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BEVEZETES

A Wiskott—Aldrich-szindroma (WAS) X-kromoszomahoz 6tétt, recessziven
oroklodos, ritka, primer immunhianyos betegség, amelyet atikitombocytopenia, visszater
fertozésekhez vezétkombinalt immundefektus és ekcéma jellemez. Admaig gyakorisdga
1 milli6 élve sziletésre 1-10 kozé tehet

A WAS legjellem#bb tlinete athrombocytopenias vérzékenység- amelyet a
thrombocytopenia mellett a vérlemezkék funkcidozavakoz —, a bakterialis kérokozokkal
szembeni fokozott érzékenységlereds ismétlodé fert6zésekés azekcéma A tiinetek az
esetek tobbségében azdeldetév soran jelentkeznek. Tipusos esetben maildjs korban
pontszeii bevérzések jelennek meg az érintett filgyermekékery amelyeket véres
hasmenés, visszatéorrvérzés kovet, a késbiekben Iéguti bakterialis fézések alakulnak
ki, végul altalaban az ekcéma jelentkezik utolj&éssbbi manifesztaciok kozott szerepelnek
az autoimmun betegségek és a malignus lymphoratistbmorok. A WAS harom variansa,
enyhébb formaja: az X-kromoszomahoz kotott throrgtoggenia (XLT), az intermittald
thrombocytopenia és az X-kromoszémahoz kotott sutyeutropenia (XLN). XLT esetében
csupan mikrothrombocytopenia észlethetz ekcéma és a féresekre valé fokozott hajlam
kevéshé jellemz Az intermittdlé thrombocytopenia a WAS legkevésiidyos fenotipusos
formaja, jellemsje a thrombocytaszam fluktuaciéja a normalis és Gaosan alacsony
tartomany kozott, a cstkkent thrombocyta-térfogatamint a vérzéses és egyéb tlinetek
hianya. XLN esetén visszatérbakterialis infekciok, sulyos, veleszlletett mepenia és
monocytopenia hivja fel a figyelmet a genetikaidlgségre.

A betegségeért felés génszakaszt 1994-ben irtak le az X kromoszomd karjan. A
gén 12 exonbdl all és egy 502 aminosav hosszusgutrjét, a Wiskott-Aldrich szindréma
proteint (WASP) kddolja. A WASPét igazoltdk, hogy csak a haematopoietikus sejtek és
osteoclastok expresszaljak, funkciéja az aktin rpetizaciojatdl kezdve a jelatviteli
folyamatokon keresztil az immunsejtekikiidésének iranyitasaig rendkivil szerteagazoé. A
WAS betegek jelenlegi egyetlen, végleges gyogyutéatiosité kezelése a HLA-identikus,
allogéndéssejt transzplantacio. A napjainkban is zajlé kagak alapjan alternativ kezelésként
a jowben a génterdpia is igéretesnékik olyan betegek szamara, akik nem rendelkeznek

megfeleb éssejt donorral.



CELKITUZESEK

1. Magyarorszagi Wiskott-Aldrich szindromas betegelagdiosztizalasa immunologiai,
hematoldgiai és génvizsgalatok alapjan. Genotipus®sfenotipus jellegzetességek
elemzése génszekvencia variansok és klinikai fpuostijelek kozotti dsszefliggések
tanulmanyozasa.

2. Csaladvizsgalatok soran potencialis hordozék felldsa és diagnosztizalasa. Prenatalis
genetikai vizsgalat WAS hordoz6okben a 10-12. terhességi héten korionboholy
mintakbdl izolalt DNS szekvencia analizissel.

3. KoOzép- és kelet-eurépai orszagokbdl, Oroszorszagbdlorokorszagbol és
Azerbajdzsanbdl szarmazé WAS betegek mutacioinakgaiata, a térségre jelletnz
mutacios spektrum felmérése és dsszehasonlitAszdaimi adatokkal.

4. WAS delécios mutaciok molekularis genetikai elenszéajat eredmények és irodalmi

adatok alapjan.

BETEGEK ES RUTIN LABORATORIUMI, HEMATOLOGIAI, IMMUNOLOGIAI
MODSZEREK

A vizsgalatokat minden esetben mégéd a vizsgalandé személyek vagy térvényes
képvisebjik tdjékoztatasa és a beleegyeyilatkozat aldirasa a Debreceni Egyetem Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum Etikai Bizottsaga altagmatarozott kodvetelményeknek
megfeleben. A genetikai és klinikai kutatashoz engedétithk a vizsgalt orszagok illetékes

hatdésagai.

Vizsgalt betegek és hordozék

Tizenegy kozép-kelet-eurépai orszagbol, Oroszotsdag Torokorszaghdl és
Azerbajdzsanbdl szarmazé, 100 egymassal nem raaladbol, 6sszesen 177 WAS mutaciot
hordoz6 személy (114 hemizig6ta fil és 63 horda®okerllt be a vizsgalatunkba. A WAS
diagnozisat a tipusos klinikai tiinetek, mint a mtkrombocytopenia, ekcéma és visszatér

fertozések megléte, valamint a laboratériumi eredmémyajan allitottuk fel. A WAS génen
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végzett genetikai vizsgalattal tamasztottuk aldagrbzist. Harmincot fiu és 3&mgenetikai
vizsgalatat az Infektoldégiai és Gyermekimmunologidanszék molekularis genetikai
laboratériumaban végeztik el, mig a tobbi beteg etjemi vizsgalata kulfoldi
laboratoriumokban tortént. Prenatalis diagnosztikasgalatot 6t magyar €s egy orosz beteg
hozzatartozoéinal végeztink. Ezekben az esetekbgenatikai vizsgalatot a terhesség 12.

hetében, amniocentesis soran nyert korionbohotgld®j izolalt DNS mintan veégeztik el.

DNS amplifikacié és szekvenalas

DNS izolalas

Genomialis DNS-t (gDNS) izolaltunk alvadasgatoltifgeias verlél a Gen ELUTE
Blood Genomic DNA mini kit (Sigma-Aldrich Ltd., Gmany) hasznalataval standard

modszer szerint.

Amplifikaciés polimeraz lancreakcid

A WAS gén mind a 12 exonjat polimeraz lancreakdiofRCR) felsokszoroztuk

specifikus intronikus oligonukleotid primer paro&dznalataval.

Agardz gélelektroforézis

A PCR eredményességét és a felszaporitott DNS #&agmmok méretét agar6z-
gélelektroforézissel ellémiztik az EasyLadder | (100 bp-2000 bp) segitsédgéBimline,

London, UK), 2%-0s agardzgeélt alkalmazva.

Szekvenalasi PCR és célzott génszekvenalas

A PCR terméket tisztitottuk, majd a szekvenalasiRP€oran egyszali DNS
szakaszokat sokszoroztunk fel. A szekvenalashoz ZEI0 DNA automata szekvenalét
(Applied Biosystems) hasznaltunk.

A szekvenalas soran kapott elektroferogrammok éléskhez a GenBank adatbazisat
hasznaltuk (WAS gDNS referenciaszama: Ensembl - 00@877.1 cDNS referenciaszama:

Ensembl - ENST00000376701) (www.ensemblory nukleotid sorrend szamozasakor a

cDNS iniciaciés kodjanak (ATG) az adeninje felelegnaz el§ pozicionak. A mutacidok
nomenklaturajakor a den Dunnen and Antonarakis3R8afanlasait kovettik (den Dunnen és
Antonarakis, 2003). A WAS gén mutéacibit az ESIDaklétrehozott Human Gene Mutation
Database-ben (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ag.skerepd mutaciokkal vetettik 6ssze.




Aramlasi citometrias mérések

A vizsgélathoz EDTA-val alvadasgatolt vért hasandit Intracellularisan jelenlév
WAS protein jelbléséhez anti-human-WASP nydl mooaoklis antitestet (Abcam,
Cambridge, MA) és Alexa Fluor 488 (Cell Signalingugene, OR, USA) masodlagos
antitestet alkalmaztunk, lgG2a isotipus kontroi(®a-Aldrich) mellett.

Western blot

Heparinnal alvadasgatolt vérmintabdl izolalt morkdearis sejtekbl (PBMC) total
proteint izolaltunk. Denaturald poliakrilamid gielktroforézissel (SDS-PAGE) a fehérjéket
méret szerint elvalasztottuk, majd polivinildiflidr(PVDF) membranra (Millipore Corp,
Billerica, MA) blottoltuk. A WAS protein kimutatdbéz indirekt jeldlést hasznéltunk. Az
elsbdleges antitesttel, anti-human-WASP nyul monoklsnahtitesttel (Abcam, Cambridge,
MA) inkubaltuk a membrant, majd a masodlagos asitié a torma peroxidaz konjugalt
kecske anti-nydl 1gG-vel (Sigma-Aldrich) jeloltikDetektdlashoz kemilumineszcencias
(Thermo Science, Rockford, IL) médszert alkalmaktaktin kontroll mellett.

T sejt proliferacios vizsgalat

A vizsgalat soran az ismert protoll mellett az didimodositasok torténtek. T sejteket
anti-CD3-mal fedett, 96 lyuku talcara vittik felrhén interleukin-2 (IL-2) hozzdadasaval
vagy anélkil. A sejteket 48 6ran keresztiil stimuldlmajd 24 6ran keresztth-thymidine-
b6l (Perkin Elmer, Jugesheim, Németorszag) 1 uCi3D.0M1Bg) mennyiségek kertltek
hozzédadasra. A vizsgélat Prof. Dr. Klein laborabdvban, kollaborécios vizsgélat keretében
tortént.

Podoszoma festés

CD14+ sejteket jeldltink anti-CD14 méagneses gyokiggb (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Németorszag) és ezeket a sejfakkeMACS készllékkel izolaltuk
(Miltenyi Biotech). Podosoma vizsgalatot a korableintaknak megfeléen végeztik Prof.

Dr. Klein laboratériumaban, kollaboracids vizsg&latetében.

Molekularis analizis

A betegekdl szarmazé CD3+ lymphocytdkat WASP-pozitiv illetWASP-negativ
frakciokra valasztottuk szét. Mindkét frakciobov@ntuk a genomikus DNS-t, amelyet a
teljes WAS geén felamplifikalasa kévetett PCR-ralDANS szekvenciat ABI Prism 3130 DNA
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automata szekvenald és 3.4 verziojd DNA Sequenomalysis software (Applied

Biosystems) valamint 3.4.1 verzioju Sequencer (Géndes Corporation, Ann Arbor, MI)
segitségével hataroztuk meg.

A WASP-pozitiv frakciobdl szarmazé CD3-CD56+ NK tegj és a B sejtek (CD3-CD56-
CD19+CD20+) amplifikaciojat a fentieknek megféleh végeztik el. A terméket gélen
elvalasztottuk és a PCR-Script cloning vectorratraidagene, Amsterdam, Hollandia)
klonoztuk. A klonok szekvenalasat M13 univerzalisngrekkel végeztik. A fenti genetikai

vizsgalatok Prof. Dr. Klein laboratériumaban kobaécioval torténtek.

EREDMENYEK

Magyarorszagi WAS betegek

A vizsgalatunk célja efsorban a magyarorszagi WAS csaladok felkutatasa és
diagnosztizdlasa volt. 2004 6ta 6sszesen 9 csaddidmiilt azonositanunk, 9 beteg filval és
18 hordozo fivel. A genetikai vizsgalat révén a csaladtervermsibsegitettilk ezekben a

csaladokban, tébb prenatalis vizsgalat elvégzésével

A magyar WAS betegek fenotipusos jelldinz

Thrombocytopenia

Mind a kilenc magyar beteg élsprezentacios tinete a kulonibozsulyossagu
thrombocytopenia volt. Az eltérés véres hasmenéapé§ Brvérzések klinikai tiineteivel
manifesztalodott a betegekben. Az 6sszes betégpesea vérlemezkeszdm csotkkenését mar
réviddel a szlletést kouen felfedezték, kivéve két beteget. A betegek &tHag
legalacsonyabb thrombocyta szama 20 G/L (Normébrtaany: 150-400 G/L) kordli illetve
az alatti volt. A thrombocytak atlagos térfogat@ #-t (Normal tartomany: 7.2-11.1 fl) nem
érte el illetve csak kevéssel haladta meg. Throwthotranszflziot minden beteg kapott. A
kilenc beteg kozul egy Kkisfil esetében a thrombmmshia volt a WAS egyedili

manifesztacidja.

Infekciok
Kllonb6d sulyossagu febzések, kett beteg kivételével, az 6sszes filt érintették, a
legsulyosabb esetben pneumonia és Salmonella depsidjaban. BCG oltast kévetlokalis

gennyes folyamat 2 beteg esetében alakult ki. Adeit jellemé fertozései a légutakat
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erintették, pneumonia tobb betegben diagnosztizalésrilt. Fatalis infekcid egy betegben

kovetkezett be, kettkisfil azéssejt transzplantaciot kovesulyos ferdzések kapcsan exitalt.

Ekcéma

Ekcéma egy kivételével minden magyar kisfilnal akalt, a rtiinetek tébbnyire
mar az el§ életévben leirasra keriltek. Az ekcémégimetek az alkalmazott hagyomanyos
kezelésekre nem Ol reagaltak.

Autoimmunitas/malignitas
Autoimmun valamint tumoros szé@mények a megfigyelési ddzakban a kilencth
minddsszesen egy betegben manifesztalodtak. Ugganebbetegben a rendszeres csofitvel

vizsgalat soran, a génterapiat k@vét évben, myelodysplasia jelei mutatkoztak.

WAS score
A Klinikai tinetek megléte alapjan feldllitott WASore rendszerbe minden beteg
beilleszthet, egy XLT beteg és nyolc klasszikus WAS beteg aaisoportban.

Laboratoriumi jellemak

A laboratériumi eltérések kozul jeléist lymphopeniat egyik vizsgalt betegben sem
eszleltink. A szérum immunglobulin izotipusok (Ig&gA, IgM, IgE) altalaban a
korspecifikus normal tartomanyban voltak mééle&t egy-egy betegben a WAS-ra jellémz
IgA, IgE emelkedés, 3 betegben IgM csokkenés vagfigyelheb. Tartds IVIG kezelést
indikalé hypogammaglobulinaemia egyik betegben akkult ki.

Terapia

A kilenc magyar beteg kozll egy beteg még a kuragzelés ditt elhunyt, a tobbi
nyolc beteg kozul hét kisfit részesé#tsejtatiiltetésben, egy beteg pedig génterapiabast A
transzplantalt beteg kdzul 6t beteg gyogyult, Zbetajnos exitalt. A génterapiaban részesiilt

beteg hét évvel a beavatkozast kéeetegyeire tiinetmentes.

Csaladi anamnézis

A csaladi anamnézis csupan 2 beteg esetében vaB-YéAézve pozitiv.



Csaladsirés és prenatalis vizsgalat a magyar csaladokban

A magyar betegek csalddtagjaiban végzett genetikagalat 15 6 esetében igazolt
hordozadi statuszt. Harom csaladban elvégzett pabaafenetikai vizsgalat tovabbi 3 hordozo
leany magzatra deritett fényt. EQy csaladban aekéfpikermagzatok a prenatalis vizsgalat
alapjan vad tipusnak bizonyultak. Egy masik csadadiw el§ prenatalis analizis beteg kisfiat

igazolt, a masodik terhesség esetében mas egésigggeleztiink &.

A nyolcadik prenatalis vizsgalatot egy orosz hodaBben végeztik el, az eredmény

egeszséges fil magzat volt.

Magyar WAS csaladdok genetikai vizsgalata

jard mutécioét igazoltunk. A csaladvizsgalat sorggyarmek édesanyja €s anyai nagymamaja
hordozénak bizonyult. Az iikozben megfogant testvérben prenatalis vizsgalatgeztink a
terhesség 12. hetében és a korionboholybdl izBIBIE minta szekvenaldsa soran hordozé
leanygyermeket azonositottunk. A masodik esetbeat@gséget okoz6 mutaciot a WAS gén
el exonjan citozin/timin cserével jar0 nonszensz migiEnt azonositottuk. A gyermek
édesanyja a mutaciora nézve vad tipusnak bizoriarmadik beteg genetikai vizsgalatara
viszonylag kéén, négy éves kora utan kerllt sor, amely sordn a&SVgAn kettes exonjan
timin/citozin cserével jaro, ismert misszensz midgiatalaltunk, a génhiba triptofan/arginin
cserét okozott, az édesanya hordozo volt. A kozétketeg genetikai vizsgalata a WAS gén
kettes exonjan ismert fenilalanin/szerin cserév@o j misszensz mutéciot igazolt. A
csaladsirés soran szamos hordozd@t rtudtunk azonositani, valamint a kébiekben a
proband leendl testvérében prenatalis vizsgalat elvégzésére iliskedilt, az eredmény
hordozo kislanyt igazolt. Az 6todik betegiink gekativizsgalata a WAS gén kettes exonjan
ismert, hotspot mutaciét (R86H) mutatott ki. A lgptesaladjaban tébb hordozdstn
azonositottunk, valamint prenatalis vizsgalatraaskerilt a proband édesanyjanak kétfietéj
ikerterhessége soran negativ eredmeénnyel. A hatpdiknek genetikai vizsgalata kulfoldon
tortént, amely a harmas exon elején talalhaté Glisbl deléciojat eredményezte. A beteg
kurativ kezelés nélkul, négy éves koraban sulytekaids sz6bdmeny kdvetkeztében hunyt
el. Tanszékiunkén a gyermek édesanyjanal, majd #@bkiédkben prenatalis vizsgalat
keretében, a szlletefideany testvérében is igazoltuk a génhibat. A Kdemt Kisfil
genetikai vizsgalatara 2 hénapos koraban kerujtessoely soran a WASP gén 4. exonjan G/T

cserével jaré nonszensz mutaciot igazolt, amehhigp@naz irodalomban kordbban még nem
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kerllt leirasra. A gyermek édesanyjaban és anygymamajaban a mutacidé nem volt
kimutathatd. A beteg édesanyjaban adkésekben két alkalommal kerilt sor prenatalis
genetikai vizsgalatra, disalkalommal ugyancsak beteg kisfit, masodik alkai@hviszont
egéeszséges fil magzat igazolodott. A klasszikus WeAgllemz tlnetegylttest mutato
nyolcadik betegben a genetikai vizsgalat a WAS If&rexonjan egy citozin delécibjaval jaré
pathogén mutaciot tart fel. A csaladtagok vizsgakst édesanya hordozoi statuszat igazolta,
mig a gyermek lednytestvére nem 0Orokdlte a génhirattolsé beteg esetében a génhibat a

WAS gén 9. intronjan talaltuk meg splice site daiskformajaban.

A tovabbiakban az eredmények kozlését a nagy WASgbsoportban végzett genetikai
vizsgalatok 6sszefoglalasaval folytatjuk.

A WAS gén mutaciok tipusai
A vizsgalt kozép-kelet-eurdpai, orosz, torok ésrbagzsani betegeket reprezentald

WAS beteg populaciéban 6sszesen 77 kUl66IWHAS gén mutéacidt azonositottunk, ébh2
mutaciot az irodalomban eddig még nem irtak le.irAutatott mutaciok kozul 34 egyster
bazispar cserével jaré mutacio (20 misszensz éwhdzensz mutacio), 20 kismére2 nagy
delécid és 1 komplex (InDel) mutacio, 12 splice siéfektus és 8 kismétienszercio volt.

A leggyakoribb szekvencia variansok a kismiérdeléciok (25.9%) és misszensz
(25.9%) mutéacidk voltak, gyakorisagban a harmadik/dn a nonszensz (18.2%) mutaciok
allnak, ritkabbak voltak a splice site defektus.®b) mutaciok, inszerciok (10.4%), a nagy
delécidk (2.6%) és a komplex mutacié, amely az éssautacioé 1.3%-at tette MWMind a 12
exonon talaltunk mutéciot a 9. exon kivételévellardant a WAS gén hat intronikus
szakaszan 12 kulonb®splice site mutacio volt kimutathatd.

Az exonikus mutaciok az 6sszes génhiba 83%-arakdke meg. A mutaciok tobb,
mint a fele, 38 mutacié (59.4%) az &lségy exonon volt megtalalhatd, a gén kozéps
szakaszan (5-8 exon) a talalt muticiok csupan laS@rdult eb, az utols6 3 exonra a
génhibak 26.5%-a jutott, a teljes gén deletaloddisfrdo nagy mutacidé az 6ssz exonikus
mutéaciok 1.5%-t tette ki.

Az intronikus szakaszon joval kevesebb génhibanegibottunk, az 6ssz mutéciok
mindossze 15.6 % lokalizalédott erre a régidetsdosorban a 6-8. intronokon alakult ki
mutédcié a vizsgélt betegekben, a legtobb ilyen piatéa WAS gén 6. intronjan volt

megtalalhato.
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Az ismert 6 mutacios hotspot mindegyike érintettt \a vizsgalt betegcsoportban
(Thr45Met — 2, Arg86His — 5, Arg86C — 2, Arg211X4--1IVS6+5g>a — 4, IVS8+1g>n - 1,
IVS8 + 1-6 del gtga — 3Ezek a mutaciok 17 kiulénbézsaladbdl szarmazd, dsszesen 21
(18.4%) betegben, az dsszes beteg kozel 1/5-éb&nltak ki. Az 6sszes hotspot mutaciok
34%-a a WAS gén 2 exonon kédolt 86. szamu aminészserébdésével jar6 misszensz
mutacio volt, ezzel a leggyakoribb hotspot mutaaidhizonyult.

A betegekcsoportban a misszensz mutaciok domin@). A leggyakrabban érintett
aminosavak az Arg86 és az Asp224 volt hét illetivesietben. A misszensz tipust mutaciok
tobbsége (16) a WAS gén élsegy exonjan alakult ki, csupan négy misszenszaomut
helyezkedett el a gén utols6 szakaszain, a 764 4. 12. exonon. A misszensz mutaciokhoz
hasonléan a deléciok ardnya is magas volt a vizdggteg populdciéban. Ezeldldg
kisméreti deléciok voltak, 1-22 bazispar kivagodasat okaztéétts esetben nagy delécid
kerllt azonositasra, amely 322 nukleotid illetveelges WAS gén kiesésével jaA. legtobb
delécié az el 6 exont érintette, 6t deléciot a 10 exonon tatdtua 11 és 12 exonon
minddssze egy-egy kis delécidt mutattunk ki. Egiggleen azonositott komplex mutécié altal
okozott nagy delécio a 10-11. exonokat is érintettlonszensz tipusu mutacioét 21 betegben
talaltunk, ez a génhiba a WAS gén 5., 9. és 12n &ieételével a tobbi 9 kilenc kodold
szakaszon megtalalhatd volt. Splice site defektéstinszerciét 11 esetben azonositottunk,
amelyek el§sorban a gén kozépgészén alakultak ki. Splice site defektusok a $ade
nyolcas intronon jottek létre a legnagyobb szamlaarvizsgalt betegpopulacioban. A
leggyakrabban egy nukleotid inszertalddott, amid§serban citozin vagy timin volt.

A 22 Uj mutaciobol 8 delécio, 6 inszercid, 4 nomsze 2 misszensz, 1 splice site
defektus és 1 komplex (InDel) tipust mutacié voltz () mutaciok a WAS gén 9 exonjan
voltak kimutathatdak, tobbségik a 10. exont ériaté), harom-harom 0j mutacio az 1. és 2.
exonon alakult ki. A 4. és 11. exonon Kkeketts, a 3., 5., 7., 8. exonon, a 7. intronon és a 3.
intron-4. exon hataron egy-egy Uj mutacio igazottdo

A vizsgalt betegpopulacioban a kisméretelécios mutaciok gyakoriak voltak.
Korabban leirt, sulyos fenotipussal jaré nagy dékanutaciokat minddssze két beteg
esetében igazoltuk. Uj mutacioként ugyancsak egy daléciot is magaban foglald, valamint
egy adenin nukleotid inszerciojaval komplikalédaig@at talaltunk egy roman kisfidban, az

6 kivizsgalasat az alabbiakban, részletesen is isthigk.
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Uj nagy delécios WASP mutacié

A beteg genetikai vizsgalata soran a WASP gén mairi? exonjat vizsgaltuk. Az
agardz gél elektroforézis normal hosszusagu bandekiatott az 1-9. és 12. exonok esetében
eés a nukleotid szekvencia is a vad tipusnak mdgfede 10. és 11. exont reprezentalo
amplikonok nem voltak kimutathatoak gél elektrofmsdel, amely eltérés nagy deléciot
sejtetett az adott szakaszokon. A mutacio feldaritrdekében a 9-12 exont magéba foglalo
gDNS szakaszt vizsgaltuk. Normal esetben a négyntermagaba foglalé szakasz 2816
bazispar hosszlusagu, vizsgalataink soran azonbateg mintajaban ennél kisebb, kortlbeldl
1000 bazispar hosszusagu amplikont kaptunk.

A tovabbiakban bidirekcionalis szekvenalassal loatik meg a nukleotidok
sorrendjét. A vizsgalat sordn a beteg esetében & \§¢n 1595 bazispar delécidja és egy
adenin inszercigja valt nyilvanvalova.

Az édesanya mintajan is elvégezve az amplifikaiGR-t, majd a PCR termék agar6z
gél elektroforézisét, két bandet kaptunk, amelyakoemal és a mutans alléleknek feleltek
meg. A szekvendlast kovein az anya esetében heterozigota mutéciot igakolan
0.5247 6841 szakaszon 1595 bazispar delécidjavabgsadenin inszerciojaval. Az InDel
mutacio a 10-11 exont és a 10-11 intront érintetteyutacio kereteltolddast okozott, amely
eredményeként a WAS fehérje szintézise karosoRdBgfs).

A fehérje expressziot flow cytometriaval végeztitkracellularis jeldlést kovéen a
beteg, édesanyja és kontroll mintakban. Az édesasya kontroll mintakban megfedel
WASP expresszio kimutathat6 volt, mig a beteg eset€lhanyagolhaté mennyiség/ASP-

t detektaltunk. Western blot analizis teljes hosaga WASP-t (66 kDa) igazolt az anya
mintajaban a kontrollal megegyen. Ezzel ellentétben a beteg PBMEjtjeiben ezzel a

vizsgalattal WAS fehérje nem volt kimutathato.

A szomatikus reverzio ismert, de ritka jelenség \W#B. Betegcsoportunkban erre a ritka

esemeényre is talaltunk példat egy ukran testverpéiében.

Mésodlagos mutaciok és szomatikus reverzio
WAS fenotipusu ukran testvérpar vizsgalata soraW/AaS gén egyes exonjan Uj

58C>T nonszensz mutaciot igazoltunk, amely génhil2®. glutamint kédolo triplet helyett
Stop kodont eredményezett.
A betegek tovabbi kivizsgaldsa német kollégak bésémal, kollaboracios munkaban

Hannéverben tortént. A betegek rutin laboratériumiedményei thrombocytopeniat
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(Thrombocytaszam < 50 G/L), cs6kkent B lymphocytansot, megfordult CD4/CD8 aranyt

mutattak. A CD3-mal végzett stimulacios vizsgalatokndkét betegben csdkkent T sejt
proliferacidos valaszt igazoltak. Az eltérés huméb-21 hozzdadasaval részlegesen
helyreallithatd volt. A periférias vésbizolalt CD14+ monocytak podoszéma vizsgalatasora
mindkét beteg mintaiban a podoszomak teljes hidinygeltik meg.

Flow cytometridval vizsgélva a betegek PBMC-t, WASRIitiv és WASP-negativ
csoportok kuloniltek el a CD3+ lymphocytdk és NHKtede kozott. A WASP-pozitiv és
negativ CD3+ sejtek szeétvalasztasat késeta két sejtcsoport WAS gén szekvenciajanak
meghatarozasat végeztik. A WASP-negativ sejtekbdarabban igazolt nonszensz mutéacio
volt megfigyelhed (58C>T). Ezzel szemben a WASP-pozitiv sejtekbee@zes exon adott
szakaszan, ahol a korabbi mutécioét talaltuk, aeutid szekvencia nem volt egyértéiem
meghatarozhaté. A jelenség arra utalt, hogy a WR&Htv lymphocytak kdzott tobb eliéer
masodlagos mutacié alakult ki ugyanazon a tripleteimt ahol az el§ betegséget okozd
génhibat is felfedeztik.

A betegek kovetése soran a kovetkelB honapban a WAS Klinikai tlineteinek
csokkeneését figyelhetttk meg. Az ekcéma és a vém@ég egyarant javult, a
thrombocytaszamuk pedig normal tartomanyba emetkede fiatalabb testvér CD8+
lymphocyta- és NK sejtszamaban emelkedést észikeBisejtes lymphopeniajuk azonban
nem s#int meg és a CD4/CD8 arany sem valtozott

MEGBESZELES

Vizsgalatunk soran Wiskott-Aldrich szindromaban rsmab betegek genetikai
jellegzetességet kivantuk feltarni. Az adott betegenetikai hatterének tisztazasa érdekében
molekularis genetikai vizsgalatokat alkalmaztunkeeetiség szerint WAS fehérje expresszio
vizsgalatara is sor kerult. Magyarorszagon 9 WASIadot sikerllt azonositani, 9 index
pacienssel.

Magyarorszagi WAS betegek és hordozok
A kilenc magyar beteg klinikai fenotipusa egy esatiLT-nek felelt meg, mivel nala

csak thrombocytopenia formajaban nyilvanult meg edefpség. A tobbi nyolc beteg a
klasszikus WAS klinikai tlineteit mutatta. A legsoabb forméat egy beteg esetében lattunk,
akiben autoimmun szédménnyel komplikalédott az alapbetegség. Mindeedistn vezét
tinet volt a sulyos thrombocytopenia, amely gyakiratikélt transzfuzét. A vérlemezkék
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atlagos térfogata cstkkent volt a legtébb bete¢gbsa. Infekcidk két beteg kivételével, az
O0sszes kisfilban kialakultak és recidivaltak, kbl sulyossaggal és gyakorisaggal.
Ekcéma a kilendll nyolc betegben jellengztiinet volt. Autoimmun illetve malignus korkép a
vizsgalt idsszakban csupan egy betegben alakult ki. Ennek nKaleet, hogy a betegeink
tobbsége az dlsévtizedikben jar és ezek a sulyos sdinények altalaban a kisbi
életévekben manifesztdlodnak. Valamint a betegdidkében nagy aranyban sikerrel
elvégzett kurativ kezelések az autoimmun illetvendros rizikot jeleris mértékben
csokkentik. A betegek WAS score érteke atlagosah Kzotti volt. Az immunrendszer
allapotarol tajékoztato laboratériumi eredmeényghknfphocyta szam, szérum immunglobulin
eredmények) 6sszességeben egyik beteg esetébemlsakteljes mértékben tipusosak. Ezen
megfigyelés alapjan ezek a paraméterek csupan magesdfontossaguaknak tekintbek a
klinikai tiinetek és a genetikai vizsgalat eredmémgdlett. A magyar betegcsoportban hét
betegben végeztalssejttranszplantaciot, két beteg a transzplant&édet fertozések miatt
exitalt. Egy beteg génterapiaban részesiilt.

Célkitizéseinknek megfeléén a WAS betegek genetikai vizsgalatat elvégeztiikgd
a 9 magyar betegben megtalaltuk a betegséget ahariciot. A magyar kisfidk kdzul nyolc
esetben, korabban az irodalomban mar leirt, ismmeriaciot sikerilt azonositani a WAS
génen. Hotspot mutacio egy beteg esetében keftdsta. A mutaciok kozul harom esetben
deléciot, harom betegben misszensz egy betegbeg pedszensz mutaciot talaltunk. Uj
mutaciot egy betegben talaltunk, amely eltérés aSA&n 4. exonjan a 397. bazis helyen
talalhatd guanin helyett timint eredményezett. Atdwi®o a WASP amindsav sorrendjében
133. helyen talalhaté glutaminsavat kédol6 tripleegvaltozasat okozta. Az eredeti GAG
triplet a mutacié hatasara TAG-ra modosult. Azriglét STOP codonnak felelt meg és a
fehérjeszintézis korai leallasat eredményezte. Atamd a betegben klasszikus WAS
fenotipus megjelenésével jart. A magyar betegetébsa a genetikai vizsgalat mellett WAS
fehérje kimutatas rutinszegn nem tortént.

A potencidlis hordozodk felderitése érdekében csaladfat készitettlink,lahetséges
volt, kijel6ltik a vizsgalando dket és felvilagositast kouegn elvégeztik a genetikai
vizsgalatokat. A kilenc magyar csaladban 6ssze8emotdozo Kt sikerilt azonositanunk. A
hordozdi statusz tisztazasaval |éisélg nyilt a pozitiv eredményt mutatd és meg fertili
korban 1é¥ nok esetében a prenatalis genetikai vizsgalatra. Beaaatkozas 6t magyar és
egy orosz csalad esetében segitette a csaladtstvex2 hat csaladban, Osszesen 7
alkalommal, nyolc magzaton végeztik el a vizsglatomely soran négy fil és négy

leanymagzat WAS génvizsgalata tortént meg.
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WAS gén mutaciok kdzép-kelet eurdpai betegekben
A Tanszék nemzetkozi szakmai kapcsolatai révéntdebglink nyilt a kdzép-kelet

eurdpai régi6 WAS betegeinek Ossziftdsére, genetikai adataik rendszerezésére. Azok a
kulféldi beteg, akik hazajukban a genetikai vizagahianya miatt nem jutottak pontos
diagnézishoz, Tanszekinkon keriltek kivizsgalddyanddon 6sszesen 46 kilféldi személy,
26 beteg fiu és 20 hordozo6 ngenetikai vizsgalatara kerilt sor Ukrajnabdl (8-8)
Oroszorszagbdl (8-5), Torokorszagbdl (3-2), Ronmtadlia(3-2), Azerbajdzsanbol (2),
Lengyelorszagbdl (1-2) és Lettorszagbdl (1-1). Tdiahét orszaghdl pedig a mar
diagnosztizalt betegek és hordozok adataijtgstiik 6ssze.

A talalt exonikus mutéciok tébb, mint a fele a W4én el$ 4 kodold szakaszan volt
megtalalhatd, hasonldéan az irodalomban koradbbatakéibz. A hotspot mutéciok a vizsgalt
betegpopulacibban az esetek kozel 20%-at tettékh&sonldoan a korabban nagy WAS
betegcsoportot feldolgozd koézleményhez. A hotspotaciok koézil az Arg86His cserét
okoz6 geénhibat hordoz6 magyar beteg, az irodalonefiehtétben, nem az enyhe XLT
fenotipust, hanem a klasszikus WAS sulyos fornajdtiatta.

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban misszensz tipustacio fordult &) a legnagyobb
szamban a vizsgalt betegek kozott, azonos mutacikéni kapcsolattol fliggetlentl, tdbb
betegnél is megtalalhatéak voltak. A misszensz onbkéelssorban a WAS gén ésnegy
exonjan alakultak ki. Delécidos mutacidkat is naggisban talaltunk a beteganyagban, ezek
altaldban csak 1-1 betegben fordultak. e\ nagy delécios mutécidk ritkdk voltak a mi
betegeink kozott is, hasonléan a korabbi kozlésekn@nddssze a betegek 2.6%-ban (3
beteg) igazoltunk ilyen génhibat. Ezek kdzul egycOmplex mutaciot is részletesen leirtunk.
Kevés inszerciot talaltunk, de azok 75%-a 0j mdtaalt. A WAS gén 11 exonjan talaltunk
mutéciodt, a 9. exon nem volt érintett a mi betegagnnkban. Ez az exon az irodalmi adatok
alapjan is csak keveés ismert mutacionak ad heeintronikus mutaciok kozel fele hotspot
helyen kévetkezett be.

A WAS génen 0sszességében 77 kilohbtipusi mutaciot azonositottunk, ezek
kozul 22 az irodalomban eddig nem ismert mutacié ¥a& Gj mutaciok 36.3%-ban deléciok,
27.2%-ban inszercidk, 18.1%-ban nonszensz, 9 %nhiaszensz, 4.5-4.5%-ban splice site
defektus és komplex mutéaciok voltak. A 22 0 mudéddl 18 frameshift delécié vagy
inszercio, illetve nonszensz tipusi mutacio, antelymindegyike a WAS protein
szintézisének korai leallitasat eredményezi, dzadtegséget okozé mutacioként értéketend
Ezzel a 22 0j mutacioval tovdbb gazdagitottuk a WgBB mutécids adatbazist, amely tobb

mint 300 ismert génhibat foglal magéaba.
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A fentiekben részletezett WAS esetek esetek 80%v+abkan ismert mutaciokon
alapult. A legsulyosabb esetek hatterében altalabkereteltolédast és fehérje hianyt okozo
nonszensz és delécidés mutaciok alinak. A nagy aelécjar6 mutaciok ritkak WAS-ban, az
irodalom csak néhany esetet k6zol, de a fenotipmsien esetben sulyosnak mondhato, a
klinikai tinetek koran és sulyos formaban maniféi€zinak. A romaniai kisfii esete kapcsan,
akiben 0j nagy inszerciés-deléciés mutaciot tafdfua WAS génen kordbban leirt nagy
delécios mutaciokat is feldolgoztuk.

A WAS gén nagy delécids mutacioi

WAS-ban észlelt deléciés mutacidk tobbsége rovid,2 1bazispar hianyat okozo
mutacio, a nagy deléciok ritkdk. Ezek a genetikhék egy teljes exon hianyan tdl 2 vagy
akar tobb exon kivagodasat is okozhatjak érintkézes intronikus régiokat is, vagy akar a
telies WAS gén is deletalodhat a genombdl. Az édékben attekintést nyujtottunk a
kordbban leirt WAS génen bekdvetkezett nagy detéondutaciokrél az irodalomi adatok
alapjan, kiegészitve az altalunk azonositott nagdéaids mutacioval.

A romaniai kisfil esetében azonositott Uj InDel auid a WAS gén 3’ végeén
talalhatd. A genetikai vizsgalat azt igazolta, h@yygeléciés mutacio a gén 10 exon, 5246
eredmeényezte. A nagy deléciés mutaciok csupan @gyékét képezik annak a tobb szaz
WAS gén mutacionak, amelyet 1994 ota az irodalombatak. Az altalunk kozolt esettel a
nagy delécios mutaciok sorabtudtettiik. A kevés ismert esetszam miatt, nagy d@lac
hajlamosité gén régiét nem tudunk megnevezni. Azzés nagy delécio a WASP teljes
hianyaval jart vagy megroviduilt, funkcidképtelemédeét okozott. A mutaciok mindegyike a
klasszikus WAS sulyos fenotipusaban fépit ki. Emiatt a nagy deléciok korai felismerése
elengedhetetlen a minél korabbi kurativ kezeléssejt transzplantacid, génterapia -

megkezdéséhez.

Végul a WAS-ban ritkan bekévetk&zszomatikus reverzion alapulo, spontan allapotgstu

mutato testverpar 6sszegzéseével zarjuk a megbsszélée

Masodlagos WAS gén mutaciok és szomatikus reverzio
Az ukrdn testvérparnal, a magyarorszagi genetik@sgalatot és a WAS

diagnozisanak megasitését koveéien, 6ssejttranszplantaciot terveztek, azonban a megfelel
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donorok hianyaban a beavatkozast nem vegeztékyidd ggermek esetében sem. A betegek
génterapias programba kertltek és kivizsgalasulaktovfolytatodott. Prof. Dr. Klein
laboratériumaban végzett WASP vizsgalat soran, aacmu alapjan elvart teljes WASP
expresszio hiany helyett, mindkét beteg sejtjeitmeénhed fehérje expressziot talaltunk. Ez az
eredmény felvetette a szomatikus mozaicizmus époatdn reverzio lehéségét, amely
jelenséget mar korabban is leirtak az irodalomban.

A leirt WAS esetek tobbségében a szomatikus mazaigs igazi reverzidos mutaciok
eredménye volt, a masodlagosan kialakult mutacitat dkozott funkcidonyerés is ismert, de
ritkabb jelenségnek szamit. Az ukran testvérpatéesiefontos tanulsagokat vonhatunk le.
Mindkét beteg esetében igazoltuk a szomatikus r@raust, azaltal, hogy a betegek CD8+
lymphocytaiban és NK sejtjeiben WASP expressziaragtunk. A WASP-pozitiv sejtek nagy
szama mindkét betegben arra utalhat, hogy ezeeksajoliferacios éinye igen kifejezett a
WASP-negativ sejtekhez képest. A reverzid pontosham@zmusa é€s az esemeényt kivaltd
tényed(k) meghatarozasa még varat magara. A testvérptéelen kornyezeti faktorok
szerepe is felmertl, mivel mindkét betegnél egyakirejott a reverzio.

Ujsziilott- és csecsaskori thrombocytopenias vérzések, csaladon beligy@imekek
halmozott mortalitasa esetén mindenképpen gondklketha WAS leheiségére is. A WAS-
ra jellem® klasszikus tineti tridszt a thrombocytopenias &gk, a visszaté&rinfekciok és
az ekcéma alkotja. A diagnozisban a Klinikai ésalotatoriumi leleteken kivil fontos a
genetikai vizsgalat, hiszen a WAS gén mutacidjandknutatasaval egyértelfien
bizonyithatjuk a WAS diagndzisat. Genetikai vizegi@l az enyhébb fenotipusok (XLT,
XLN, intermittalé thrombocytopenia) etioldgidjakstséget kizaroéan tisztazhatd. Mivel anyai
agon 0Orokbédé genetikai betegségrvan sz6, a probandus mutacidéanalizise utan még ke
vizsgalni a meég éInéi rokonokat is, lehetséges hordozokat keresve. ASKArativ terapia
nélkil halalos betegség, jelenleg pedig a csobiivahszplantacio az egyedili elfogadott és
hatékony oki terapiaja. A beavatkozas azonban szigoitériumokhoz kotott, és sulyos
mellékhatasokkal is jarhat amellett, hogy nem ngnsikeres. Uj alternativat a génterapia
jelenthet, amely szintén végleges gyogyulast hoaWeiAS-ban szenvédbetegeknek.

Kutatomunkank soran Magyarorszagon 9 csalad esetékerilt egy-egy index beteg
kapcsan a WAS gén mutaciot igazolni. A csalédssek soran dsszesen 18 hordozd&erult
felismerésre, 5 magyar és egy orosz csalad esetglmratalis vizsgalattal segitettik a
csaladtervezést. Emellett 11 kézép-kelet-europsiagbol, Oroszorszagbol, Torokorszagbol
eés Azerbajdzsanbdl szarmazo, WAS-ban szehveetegek és a mutaciot hordozdékn

genetikai vizsgalatat végeztik el, illetve a komibmas laboratériumban diagnosztizalt
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szemelyek genetikai eredményeifiggttiik 6ssze. A genetikai vizsgalat soran bidirekélis
DNS szekvenalassal kerestik a betegséget okozécidtutd WAS génen a betegek és a
betegek csaladtagjainak mintaiban. A vizsgéalatbda khéteg fid és 63 hordozds rkerlt
bevonasra, dsszesen 77 kulonbdautaciot sikerilt azonositani, ameyt22 génhiba Uj
mutacionak bizonyult. A talalt mutaciok jellegzetégei, a mutaciotipusok gyakorisaga, a
WAS génen valo lokalizaciojuk, az irodalmi adatdkkaszességében 6sszhangban voltak.
Egy Uj komplex mutacié kapcsan a WAS gén korablert hagy deléciés mutacioit is
attekintettik. Egy testvérpar esete pedig a széomatreverzio révén a WAS spontan
javulaséara hivta fel a figyelminket. A tanulmanyasoaz eddig vizsgalt legnagyobb WAS-

val diagnosztizalt kozép-kelet-eurépai betegcsaponiutattuk be.
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