációt 

hordozókban, így az apában (Ap), az idısebb fiútestvérben (F) és a 

betegben (B) négy különbözı hosszúságú (63 bp, 183 bp, 653 bp 

és 836 bp) hasítási terméket látunk a gélelektroforézis képen. L, 

molekulasúly létra; V, vízkontrol.  

 

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

egyértelmően 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.  

 

5.3.3 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 (8. ábra).  
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8. ábra A mutáns SBDS fehérjék féléletidejének meghatározása. A) 

A FLAG-SBDS fúziós fehérjék Western-blot analízise. pCMV-FLAG 

plazmid segítségével a COS 7 sejteket vad típusú (vt) és mutáns 

SBDS cDNS-sel transzfektáltuk. A sejteket 48 órával a transzfekciót 

követıen lizáltuk és M5 antitestekkel hibridizáltuk. Az 

immunprecipitátumokat 4-15% SDS polyacrilamid gélen 

szeparáltuk, majd PVD membránra vittük át. B) A mutáns SBDS 

fehérjék féléletidejének meghatározása COS 7 sejtekben. A 

vizsgálatot az "Anyagok és módszerek" fejezetben leírtaknak 

megfelelıen végeztük. Az egyes panelek [35S]metioninnal és 

[35S]ciszteinnel jelült SBDS proteinek autoradiográfiás képét 

mutatják különbözı idıpontokban (0, 5, 10, 20 és 25 ó) a 

fehérjeszintézist gátló cycloheximid eltávolítását követıen. C) A vt 
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és a mutáns fehérjék mennyiségét a fenti idıpontokban 

denzitometriás vizsgálattal határoztuk meg, 100%-nak a 0. 

idıpontban mért fehérje mennyiséget tekintve.  

 

5.3.4 Az SBDS és rokon génszekvenciák összehasonlító analízise 

A 9. ábrán látható, hogy 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.  

 

 

Homo sapiens  GTGAATCCT ---/---  CTTCGGTTC 
Mus musculus  GTGAACCCA ---/--- TTGCGCTTC 
Rattus norvegicus  GTGAACCCG ---/--- TTGCGCTTC 
Gallus gallus   GTGAATCCT ---/---  TTACGATTT 
Danio rerio    GTGAATCCT ---/---  CTGCGCTTC 
 

Figure 9. Az SBDS és rokon mRNS szekvenciák összehasonlító 

szekvencia analízise ClustalW szekvencia illesztı program 

segítségével. Felül a mutációk helyét jelöltük a cDNS-nek megfelelı 

számozás szerint.  

 

6.  MEGBESZÉLÉS  

 

6.1 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 

c.362A>C c.523C>T 
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család mutáció analízis vizsgálata az SH2D1A 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 [68]. 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 [43, 68]. Eddigi megfigyelések alapján a 

missense mutációk a betegség enyhébb lefolyású, kevésbé súlyos kimenetelő 

formáját eredményezik. Saját adataink ezt a megfigyelést nem erısítik meg.  
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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 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 [30, 

50].  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.   

 

6.2 X-kromoszómához kötött hyper-immunglobulin M szindróma  
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Egy kilenc éves X-HIGM miatt gondozott fiúgyermek esetét ismertettük, akiben 

a mikrobiológiai, a szerológiai és a biokémiai vizsgálómódszerek segítségével 

invazív C. laurentii ferızést 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 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 
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növekvı elıfordulását észlelték bırfertızésekben, keratitisben, 

endophthalmitisben, tüdı tályogban, peritonitisben, meningitisben és 

fungaemiában [13, 16, 32, 33, 36, 40, 55, 65]. 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 [4]. 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 amphotericin B-re, fluconazol esetén pedig a 

minimális inhibitor koncentráció 4 és 64 µg/ml közötti [13, 32, 36]. Az 

érzékenységi vizsgálatok eredménye alapján és a fluconazol kisebb toxicitása 

miatt, betegünkben fluconazol terápiát alkalmaztunk. Saját és mások [16] 

tapasztalata alapján immunhiányos betegek fluconazol-érzékeny C. laurentii 

fertızése esetén, a fluconazol az elsıként választandó antifungalis szerek 

közé tartozik.  

 

6.3 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 
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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 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 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 
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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 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 
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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 SAP fehérje 

funkcióvesztését a mutáns, p.G16D protein fiziológiás 

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

károsodása magyarázhatja.   

• 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 
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következménye lehet, hanem összetett heterozigóta formában 

missense mutációk is eredményezhetik.  

 

8. KONKLÚZIÓ  

 

Az elmúlt évtizedben a molekuláris genetika területén robbanásszerő 

fejlıdésnek lehettünk szemtanúi, amely számos korábban misztikusnak vélt 

immunhiányos betegség patomechanizmusának megértéséhez vezetett. A 

közelmúltban több primer immundeficientia molekuláris genetikai alapjait 

sikerült tisztázni, így fény derült a rövid végtagú törpeség, az X-

kromoszómához kötött IPEX szindróma, a NEMO deficientia, a leukocyta 

adhéziós deficientia II. típusa és a fokozott radioszenzitivitással társuló SKID 

hátterére. Bár a klinikai szintő manifesztációkat nem minden esetben tudjuk 

egy jól meghatározott molekuláris eseményhez kötni, a klinikai immunológiai 

megfigyelések és az immunológiai alapkutatások molekuláris szintő 

eredményeinek folyamatos összevetése mindkét oldal számára gyümölcsözı 

lehet. A primer immundeficientiák hasznos modellként szolgálhatnak a jövı 

kutatásaiban, az autoimmun vagy az allergiás immunpatomechanizmusú, 

multifaktoriális betegségek tanulmányozására is.     

Ha a tünetek hátterében herediter betegség lehetısége is felmerül, a 

családi anamnézis mellett, a családfakészítésnek is az elsı diagnosztikus 

lépések között kell szerepelnie. Bár a legtöbb öröklött immundeficientia 

genetikai szintő leírására csak a közelmúltban került sor, a családfák és a 

családtagok anamnézisének pontos elemzése, az esetek többségében segít 

feltérképezni a korábbi generációk érintett családtagjait, akiknek a klinikai 
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tünetei, kórlefolyása a betegével megegyezı. A precíz adatgyőjtés, a távoli 

rokonok felkutatása természetesen idıigényes feladat és rendszerint több 

családlátogatást igényel, mint csak a beteg közvetlen hozzátartozóival való 

elbeszélgetést. A családtagok korábbi zárójelentéseinek, orvosi 

dokumentációjának áttekintése is hasznos lehet.  

Az immunológiai alapkutatások és a genetikai szőrıvizsgálati 

módszerek és mőszerek fejlıdése, az immunrendszer számos betegségének 

molekuláris szintő megértéséhez vezetett. Az immunbiológia területén 

növekvı tudásunk egyben lehetıséget teremtett új terápiás eljárások 

bevezetésére, nemcsak az immundeficientiák, hanem különbözı autoimmun-, 

gyulladásos-, illetve transzplantációhoz kapcsolódó betegségekben is. Az 

immundeficientiák molekuláris kutatása területén tapasztalható hatalmas 

fejlıdés ellenére maradtak kihívások. Ezen lehetséges kihívások egyike a 

mutáns gén korrekciója ıssejt transzfekcióval. A primer immunhiány 

betegségekben, a génterápiás próbálkozások kezdeti eredményei biztatónak 

tőnnek, és remény van arra, hogy a génterápia hamarosan az elsı vonalbeli 

terápiás eljárások között szerepeljen.     
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