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CD
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Epstein-Barr virus
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stimulating factor
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1. BEVEZETES

Az elsé veleszlletett immunhiany betegséget, az X-kromoszémahoz ko6tott
agammaglobulinaemiat 1952-ben Ogden Bruton amerikai katonaorvos ismerte
fel, aki recidivaldé, sulyos fertézésben szenvedd filgyermekben a
gammaglobulin csucs teljes hianyat észlelte a fehérje elektroforézis képen
[10]. Az els6 agammaglobulinaemias beteg esetének leirasat tébb évtizedes
kutatbmunka koévette, amely kdzel 150 primer immundeficientia (PID) betegség
felismeréséhez vezetett.

Az elmult 15 évben a molekularis genetikai diagnosztika fejlédésének
k6szénhetéen tébb mint 110 primer immunhiany betegség genetikai hatterét
sikertlt tisztazni. Az esetek dontd tébbségében a molekularis genetikai
vizsgalatok segitségével pontos diagnézis allithatdé fel és Uj terapias
mobdszerként egyre nagyobb teret hodit a génterapia is. A genotipus-fenotipus
vizsgalatok és az Allatkisérletes modellek révén a PID betegségek
tobbségében tisztdzhaté a betegség patomechanizmusa és az érintett
génekrél atirdédd fehérjék funkcidja. A nagyléptéki fejlédés ellenére azonban
mind a mai napig nem ismert, hogyan vezet, pl. a BTK vagy a WASP gén
mutécidja X-kromoszémahoz koétdétt agammaglobulinaemia illetve Wiskott-
Aldrich szindréma kialakulasahoz. A velesziletett immunhiany betegségek
diagnosztikajaban elért eredmények a molekularis genetika fejlddésének egyik

legreprezentativabb bizonyitékai.

1.1 Mutacié analizis primer immundefektusokban
Immundefektusnak vagy méas néven immundeficientianak, immunhidanyos

allapotnak, az immunrendszer csdkkent, extrém esetben hianyzé mikddéesét
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nevezzik. A defektusok lehetnek primerek, amikor az immunitashiany az
immunrendszer  6roklétt  rendellenességének  kdvetkezménye, amely
kilbnbdz6 fert6zések, allergia, autoimmun és daganatos betegségek
kialakulasara hajlamositia az egyént. Immunhidanyos allapotra utalhat a
kronikus étvagytalansag, az emésztési es felszivdédasi zavar, az iddlt
hasmenés, a gyakori héemelkedés és laz, a somaticus retardatio, a
vérzékenység és a sulyos oltasi reakcio. A legjellemzdbb kdvetkezmény a
gyakori, recidivalé, sulyos lefolydsu, terapiara rosszul reagald, valtozo
lokalizacioju, gyakran maradvanytiinetekkel gyégyuld fertézések kialakulasa.
Kulénds figyelmet érdemelnek az opportunista, ritkan eléfordulé kérokozék
altal okozott recidival6 infekciok, az antibiotikum kezelés mellett is szokatlanul
elhizodé lefolyas vagy az infekciok szévédményeinek szokatlan sulyossaga.
Az érintett csaladokban gyakran észlelheté a fert6zésekre valé fogékonysag
halmozott el6forduldsa, immundefektus, autoimmun betegség, allergias
hajlam, malignus megbetegedés vagy korai gyermekhalal.

Gyakorlati szempontbdl a PID betegségek a kdvetkezd csoportokba
sorolhatdk: 1) az elsé viszonylag nagy esetszamu csoportba az antitest illetve
a komplement deficientidk tartoznak, amelyek recidiv alsé és felsd léguti
fert6zések kialakulasara hajlamositanak; 2) a T-sejt illetve a kombinalt
immundeficientidkra a somaticus fejl6édés elmaradasa, visszatéré6 hasmenések
és opportunista fertézések jellemzdk; 3) a phagocyta sejt defektusokra a
pyogen baktériumok és gombak A&ltal okozott nydlkahartya és invaziv
fertézések tipusosak.

A PID betegségek klinikailag heterogén korképek. Az immundeficientidk

egy része a tipusos klinikai tinetek és a jellegzetes kérokoz6 spektrum alapjan
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egyértelmien felismerhetd. Az esetek nagyobb szazalékaban azonban a
humoralis és a cellularis immundeficientiak, valamint a komplement defektusok
tinettandban atfedések észlelheték. Mindezek miatt a pontos diagnézis
megallapitdasahoz a részletes anamnézis, a fert6zések etiologiajanak,
lefolyasanak, tipusanak, lokalizaciojanak gondos elemzése, az ismételten
elvégzett fizikalis vizsgalat, a rutin laboratoriumi vizsgalatok és az in vivo és in
vitro immunoldgiai tesztek sokszor nem elegendbéek; az egyértelmi
diagnézishoz genetikai vizsgalatra is szikség van.

Napjainkban az immundeficientidk molekularis genetikai kutatasaban
robbanasszerli fejlédés észlelhet6. Egy évtizede meég alig néhany
immundeficientia gén volt ismert, napjainkban azonban egyre t6bb
immundeficientia esetén tisztazhaté a hattérben allé betegségi gén. Csak
2003-ban 13 kilénb6z6, primer immunhianyos betegség genetikai hatterét
sikerult tisztazni [25]. A jelenleg ismert 111 immundeficientia gén felismerése
hozzajarult a velesziletett és az adaptiv immunrendszer fejl6édésének és
szabalyozasanak jobb megértéséhez.

Az immunhianyos allapotok korai felismerésében — béar alacsony
incidenciaju megbetegedésekrdl van szd6 — a genetikai szlrévizsgalatoknak
oriasi jelentésége van. A korai, biztos diagnozis lehetévé teszi a fert6zések
kialakulasanak megel6zését és korai adekvat immunterdpigjat, a genetikai
tanacsadast, a hordozdallapot kiszlrését, a prenatalis diagnozist. A PID-ben
szenvedd betegek esetén a gén szintl diagnosztika a kévetkez6k miatt nem

nélkilézheto:
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1) A molekuléaris genetikai vizsgélatok megerdsithetik a feltételezett
diagnézist, ami kilénésen akkor fontos, ha a laboratoriumi leletek és a
klinikai kép a klasszikustol, a megszokottdl eltérd, szokatlan.

2) A genetikai vizsgalatok segitségével fény dertlhet az immunregulatio
addig még ismeretlen részleteire és tisztazhaté az immunhianyos
betegség patomechanizmusa.

3) A PID altal érintett csalddokban a prenatalis genetikai vizsgalatok ériési
jelentéségét a csaladtervezeésben nem kell hangsulyozni.

A primer immundefektusok l|ényegesen gyakoribbak, mint azt korabban
gondoltuk. Ma mar tébb mint 150 kil6nbdz6 immunhianyos betegség ismert,
amelyek szama a genetikai kutatasok nagymértéki fejlédésével egyre
gyarapszik. A leggyakoribb primer immundefektus, a szelektiv IgA hiany
el6fordulasi gyakorisaga 1:500 és legalabb ilyen aranyban az immunhianyos
betegségek nem kerllnek felismerésre, vagy téves diagnézis szlletik [7]. A
becsult gyakorisdg tehat Magyarorszagon 1:250. Ezek a szamadatok is
megerdsitik, hogy ezekre a betegekre kiléndsen nagy figyelmet kell
forditanunk. A mutacié analizissel diagnosztizalhaté primer immundefektusok
szdma ma mar tébb mint 110. Laboratériumunkban 2003-ig déntéen a
humoralis és a cellularis immunvalasz felmérésére alkalmas funkcionalis,
immunkémiai és biokémiai modszereket alkalmaztunk. A  korszeri
diagnosztikai feltételek biztositasa szikségessé tették molekularis genetikai
vizsgaldmobdszerek beallitdsat is. A Magyar Gyermekimmunoldgiai
Munkacsoport 2002-es konferenciajan megfogalmazddott az igény, hogy
Magyarorszagon legalabb egy helyen Iétre kell hozni immundeficientia

molekuléris genetikai kdzpontot. A nagy varakozast koévetdéen, 2003-ban
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Tanszéklinkén létrej6tt molekularis genetikai laboratérium orszagos igényt
igyekszik  kielégiteni, hiszen laboratériumunkban a hagyomanyos
vizsgaloméddszereken kival a mutacié analizis és mas molekuléris genetikai
vizsgalatok elvégzése is Dbiztositott. A ritka, O6rokl6ddé  primer
immundeficientidban  szenved6é betegek és csaladtagjaik szamara
laboratériumunkban a prenatalis genetikai diagnosztika is hozzaférhetd, igy
lehet6éséglnk van arra is, hogy a csaladtervezésnél felmerll6 fontos
kérdésekre valaszt adjunk.

Az esetek egy kis részében a genomikus DNS vizsgdalata sem mindig
elegendd, hiszen ugyanaz a fenotipus nem egyszer kilénbdz6 géndefektusok
kévetkezménye is lehet; sét, ugyanaz a génmutacié sokszor egy csaladon
belll is teljesen eltérd fenotipusos megjelenést eredményez. Ezen genotipus-
fenotipus megfigyelések tovabbi kutatdsokra 0Oszténdznek, elsésorban a
kdrnyezeti és mas genetikai faktorok pontos szerepének tisztdzgsara és a
gének szerkezete és funkcidja kozo6tti  dsszefliggések  pontosabb

megismerésére.

1.2  Célkitiizések

Az Infektologiai- €és Gyermekimmunologiai Tanszék primer immundeficientia
munkacsoportjaban 2000 6ta dolgozom. A Tanszék orszagos vezetd kdzpont
a velesziletett immunhiany betegségek diagnosztizalasaban, az érintett
gyermekek kezelésében és gondozasdban. PhD kutatdsi terlletem a
velesziletett immunhiany betegségek patomechanizmusa és molekularis
genetikaja, kalonds tekintettel a mutacié analizis vizsgalatokra és a mutans

fehérje funkciondlis valtozdsanak meghatarozasara. Az értekezésben X-
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kromoszomahoz kotétt lymphoproliferativ betegségben, X- kromoszdémahoz
kétott  hyper-immunglobulink® M szindromaban és Shwachman-Diamond
szindrbmaban szenveddé betegekben végzett molekularis genetikai
vizsgalataink eredményérdl szamolok be. A postnatalis genetikai vizsgéalatok
mellett, kilén is hangsulyozom a prenatalis genetikai vizsgalatok jelentéségét

a velesziletett immunhianyos betegségek diagnosztikajaban.

2.  VIZSGALT PRIMER IMMUNODEFICIENTIA SZINDROMAK

2.1 X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegség

Az X-kromoszémahoz koététt lymphoproliferativ.  betegség  (X-linked
lymphoproliferative disease, XLP), vagy elsé leiréjar6l Purtilo-betegség, illetve
az elsd csaladrol, amelyben leirtak, Duncan-betegség, X-kromoszémahoz
kotott, recessziven 06roklédé, ritka immunhiany, amelyre sulyos T-sejtes
immundeficientia, az Epstein-Barr virus (EBV) fert6zéssel szembeni feltlind
fogékonysag és az EBV elleni védekez6képesség hianya jellemzé [51, 61, 69].
Egészséges gyermekekben a primer EBV fertézés altaldban tinetmentes vagy
tinetszegény forméban zajlik és vezet szerokonverzid kialakulasahoz [66].
ldésebb gyermekekben eés fiatal feln6ttekben, az EBV fert6zés infekcios
mononucleosis  (IM) képében mutatkozik, magas lazzal, massziv
lymphadenopathiaval, hepatosplenomegaliaval és lymphocytosissal.
Immunkompetens szervezetben a viruskapszid-antigén (VCA) ellen termel6dé
immunglobulin (Ig) G molekuldk és az EBV nuclearis antigén (EBNA) ellenes
antitestek pozitivitasa jelzi a betegség atvészelését [67]. Ezzel szemben, XLP-

ben szenved6 filgyermekekben az EBV fert6zés sulyos, gyakran fatélis IM
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(FIM) formajaban zajlik. Az IM-t tulélé betegekben szévédményként 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
lymphoproliferativ betegség EBV infekcioé nélkil is jelentkezhet [9]. XLP-ben a
T- és NK-sejtes cytotoxicitds és az Ig izotipus valtas sulyos zavara észlelhetd,
valamint az EBV-specifikus antitestek rendszerint hianyoznak [5, 49, 57, 61].
Az XLP betegségi gén, az SH2D1A, amelyet 1998-ban héarom
munkacsoport is azonositott, az X-kromoszoéma hosszu karjan, az Xqg25
régiora lokalizalhaté [15, 46, 58]. Az SH2D1A gén egy 128 aminosavbdl
felépll6é kis fehérjét kodol, amelyet a SLAM-hez (szignalizaciés lymphocyta
aktivaciés molekula, signaling lymphocyte activating molecule) asszocialt
protein utan, SAP-nak nevezink [58]. A SAP egyetlen SH2 funkcionalis
doménbdl feléplld szignalizaciés fehérje, amely a T- és NK-sejtekben
expresszalddik [58]. Szerkezetileg az EAT-2 (EWS/FLI1-activated transcript-2)
protein csaladhoz tartozik, amelynek tagjai a SLAM és mas, pl. 2B4 Ig
szupercsalad receptorokhoz kapcsolédnak [70]. A SAP vagy az EAT-2
kdtédese a SLAM citoplazmatikus részéhez meggétolja az SH-2 foszfatazok

kotédeset a SLAM citoplazmatikus farok részéhez [58].

2.2 X-kromoszémahoz kétott hyper-immunglobulin M szindroma

A hyper-immunglobulin M (HIGM) szindroma egy ritka velesziletett
immundeficientia, amelyre recidivalé fert6zések és normalis vagy emelkedett
szérum IgM szint mellett, jelentésen csékkent szérum IgG, IgA és IgE szintek

jellemzék. A HIGM szindroma CD40 ligand (CD40L), CD40, NF-xB
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esszenciadlis modulator (NEMO), aktivacio-indukalt citidin deaminaz (AID) és
uracil-DNS glikozilaz (UNG) deficientia kdvetkezménye egyarant lehet [21].

Az érintett betegek tdbbségében a betegség X-kromoszoémahoz kotétt
formdja (CD40L deficientia) észlelheté, amelynek oka a CD40L (CD154) gén
mutécidja. A CD40L a tumor nekrézis faktor (TNF) csalad tagja, amely aktivalt
CD4" T-sejteken expresszalodik [24, 34]. Receptora a CD40 glikoprotein,
amely els6sorban a B-lymphocytdk felszinén fejez6dik ki, de megtalalhato
monocitakon, a follicularis dentritikus sejteken, fibroblasztokon, endotél- és
timuszepitélsejteken is [48]. A CD40 gén mutacioi a CD40 csokkent
expresszidjahoz és a HIGM szindréma autoszomalis recessziv formajahoz
vezetnek [1, 2, 17, 26, 37]. A CD40/CD40L interakcié kiemelked6 jelentéségi
a B-sejtek proliferaciéjaban, érésében, a centrum germinativumok, az Ig
izotipus osztalyvéltds (class switch recombination, CSR) és a szomatikus
hipermutacié (somatic hypermutation, SHM) kilakulasaban. A CD40/CD40L
kapcsolddas a B-sejt memdria létrejéttében is nélkilézhetetlen. A T- és a B-
sejtek kdzotti kommunikacio karosodasa, (CD40L és CD40 deficientidk) [19,
27], vagy a CD40 medialt szignalizaciés utvonal mikédésének zavara esetén
(NEMO deficientia) az antigénstimuléciot kévetéen az IgM-t termeld B-sejtek
nem képesek 1gG, IgA és IgE immunglobulinokat termel6 B-sejtekké
differencialédni [31]. Az izotipusvaltas egy régié-specifikus génatrendezddés
kbvetkezménye, amelynek sordn a Cu és Cd nehézlanc gének, mas izotipust
kodold C-génnel (v, a, €) helyettesitédnek. A SHM soran az Ig gének variabilis
(V)-régiojaban, halmozottan pontmutaciok jénnek Iétre, amelyek az ellenanyag
repertoar névekedését eredmeényezik. A Muramatsu és mtsai altal 1999-ben

leirt AID [44], egy 198 aminosavbol feléplil6 mRNS enzim, amely
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nélkilézhetetlen a CSR és a SHM kialakulasahoz. Az AID deficientiak a HIGM
szindrbma autosomalis recessziv formajat okozzak [22, 54]. B-sejtekben a
CSR és az SHM intrinsic defektusai, mint pl. az UNG gén mutécidi szintén

HIGM fenotipus kialakulasahoz vezethetnek [52].

2.3 Shwachman-Diamond szindroma

A Shwachman-Diamond szindréma (SDS) ritka, autoszomalis recessziv
Oréklédésmenetld, multiszisztémas primer immunhiany betegség, amelyre
exocrin pancreas elégtelenség, metaphysealis dysostosis, ndvekedési
retardacio, csontveld dysfunctio és visszatérd fertézések jellemzék [6, 20, 38,
42, 60, 63]. A lymphoproliferativ és malignus hematoldgiai betegségek,
kilbnésen a myelodysplasids szindrbma és az akut myeloid leukémia
tarsulasa gyakori. A csontvel6i hypoplasia és zsiros infiltracio kdvetkeztében
valamennyi sejtvonal érintett lehet, de leggyakrabban neutropenia észlelhetd,
amely néha intermittald, ritkabban ciklikus jellegl [18]. Az exocrin pancreas
elégtelenség tlinetei mindig kimutathatdék és rendszerint mar 0jsz0l6tt korban
észlelhetdk, bar az életkor elérehaladtaval mérsékelt javulas varhato [29, 41].
SDS-ben gyakoriak a felsé és alsé léguti fertézések, a bdrgennyedések; a
korokozo spektrum rendkivil széles lehet.

Az SDS betegségi gén, az SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond
szindroma, SBDS gén) a 7. kromoszdma hosszu karjan, a gq11 régidban
talalhatdé, amely egy 250 aminosavbol feléptld proteint, az SBDS proteint
kodolja. SBDS egy rendkivil konzervalt protein csalad tagja, amelynek pontos
funkcioja maig ismeretlen. Boocock és mtsai (2003) szerint a kérkép az RNS

metabolizmus zavaranak kdvetkezménye lehet [8]. A legujabb kutatasok az
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SBDS fehérje funkcidjat a riboszémakhoz kétik, amely fontos szerepet jatszik
az exocrin pancreasszévet mikdédésében, a hematopoiesisben és a
chondrogenesisben egyarant. [59]. Az SDS mutaciok tdbbsége génkonverzid
kbvetkezménye, amely a SBDS és a vele 97%-0s szekvencia azonossagot
mutaté pseudogén (SBDSP) kdzétt jon létre [62]. Génkonverzidt a betegek
89%-ban lehetett kimutatni, 60%-ban pedig mindkét mutaciét Osszetett
heterozigéta formaban jelentkezé génkonverzié eredményezte [8, 35, 45, 47,
62, 71]. A génkonverzié rendszerint a 2. exon rdvid, kb. 240 béazispar (bp)
hosszUsagu szakaszat érinti. Egy 2004-ben, Japanban végzett tanulmany
szerint a génkonverzi6 a gén nagyobb szakaszan, az 1-3 exonokban is
létrejéhet [45].

Bar az SBDS protein egy rendkivlil konzervalt fehérje eukariotaktol
kezdve az emberig, pontos funkcidéja mégis tisztazatlan. A fehérje aminosav
szekvencigja nem mutat homoldgiat mas ismert fehérjékkel. Az SBDS protein
nagy valdszinliséggel az RNS metabolizmus szabalyozasaban jatszik
szerepet [3, 59, 62]. Ezt latszanak aldtdmasztani a fibroblast és Hela
sejttenyészetekben végzett transzfekcids kisérletek is, amelyek soran protein
expressziot elsésorban a nucleusban észleltek [3]. Az intranuclearis lokalizacio
tovabbi bizonyitéka lehet az SBDS fehérjének az RNS metabolizmus

szabalyozasaban betdltott nélkilozhetetlen szerepének.

3. BETEGEK

3.1  X-kromoszémahoz  kotott lymphoproliferativ  betegségben

szenvedd betegek
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A kilenc éves fiugyermeket (B1, 11.3; 1. abra, a panel), nyolc hénapos koraban
kezelték elészdr kdérhazban pneumonia és hypochrom anaemia miatt. Kilenc
éves Kkoraig egészséges volt, ekkor pharyngitis, hepatosplenomegalia,
lymphadenopathia, 1égzési elégtelenség, sargasag és bagyadisag miatt
igényelt  hospitalizaciét. Tizéras apolas utdn gyorsan progrediald
majelégtelenség, shock, agyi oedema és beékel6dés kdvetkeztében exitalt.
Szérumaban az anti-EBV IgM titer emelkedett volt. A szdvettani vizsgélatok a
majban, a lépben és a tidbben diffuz, atipusos lymphocytas és plazmasejtes
infiltraciot igazoltak. A nyirokcsomok thymus-dependens teriiletén a
lymphocyték jelentés mértéki depletidja volt lathatd. A beteg unokadccsének
(B2, Ill.1) kérhazi felvétele nyolc hénapos koraban kéthetes hurutos panaszok,
laz, pharyngitis, hepatosplenomegalia, maculopapularis exanthemak és
generalizalt lymphadenopathia miatt valt szikségessé. Gyors progressziot
mutaté majelégtelenség és légzési distress miatt gépi |élegeztetést igényelt,
de az intenziv kezelés ellenére a felvételéet kbvetd6 4. napon exitalt. A
sz@vettani vizsgalatok a majban, a csontvel6ben és a kbdzponti idegrendszer
tertletéen diffuz, T- és plazmasejtes infiltraciot igazoltak. A lymphocyta marker
vizsgalatok a nyirokcsomoékban és a majpan a CD8" T lymphocytak

dominancigjat és intakt B-sejtes terlleteket mutattak.

3.2 X-kromoszémahoz koététt hyper-immunglobulin M szindrémaban
szenvedd betegek

A HIGM szindromaban szenvedd filgyermek (B, 11.2; 4. abra, a panel)

egészséges szll6k masodik gyermekeként szlletett. Id6sebb fiutestvére (I1.1)

rekurral6 stomatitis aphthosa, visszatérd alsé és felsdé Iéguti infekciok,
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purulens otitis media, mastoiditis és bakteridlis pneumoniak miatt gyakran
igényelt kezelést; kilenc éves kordban pneumonia kévetkeztében exitalt. A
beteget el6szér harom éves kordban kezelték kérhazban egy hdnapja
perzisztald stomatitis aphthosa miatt. Véddoltasait (BCG, DiPerTe, MMR,
Polio) szévédmény nélkil megkapta. Laboratoriumi vizsgalatai normalis
lymphocyta és thrombocytaszamot mutattak, csékkent neutrophil granulocyta
szammal (330-792/mm?). Antineutrophil antitestek nem voltak kimutathatok. A
lymphocyta marker vizsgalatok normal tartoméanyba es6é T-, B- és NK-sejt
aranyt igazoltak. A szérum Ig izotipus szintek kézll az IgM (1.2-1.6 g/l; kontrol:
0.5-2.0 g/l) és IgA (0.78-1.25 ¢/I; kontrol: 0.5-2.8 g/l) koncentraciok a
korspecifikus normal tartomanynak megfeleltek, azonban az IgG izotipus
mérsékelten csdkkent koncentraciéban (4.0-4.2 g/l; kontrol: 4.9-10.6 g/l) volt
mérhetS. Aramlasi citometrids vizsgalatokkal az in vitro aktivalt (PMA,
ionomycin) CD4" T-sejtek felszinén CD40L expresszié nem volt kimutathaté. A
beteg a késObbiekben léguti és gastrointestindlis fert6zések, rekurrald
stomatitis aphtosa, purulens otitis media és bakteridlis pneumonidk miatt
szamos alkalommal igényelt kezelést. Négy éves koratdl rendszeresen,
havonta részesiilt intravénas IgG (IVIG) szubsztiticiéban. Hat éves koraban
irregularis ciklusokat mutaté neutropenia és visszatér6 szajnyalkahartya
candidiasis miatt rekombinans human granulocyta-kolénia stimulalé faktor (G-
CSF) kezelésben részesllt. A kombinalt IVIG (400 mg/kg/ho) és a G-CSF (5-
10 U/kg/die) kezelés tartos tinetmentességet és normalis granulocyta szamot
(>1500/mm?) eredményezett.

Kilenc éves kordban jelentkezd cervicalis és submandibularis

nyirokcsomé duzzanat és mérsékelt hepatosplenomegalia hatterében EBV és
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T. gondii infekcié kizarhaté volt. A nyirokcsomd szbvettani vizsgalat
granulomatosus |éziét igazolt. Perjodsav-Schiff-festéssel kerek és ovalis,
vékony tokkal rendelkezd, élesztészerli mikroorganizmusok voltak lathaté,
amelyek Krutsay-festéssel is pozitivnak bizonyultak (5. abra). Hamarosan
fejffajds, hanyinger, tarkokotbtiség €és  somnolentia  alakult ki, A
fehérvérsejtszam 9200/mm? volt, 54% neutrophil és 8% eosinophil szammal. A
cerebrospinalis folyadékban (CSF) 0.51 g/l protein, 3.1 mmol/L glik6z és
1193/mm?® mononuclearis sejt volt kimutathat6. A mellkas réntgenfelvétel és az
agyi CT negativ volt. Specidlis festéssel a CSF-ben cryptococcusra jellegzetes
kerek illetve kissé ovalis, tikoértojashoz hasonlo, tokos, élesztdsejtek voltak
lathatok.

A betegbdl izolalt C. laurenti amphotericin B-re és fluconazolra is
érzékenynek bizonyult (Fungitest, BioRad). Egy hdnapos intravénas fluconazol
(12 mg/kg/die) terapia hatasara gyors klinikai javulas volt észlelhetd, a
nyirokcsomé duzzanat megsziint, az ismételt CSF tenyésztés negativ volt. A
fluconazol terapiat még tovabbi hdrom hénapon at 6 mg/kg, illetve tovabbi hat
hénapig 4 mg/kg napi dozissal folytattuk. Tiz honapos kezelést kdvetéen a
hemokultira is negativva valt. Egy évvel a terdpia befejezését kdvetben

relapszus nem volt észlelheté.

3.3 Shwachman-Diamond szindromaban szenvedé beteg

Az 6t honapos fiucsecsemét (B, 11.2; 6. abra, a panel) immundeficientia
gyanuja miatt utaltdk Tanszéklinkre kivizsgalasra. A kisded, egészséges
szllék masodik gyermekeként, normalis idére, 2950 grammal, 47 cm-rel

szlletett. Az Ujszuldtt két napos kordban légzési elégtelenség, anaemia és
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pneumonia miatt intenziv osztalyos kezelést igényelt. A klinikai képet mar
Ujszilott koratdl halmozottan jelentkezd, bakteridlis és viralis l1éguti infekcidk,
permanenssé valdo nyalkds, zsirfényl, nagyobb témegl rendellenes
székletlrités, haspuffadds, pyodermak, hanyasok, megfeleld kalbriabevitel
mellett sem javul6 dystrophia uralta. A végtagokon, a mellkas és a hat bérén
viszket6, ekzematoid bdrtlinet alakult ki. Szlletése ota észlelheté volt
mérsékelt thrombocytopeniaval (thrombocyta, 52-125 x 10%mm?®) tarsul6
fokozdédd anaemidja (hemoglobin, <9.0 g/dL) és neutropenidja (neutrophil,
<1.000/mm®). Kételez6 véddoltasait (BCG, DiPerTe, Polio) szévédmény nélkill
megkapta. Harom hoénapos koraban a krénikus hasmenés hatterében a
széklet emelkedett zsirtartalma és csodkkent tripszin/chimotripszin aktivitdsa
alapjan exocrin pancreas elégtelenséget diagnosztizaltak. Mucoviscidosis az
ismételten negativ verejték és a cysticus fibrosis irdnyl genetikai vizsgalat
alapjan egyeértelmten kizarhaté volt. A pancreas enzimpotlo kezelés és a
zsirban oldédé vitaminok supplementatidja ellenére, a gyermek suly- és hossz
percentil érteke — egy hénapos koratdl fokozoédd mertékben — 3 percentil alatt
maradt. A csontok réntgen vizsgalata az epifizisek mineralizacios defektuséra,
metaphysealis dysostosisra utalt. A nyirokcsomék, a Iép és a maj mérsekelten
megnagyobbodott volt.

Immunoldégiai vizsgalatai soran a szérum |g izotipusok a korspecifikus
tartomanyban vagy emelkedett koncentraciéban voltak mérheték (IgG, 13.5
g/l, normdl tartomany: 2.4-8.8 g/l; IgA, 0.84 g/l, normal tartomany: 0.1-0.5 g/l;
IgM, 0.76 g/l, normal tartomany: 0.2-1.0 g/l). Az IgG alosztalyokban és a
lymphocyta subpopulacidkban eltérés nem volt észlelhetd: T-sejtek (CD3",

71%, normal tartomany: 60-85%; CD4", 53%, normal tartomany: 29-59%;
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CD8*, 18%, normal tartomany: 19-48%), B-sejtek (CD19*, 15%, normal
tartomany: 7-23%) és NK-sejtek (CD56", 15%, normal tartomany: 6-29%). A
csontvel6 valamennyi sejtvonalat érintéen hypoplasias volt, de clonalitasra,
myelodysplasidra utald eltérés nem volt kimutathatd. A névekedési retardatio,
az exocrin pancreas elégtelenség, a visszatérd infekciok, a perzisztald
neutropenia, anaemia és thrombocytopenia alapjan SDS klinikai diagnézisa

merdlt fel.

4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A rutin hematoldgiai, immunoldgiai, mikrobiolégiai és radiolégiai modszereket,

amelyekre a "Betegek" cimi fejezetben emlitést tettlink nem részletezzik.

4.1 Genomikus DNS izolalas

A genomidlis DNS (gDNS) szeparéalasa etiléndinitrilotetraecetsavval (EDTA)
alvadasgatolt periférias vérbdl és magzati chorionboholy mintdbdl QlAamp
DNA Blood Mini kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag) felhasznélasaval
tértént. A nyirokcsomé szévettani mintabdl térténé gDNS szeparalast és a
terhes édesanydk esetében a magzati gDNS izoldlasat, transabdominalis

chorion boholy mintavételt kévetéen a fenti DNS kivoné kittel végeztik el.

4.2 Génszekvenalas
Az SH2D1A gén 1-4 exonjanak, a CD40L gén 1-5 exonjanak és az SBDS gén
1-5 exonjanak amplifikélasa polimeraz lancreakcioval (PCR, Polymerase chain

reaction) az 1. tdbldzatban feltintetett PCR kondicidk és primer szekvenciak
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mellett tértént. A PCR reakcidelegy minden egyes exon esetén a kdvetkezéket
tartalmazta: 12.5 pL JumpStart REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix
(SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest), 6.5 uL desztillalt viz, 0.5 uL 50 pmol/uL
primer F, 0.5 uL 50 pmol/uL primer R és 5 uL gDNA.

1. Tablazat Primer szekvenciak, az amplifikalt DNS fragmentum bazispar (bp

hossza és az alkalmazott PCR kondiciok XLP, X-HIGM és SDS mutéacio
analizis vizsgalataban.

Amplifikalt  Sense primer Antisense primer Fragment
Exon 5 —3) (5 —3) hossz
(bp)

SH2D1A Kezdeti denaturacié 95°C-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95°C 30 mperc, 58°C 30 mperc, 72°C 45
mperc, végl 4 perc final extensio 72°C-on.

Exon 1 GAA GGA GGT TTA AGG CAA GTA GACA AGG GAT TGA GGC GAA AGT GT 49?2
Exon 2 TTG GGC AGA TAC AAT ATG GAG AC GGA CTG GGA CCA AAATTC 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 135
CD40L Kezdeti denaturacié 95°C-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95°C 30 mperc, 58°C 30 mperc, 72°C 45
mperc, véglil 4 perc extensio 72°C-on.

Exon 1 TTT GCT GGG AGA GAA GAC TAC TTG ACT AGG CAA CAA ACATTA 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 AACAGAGTA A CCC TGA TGC AAC AAC ACT 261
Exon 4 TCA GTG GGA GAG ATGTCA G GAA GGG AAT AGG AGA AGTGTA G 353
Exon 5 GGA AGG GGC CTT GAG AAT TGG GCT TAA CCG CTG TG 574
SBDS Kezdeti denaturacié 95°C-on 3 percig, majd 35 ciklus: 95°C 30 mperc, 52,2°C (1 exon), 56.6°C (2

exon), 60.2°C (3 exon), 53.7°C (4 exon), 54.8°C (5 exon) 30 mperc, 72°C 45 mperc (1, 4 és 5 exon),
40 mperc (2 exon), 90 mperc (3 exon) végill 4 perc extensio 72-C-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 733
GAC

Exon 3 GCT CAA ACC ATT ACTTACATATTGA  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 tisztitasa MICROCON YM-100 (Millipore Co., Bedford, USA)
tisztité oszloppal tértént. A PCR-termékek szekvencigjat BigDye Terminator
Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) felhasznalasaval
hataroztuk meg. A szekvenalasi PCR reakcié elegy 20 pL dssztérfogatban a
kdvetkezbket tartalmazta: 4 pL 5X szekvendlasi puffer, 4 uL BigDye

Terminator v3.1, 3 pL desztillalt viz, 1 puL 3.3 pmol/uL primer és 8 uL PCR
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termék. A szekvenalasi PCR termékek tisztitdsa SigmaSpin Post-Reaction
Clean-Up Columns (SIGMA-ALDRICH GmbH, Budapest) tisztitd oszlopokon
tortént. A mutacié analizis vizsgalatot ABI PRISM 310 illetve 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA) automata szekvenald
készllékkel vegeztik. A szekvenciat a korabban kozdélt vad tipusu SH2D1A,
CD40L illetve SDS szekvenciakkal hasonlitottuk 6ssze. A DNS mutaciok
szdmozdasa a cDNS (complementary DNS) szekvencidnak megfeleléen tértént.
A cDNA szamozasanal azt az altaldnosan elfogadott szabalyt alkalmaztuk,

amely + 1-nek a kezdé ATG kodon "A" nukleotidjat jeldli.

4.3 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) hozzaadasaval toértént [58]. A Jurkat T sejteket az American Type
Culture Collection bocsatotta rendelkezésunkre. Az anti-human SLAM
monoclonalis antitestet, a nyudl anti-SHP-2 polyclonalis antitestet, a
peroxiddzzal konjugalt kecske anti-egér antitestet és az anti-nyul IgG
polyclonalis antitestet a Santa Cruz Biotechnology-tél vaséaroltuk meg. Az anti-
egér 2B4 monoclonalis antitestet a Pharmingen, az anti-FLAG monoclonalis
M5 antitestet az Eastman Kodak Corporation, az EQKLISEEDL peptidet
felismeré anti-myc antitestet az Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA) cégtél

rendeltik meg.

4.4 Plazmidok és transzfekcio
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A mutans SHZ2D1A (p.G16D) és SBDS (p.N121T és p.R175W) cDNS-ek
amplifikalasa PCR-rel, a pontmutaciét is magaba foglalé oligonukleotid
primerek felhasznalasaval tértént [43]. A vad tipusu (vt) SAP és SBDS,
valamint a mutans p.G16D és p.N121T illetve p.R175W fehérjeket pCMV-
FLAG (Eastern Kodak Co.) vektor segitségével klénoztuk, hogy
fluoreszcensen jeldlt (FLAG)-SAP és (FLAG)-SBDS komplexet hozzunk létre
[43]. A pJFE14-SR vektor altal hordozott human SLAM cDNS a DNAX
Research Institute cég ajandéka volt. A human 2B4 cDNS-t pcDNAS.1
vektorban, a human FynT-t myc-FynT fuzids proteinként expresszaltuk [39]. A
COS-7 sejteket (1 x 10°) FuGene 6 &ltal bevitt, megfelelé cDNS-t tartalmazé
expresszids vektorral transzfektaltuk (Stratagene). A sejteket 72 éraval a

transzfekciot kdvetéen vizsgalatuk.

4.5 Immunprecipitacié és Western blot

A sejtek lizisét 0.5%-0s 3-[(3-cholamidopropil) dimetilamma®nio]-1-
propanszulfat (CHAPS) oldattal végeztik, az immunoprecipitaciéhoz 2 6ran at
4 °C-on kilénb6z6 antitesteket €s 30 pl protein A-agardz gydngyét (Invitrogen)
hasznaltunk. A fehérjéket sodium dodecil szulfat-polyacrilamid gél
electroforézissel (SDS-PAGE) szeparaltuk és polyvinyl difluorid (PVD)
membranra (Immobilon, Millipore Corp.) vittlk at. A filtert 1 6ran at 5%
blokkoltuk, majd a megfelel6 primer antitesttel kezeltik. A lek6t6dott antitestek
kimutatasara, szekunder antitestként peroxidazzal-konjugdalt antitestet

alkalmaztunk (Supersignal, Pierce).

4.6 Pulse-chase assay
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A transzfektalt COS-7 sejteket 1 Oras metionin és cisztein megvonast
kdvetden, Tran®*S-jeldlt (ICN Radiochemicals, Cleveland, OH) [**S]metioninnal
és [*Slciszteinnel harom 6ran &t kezeltiik [28]. Az Ujonnan szintetizalt
proteinek eltavolitasa cycloheximidet (végsé koncentracid, 25 ug/ml)
tartalmaz6 médiumban tdrtént. A sejt alikvotok (5 x 10° sejt) lizisét kdvetden, a
radiojeldlt vt és mutans SAP és SBDS proteineket immunprecipitacioval M5
FLAG-antitest segitségével analizaltuk. A fehérjek szeparalasa 15%-o0s SDS-
PAGE segitségével tortént (BioRad, Hercules, CA). Az autoradiografiat
megel6z6en a gélt Immobilon membranra vittlk at vagy PVD nylon

membranra blottoltuk.

4.7 PCR-restrikciés fragment hossz polimorfizmus (PCR-RFLP)

A ¢.362A>C mutacid esetén a 3-as exon primerparjaival felamplifikalt 899 bp
hosszusagu PCR termékeket Maelll restrikcidés enzimmel két éran at, 55 C°-on
inkubaltuk. A vizsgalatot a betegben, a beteg csalddtagjaiban és 50
egészséges egyénben is elvégeztik. A hasitasi termékeket 2%-0s agardz
gélelektroforézissel mutattuk ki. Az enzimmel t6rténé emésztést kbvetben a
mutéciét nem hordozokban két hasitasi termék: egy 836 és egy 63 bp
hosszusagu keletkezik, mig a mutaciét hordozékban négy hasitasi terméket

latunk (836, 653, 183 és 63 kb) a gélelekiroforézis képen.

4.8 Osszehasonlito szekvencia analizis
Az Gsszehasonlité szekvencia vizsgalatokat a ClustalW szekvencia illeszté

program, (http:/ebi.ac.uk/clustalw) segitségével végeztik. A vizsgalatokhoz a

GeneBank kovetkezé nyilvantartasi szamu szekvenciait hasznaltuk:
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NM_016038.2 (human), NM_023248.1 (egér), NM_001008289.1 (patkany),

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

5. EREDMENYEK

5.1 Uj, betegséget okoz6é mutacioé X-kromoszomahoz kotott
lymphoproliferativ betegségben

Az SH2D1A génben egy Uj, korabban még nem leirt missense mutéaciot
igazoltuk, amely a SAP proteinben egy p.G16D aminosav cserét
eredményezett. A mutacié koéroki szerepének igazolasara a mutans SAP
féléletidejének és természetes receptorahoz, a SLAM-hez és a szintén a
SLAM csaladba tartozé 2B4-hez vald kétédését vizsgaltuk. A p.G16D protein
féléletidejében eltérést nem észleltlink, azonban a fiziol6gias receptorhoz valé

kotédés, a vt SAP-hoz képest csdkkent [23, 53].

5.1.1 Mutacié az SH2D1A génben

Egy csalad két fiugyermekében FIM-et diagnosztizaltunk (1. abra, a panel).
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61 TGSWSAETAPGVHKRYFRKIKNLISAFQKPDQGIVIPLQYPVEKKSSARSTQGTTGIRED
121 PDVCLKAP
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1. abra X-kromoszémahoz kotétt lymphoproliferativ betegségben
szenvedd beteg csaladfdja és a csalad molekularis genetikai
vizsgalatdnak eredményei. a) A betegek csaladfaja. Szlrke
négyzetek, fil betegek fatalis infekcios mononucleosissal; athuzas,
meghalt betegek; szaggatott négyzet: fiumagzat; B, beteg. b) A
genomialis DNS szekvenalas eredményeit jelzé
elektroforegrammokon az SH2D1A gén, 1. exonjan a B2 (lll.1)
beteg esetén c.47G>A mutaciét latunk és a vad tipusu szekvenciat
a kontrollndl (K); a mutaci6 helyét aldhuzassal jeléltik. Az
elektroforegrammok az anyai nagymama (I.1) és az édesanya (ll.1)
esetén heterozigoéta allapotot, az édesanya testvérében (11.2) és a
fiumagzatban (I11.3) vad tipust mutatnak. ¢) A SAP protein aminosav
szekvencigja (fekete-kék valtakoz6 szinek, exonok; piros betd:

atfed6 aminosav). A mutacié helyét nyillal jeléltik.
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A sulyos klinikai kép és a szdvettani vizsgalatok eredménye alapjan SH2D1A
gén mutaciéjanak lehetésége mertilt fel. A betegek csaladtagjainak periférias
vérébdl gDNS-t izolaltunk és az SH2D1A génmutacié analizis vizsgalatat
végeztik el. El6ész6r a B2 beteg édesanyjat (I1.1) és anyai nagymamajat (1.1)
vizsgaltuk, akik az 1. exon, c.47G>A mutécidjara nézve heterozigotanak
bizonyultak (1. dbra, b panel). Ugyanezt a mutaciét a B2 (lll.1) beteg
nyirokcsomé szdvettani blokkjabdl izolalt gDNS-ben is igazoltuk. (1. abra, b
panel). Bar a B1 beteg (Il.3) mutécié analizis vizsgalatara nem volt
lehet6séglnk, a klinikai kép, az X-kromoszémahoz koététt 6roklédés és a
szdvettani eltérések alapjan feltételeztik, hogy 6 is az unokadccsében igazolt
mutaciét hordozta. A csalad kivizsgalasa kdzben a B2 beteg nagynénje (11.2)
varandos lett és a magzati nem meghatarozas fid magzatot (111.3) igazolt. Az
édesanya és a fetus a mutaciéra nézve vad tipustnak bizonyult (1. abra, b
panel).

A SAP protein p.G16D aminosav cseréhez vezet6 ¢.47G>A mutacidja
XLP betegek koézott korabban még nem volt ismert. (1. &bra, ¢ panel), ezért a
mutans fehérje patogenetikai szerepének igazolasara tovabbi vizsgalatokat

végeztlink.

5.1.2 A mutans p.G16D protein féléletidejének meghatarozasa
Korabbi megfigyelések az XLP patogenezisében két fontos tényezd
lehetséges koroki szerepét hangsulyozzak [43]. Az egyik az SH2D1A protein
jelentésen csokkent féléletideje miatt lecsdkkend intracellularis fehérje
koncentracio, a masik az SH2D1A kétédésének karosodasa SLAM csaladba

tartoz6 receptorokhoz. Feltételezésiink szerint a p.G16D mutaci6 a SAP
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stabilitdsdnak cstkkenéséhez és a T lymphocytdkban és az NK-sejtekben
csokkent SAP koncentraciéhoz vezet, amely az XLP-re jellegzetes Klinikai
tinetek kialakulasat eredményezi. Hipotézisink igazolasara pulse-chase
assay segitségével a COS-7 sejtekben expresszalt mutans SAP féléletidejét

vizsgaltuk (2 .abra).
24 12 6 0 orak

Jurkat sejtek
vt-SAP

COS-7 sejtek
vi-SAP

COS-7 sejtek
SAP/p.G16D

i4

2. abra A mutans és a vad tipusu (vt) proteinek féléletideje. A
panelek [*°S]metionin- és [**S]cisztein-jeldlt SAP autoradiografias
képét mutatjak kilénbdzé idépontokban (0, 6, 12 és 24 6), 24 6ras
periédus alatt, jelentés mennyiségl hideg aminosav tenyésztd
meédiumhoz val6é hozzgadasat kbvetéen. Az adatok a mutans és a
vt SAP féléletideje kdzbtt jelentds kildnbséget nem mutatnak. A vt
SAP Jurkat sejtekben és COS-7 sejtekben mért féléletideje
megegyez6 volt (felsé és kdzépsd panel). A fehérjeket az SDS
polyacrilamid gél elektroforézist megel6z6en anti-FLAG antitesttel
hibridizaltuk.

A 2. dbra a [**S]metionin- és [*°S]cisztein-jeldlt SAP autoradiografias képét
mutatja kilénb6zé idépontokban, 24 éras periddus alatt. A p.G16D féléletideje
a COS-7 illetve a Jurkat sejtekben kifejezett vt SAP fehérje féléletidejének
megfeleld volt (2. abra). Ezek az adatok egyértelmien arra utalnak, hogy a
sulyos Kklinikai kép nem a mutans SH2D1A csdkkent féléletidejével

magyarazhato.
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5.1.3 A mutans p.G16D protein

kotodésének vizsgalata

fiziologias

receptorokhoz valo

Feltételezésiink szerint a SAP fehérje aminosav szekvencidjaban bekdvetkezé

glicin aszpartat csere, a SAP fehérje receptorhoz valé kétédését befolyasolja.

Ezért a vt és a mutans SAP, SLAM és 2B4 receptorokhoz val6 koétédését

vizsgaltuk (3 abra).

SH2D1A SH2D1A

vt p.G16D vt p.G16D
SLAM  + + + + + + 2B4 + + 4+ + + +
FynT - + - + - + FynT -+ -+ -+
FynT [ @8 @8 @@|wine gy [ @ @l
SLAM |eeesesepeses| [0l p, e
SH2DIA| e Y477V SHDIAL . W 0 LAG

3. abra A mutans p.G16D SAP koétédése a SLAM és a 2B4
receptorokhoz. A SAP dependens interakcié vizsgéalatdra COS-7
sejtek vad tipusu (vt) vagy mutans SAP, FynT tirozin-kinaz és SLAM
(bal panel) vagy 2B4 (jobb panel) receptorokkal tortéent
kotranszfekcidjat kovetden kerllt sor. A cDNS-ek kombinaciéjat az
egyes panelek felett +/- jellel jeldltik. A lizalt sejteket (1x107 cells) az
immunprecipitacié (IP) soran a SLAM (bal) illetve a 2B4 (jobb)
receptorokat felismerd monoclonalis antitestekkel hibridizaltuk. A
mintédkat Western blot (WB) vizsgalattal anti-SLAM (a-SLAM), anti-
2B4 (0-2B4), anti-myc (a-MYC) és anti-FLAG (o-FLAG) antitestek
felhasznalasaval elemeztik. A FLAG-SAP (vt) illetve a FLAG-
p.G16D fuzidés proteineket és a SLAM vagy 2B4 receptorokat
immunoprecipaciéval anti-SLAM vagy anti-2B4 antitestekkel, illetve

anti-FLAG M5 immunblottal mutattuk ki.
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A COS-7 sejtekbe transzfekcioval bejutatott Fyn tirozin-kinaz foszforiladlja az
ugyancsak transzfekcidval bejuttatott SLAM illetve 2B4 fehérjéket. A COS-7
sejteket SLAM vagy 2B4 receptorokat kédold plazmidokkal transzfektaltuk, a
receptorok kifejez6dése 72 oOraval a transzfekcidé utdn kdvetkezett be.
Amennyiben ugyanezen COS-7 sejtekbe SH2D1A/SAP fehérjéet s
transzfektalunk a Fyn altali SLAM/2B4 foszforilacio jelentésen megnd. Az
SH2D1A/SAP fehérje jelenléte ugyanis megakadalyozza egy protein tirozin-
foszfatdznak, az SHP-2-foszfatdznak a SLAM-receptorhoz valé koétédését.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a SAP fehérie SLAM és a 2B4
receptorokhoz val6 kétédése a mutans p.G16D protein esetén nem kévetkezik

be (3. abra).

5.2 Invaziv Cryptococcus laurentii fert6zés X-kromoszoémahoz ko6tétt
hyper-immunglobulin M szindrémaban szenvedé kilenc éves
fiagyermekben

Egy X-HIGM szindrémaban szenvedd betegben (1.2, 4. 4bra, a panel)

invaziv C. laurentii fert6zés Kkialakulasarél szamoltunk be. Az aramlasi

citometrias vizsgalatok a PMA és ionomycin aktivalt T-sejtek felszinén a

CDA40L expresszi6 hianyat mutattak (64).

5.2.1 Mutacié a CD40L génben

A mutécié analizis vizsgalatok a beteg (B, 11.2; 4. abra, b panel) esetében a
CD40L gén, 2-es exonjan, a 216. nukleotid pozicidéban hemizigéta formaban
C>A transzverziét igazoltak (c.216C>A). Az édesanya (l.1;) ugyanerre a

mutaciéra nézve heterozigotanak bizonyult.
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b)

1.1 1.2

c)
p.C72X

1 MIETYNQTSPRS LPISMKIFMYLLTVFLITQMIGSALFAVYLHRRLDKIEDERNLH

61 EDFVFMKTIQR(:NTGERSLSLLNCEEIKSQFEGFVKDIMLNKEETKKENSFEMQKGDQNP
121 QIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSN
181 REASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVEVN

241 VTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL

4. abra X-kromoszémahoz kététt hyperimmunglobulin M (X-HIGM)
szindrémaban szenved6 beteg csaladfaja és a csalad molekularis
genetikai vizsgalatanak eredményei. a) A beteg csaladfaja. Szlrke
négyzetek, fil betegek X-HIGM szindrémaval; athluzas, meghalt
betegek; B, beteg. b) A genomialis DNS szekvenalas eredményeit
mutatd elektroforegrammokon a CD40 ligand (CD40L) gén 2-es
exonjan c.216C>A baziscsere lathato a betegben (B, 11.2)
hemizigdta, édesanyjaban (l.1) heterozigéta formaban. A mutacio
helyét aldhldzassal jeldltik. ¢) A CD40L protein aminosav
szekvencigja (fekete-kék valtakoz6 szinek, exonok; piros bet:
atfedd aminosav); a nonsense mutacid koévetkeztében a 72.

aminosav pozicioban a protein szintézis leall.

Fehérie szinten a mutaci6 a 72. aminosav pozicibban stop codon
képzddeéséhez vezet (p.C72X) (4. abra, c panel). A beteg id6sebb
fidtestvérében (Il.1) genetikai vizsgélat végzésére ugyan nem volt

lehetéségink, de az X-HIGM szindromanak megfelel6 sulyos klinikai kép és az
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X-kromoszomahoz kotott o6roklédésmenet alapjan feltételeztik, hogy a

testvéréhez hasonldéan édesanyjatol 6 is a hibas allélt 6rokolte.

5.2.2 A Cryptococcus laurentii identifikalasa

A gomba tenyésztése élesztd kivonatot tartalmazé Sabouraud agar taptalajon,
26 °C-on tértént. A gomba ndévekedése 36 °C-on nem biztosithatd. A nyakos,
krémszinG telepekben ellipszis vagy gémb alaku, 2.5-7.0 x 2.0-5.5 pum
atmérdji élesztbsejtek voltak lathatok. "Bird seed" agar taptalajon végezve a

tenyésztest fekete szini telepeket lattunk (5. abra).

5. abra. Nyirokcsomo szovettani vizsgalat és a cerebrospinalis
folyadékbdl nyert minta tenyésztése. a) A nyaki nyirokcsomobol
nyert szdvettani mintdban perjodsav-Schiff reagens festéssel kerek
és ovalis, élesztészerli mikroorganizmusok lathaték. b) A
cerebrospinalis folyadékbdl nyert minta "bird seed" agar taptalajon
térténd tenyésztésekor fekete gombatelepek formajaban mutatkozo,
tokos cryptococcusok lathatok.

A Cryptococcus ellenes antitest titer az akut és a rekonvaleszcens szérumban
1/1000 és 1/400 volt. A Cryptococcusra specifikus latex agglutinacios teszt
(Ramco) pozitiv volt. Az Auxacolor (BioRad) rendszerrel végzett identifikalas

C. laurentii jelenlétét igazolta a vizsgalt mintdban. Az identifikalast a
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hagyomanyos mddszerekkel is megismételve, a laktéz és a melibiéz bontas,

valamint a cs6kkent hétlirés alapjan C. neoformans kizarhat6 volt.

5.3 Uj, betegséget okozé missense mutaciok Shwachman-Diamond
szindromaban
Jelen munkaban Magyarorszagon elséként szamoltunk be genetikai
vizsgalattal is igazoltan sulyos SDS-ben szenvedd betegrdl, akiben mutacio
analizis vizsgalattal az SBDS génen két Uj, kordbban még nem ismert
missense mutacioét talaltunk a 3-as és a 4-es exonban. A missense mutéciok
kdvetkeztében az SBDS altal kédolt fehériében p.N121T és p.R175W
aminosav cserék jonnek létre, amelyek a fehérje féléletidejét csbkkentik. A
RFLP vizsgéalatot a beteg csaladtagjaiban és 50 egészséges egyénben
elvegezve egyértelmiien igazoltuk a ¢.362A>C mutacié patogenetikai
szerepét. Mindezek alapjan feltételeztik, hogy sulyos SDS fenotipust nemcsak
az SBDS és pszeudogénje kOz6tti konverziés mutacidk, hanem 0Osszetett

heterozigdta missense mutacidk is okozhatnak.

5.3.1 Mutacidk az SBDS génben

Mutéacioé analizis vizsgalattal a beteg gyermekben (B, 11.2) az autoszomalis
recessziv 6roklédésmenetnek megfeleléen, Gsszetett heterozigéta allapotot
igazoltunk (6. abra, b panel). Az SBDS gén 3-as exonjan a 362. nukleotid
pozicioban egy adenin—citozin csere (c.362A>C), a 4-es exonon az 523.
nukleotid pozicidban egy citozin—timin csere (c.523C>T) eredményezte a
hibds kodon kialakuldsat. A missense mutaciok kdvetkeztében az SBDS altal

kodolt fehérjében a 121. aminosav aszparaginsav helyett treoninre (p.N121T)
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illetve a 175. aminosav argininrél triptofanra (p.R175W) valtozik (6. abra, c
panel). Stop kodon tehat nem keletkezik, igy a SBDS szintézise nem all le, de
hibas funkciéju fehérje szintetizalodik. A csalad genetikai vizsgalata az anya
(1.1), az apa (1.2) és az egészséges fiutestvér (l.1) esetében hordozé allapotot
igazolt. Az édesanya id6kdzben ismét varandds lett és kérte szlletendd
gyermeke prenatalis genetikai vizsgalatat. A magzat (11.3) hordozénak
bizonyult, a magzati DNS-en mutécié csak a 4-es exonon volt kimutathat6. Az
édesanya a terhességet zavartalanul Kkiviselte és egészséges

lednygyermeknek adott életet.

a | q N
[i ]
I B[l ?
b) 11 1 1.2 .3 1.2
e e e T e B

e3624>C | /\
| ‘\
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c T

4. exon
¢.523C>T

0 \ /‘\ i I, /\
M&W\b 4 W NW\N\ AN
c) p.N121T p-R175W

1 MSIFTPTNQIRLTNVAVVRMKRAGKRFEIACYKNKVVGWRSGVEKDLDEYLQOTHSVEVNV
61 SKGOVAKKEDLISAFGTDDQTEICKQILTKGEVQVSDKERHTQLEQMFRDIAIIVADKCV
121 PETKRPYTVILIERAMKDIHYSVKTNKSTKQQALEVIKQLKEKMKIERAHMRLIRFILPV

181 NEGKKLKEKLKPLIKVIESEDYGQQLEIVCLIDPGCFREIDELIKKETKGKGSLEVLNLK
241 DVEEGDEKFE

6. abra Shwachman-Diamond szindrémaban (SDS) szenvedd beteg
csaladfaja és a csaldd molekularis genetikai vizsgalatanak
eredményei. a) A beteg csaladfaja. Szirke négyzet, SDS-ben
szenvedd fil beteg; szaggatott kor, leanymagzat; félig kitdltott
négyzet és kor, hordozé allapot; B, beteg. b) A genomidlis DNS
szekvenalas a betegben (B, 11.2) dsszetett heterozig6ta éallapotot
igazolt; a mutacié helyét aldhuzéssal jeléltik. Az apa (1.2) és az

id8sebb fiutestvér (11.1) a (c.362A>C) mutacidra, az anya (I.1) és a
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fetus (11.3) a ¢.523C>T mutaciéra nézve bizonyult hordozénak. ¢) A
mutaciok  kdvetkezménye az SBDS  protein  aminosav
szekvencigjaban (fekete-kék valtakoz6 szinek, exonok; piros bet:
atfed6 aminosav). A mutaciok helyét nyilak jeldlik.

5.3.2 Az SBDS gén 3. exonjanak vizsgalata PCR-restrikcidos fragment
hossz polimorfizmussal
Tekintettel arra, hogy a fent leirt két mutacié korabban még nem volt ismert,
igazolni  kellett azok patogenetikai szerepét, kizarva az esetleges
polimorfizmus lehetéséget. A 3-as exonon taldlhaté (c.362A>C) mutacio
esetében Maelll restrikcios enzimmel PCR-RFLP vizsgalatot végeztink. A
nukleotid sorrendben a 362. poziciéban bekdvetkezd adenin—citidin csere a
Maelll restrikcios enzim szamara Uj (masodik) hasitasi helyet hoz létre. Az
enzimmel térténd emésztést kdvetben igy a mutaciét nem hordozdkban két
hasitasi termék: egy 836 és egy 63 bp hosszlusagu keletkezik, mig a mutaciot
hordozokban négy hasitasi terméket latunk (836, 653, 183 és 63 bp) a

gélelektroforézis keépen (7. &bra).

L VAp B An Ft F K

i e =
WO W R e M

SR SETPERETE 836 bp
== = 653 bp

183 bp
63 bp
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Shwachman-Diamond szindrémaban szenvedd6 betegben és
csaladtagjaibpan PCR-RFLP vizsgalattal 2%-0s agar6z gél
elektroforézist kdvetéen. A mutaci6 a Maelll restrikcios enzim
szamara egy Uj, masodik hasitasi helyet hoz létre. A mutaciét nem
hordozokban (homozigéta, vad tipus) egy 836 és egy 63 bazispar
(bp) hosszusagu hasitasi termék keletkezik, ezt latjuk az anya (An),
a fetus (Ft) és az egészséges kontroll (K) esetében. A mutéaciot
hordozokban, igy az apaban (Ap), az idésebb filtestvérben (F) és a
betegben (B) négy kilénbdz6 hosszusagu (63 bp, 183 bp, 653 bp
és 836 bp) hasitasi terméket latunk a gélelektroforézis képen. L,
molekulasuly létra; V, vizkontrol.

Az RFLP vizsgalatot 50 egészséges egyénben (100 allél) elvégezve,
egyértelmien igazolhaté volt, hogy a fent leirt mutaci6 patogén és nem
tekinthetd polimorfizmusnak. A PCR-RFLP vizsgalatot a 4-es exonon 1évé
mutacié esetében a megfeleld restrikcids enzim hianyaban nem tudtuk
elvégezni, ezért 50 egészséges egyénben (100 allél) gDNS szekvenalast
végeztlink, amely egyetlen esetben sem igazolt mutaciét a 4-es exonban. A
beteg Osszetett heterozig6ta allapota és a hordozok tlinetmentessége is a

mutaciok kéroki szerepe mellett szolt.

5.3.3 A mutans proteinek féléletidejének meghatarozasa

A p.N121T és p.R175W mutéaciot hordozé FLAG-gal jeldlt SBDS proteinek
féléletidejét immunoprecipitaciot és SDS-PAG elektroforézist kdvetden
vizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak, hogy a mutacidék csdkkentik az SBDS

proteinek féléletidejét (8. abra).
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8. abra A mutans SBDS fehérjék féléletidejének meghatarozasa. A)
A FLAG-SBDS fuzios fehérjék Western-blot analizise. pCMV-FLAG
plazmid segitségével a COS 7 sejteket vad tipusu (vt) és mutans
SBDS cDNS-sel transzfektaltuk. A sejteket 48 6raval a transzfekciét
kbvetéen lizaltuk és M5 antitestekkel hibridizaltuk. Az
immunprecipitatumokat  4-15%  SDS  polyacrilamid  gélen
szeparaltuk, majd PVD membranra vittik at. B) A mutans SBDS
fehérjék féléletidejenek meghatarozdsa COS 7 sejtekben. A
vizsgalatot az "Anyagok és moddszerek" fejezetben leirtaknak
megfelelden végeztik. Az egyes panelek [*S]metioninnal és
[*S]ciszteinnel jeliilt SBDS proteinek autoradiografias képét
mutatjadk kilénbdz6 idépontokban (0,5,10, 20 és 256) a

fehérjeszintézist gatlé cycloheximid eltavolitasat kévetéen. C) A vt
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és a mutans fehérjegk mennyiségét a fenti id6pontokban
denzitometrids vizsgalattal hataroztuk meg, 100%-nak a O.
id6pontban mért fehérje mennyiséget tekintve.

5.3.4 Az SBDS és rokon génszekvenciak 6sszehasonlité analizise
A 9. &bran lathato, hogy a p.N121T és p.R175W aminosav valtozasok a
halaktol kezdédéen az emberig (Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus
gallus, Danio rerio) az SDBS fehérje rendkivil konzervalt aminosavait érintik.

Ez a megfigyelés is megerdsiti a mutaciok koroki szerepét.

c.362A>C c.523C>T
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 mMRNS szekvencidk &sszehasonlitd
szekvencia analizise ClustalW szekvencia illeszt6 program
segitségével. Felll a mutaciok helyét jeldltik a cDNS-nek megfeleld

szamozas szerint.

6. MEGBESZELES

6.1 X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegség

Az X-kromoszémahoz kotdtten 6roklédd, az EBV fertbzéssel szembeni
rendkivili fogékonysagban megnyilvanulé immunhiany betegség oka az SH2
domént hordozé SH2D1A vagy mas néven SAP fehérjét kddol6 SH2D1A gén
mutéacioja. Jelen munkaban két fiugyermekrél szamoltunk be, akikben az XLP-

re tipusos sulyos, fenotipus és szdvettani eltérések voltak észlelheték. A
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csalad mutacio analizis vizsgélata az SH2D1A gén 1-es exonjdban c.47G>A
missense mutaciét igazolt. Fehérje szinten a mutacié egy p.G16D aminosav
cserét eredményezett. Irodalmi adatok szerint a missense mutaciék az
SH2D1A gén barmelyik szakaszat érinthetik [68]. Ezek a mutaciék az SH2D1A
protein jelent6ésen csokkent féléletideje miatt, a fehérje instabilitasahoz
vezethetnek, vagy az SH2D1A fizioldgias receptorahoz, elsésorban a SLAM
receptorcsaladba tartoz6 receptorokhoz valé kot6désének karosodasat
eredmeényezik. A mutacié fehérje szinti funkcionalis kdvetkezményeinek
vizsgalatara a vt és a mutans cDNS-eket COS 7 sejtekben expresszaltuk. A
mutans (p.G16D) SH2D1A protein relative stabilnak bizonyult. A p.G16D
protein féléletideje a vad tipuséval megegyez6 volt. A mutans fehérje kétédése
azonban a fiziolégias receptorokhoz (SLAM és 2B4) karosodott. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy a receptorhoz val6 kétédés karosodasa hozzajarul a
SAP fehérje funkcibjanak elvesztéséhez a p.G16D mutaciét hordozo
betegekben. A SAP/SLAM aktivaciés utvonal karosodasa felelés lehet az
interferon-y termelés szabdlyozasdnak zavaraért, mig az SAP/2B4 interakcid
karosodasa a cytotoxikus T- és NK-sejtek mikdédészavarat eredményezheti.
Ez a kombindlt defektus felel6s a sulyos klinikai tinetek kialakulasaért és az
EBV indukdlta immunvalasz, illetve sejtproliferaci6 szabalyozasanak
O6sszeomlasaért. Mindazondltal tovabbi vizsgalatok szikségesek a genotipus-
fenotipus 6sszefliggések pontos tisztdzasara, hiszen mind a mai napig nem
ismert az SH2D1A génmutacidk tipusa és az EBV fert6zések sulyossaga,
illetve a progndzis kézotti kapcesolat [43, 68]. Eddigi megfigyelések alapjan a
missense mutacidk a betegség enyhébb lefolyasu, kevésbé sulyos kimeneteli

formajat eredményezik. Sajat adataink ezt a megfigyelést nem erésitik meg.
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A mutans p.G16D protein konformacios vizsgalata igazolta, hogy az
aminosav valtozas hatasara a SAP fehérje tirozin-kété régidja megvaltozik,
amely befolyasolia a SLAM és a 2B4 receptorokhoz valé koétdédést. A
klasszikus SH2 domének a foszfopeptid molekulakat “kettés-fogu” formaban
kotik. A foszfotirozin molekuldk egyrészt a SAP centralis részével és a C
termindlis rész 3-5 aminosavaval kapcsolédva (“elsé fog“) kétédhetnek a
receptor zsebbe. A SAP fehérjének van egy masik tirozin-kété régidja is, egy
N-termindlis Tyr aminosav. Ez az N-terminalis “méasodik fog” az Arg13, a
Glu17, az lle51 és a Thr53 aminosavak altal formalt kétéhelybe illeszkedik [30,
50]. Bar a 16-os Gly nem vesz részt direkt a peptid kbtésben, a 17-es Glu-hoz
valé kbzelsége magyarazhatja a SLAM és a 2B4 receptorokhoz val6 kétédés
receptor koétéshez szlkséges fehérjestrukturat. Barmi is legyen a pontos
mechanizmus, megfigyeléseink egyértelmien aldhuzzdk a 16-os glicin
jelentéséget az EBV indukalt T-sejtek mikddésében és a SAP-SAP receptor
interakcidban.

Osszefoglalva egy XLP miatt érintett csalad két FIM kdvetkeztében
exitalt filgyermekében egy Uj, korabban még nem leirt missense mutaciot
igazoltunk az SH2D1A génen. A p.G16D mutaci6 a SAP protein
feleletidejében  szignfikdns  csbkkenést nem  eredmeényezett, de
megakadalyozta a SAP kotédését a SLAM receptorcsalad legaldbb két
receptorahoz (SLAM és 2B4). Medfigyeléseink a p.G16D koroki szerepére

utalnak XLP-ben.

6.2 X-kromoszomahoz kétott hyper-immunglobulin M szindréma
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Egy kilenc éves X-HIGM miatt gondozott filgyermek esetét ismertettik, akiben
a mikrobioldgiai, a szerologiai és a biokémiai vizsgaldmodszerek segitségével
invaziv C. laurentii fer6zést diagnosztizaltunk. A gyermekben fluconazol
terdpia hatasara teljes regresszié kdvetkezett be. A gyermek alapbetegségét
az aramlasi citometrias vizsgélatok mellett, gDNA szekvendldssal is
alatamasztottuk, amely a CD40L gén, 2-es exonjan, a 216. nukleotid
pozicioban hemizigéta formdban C>A transzverziét (c.216C>A) igazolt. A
fel. A CD40L génben eddig leirt kilénb6zé tipuslu (missense, nonsense,
delécio, inszercid, splice-site) mutaciok a gén egészét érinthetik, de
leggyakrabban a TNF-homol6g doménben mutatkoznak. A human CD40L egy
261 aminosavbdl felépdlé Il. tipust transzmembran fehérje, amely egy révid
intracellularis farki részbél, egy transzmembran régidbol és egy TNF-el
homologiat mutato extracellularis doménbél épul fel. Az irodalmi adatok szerint
nonsense, tehat stop kodon képzdédésehez vezetd mutaciot eddig 18
csaladdban irtak le a CD40L genben, amely 12 kilénb6z6 kodont érintett. Az
esetek egy részében a fehérjeszintézis id6 elbtti ledllasa (premature
termination) és a mutans CD40L sejtfelszini expresszidja k6zbtt 6sszefliggés
észlelhet6. A beteglnkben a 2-es exonban igazolt p.C72X mutacié az
extracelluldaris domént érintéen, a fehérjeszintézis id6 elétti ledllasahoz és a
funkcioképes CD40L protein expresszidjanak hianydhoz vezet az aktivalt T-
sejtek felszinén.

C. laurentii egy kézelmultban azonositott, opportunista patogén gomba,
amelyet korokozoként elsésorban csékkent immunitasu betegekbdl izolalnak.

Korabban szaprofita, nem patogén gombanak tartottak, de késébb egyre
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névekvd el6fordulasat észlelték bérfertézésekben, keratitisben,
endophthalmitisben, t0dé talyogban, peritonitisben, meningitisben és
fungaemiaban [13, 16, 32, 33, 36, 40, 55, 65]. A kemoterapia, az
immunszuppressziv kezelés, a parenteralis taplalas, az intravénas katéterek
és a széles spektrumu antibiotikumok alkalmazasa egyeéertelmten néveli a C.
laurentii infekcidk kialakuldsanak lehetéségét [4]. Irodalmi ritkasagnak szamito
esetlink is bizonyitja, hogy o6roklétt immunodeficientidk is hajlamosithatnak
invaziv C. laurentii fert6zések kialakuldsara. Primer T-sejt defektusokban, mint
amilyen a CD40L deficientia is a C. laurentii fertézéseknek differencial
diagnosztikai jelent6sége is lehet.

Jelenleg még nem rendelkezink a C. laurentii fert6zésekre
vonatkozdéan A&ltalanosan elfogadott kezelési protokollal. Az izolatumok
tobbsége érzékenynek bizonyul amphotericin B-re, fluconazol esetén pedig a
minimdlis inhibitor koncentracié 4 és 64 pg/ml koz6tti [13, 32, 36]. Az
érzékenységi vizsgalatok eredménye alapjan és a fluconazol kisebb toxicitasa
miatt, betegiinkben fluconazol terapiat alkalmaztunk. Sajat és masok [16]
tapasztalata alapjan immunhianyos betegek fluconazol-érzékeny C. laurentii
fert6zése esetén, a fluconazol az elséként vélasztand6 antifungalis szerek

kozé tartozik.

6.3 Shwachman-Diamond szindroma

Egy 6t hénapos filcsecsemdében a sulyos pancytopenia, az exocrin pancreas
elégtelenség és az ennek kovetkeztében kialakuldé sulyos malabsorptios
szindréma, valamint a visszatérd, gennyes bdr- illetve alsé- és felsd léguti

fert6zések alapjan SDS-t diagnosztizaltunk. Mutacié analizis vizsgalattal az
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SBDS génen két (j, az irodalomban kordbban még nem leirt mutéciot
(c.362A>C és ¢.523C>T) taldltunk. A transzfekcioval vizsgalva a mutans
p.N121T és p.R175W SBDS proteinek féléletidejét, a vad tipushoz képest
csbkkenés volt észlelhetd. A PCR-RFLP vizsgdlattal a ¢.362A>C mutécio,
amelyet a beteg gyermek édesapjatol 6rokolt 50 egészséges egyénben nem
volt kimutathat6. A ¢.523C>T mutacio kéroki szerepét a 4. exont kddolé gDNS
szekvenalasaval igazoltuk, amely 50 egészséges egyenben a mutéciora nézve
negativnak bizonyult. Az &sszehasonlité szekvencia analizis vizsgalatok
igazoltdk, hogy mindkét mutaci6 az SDBS fehérje rendkivlil konzervalt
aminosavait érinti. Megfigyeléseink egyértelmiien arra utalnak, hogy sulyos
SDS fenotipus a korabban gondoltakkal ellentétben nemcsak az SBDS és
pseudogénje, az SBDSP kozoétti konverziés mutacidk kdvetkezménye lehet,
hanem  Gsszetett heterozigéta formaban missense  mutaciok is
eredményezhetik.

A human genom vizsgalatok igazoltdk, hogy a 7. kromoszoma
tartalmazza az emberi DNS legnagyobb intrakromoszdémalis duplikatumat [14].
A 7. kromoszéma ezen szegmentdlis duplikdtuma, vagy mas néven duplikonja
jelenti a génkonverzios események legfontosabb célpontjait [60]. A
génkonverzié egy ismert mutaci6 mechanizmus, amelyet szamos genetikai
betegségben, igy SDS-ben is leirtak [11, 12, 56]. Az elsd kdzlésekben az SDS
fenotipus kialakulasat az SBDS és pseudogénje, az 5.8 Mb tavolsagra
elhelyezked6, SBDSP koOz6tti konverzios mutaciok kdvetkezményének
tartottak [8]. Az SBDS szekvencia analizis vizsgalatai azt mutattdk, hogy a

konverzidés mutaciok tdbbségében az 183-184TA—TC, illetve a 201A—G és a

258+2T—>C mutaciok megtalalhatok. Hasonlé adatokat kozoéltek kisebb
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betegcsoportot feldolgoz6 japan és olaszorszagi tanulmanyok is [35, 45, 47].
Néhany betegben az SBDS génen mutacié nem volt kimutathatd, jelezve,
hogy az SDS genetikailag heterogén betegség [71]. A frameshift és a
missense mutacidk meglehetésen ritkak, és mindezidaig ettdél az egy esettél
eltekintve 6sszetett heterozigéta missense mutacié altal okozott betegségrél a
vilagon sehol sem szamoltak be.

Az elébb emlitettek miatt a jelen munkdban k6zOlt két mutacio
molekuléris szintl kdvetkezményeinek elemzése nagy kihivast jelent. A leirt
missense SBDS mutaciok valoszinileg a fehérje folding folyamatat
befolyasoljak és ezen keresztll a fehérje instabilitasahoz és csdkkent fehérje
féléletidbhdz vezetnek. Vizsgdlataink szerint a mutans és a vt SBDS proteinek
féléletidejében klldnbség észlelhetd. A missense mutdciok moddosithatjak a
felszini epitépokat és megvaltoztathatjak a felszini elektrosztatikus potencialt.
A fehérje kristélyszerkezeti vizsgalatok az SBDS harom-doménes szerkezetét
igazoltak, egy N-terminalis résszel, egy a mutaciok altal leginkdbb érintett
centralis doménnel és egy C-terminalis résszel, amely szerkezeti homolégiat
mutat ismert RNS-kété doménekkel [59]. A C-terminalis régié mutacioi extrém
ritkak. A p.N121T mutacié az SBDS fehérje 98-169 aminosavait magaban
foglal6 centrélis doménjében talalhato [59]. A hidrofil, bazikus aminosavrol
hidroféb, semleges aminosavra t6rténé cserét eredményezé p.R175W
mutaciét az SBDS fehérje C-termindlis része (170-250 aminosavak)
tartalmazza. Az itt leirt Uj, mutéciok valoszinlleg a centralis és a C-termindlis
domének elektrosztatikus toltéseit valtoztatjdk meg [62]. Ennek a valtozasnak
a jelent6segét huzza ald az a jol ismert tény is, miszerint nukleinsav-k6t6

fehérjék rendszerint bazikus aminosavakon keresztll kétédnek a cukor-foszfat
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oldallancokhoz [62]. Az SBDS fehérje pontos funkcidjanak megismeréséhez
tovabbi kutatasok szlikségesek, amelyek elengedhetetlendl fontosak a fent

leirt két, Uj missense mutacié kdvetkezményének tisztazasahoz is.

7. UJ MEGALLAPITASOK

o Az SH2D1A génen U], betegséget okozd missense mutaciét
(c.47G>A) irtunk le, amely a SAP proteinben p.G16D aminosav
cserét eredményezett.

o A p.G16D mutaciét hordozd betegekben a SAP fehérje
funkciovesztését a mutans, p.G16D protein fiziologias
receptorokhoz, - mint a SLAM és a 2B4 - valdé kdétédésének
karosodasa magyarazhatja.

o Sulyos CD40L deficientiadban szenvedd betegben c¢.216C>A
(p.C172X) mutaciét igazoltunk.

o Els6ként szamoltunk be invaziv C. laurentii infekcio
el6fordulasarél X-HIGM szindrémaban szenvedd betegben.

o Magyarorszagon elséként, sulyos SDS szindrémaban szenvedd
beteg esetét ismertettik, akinél mutacié analizis vizsgéalattal két,
Uj, korabban még nem leirt, missense mutéciot taléltunk, az
SBDS gén 3-as (c.362A>C, p.N121T) és a 4-es (c.523C>T,
p.R175W) exonjaiban.

o Szintén els6ként igazoltuk, hogy sulyos SDS fenotipus a
korabban gondoltakkal ellentétben nemcsak az SBDS és

pseudogénje, az SBDSP koézotti  konverziés  mutacidk
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kdvetkezménye lehet, hanem Osszetett heterozigdta formaban

missense mutaciok is eredményezhetik.

8. KONKLUzIO

Az elmult évtizedben a molekularis genetika terlletén robbanasszer(
fejlédésnek lehettiink szemtanui, amely szdmos korabban misztikusnak velt
immunhianyos betegség patomechanizmusanak megértéséhez vezetett. A
kézelmultban tébb primer immundeficientia molekularis genetikai alapjait
sikertlt tisztazni, igy fény derllt a rdvid végtagu tdrpeség, az X-
kromoszomahoz koététt IPEX szindrobma, a NEMO deficientia, a leukocyta
adhézids deficientia Il. tipusa és a fokozott radioszenzitivitassal tarsuld6 SKID
hatterére. Bar a klinikai szintl manifesztacibkat nem minden esetben tudjuk
egy jol meghatarozott molekularis eseményhez kétni, a klinikai immunolégiai
megfigyelések és az immunologiai alapkutatasok molekularis szintl
eredményeinek folyamatos 0sszevetése mindkét oldal szaméara gyimélcs6z6
lehet. A primer immundeficientidk hasznos modellként szolgélhatnak a jévé
kutatdsaiban, az autoimmun vagy az allergias immunpatomechanizmusu,
multifaktorialis betegségek tanulmanyozaséra is.

Ha a tlnetek hatterében herediter betegség lehetésége is felmerll, a
csaladi anamnézis mellett, a csaladfakészitésnek is az elsd diagnosztikus
lépések kozott kell szerepelnie. Bar a legtébb 6rdkloétt immundeficientia
genetikai szintl leirasara csak a kdzelmultban kerllt sor, a csaladfak és a
csaladtagok anamnézisének pontos elemzése, az esetek tdbbségében segit

feltérképezni a korabbi generaciok érintett csaladtagjait, akiknek a klinikai
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tinetei, kérlefolydsa a betegével megegyez6. A preciz adatgydijtés, a tavoli
rokonok felkutatasa természetesen id6éigényes feladat és rendszerint tobb
csaladlatogatast igényel, mint csak a beteg kbézvetlen hozzatartozéival vald
elbeszélgetést. A csaladtagok  korabbi  zardjelentéseinek,  orvosi
dokumentacidjanak attekintése is hasznos lehet.

Az immunologiai alapkutatasok és a genetikai szlrévizsgalati
mdbdszerek és miszerek fejlédése, az immunrendszer szamos betegségének
molekuléris szinti megértéséhez vezetett. Az immunbiolégia terlletén
névekv®é tudasunk egyben lehetéséget teremtett Uj terapias eljarasok
bevezetésére, nemcsak az immundeficientiak, hanem kilénb6z6 autoimmun-,
gyulladasos-, illetve transzplantaciéhoz kapcsolédd betegségekben is. Az
immundeficientidk molekularis kutatdsa terliletén tapasztalhaté hatalmas
fejlédés ellenére maradtak kihivasok. Ezen lehetséges kihivasok egyike a
mutadns gén korrekcidja &ssejt transzfekciéval. A primer immunhidny
betegségekben, a génterapias probalkozasok kezdeti eredményei biztatbnak
tinnek, és remény van arra, hogy a génterapia hamarosan az elsé vonalbeli

terapias eljarasok kdzott szerepeljen.
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