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Az aramlasi citometria jelentosége
a haemophagocytas lymphohistiocytosis
diagnosztikajaban egy fatalis kimenetela
eset bemutatasa kapcsan
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A haemophagocytas lymphohistiocytosis a citotoxikus T-lymphocytak és a természetes 6lGsejtek kontrollalatlan ak-
tiviléddsa és funkcionalis zavara, illetve a kovetkezményes generalizalt macrophagaktivicié miatt kialakulé extrém
gyulladdssal tarsulé immunszabalyozasi zavar. Familidris formdjinak hitterében a perforin fehérje mikodését, il-
letve exocytosisat érinté muticidk allnak. A szerz8k egy fatalis kimeneteld familidris haemophagocytis lymphohis-
tiocytosisban szenvedd csecsemd esetén keresztiil kivinjdk bemutatni a funkciondlis dramlasi citometria jelentGsé-
gét. Meghataroztik a természetes 6lGsejtek és a citotoxikus T-lymphocytak perforintartalmdt és olGaktivitasat, illetve
a perforin szekrécidjahoz nélkiilozhetetlen LAMP1 fehérje (CD107a) in pitro stimulaciot kovetd sejtfelszini expresz-
szidjat. Betegiiknél csokkent citotoxikus aktivitds és fokozott perforinexpresszié mellett csokkent CD107a-
expressziét mutattak ki a lymphocytikon iz vitro stimuldciét kovetSen, ami a perforinszekrécid zavarara utalt. A ké-
sGbbickben elvégzett genetikai vizsgilat igazolta a diagnézist: a haemophagocytds lymphohistiocytosis 3-as tipusaval
osszefliggésben dll6 MUNC 13-4 gén muticidjat. Az esetbemutatdssal a szerz8k az dramldsi citometria jelentGségére
kivanjik felhivni a figyelmet az immunsejtek funkcionalis aktivitisinak jellemzésében.
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Flow cytometry in the diagnosis of hemophagocytic lymphohistiocytosis

Hemophagocytic lymphohistiocytosis is a multisystem inflammation, generated by the uncontrolled and excessive
activation of cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells. Severe immunodeficiency and generalized macrophage
activation can often be detected in the background of this life threatening disorder. It is classified as a primary im-
munodeficiency. Functional abnormalities of the perforin protein or defects in granule secretory mechanisms are
caused by gene mutations in most cases. Diagnostic criteria of hemophagocytic lymphohistiocytosis are the follow-
ing: fever, splenomegaly, cytopenias affecting at least two of the 3 lineages in peripheral blood, hypertriglyceridemia
and hyperferritinemia, elevated serum level of soluble interleukin-2 receptor (sCD25), hypofibrinogenemia, he-
mophagocytosis in bone marrow and decreased cytotoxic T cell and natural killer cell activity. In this case report the
authors summarize the utility of functional flow cytometry in the diagnosis of hemophagocytic lymphohistiocytosis.
Using flow cytometry, elevated intracellular perforin content, decreased killing activity of cytotoxic T cells and natu-
ral killer cells, and impaired cell surface expression of CD107a (LAMP1 protein) from iz vitro stimulated blood
lymphocytes were detected. Abnormal secretion of perforin was also demonstrated. Genetic testing revealed muta-
tion of the MUNC 13-4 gene, which confirmed the base of the abnormal flow cytometric findings. This case report
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demonstrates the value of functional flow cytometry in the rapid diagnosis of genetically determined hemophago-
cytic lymphohistiocytosis, a condition in which early diagnosis is critical for optimal management. The authors em-
phasize the significance of functional flow cytometry in the differential diagnosis of immunodeficiencies.
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Roviditések

HLH = haemophagocytds lymphohistiocytosis; IFN-a =
interferon-a; IL = interleukin; IVIG = intravénds immunglobu-
lin; MTOC = mikrotubulusorganiziciés centrum; NK = ter-
mészetes 0l6sejt; PI = propidium-jodid; pSMAC = periférids
szupramolekularis aktivacios komplex; SLE = szisztémas lupus
erythematodus; SNARE = soluble NSF attachment protein re-
ceptor; STX11 = syntaxin-11; Tc = citotoxikus T-sejt; TNF-a =
tumornekrézis-faktor-a; WASp = Wiskott—Aldrich-szindréma-
fehérje

A haemophagocytis lymphohistiocytosis (HLH) sa-
lyos, életet veszélyeztetG megbetegedés, amelynek hat-
terében a citotoxikus T-sejt- (Tc-) valasz és a természetes
OlGsejt (NK-sejt) aktivitds zavara all. A kérkép jellegze-
tessége tovabba a Te-sejtek talzott proliferdcidja és ek-
topids migracidja is. Mivel a citotoxikus sejtek effektor
funkcidja gatolt, a virusfert6zés kovetkeztében kiala-
kul6 stimulaciéra csak fokozott citokintermeléssel tud-
nak valaszolni. Az dltaluk termelt citokinek, az IFN-y,
a GM-CSF és az M-CSF szérumkoncentriciéja megnd,
ez pedig a szoveti histiocytak és macrophagok kontrol-
lalatlan aktiviciojat eredményezi. A szoveti macrophag-
aktivicié kovetkezménye egyrészt a pancytopeniiban
megnyilvanulé csontvel6i  haemophagocytosis, mas-
részt a tokozott interleukon-la- (IL-la-), IL-6- és a
tumornekrézis-faktor-a- (TNF-a-) termelés kovetkezté-
ben kialakulé szisztémads gyulladds és szoveti destrukcio
(1. abra). CsecsemBkben, kisgyermekkorban észlelt tii-
netek esetén els@sorban a genetikailag meghatirozott
primer formakra kell gondolni. Velesziiletett formai
mellett a HLH azonban gyakran tirsul stlyos, kronikus
megbetegedésekhez, autoimmun kérképekhez is, mint
példdul a juvenilis idiopathias arthritishez vagy sziszté-
mds lupus erythematodushoz (SLE). Ezen masodlagos
formdk klinikai manifeszticidjiban is jelent8s szerepet
jatszhatnak a virusfert6zések. A gyermek- vagy felnott-
korban kialakul6, autoimmun vagy malignus megbete-
gedésekhez tirsult formdkat gyakorta a macrophag-
aktivicios szindroma elnevezéssel kiillonboztetik meg [1,
2,3, 4].

A citotoxikus sejtvalasz molekularis
mechanizmusa

A citotoxikus T-lymphocytdk és az NK-sejtek az elpusz-
titandé célsejtek felismerését és az immunolégiai szinap-
szis 1étrejottét kovetSen citotoxikus molekuldkat, a po-
rusformalé perforint és szerinprotedzokat (granzimokat)
szecernalnak, amelyek révén apoptozist képesek indu-
kalni a célsejtekben. A szigortian kontrollalt folyamat
barmely ponton torténd sériilése az eftektor 6l6funkcid
karosodasahoz és HLH/macrophag aktivicios szind-
roma kialakuldsahoz vezet. A HLH molekuldris hatte-
rének megértéséhez fontos a citotoxikus valaszreakcid
lépéseinek és szabilyozdsinak pontos ismerete [5].

A citotoxikus vdlaszreakcié molekuldris mechaniz-
musa:

1. A célsejt felismerése a sejtfelszini receptorokon ke-
resztll (TCR a Tc-sejteken; KAR/KIR az NK-sejte-
ken).

2. Az immunoldgiai szinapszis kialakuldsa a citotoxikus
sejtek és a célsejtek kozott. Az immunoldgiai szinap-
szis 1étrejotte soran az intercelluldris adhéziéban sze-
repet jatszo receptorok dtrendez8dnek, megfigyel-
hetd az aktin-citoszkeleton rendszer reorganizacidja,
a periférias szupramolekuldris aktivacidos komplex
(pPSMAC) koriil kialakul az tgynevezett F-aktin-
gylrd [6, 7]. Az aktindtrendez6dés szabalyozasiban
tobbek kozott kiemelt szerepe van a Wiskott—Ald-
rich-szindréma-fehérjének (WASp) is [8].

3. A mikrotubulusorganizaciés centrum (MTOC) ét-
rendezédik és az immunolégiai szinapszis felé ira-
nyul. Ez teszi lehetévé a szekrécids lysosomak szi-
napszis teriiletéhez torténé viandorlasit, ami tobbek
kozott a Cde42 fehérjék dltal szabalyozott folyamat
[9].

4. Az MTOC dltal a sejtmembrinhoz irdnyitott vesi-
culumok rogziilnek a szinapszis teriiletén (dokkolds).
A dokkoldst a Rab GTPazok és a Munc fehérjék sza-
bélyozzik [10].

5. A rogziilt vesiculumok Osszeolvadnak a sejtmemb-
rannal és lyticus fehérjéiket (perforin és granzimok)
az intercellularis térbe tritik [11]. A membrinfizio
reguliciéja a SNARE (Soluble NSF Attachment
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1. dbra A macrophagaktivacios szindroma patomechanizmusa

A citotoxikus effektor sejtek miikodési zavaruk miatt virusfertézésre fokozott citokintermeléssel vilaszolnak. Az dltaluk termelt citokinek a szoveti
macrophagok kontrollalatlan aktivaciéjat, szisztémas gyulladdst és szoveti destrukciét eredményeznek
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2. 4dbra A citotoxikus granulumok exocytosisinak molekuldris mechanizmusa

A citotoxikus T-lymphocytak és az NK-sejtek a receptor-ligand interakcion keresztiil térténé stimuldcidja a perforin- és a granzimtartalmu vesiculu-
mok degranuliciéjahoz vezet. A citotoxikus granulumok ,,hibrid vesiculumoknak” tekinthetk, mert a lysosomak és a késSi endosomdk dsszeolva-
ddsa révén keletkeznek. A granzimok a trans-Golgi hal6zatbdl a korai endosomakba kertilnek, mig a perforin a lysosomdkba jut. A lysosoma és a kés6i
endosomdk fizidja utin jonnek létre a szekretoros vesiculumok, amelyek az MTOC dtrendez8dése révén az immunoldgiai szinapszis teriiletére
vandorolnak és fuziondlnak a sejtmembrannal. A granzimok eredetileg a korai endosomdkba jutnak, majd innen keriilnek it azokba az tgynevezett
wrecycling” vesiculumokba, amelyek a membrantdl térnek vissza a citoplazmdba. Ez ,recycling” vesiculum expresszilja azokat a fehérjéket, példaul
Muncl3-4, Rab27a, amelyek a dokkoldshoz, vagyis a sejtmembrinhoz torténé kikot8déshez sziikségesek. A dokkolashoz szimos fehérje—fehérje
interakei6 sziikséges: mint példdul a Rab27a-SLP1/SLP2 vagy a Muncl8-2—szintaxin-11
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3. 4bra A HLH FACS-diagnosztikdja

B) Lymphocytik perforintartalmdnak kimutatdsa

nélis antihumdn perforin-ellenanyaggal vannak megtestve

C) CD107-mobilizicié vizsgalata dramldsi citométerrel

N

hatokka valnak

Protein Receptor) fehérjék és a szintaxinok révén va-
l6sul meg [12].

6. A direkt citotoxicitds a célsejt membranjiban a per-
forin altal kialakitott péruson keresztiil sejtbe jutott
granzimok hatdsira megy végbe, amelyek a kaszpiz-
rendszer aktivalasa révén apoptoézist indukalnak [13]
(2. abra).

A HLH primer formdja autoszomalis, recessziven 6rok-

16d6 megbetegedés, amelynek 5 altipusa kiilonboztet-

het6 meg a kirosodott gének szerint. Az 1. tipus hattere
jelenleg még ismeretlen, a II. tipus a perforin gén

(PRF1), a III. a Muncl3-4 dokkolofehérje (UNC13D),

a IV. a syntaxin-11 (STXI11) és az V. a Muncl8-2

(STXBP2) muticidja miatt alakul ki [1]. Ismertek olyan

primer immundefektusok is, amelyek a citotoxikus im-

munvilasz kirosodasan keresztiil ugyancsak a HLH kli-

nikai képében jelentkeznek. Ilyenek példaul a Chédiak—

Higashi-szindréma, amelynek hatterében a lysosomak

vandorldsat szabalyozé fehérjék génjének (LYST) mu-

tacidja 4l [14], a mutins Rab27 fehérje dltal okozott

Griscelli-szindréoma [15], a SAD, illetve a XIAP fehérjék

&% CD107a (LAMP1)

= Anti-CD107a mAt

A) A sejt kozvetitette citotoxicitds FACS-modszerrel torténd meghatirozasa
A lymphocytik K562 erythroleukaemiasejtekkel szembeni citotoxikus aktivitdsa az apoptozissal elpusztitott célsejtek szazalékos ardnyanak detek-
tildsaval adhaté meg. Az apoptoézissal elpusztult sejtek annexin-V- és propidium-jodid- (PI-) festéssel azonosithatok. Az apoptézis korai fazisa-
ban a plazmamembran lipidosszetétele megviltozik, a kiils6 membranréteg foszfatidilszerinben gazdaggd vilik. Az annexin-V a foszfatidilszerin-
molekulikhoz kotédve alkalmas az apoptotizdlt sejtek detektaldsdra, vagyis az elpusztult sejtek a FACS-mérés sordn mint annexin-V+ sejtek
jelennek meg. A kett8s szalit DNS-hez kot6d6 PI szdmdra az €16 sejtek membrinja atjarhatatlan, igy a FACS-mérés sordn azok a sejtek jel6lédnek
a festékkel, amelyek membrinja az apoptézis miatt mar kdrosodott

Az intracelluldris jelolés sordn a lymphocytik 4%-os paraformaldehides fixalas és 0,1%-os szaponinoldattal torténé permeabilizilds utin monoklo-
A lysosomik membrinjiban elhelyezked6 LAMP-fehérjék (CD107a, CD107b) jelenléte nyugvo sejtek esetében csak intracelluldris jelolést ko-

vetéen detektilhatd, hiszen a plazmamembrdnban nem expresszalodnak. A sejtaktiviciot kovets degranulcié sordn a lyticus granulumok memb-
rdnja osszeolvad a sejtmembrannal, ezért a lysosomaasszocidlt fehérjék megjelennek a sejtfelszinen és sejtfelszini immunfenotipizaldssal kimutat-

mikodésének hidnya/zavara révén kialakulo 1. és I1. ti-
pust X-kromoszoémdihoz kotott immunhidnyos dllapot
(XLP-1; XLP-2) [16, 17] vagy az adaptor fehérje 3
komplex (AP-3) kirosodasaval osszetiiggé Hermansky—
Pudlak-szindroma [18]. A betegség szerzett formdival
elsGsorban autoimmun gyulladidsokban és malignus be-
tegségekben lehet talilkozni [19].

A HLH diagnosztikaja

A diagnézist a klinikai kép és a sajatos laboratoriumi el-
térések alapozzak meg. A betegség diagnosztikus krité-
riumai kozé tartozik a liz, a splenomegalia, a legalabb
2 sejtvonalat érint6 cytopenia, a hypertriglyceridaemia
(23 mmol/l), a hypofibrinogenacmia (<1,5 g/1) és
hypertferritinacmia (2500 pg/1), a szolabilis CD25 (IL-
2Ra-lanc) koncentracidjanak emelkedése (22400 U/ml),
a csontvel6i haemophagocytosis és a csokkent vagy
hidnyz6 NK-sejt-aktivitas. A koérképet kiegészithetik a
kréonikus perzisztalé hepatitis tiinetei, beleértve a jel-
legzetes szovettani képet és laboratériumi paramétere-
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4. abra FHLH bizonyitisa FACS-mddszerrel

hato6va vilt

ket: a magas transzaminazértékeket, a magas szérum-
bilirubin-szintet, a VLDL-koncentracié emelkedettségét
és az LDH-koncentricié csokkenését. Egyes esetekben
cerebromeningealis tiinetek is észlelhet6k: a liquorban
pleocytosis (mononukledris sejtek) és/vagy emelkedett
fehérjekoncentricié detektilhatd. A diagnozis feldllita-
sdhoz a fenti kritériumok koziil legalibb 5-nek telje-
stilnie kell [1].

Bar a klinikai tiinetegyiittes és a specialis laborato-
riumi eltérések altalaban lehetévé teszik a diagnozis fel-
allitasat, a detektalhatd paraméterek aspecificitisa miatt
szlikséges lehet konkrétabb, a kérképet bizonyitani ké-
pes modszerek bedllitasa is.

Munkacsoportunk dramldsi citométerrel detektdlta a
betegség hatterében all6 citotoxikus T-lymphocytak és
NK-sejtek funkciondlis aktivitasit. Vizsgalatainkkal spe-
cifikusan igazolni tudtuk a Tc- és NK-sejtek miikodésé-
nek zavarit, s6t sikertlt bizonyitanunk a funkciézavar
okdt is, amely nemcsak alitimasztotta az FHLH fenn-
alldsat, hanem a kérkép pontos klasszifikicidjit is le-
het6vé tette. Esetbemutatdsunkkal arra szeretnénk fel-
hivni a figyelmet, hogy az immunsejtek funkciondlis
aktivitasanak jellemzése kiemelten fontos az immunhia-
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A) A citotoxikus aktivitds jellemzését a K562 erythroleukaemiasejtekkel szembeni 616képesség detektildsaval végeztiik. A vizsgalat sordn a beteg és
az életkorban illesztett egészséges kontroll periférids mononukledris sejtjeit K562 célsejtekkel inkubdltuk egyiitt, 2 6ran keresztiil. Az inkubdacids
id6 végén az apoptotizilt K562 sejteket az annexin V-festdésiik alapjan azonositottuk. Osszehasonlitva az életkorban illesztett egészséges kont-
rollal, a beteg NK-sejtjei koriilbeliil 20%-kal kevesebb K562 célsejtet tudtak elpusztitani

B) A perforin jelenlétének kimutatdsira CD56 FITC /intracelluldris perforin Pe/CD3 APC-festést végeztiink. A Te-sejteket a CD3+,/CD56- immun-
fenotipus alapjin azonositottuk. (Mivel a CD4+ Th-sejtek nem expresszalnak perforint, ezért a CD3+ kapun beliil detektdlt perforin a Tc-sejtekbdl
szarmazik.) Az NK-sejteket a CD3-/CD56+ immunfenotipussal definidltuk. Osszehasonlitva az életkorban illesztett egészséges kontrollal, a beteg
T-lymphocytaiban és NK-sejtjeiben magasabb perforinexpressziot detektaltunk

C) CD107a extracelluldris megjelenésének kimutatisa iz vitro stimuldciét (K562 erythroleukaemiasejtek+PMA /Ca++ ionofor) kovetSen. A beteg
lymphocytdinak felszinén in vitro stimuldciot kévetGen nem jelent meg a CD107a, mig a kontroll-lymphocytik egy részének felszinén kimutat-

nyos allapotok differencialdiagnosztikajiban. Az aram-
lasi citometria gyors és specifikus vizsgalati moédszer,
ezért nagyon jol hasznalhat6 az ilyen tipusa vizsgalatok
elvégzésére. Javasoljuk a diagnosztikus lépcs6sorba alli-
tasat.

A HLH FACS-diagnosztikaja (3. dbra)

Az NK-sejtek és citotoxikus T-lymphocytik
olonktivitasanak funkciondlis vizsgalata
FACS-modszervel

A scjt kozvetitette citotoxicitds meghatirozasa célsej-
tek alkalmazdsival lehetséges. Az aktivitds mértéke az
clpusztitott célsejtek szdzalékos aranyaval adhaté meg.
Altalanosan elfogadott target a K562 erythroleukaemia-
sejtvonal. A vizsgalat soran a slrdséggradiens centri-
fugaldssal izoladlt periférids mononukledris sejteket
(PBMC) 37 Celsius-fokon, 2 6rin keresztil kell egytitt
inkubdlni a célsejtekkel. Az inkubacids id6 letelte utin
az apoptozissal elpusztult sejtek annexin-V- és propi-
dium-jodid- (PI-) festéssel detektilhatok. Tekintettel
arra, hogy laboratériumi referenciatartomanyok nem
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dllnak rendelkezésre a funkcionalis vizsgalatok tobb-
ségében, az eredmények értékeléséhez altalinosan elfo-
gadott az életkorban illesztett egészséges kontrolldo-
nortél szarmazd mintak vizsgilata [20].

A Tc-sejtek és az NK-sejtek
perforintartalmainak vizsgilata tobbszinii
immunfenotipizalissal

A perforintartalom mérése a fixalt és permeabilizalt
PBMC-sejtek monoklonalis antihumdn perforin-ellen-
anyaggal torténd jelolése révén lehetséges. A citotoxikus
T-lymphocytik és az NK-sejtek elkiilonithetGsége ér-
dekében a citoplazmatikus jelolést megel6z6en sejttel-
szini CD3-; CD8- és CD56-jelolést ajanlatos végezni.
Az NK-sejtek a CD3-/CD56+ immunfenotipus alap-
jan, a Tc-sejtek a CD3+/CD8+ immunfenotipus alap-
jan azonosithaték [21].

Funkcionalis NK-degranulacio (CD107
mobilizdacio) vizsgialata FACS-modszerrel

A lysosomaasszocidlt fehérjék (LAMP1 = CD107a,
LAMP2 = CD107b) a lysosomdk kiils6 membrinjaban
clhelyezked§ glikoproteinek, amelyek jelenléte nem de-
tektalhaté a nyugvé NK-sejtek plazmamembranjaban.
Az NK-sejtek aktivdcidja exocytosissal jar, azaz a sejt-
membranhoz vandorolt lyticus granulumok az extra-
cellularis térbe tiritik tartalmukat. A lysosomdk és a sejt-
membran Osszeolvaddsa miatt a LAMP fehérjék a
plazmamembran kiilsé felszinére keriilnek és CD107a-
specifikus monoklonilis ellenanyagokkal kimutathatok
[22].

Esetismertetés

2012 februarjaban tartés laz miatt egy 2 hénapos cse-
csem&t vettiink fel a Semmelweis Egyetem I1. Gyermek-
klinikdjira. A csecsemd masodik gyermekként, panasz-
mentes terhesség utdn, természetes uton, 4040 g
testsallyal, Apgar 10,/10 statusban sziiletett, a 38. gesz-
ticiés héten. A zavartalan perinatalis szakot kovetGen
jol fejlédott. A csaladi anamnézisben nem voltak ter-
hel6 adatok: immunhidny, csecsemd-, illetve gyermek-
kori halal, infekcids eredet(i halal nem volt ismert. A szii-
16k nem vérrokonok.

Hathetes korban ultrahangsziirés soran hepatosple-
nomegaliara derilt fény. Ezt kovetSen két hoénapos kor-
ban virusinfekcié okozta bronchiolitis utin tartds laz
maradt vissza. A fert6zések hatterének felderitésére vég-
zett virusszeroldgiai vizsgilatok (adenovirus, cytomega-
lovirus, Epstein—Barr-virus), illetve az Epstein—Barr-
virus-PCR-vizsgalat nem tudtik a fert6zés okit azono-
sitani. A csecsemd statusdbol kiemelendS a maculosus
erythema, a perzisztaléo hepatosplenomegalia (4—4 cm)
és a shubokban jelentkez irritabilitds. A gyermek haja
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normdlisan pigmentdlt volt, amit a Griscelli-szindroma
kizarasa miatt tartunk fontosnak megemliteni. A labo-
ratériumi értékek a macrophagaktiviciés szindroma
jellegzetességeit mutattak: hypertriglyceridaemiat (9,8
mmol /1), magas ferritinszintet (4428 ng/ml), progre-
dial6é pancytopeniat (thrombocyta 18 G/1, fehérvérsejt:
1,7 G/1, abszolat neutrophil granulocyta: 0,15 G/,
vorosvértest 2,44 T/1) és csontvel6i haemophagocy-
tosist. Tovabbi leletek: emelkedett GGT- (922 U/1) és
LDH- (861 U/1) koncentrici6, emelkedett D-dimer-
koncentricié (1,47 png/ml), alacsony CRP- és prokalci-
toninértékek. A Chediak-Higashi-szindromara jellemzé
oridsgranulumok jelenléte a granulocytikban nem volt
kimutathaté.

A szisztémas és szervspecifikus gyulladasok (hepati-
tis, ultrahangvizsgalattal igazolt ascites, pleuritis) és a
haemophagocytosis ugyancsak a macrophagaktivacios
szindroma lehetGségére utaltak. Mivel a beteg kiscse-
csemd volt, elsGsorban az 6rokletes formdk, a familiaris
haemophagocytas lymphohistiocytosis  kiilonbozé — ti-
pusai keriiltek széba.

A diagnozis igazolasa dramiisi
citometridval

A diagnoézis igazolasahoz FACS-moédszerrel meghata-
roztuk az NK-sejtek és a citotoxikus T-lymphocytik
OlGaktivitasit, a lymphocytak perforintartalmat és a per-
forin szekrécidjahoz nélkilozhetetlen LAMPI1 fehérje
(CD107a) in vitro stimuliciot kovets felszini expresz-
szidjat is. Az eredmények csokkent citotoxikus aktivitds
és fokozott perforinexpresszié mellett, iz vitro stimuld-
ciot kovetben csokkent CD107a-expressziot igazoltak
a lymphocytikon, ami a perforinszekrécié zavarat bizo-
nyitotta (4. abra).

Genetikai vizsgalatok

A Franciaorszigban (Genevieve de Saint Basile, Hopital
Necker Enfants Malades-Unité INSERM, Pirizs) elvég-
zett genetikai vizsgilat (UNC 13D Munc 13-4 gén
szekvenalasa) teljes mértékben alitimasztotta a FACS-
modszerrel feldllitott diagnézist: az FHL 3-as tipusi-
val osszefiiggésben allé muticidkat igazolt (a 17q25.1
lokalizacioban a MUNCI13D gén heterozigbta GGAG-
deletidja a 24. exonban az édesanyanal, és az 1. intron
118-308C>T heterozigéta muticidja az édesapanal).
Az édesanyandl taldlt muticiot a beteg csecsemd ge-
nomjiban is ki lehetett mutatni, az édesapanal észlelt
muticio tesztelésére mar nem volt lehetGség.

Terapin

A csecsem$ a HLH-94/HLH 2004 protokollok alap-
jan adott dexamethason- ¢s ctopozidkezelés, tovibba
nagy doézist iv. immunglobulin (2 g/1) mellett atmene-
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tileg jobban lett. Liztalannd vilt, irritabilitisa megsziint,
kititései eltlintek, hepatosplenomegalidja lényegesen
mérséklédott. A vérképzés mindhirom vonalin rapid
emelkedés volt lithat6. A kemoterdpia mastél hénap
utdni protokoll szerinti intenzitiscsokkentése utin be-
tegsége a macrophagaktiviciés szindréma tipikus kli-
nikai ¢és laboratériumi tineteivel Gjra fellingolt, ami
miatt cyclosporin-A-terdpidt, megemelt szteroid- és is-
mételt intravénds immunglobulin- (IVIG-) kezelést ka-
pott.

Fludarabin-, melphalan-, MabCampath-kondicionalas
utin HLA-identikus testvérétdl vérképzd Gssejt-transz-
planticié tortént. Ezt kovetSen betegiink mdjelégte-
lenség, cellulitis talajin kialakult szepszis miatt plazma-
ferézisen esett dt, és granulocytatranszfzidkat kapott.
Az alkalmazott terdpids ecljarasok ellenére betegiinket
szepszisben elvesztettiik.

Kovetkeztetések

Esetbemutatdsunkkal arra szeretnénk felhivni a figyel-
met, hogy az dramldsi citometria gyorsasiga ¢és specifici-
tdsa révén nagyon jol hasznilhaté az immunsejtek funk-
cionalis allapotinak felmérésére és jellemzésére. A jol
megvilasztott funkciondlis vizsgalatokkal a ritka immun-
hidanyos koérképek nemcsak diagnosztizdlhatok, hanem
klasszifikdlhatok is lehetnek. Munkacsoportunk ezért ki-
emelten javasolja a funkciondlis FACS-mérések diag-
nosztikus lépcsGsorba dllitdsit az immunhidnyos dllapo-
tok differencialdiagnosztikijiban.

Jelen esetbemutatds kapcsin munkacsoportunk a
HLH FACS-diagnosztikijahoz a kovetkezS vizsgilati
protokollt javasolja:

1. Az NK-sejtek és citotoxikus T-lymphocytak 6l&akti-
vitdsainak funkciondlis jellemzése K562 célsejtekkel
szemben.

2. Az NK-sejtek és citotoxikus T-lymphocytik perfo-
rintartalmanak detektalasa tobbszind festéssel.

3. A degranulici6 folyamatinak jellemzése a CD107a
sejtfelszini expresszidjanak iz vitro stimulaciot ko-
vetd kimutatasa révén.
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