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IZVLE^EK
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IZHODI[^A. Avtoimunski limfoproliferativni sindrom je primarna imunska pomanjkljivost,
za katero je zna~ilna motnja v nadzoru imunskega odziva. Definiran je kot kroni~na nema-
ligna limfoproliferacija pri bolnikih s povi{ano vrednostjo dvojno negativnih celic T > 1 % in
moteno apoptozo limfocitov in vitro. Etiologija bolezni ni popolnoma pojasnjena, spekter klini~-
nih manifestacij je zelo {irok, natan~ni diagnosti~ni kriteriji pa {e niso postavljeni. NAMEN.
Namen na{e raziskave je bil razjasniti klini~no, imunolo{ko in genetsko ozadje bolnikov z avto-
imunskim limfoproliferativnim sindromom v Sloveniji. METODE. V raziskavo smo vklju~ili
vse bolnike, ki se vodijo na Pediatri~ni kliniki v Ljubljani pod sumom na avtoimunski limfo-
proliferativni sindrom. Vklju~itveni kriteriji za na{o raziskavo so bili: starost pod 18 let, pri-
sotna vsaj ena klini~na manifestacija avtoimunskega limfoproliferativnega sindroma ter
pozitiven vsaj en laboratorijski imunolo{ki test, zna~ilen za avtoimunski limfoproliferativni
sindrom. Retrospektivno smo pregledali vso klini~no dokumentacijo o poteku bolezni in pri-
dobili podatke o klini~nih, laboratorijskih in imunolo{kih zna~ilnostih pri posameznih bol-
nikih. Podatke o klini~nih manifestacijah smo zbirali ob prvi prezentaciji bolezni in tekom
dolgoro~nega sledenja bolnika. Na In{titutu za mikrobiologijo in imunologijo smo s preto~-
no citometrijo dolo~ili vrednosti limfocitnih subpopulacij, z metodo ELISA smo dolo~ili serum-
ske vrednosti IL-10 ter opravili test apoptoze limfocitov. V genetskem laboratoriju smo opravili
analizo nukleotidnih zaporedij genov za Fas in ligand Fas. REZULTATI. V {tudijo smo vklju-
~ili 11 bolnikov. Trije bolniki so izpolnjevali dogovorno sprejete kriterije za diagnozo avtoi-
munski limfoproliferativni sindrom, 8 bolnikov pa je hkrati izpolnjevalo eno klini~no in eno
laboratorijsko merilo za avtoimunski limfoproliferativni sindrom, vendar niso zadostili pred-
laganim kriterijem za diagnozo avtoimunski limfoproliferativni sindrom. ZAKLJU^KI. Avto-
imunski limfoproliferativni sindrom ima zelo raznoliko klini~no prezentacijo, ki se pogosto
ne izrazi ob prvem pojavu bolezni, ampak tekom let. Zna~ilni imunolo{ki testi so povi{ana
vrednost IL-10, prisotnost ve~ kot 1 % dvojno negativnih celic T in motena apoptoza limfo-
citov in vitro. Nobeden od teh testov ni pozitiven pri vseh bolnikih, zato je potrebno napra-
viti celotno serijo testov. Genetske analize ne ka`ejo, da je najpogostej{a mutacija gena za Fas
pri avtoimunskem limfoproliferativnem sindromu v Sloveniji. Predlagamo protokol preiskav,
ki naj se opravijo pri bolnikih s sumom na avtoimunski limfoproliferativni sindrom.
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ABSTRACT

KEY WORDS: autoimmune diseases, lymphoproliferative disorders – immunology – genetics

BACKGROUND. Autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) is a primary immuno-
deficiency disorder characterized by immune dysregulation. ALPS is defined as chronic, non-
malignant lymphoproliferation in patients with double-negative T cell (DNT) expansion over
1% and defective lymphocyte apoptosis. The etiology of the disease has not been fully explained;
the spectrum of its clinical manifestations is broad and the exact diagnostic criteria have not
yet been established. AIM. Our goal was to define the clinical, immunological and genetic
background of ALPS patients in our country. METHODS. The study included all patients under
suspicion of ALPS treated at the University Children's Hospital in Ljubljana. The criteria estab-
lished by the investigators were: age under 18 years and presence of at least one clinical man-
ifestation and at least one immunological finding characteristic for ALPS. The study was
retrospective and involved a review of clinical documentation. Information about clini-
cal, immunological and laboratory findings was collected for every patient, from the time
of first presentation of the disease. The patients were followed up to the last clinical exam-
ination. At the Institute of Microbiology and Immunology, lymphocyte subtypes were quan-
tified by flow cytometry, serum values of IL-10 were evaluated using the ELISA method, and
apoptotic cell death was assessed. At the genetic laboratory, the nucleotide sequences of the
Fas gene which encodes Fas protein and Fas ligand gene were analysed. RESULTS. The study
included 11 patients. Three of them fulfilled all diagnostic criteria for ALPS. The other 8 patients
fulfilled the criteria determined by the investigators. This means that they had one clinical
and one laboratory finding characteristic for ALPS, but did not fulfil all of the criteria need-
ed for the diagnosis of ALPS. CONCLUSION. ALPS is a variable clinical condition with mani-
festations that can present later in life. The characteristic immunological findings include
elevated serum values of IL-10, the presence of DNT cells and defective lymphocyte apop-
tosis in vitro. Not all tests are positive in every patient and for this reason a whole series of
tests should be made. In our study, genetic analyses revealed that the most common muta-
tion in Slovenia is not in the gene encoding Fas protein. A protocol of diagnostic procedures
was also developed to be used whenever ALPS is suspected.

pre~na starost ob pojavu simptomov je 2 leti.
Le redko so bolniki ob nastopu bolezni starej-
{i od 15 let (3). Gre za redko bolezen, ki je bila
definirana pred kratkim in v literaturi {e ni
dostopnih podatkov o pojavnosti. Od leta 1967,
ko sta Canale in Smith bolezen prvi~ opisala,
se je {tevilo znanih pacientov z ALPS v svetu
povzpelo nad 200, to~nih podatkov za Sloveni-
jo do izvedbe na{e raziskave nismo imeli (5).

KLINI^NE MANIFESTACIJE

Limfadenopatija je zna~ilen klini~ni znak, sko-
raj vsi bolniki imajo dalj{a obdobja tipnih,
nebole~ih bezgavk. Velikost pove~anih bez-
gavk je razli~na, zna~ilno pa je, da se ob pre-
hodu v adolescenco znatno zmanj{ajo. Primar-
no so ponavadi pove~ane vratne ter pazdu{ne

UVOD

Avtoimunski limfoproliferativni sindrom
(ALPS) je primarna imunska pomanjkljivost,
za katero je zna~ilna motnja v nadzoru imun-
skega odziva. Klini~ne manifestacije ALPS so
kroni~na splenomegalija, limfadenopatija in
avtoimunski fenomeni, predvsem imunsko
posredovane citopenije. Laboratorijsko je za
bolezen zna~ilna ekspanzija redkega podtipa
limfocitov v periferni krvi in tkivih – celic T,
ki izra`ajo T-celi~ni receptor α/β (TCR α/β+),
ne izra`ajo pa nobenega izmed koreceptorjev
CD4 ali CD8 (CD4–/CD8–), zato te celice ime-
nujemo dvojno negativne celice T (DNT) (1–4).

Pojavlja se pri obeh spolih enako pogosto
in ni vezan na nobeno raso. Bolezen se najpo-
gosteje klini~no izrazi zgodaj v otro{tvu, pov-
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bezgavke (2, 6). Bolniki ponavadi razvijejo sple-
nomegalijo {e preden dopolnijo 5 let. Velikost
vranice se lahko s ~asom spreminja. Neko~ so
v terapevtske namene pogosto izvajali sple-
nektomijo, danes to izvajajo le izjemoma (3, 6).
Blaga do zmerna hepatomegalija je pri bol-
nikih z ALPS pogosta, le redko pa se pojavi-
jo motnje funkcije jeter (6).

Avtoimunski odziv pri bolnikih z ALPS je
ve~inoma usmerjen proti krvnim celicam.
Avtoimunska hemoliti~na anemija (AIHA)
s pozitivnim direktnim Coombsovim testom
je najpogostej{i avtoimunski zaplet, sledi avtoi-
munska trombocitopenija (ITP), avtoimunska
nevtropenija se pojavlja redkeje. Mnogo red-
keje so prisotni drugi avtoimunski fenomeni –
glomerulonefritis, Guillain-Barréjev sindrom
ter ponavljajo~i ko`ni izpu{~aji (koprivnica,
nespecifi~ni vaskulitis). Drugi, redko opisa-
ni avtoimunski zapleti so artritis, hepatitis,
biliarna ciroza, uveitis, ulkusi, plju~ni infiltra-
ti in vaskulitis (8).

Pogostnost limfomov pri bolnikih z ALPS
je okoli 10 %. Bolniki z ALPS tipa 1a imajo
14-krat ve~jo mo`nost, da razvijejo ne-Hodg-
kinov limfom in 51-krat ve~jo mo`nost, da raz-
vijejo Hodgkinovo bolezen (10).

IMUNOLO[KE ZNA^ILNOSTI

Klju~nega pomena za diagnozo ALPS je feno-
tipizacija limfocitov iz vzorca periferne krvi.
V periferni krvi so povi{ane vrednosti celic
CD3+ T. Njihove vrednosti presegajo vsoto
celic CD4+ in CD8+, kar nakazuje ekspanzi-
jo obi~ajno malo{tevilnih celic CD4–CD8– T.
Normalno ta populacija predstavlja do 1 %
vseh celic CD3+ T, bolniki z ALPS pa imajo
obi~ajno 1–60 % celic DNT. Te celice izlo~ajo
velike koli~ine liganda Fas in interlevkina-10
(IL-10). Najverjetneje predstavljajo popula-
cijo starih celic T, ki niso bile izlo~ene z apop-
tozo. Kljub temu, da so te celice pri ALPS
prisotne v ve~jem {tevilu, pa verjetno niso
primarni vzrok za razvoj avtoimunskih feno-
menov (4, 13).

Imunolo{ki profili pacientov z ALPS ka`e-
jo {e {tevilna druga odstopanja. Zna~ilna je
relativna limfocitoza celic B in T. Povi{ane
so vrednosti aktiviranih celic T, ki izra`ajo
HLA-DR, ter celic T, ki izra`ajo CD57. Vredno-
sti celic ubijalk (NK) so normalne. Vredno-

sti regulatornih celic T (CD4+CD25+) so zni-
`ane, prav tako je zmanj{an dele` spominskih
limfocitov B (CD19+CD27+). Razmerje med
celicami T pomagalkami (CD3+CD4+) in
citotoksi~nimi limfociti T (CD3+CD8+) je
zni`ano. Zelo zna~ilen je citokinski profil
Th2 (celice T pomagalke 2) z zni`anim in vitro
izlo~anjem citokinov Th1: IL-2, IL-12, inter-
ferona-γ ter povi{anim izlo~anjem citokinov
Th2: IL-4, IL-5 in IL-10. Predvideva se, da je
citokinski profil Th2 odgovoren za razvoj
avtoimunskih fenomenov pri ALPS (13, 14).

Pogosto je prisotna poliklonska hiperimu-
noglobulinemija G in A, vrednosti serumskih
IgM pa so zni`ane (5).

Produkcija avtoprotiteles pri ALPS je
zelo pogost pojav. Avtoprotitelesa so najpo-
gosteje usmerjena proti eritrocitom in trom-
bocitom, redkeje so prisotna antinevtrofilna,
antifosfolipidna in antinuklearna protitelesa
ter nizki titri avtoprotiteles proti gladkim mi{i-
cam (13, 14).

Kljub dramati~nemu pove~anju limfa-
ti~nih organov je imunski odziv na oku`be pri
bolnikih z ALPS ponavadi dober, vsaj dokler
se zapletov bolezni ne za~ne zdraviti z imuno-
supresivnimi zdravili. Le redko pride do te`-
je potekajo~ih oportunisti~nih oku`b (13, 14).

MOLEKULARNA REGULACIJA
APOPTOZE LIMFOCITOV

Apoptoza zagotavlja imunsko homeostazo
in zmanj{a potencialni odziv proti lastnim
antigenom tako, da po aktivaciji in ekspanzi-
ji limfocitov omeji njihovo akumulacijo. Poz-
namo dva glavna mehanizma apoptoze –
pasivno apoptozo, ki jo spro`ijo mitohondrij-
ski mehanizmi po odtegnitvi IL-2, ter aktivno
apoptozo, ki se spro`i s posebnimi membran-
skimi receptorji – receptorji smrti. Ti receptor-
ji spadajo v receptorsko superdru`ino  faktorja
tumorske nekroze (TNF). Funkcionalna celi~-
na domena, imenovana domena smrti (angl.
Death domain, DD), karakterizira nekatere od
teh receptorjev, npr. TNFR-1, TNFR-2, Fas (5).

Fas, imenovan tudi APO-1 oz. CD95, je
najbolj poznan receptor smrti in najbolj u~in-
kovit spro`ilec apoptoze pri limfocitih. Izra-
`en je na povr{ini limfocitov T in B, ligand Fas
pa le na limfocitih T. Aktivacija receptorja Fas
ob vezavi liganda Fas se odrazi v trimerizaciji
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receptorja. Na intracelularni strani se na DD
receptorja smrti s svojimi DD ve`ejo adaptor-
ski proteini, npr. FADD (angl. Fas associated
death domain protein), ki poleg lastne DD
vsebuje tudi efektorske domene smrti (angl.
Death effector domain, DED). Nastane signal-
ni kompleks DISC (angl. Death inducing sig-
naling complex), ki omogo~a povezavo FADD
s prokaspazo 8 in/ali prokaspazo 10. Prokas-
pazi se ob formiranju signalnega kompleksa
DISC spremenita v aktivno obliko, kaspazo 8
oz. kaspazo 10. Aktivirani kaspazi 8 in 10 nato
aktivirata druge efektorske prokaspaze ter tako
spro`ita kaspazno kaskado, ki vodi v apopto-
zo (15, 16).

Apoptoza vklju~uje mnogo beljakovin in
je uravnavana na razli~nih nivojih. Morfo-
lo{ka ali funkcionalna okvara katerega koli
izmed proteinov lahko povzro~i motnjo apop-
toze.

Povezavo med ALPS in moteno apoptozo
limfocitov so dokazali s funkcijskim testom
u~inkovitosti apoptoze. Celice so najprej sti-
mulirali z IL-2, nato so dodali protitelesa proti
Fas. [tevilo pre`ivelih celic pri bolnikih z ALPS

je bilo znatno vi{je kot pri zdravih kontrolah,
kar ka`e na moteno apoptozo (3).

GENETSKI DEFEKTI
V APOPTOTSKI POTI

Pri ve~ini bolnikov gre za mutacijo genov, ki
kodirajo proteine poti Fas, tj. mediatorja pro-
gramirane celi~ne smrti oz. apoptoze. Prva
odkritja na tem podro~ju se`ejo v leto 1992,
ko so odkrili podobnosti med bolniki z ALPS
ter mi{mi z mutacijami lpr in gld. Pri mi{ih
lpr so identificirali transverzijo 768 T-A v genu
Fas, posledica katere je substitucija dveh ami-
nokislin v citoplazmatskem delu proteina.
Genetski vzrok fenotipa lpr je torej avtosom-
no recesivna mutacija, ki povzro~i izjemno
zni`an dele` proteina Fas. Klini~no so pri mi{i
lpr opazili limfadenopatijo, hipergamaglo-
bulinemijo, prisotna {tevilna avtoprotitelesa
in kopi~enje celic DNT, podobno kot pri bol-
nikih z ALPS (34). Kasneje so ugotovili, da gre
pri mi{ih gld za defekt v FasL, ki se v fiziolo{-
kih pogojih pove`e s Fas in inducira apoptozo.
Leta 2004 (Puck in Strauss) je bil predlagan

ALPS Ia ALPS Ib ALPS II ALPS III

Mutacija TNFRSF 6 TNFSF 6 CASP10 CASP8 Neznan
na genu

Vrsta Najpogosteje gre za 84 baznih parov dolga Heterozigotne mutacije, Homozigotne mutacije. Ni prisotnih mutacij
mutacije mutacije znotraj domene delecija znotraj substitucije aminokislin. v aktivaciji apoptotske

smrti (DD); le-te imajo eksona 4. poti, posredovane s Fas.
najvi{jo penetranco.
Mo`ne so multiple
mutacije, ki povzro~ajo
zni`ano ekspresijo Fas.

Protein Fas ligand Fas Kaspaza 10 Kaspaza 8 Neznan

Posebnosti Le pribli`no 70 % Do sedaj opisan le en CASP10: Mutacija je Odkrili pri 2 sorodnikih Bolniki imajo klini~no
nosilcev mutacij razvije primer, pri mo{kem povzro~ila ↓ aktivnost s ponavljajo~imi sliko, ki mo~no spominja
klini~no sliko. Pri bolnikih s sistemskim lupusom kaspaze in s tem motnjo oku`bami zgornjih in na ALPS. Obstaja
z ALPS so odkrili tudi eritematozusom in v apoptotskih kaskadah spodnjih dihal, oku`bami verjetnost, da gre za
mutacije izrezovanja limfadenopatijo; bolnik preko vseh znanih z virusom herpes simplex motnje na ravni drugih
(le`ijo na meji med ni imel povi{anih DNT receptorjev. Pri bolnikih in nezadostnim imunskim receptorjev, zadol`enih
introni in eksoni). in splenomegalije. je pri{lo do te`je klini~ne odzivom. za apoptozo limfocitov,

slike v primerjavi z dru- kot so Trail-R, DR3, DR6.
gimi tipi ALPS, huda
hemoliti~na anemija,
trombocitopenija, opti~ni
nevritis in meningitis.

Tabela 1. Klasifikacija avtoimunskega limfoproliferativnega sindroma (ALPS).

TNFRSF – dru`ina receptorjev za faktor tumorske nekroze, TNFSF – dru`ina ligandov za faktor tumorske nekroze, CASP 10 – kaspaza 10, CASP 8 – kaspaza 8,
DNT – dvojno negativne celice, Trail-R – receptor indukcije apoptoze, povezan s faktorjem tumorske nekroze, DR 3 in DR 4 – receptorja smrti.
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klasifikacijski sistem za genotipe bolnikov
z ALPS (tabela 1). ALPS Ia vklju~uje bol-
nike z mutacijo v genu Fas, ki vodi v motnje
izra`anja ali funkcionalnosti proteina Fas.
Ta tip predstavlja okoli 79 % vseh bolnikov
z ALPS (25). Bolniki, ki izpolnjujejo klini~ne
in imunolo{ke kriterije za diagnozo ALPS,
nimajo pa defekta v genu Fas, imajo lahko
prisotne mutacije v katerem koli izmed osta-
lih genov, ki kodirajo beljakovine, udele`ene
v apoptotski poti. Pri ALPS Ib gre za muta-
cije v genu za FasL. Prva taka mutacija je bila
opisana pri odraslem bolniku z atipi~nim lupu-
som (34). Bolniki z diagnozo ALPS in zna-
nima defektoma v kaspazah 10 ali 8 sodijo
v skupino ALPS II. ALPS III pa vklju~uje vse
bolnike, ki klini~no in imunolo{ko izpolnju-
jejo kriterije za ALPS, genetskih defektov
v apoptotskih poteh pa pri njih {e nismo
odkrili. V {tudijah so bili opisani tudi prime-
ri bolnikov z nekaterimi lastnostmi ALPS, pri
katerih niso uspeli potrditi motnje v apopto-
zi (20).

NAMEN

Namen na{e raziskave je bil razjasniti klini~-
no, imunolo{ko in genetsko ozadje bolnikov
z ALPS v Sloveniji. Pri bolnikih, ki smo jih
vklju~ili v {tudijo, smo nameravali ugotovi-
ti klini~ne in imunolo{ke zna~ilnosti ob prvi
prezentaciji bolezni ter v ~asu dolgoro~nega
spremljanja. Zaradi mo`nih raznolikih klini~-
nih manifestacij ALPS smo v raziskavo ̀ eleli
vklju~iti tudi bolnike z nepojasnjenimi avtoi-
munskimi citopenijami, pri katerih so bile
ugotovljene imunolo{ke zna~ilnosti ALPS.
Poleg tega smo nameravali v Genetskem labo-
ratoriju na Pediatri~ni kliniki v Ljubljani vpe-
ljati metodo za genetsko testiranje pri bolnikih
z ALPS, opraviti genetske analize in ugotoviti
prisotnost mutacij v genih, ki kodirajo beljako-
vine, udele`ene pri apoptozi imunskih celic.

HIPOTEZE

• pri bolnikih z ALPS se pojavljajo raznolike
klini~ne manifestacije v razli~nih starost-
nih obdobjih,

• zna~ilni imunolo{ki izvidi pri bolnikih
z ALPS so povi{ana vrednost IL-10, prisot-
nost celic DNT nad 1 % in motena apop-
toza limfocitov in vitro,

• najpogostej{a genetska okvara pri bolnikih
z ALPS v Sloveniji je mutacija v genu za Fas.

METODE

Zasnova raziskave

V raziskavo smo vklju~ili vse bolnike, ki se
vodijo na Pediatri~ni kliniki v Ljubljani pod
sumom na ALPS. Vklju~itveni kriteriji za
na{o raziskavo so bili: starost pod 18 let, pri-
sotna vsaj ena klini~na manifestacija ALPS ter
pozitiven vsaj en laboratorijski imunolo{ki
test, zna~ilen za ALPS.

Pri na~rtovanju raziskave smo upo{tevali
na~ela Helsin{ke deklaracije o biomedicinskih
raziskavah na ~loveku in na~ela slovenskega
Kodeksa medicinske deontologije. Raziskavo
je odobrila Komisija za medicinsko etiko pri
Ministrstvu za zdravje Republike Slovenije.

Klini~ne metode

Retrospektivno smo pregledali vso klini~no
dokumentacijo o poteku bolezni in pridobili
podatke o klini~nih, laboratorijskih in imuno-
lo{kih zna~ilnostih pri posameznih bolnikih.
Za potrebe raziskave smo podatke zbirali
v podatkovno zbirko v programu Microsoft
Excel. Podatke o klini~nih, laboratorijskih in
imunolo{kih zna~ilnostih smo zbirali od prve
prezentacije bolezni (definirane kot datum
prvega pregleda plus tri mesece) ter manife-
stacije, ki so se pojavile v ~asu sledenja bol-
nika. ̂ as sledenja je bil definiran kot obdobje
od prve prezentacije bolnika do zadnjega
pregleda v ambulanti ali na oddelku Pedia-
tri~ne klinike.

Imunolo{ki testi

Izolacija limfocitov

Mononuklearne celice smo izolirali iz levko-
citnega koncentrata z metodo Ficoll-Hypaque.

Limfocitne subpopulacije smo dolo~ili
tako, da smo levkocitne antigene (antigene
CD) na povr{ini limfocitov ozna~ili z mono-
klonskimi protitelesi, ozna~enimi z razli~ni-
mi fluorokromi. Celice lahko ozna~imo z ve~
monoklonskimi protitelesi hkrati, tako prika-
`emo, katere kombinacije antigenov izra`ajo
posamezne celice. Na enak na~in smo dolo-
~ili prisotnost receptorja Fas.



V. VIDMAR, M. ZABUKOVEC KLINI^NE, IMUNOLO[KE IN GENETSKE ZNA^ILNOSTI … MED RAZGL 2009; 48

318

Funkcijski test za apoptozo limfocitov

V prvem koraku limfocite aktiviramo z name-
nom povzro~itve apoptoze. Nato s pomo~jo
barvil po 48 urah lo~imo apoptoti~ne celice
od nekroti~nih, vrednosti smo izmerili na pre-
to~nem citometru.

Dolo~anje citokina IL-10

Vrednosti IL-10 smo dolo~ili z encimsko imun-
skim testom (ELISA).

Genetski testi

Glede na pogostost mutacij pri ALPS smo naj-
prej iskali le-te na genu za Fas, zna~ilne za
ALPS tipa Ia. Ker so bili testi pri ve~ini na{ih
bolnikov negativni, smo pregledali {e gen za
FasL (ALPS Ib).

Izolacija genomske DNA

Genomsko DNA smo iz periferne krvi izolirali
s setom Flexi Gene DNA isolation kit (Qiagen,
Nem~ija) po navodilih proizvajalca. Izolirano
genomsko DNA smo shranili pri 4 °C.

Pomno`evanje fragmentov DNA
z veri`no reakcijo s polimerazo
(metoda PCR)

Vseh 9 eksonov gena za Fas in vse 4 eksone
gena za FasL smo lo~eno pomno`ili z veri`no
reakcijo s polimerazo – PCR (angl. Polymerase
Chain Reaction) na aparatu GenAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, ZDA).

Gelska elektroforeza produktov PCR

Za preverjanje uspe{nosti reakcije s PCR in
za ocenjevanje koncentracije pomno`enega
odseka DNA v reakciji smo uporabljali elek-
troforezo na 2 % agaroznem gelu. Po kon~ani
elektroforezi smo prisotnost produktov pre-
verili pod UV-svetlobo (305 nm).

Razsoljevanje in koncentriranje DNA
s kompletom Quiagen

Raztopino pomno`enega odseka DNA smo
o~istili in koncentrirali s kompletom QIAquick
PCR purification kit (Qiagen, Nem~ija) po na-
vodilih proizvajalca.

Dolo~evanje nukleotidnega zaporedja
odsekov DNA

Odsekom DNA, ki smo jih pomno`ili z reakci-
jo PCR in nato o~istili s kompletom Quiagen,
smo dolo~ili nukleotidno zaporedje po modifi-
cirani Sangerjevi metodi (Sanger et al., 1997).

Analiza sekven~nih produktov je potekala
v napravi ABI PRISM® 310 Genetic Analyser
(PE Applied Biosystems, ZDA). Spremem-
be v nukleotidnem zaporedju smo dolo~ili
s primerjavo z zaporedjem gena, objavljenega
v bazi zaporedij GenBank, ki jo vzdr`uje
Nacionalni in{titut za zdravje v ZDA
(http://www3.ncbi.nlm.nih.gov).

REZULTATI

Vklju~itvene kriterije za raziskavo je izpolnje-
valo 11 bolnikov, od tega 7 de~kov in 4 dekli-
ce s povpre~no starostjo 7,9 let. V tabeli 2 so
prikazane klini~ne manifestacije in razulta-
ti imunolo{kih testov pri na{ih bolnikih.

Tp je definirana kot {tevilo trombocitov
pod 150 × 109/L, Np je definirana kot dele`
nevtrofilnih granulocitov pod 0,4, anemija je
definirana kot koncentracija Hb pod 120 g/L
in monocitoza kot dele` monocitov nad 0,1.
Normalne vrednosti za IL-10 v serumu so do
10,8pg/mL, normalne vrednosti celic DNT do
1 %. Za imunoglobuline so vrednosti prilago-
jene glede na starost bolnikov.

Klini~ne manifestacije

Kriterije za vklju~itev v na{o raziskavo je izpol-
njevalo 11 otrok, pri katerih sta bili hkrati
prisotni vsaj ena klini~na in ena imunolo{ka
manifestacija, zna~ilni za ALPS. Pet bolnikov
se redno vodi v Slu`bi za alergologijo, revma-
tologijo in klini~no imunologijo, 6 bolnikov pa
se vodi na Klini~nem oddelku za hematolo-
gijo in onkologijo Pediatri~ne klinike v Ljub-
ljani. Trije bolniki so izpolnjevali dogovorno
sprejete kriterije za diagnozo ALPS, 8 bolni-
kov pa je hkrati izpolnjevalo eno klini~no
in eno laboratorijsko merilo za ALPS, vendar
niso zadostili dogovorno sprejetim kriterijem
za diagnozo ALPS (1–3, 25).

Tabela 2 prikazuje klini~ne manifestaci-
je pri na{ih bolnikih v ~asu prve prezentacije
bolezni in v ~asu sledenja. Sliki 1 in 2 prika-
zujeta razporeditev le-teh.
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B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11

Prva Znaki LA + + + + – – – – – – –

prezentacija limfoproliferacije S + – + + – – – – – – –

bolezni H + + + – + – – – – – –

Avtoimunost AIHA + + + – – – – – – + –

Tp – + + – – + + + – + +

Np + – + – + – – – – – –

Ab + + – + – – – + – – +

Drugo reakcija petehije petehije, petehije, petehije masto- petehije
na bole~ine bole~ine citoza,

cepljenje, v sklepih v kolenih, sum na
↑ T, gle`njih celiakijo

urtikarialen
izpu{~aj

Imunolo{ki testi DNT (%) ↑ ↑ ↑ / / / / ↑ ↑ N ↑
IL-10 ↑ ↑ ↑ / / / / / ↑ / /
(pg/ml)

IgA (g/L) N N N ↑ N ↑ / N ↓ N N

IgG (g/L) ↑ ↑ ↑ ↑ N ↑ / N ↓ N ↓

IgM (g/L) ↑ N ↑ N ↑ ↑ / N ↑ N N

V ~asu Znaki LA + + – + + – – – + – –

sledenja limfoproliferacije S + – – – – – – – + – –

H + + – – + – – – + – –

AIHA + + + – – – – – – + +

Avtoimunost Tp – + + – + + + + – + +

Np + + + + – – – – – – –

Ab + + – + + + + + – + +

Drugo poliartritis petehije petehije, petehije, petehije, petehije masto- petehije nevro-
po celem Henoch- bole~ine bole~ine citoza, po celem patija

telesu -Schönlein v sklepih v kolenih, nevro- telesu
purpura gle`njih dermitis,

astma

Imunolo{ki testi DNT (%) N ↑ / ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
IL-10 N ↑ N ↑ N N N / ↑ ↑ N
(pg/ml)

IgA (g/L) N N N ↑ ↑ N N / ↓ N N

IgG (g/L) ↑ N N ↑ ↑ N ↑ / ↓ N N

IgM (g/L) N N ↑ N N N N / ↑ N N

Tabela 2. Prikaz klini~nih manifestacij in imunolo{kih testov pri na{ih bolnikih v ~asu prve prezentacije bolezni in v ~asu sledenja.

LA – limfadenopatija, S – splenomegalija, H – hepatomegalija, AIHA – avtoimunska hemoliti~na anemija, Tp – trombocitopenija, Np – nevtropenija,
Ab – protitelesa, N – normalna vrednost, B – bolnik, T – telesna temperatura, DNT – dvojno negativne celice T.

V ve~ini primerov ni prisotnih nobenih
avtoimunskih bolezni v dru`ini. Dru`inske
anamneze so ve~inoma brez posebnosti. Pri
bolniku 3 je bil pri materi v nose~nosti ugo-
tovljen latentni lues, po o~etovi strani je pri-
sotna sladkorna bolezen tipa I. Pri bolniku 10

ima mati vitiligo, te`ave s {~itnico, alergijo na
kovine ter bole~e male sklepe rok.

Spremljali smo tudi razvoj otroka. Pri
nobenem od na{ih bolnikov v razvoju nismo
opazili nepravilnosti.
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Pri ve~ini bolnikov smo v ~asu sledenja
opazili, da so velikokrat prebolevali oku`be.
Pri 8/11 bolnikov je {lo za oku`be respirator-
nega trakta, pri 3/11 za oku`be gastrointesti-
nalnega trakta. Bolnik 3 je preboleval hudo
oku`bo z virusom CMV, ki se je pojavila v ~a-
su zdravljenja z visokimi odmerki sistemskih
kortikosteroidov in mikofenolat mofetilom.

Ve~ina bolnikov (91 %) je bila v ~asu sle-
denja na terapiji z imunosupresijskimi zdra-
vili. 9 bolnikov (82 %) je dobivalo sistemski
kortikosteroid metilprednizolon per os, 64 %
je dobivalo intravenske imunoglobuline, 27%
bolnikov je prejelo intravensko terapijo z mo-
noklonskim protitelesom proti CD20 (rituxi-
mab), dva bolnika (18 %) sta dobivala miko-
fenolat mofetil per os in en bolnik metotreksat
per os.

Imunolo{ki testi

Vrednosti celic DNT nad 1 % so imeli vsi bol-
niki iz na{e kohorte (100%). Ob prvi prezenta-
ciji bolezni je imelo 6 bolnikov (55%) povi{ane
vrednosti celic DNT, ob zadnjem testiranju
je imelo 9 bolnikov vrednosti celic DNT povi-
{ane (82 %), en je imel normalne vrednosti,
pri enem testa nismo ponovili (tabela 2).

Vrednosti IL-10 so imeli ob prvi prezen-
taciji povi{ane vsi bolniki, pri katerih je bil test
opravljen. Ob zadnjem testu so imeli IL-10
povi{an {tirje bolniki (36 %), najbolj bol-

nik 10. Vrednosti IgA sta imela ob prvi pre-
zentaciji povi{ane dva bolnika, ob zadnjih
preiskavah sta imela prav tako povi{ane vred-
nosti dva bolnika (18 %). IgG je imelo ob prvi
prezentaciji povi{ane 6 bolnikov (55 %), ob
zadnjih preiskavah pa {tirje (36%). Noben bol-
nik ni imel zni`anih vrednosti IgM.

Vrednosti limfocitov T (CD3+) je imel ob
prvi prezentaciji bolezni povi{ane le en bol-
nik (bolnik 9), ob zadnjih preiskavah pa sta
imela povi{ane vrednosti dva bolnika. Celi-
ce T pomagalke (CD3+CD4+) so bile ob prvi
prezentaciji zni`ane pri petih bolnikih, ob zad-
njem testiranju so imeli {tirje bolniki ni`je
vrednosti. Ob pojavu bolezni je imelo pet bol-
nikov povi{ane vrednosti citotoksi~nih limfo-
citov (CD3+CD8+), razmerje med celicami
CD3+CD4+ in CD3+CD8+ je imelo pet bolni-
kov zni`ano. Ob zadnjem testiranju je imel le
1 bolnik povi{ane vrednosti celic CD3+CD8+,
zni`ano razmerje med celicami CD3+CD4+ in
CD3+CD8+ sta imela ob zadnjem testu dva
bolnika. Vrednosti celic CD3+HLA-DR+ sta ob
prvi prezentaciji imela povi{ane dva bolnika,
ob zadnjem testiranju so bile vrednosti povi-
{ane pri dveh bolnikih. Vrednosti limfocitov B
so pri ve~ini bolnikov v mejah normale, ena-
ko tudi vrednosti celic NK.

Apoptoza je okvarjena pri treh bolnikih
(bolnik 1, 3 in 4), pri ostalih in vitro test apop-
toze ne odstopa od normale. Receptor Fas je
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Slika 1. Klini~ne manifestacije ob prvi prezentaciji bolezni.
LA – limfadenopatija, H – hepatomegalija, S – splenomegalija,
T – trombocitopenija, AIHA – avtoimunska hemoliti~na anemija,
N – nevtropenija, Ab – protitelesa.
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Slika 2. Klini~ne manifestacije v ~asu sledenja bolnikov.
LA – limfadenopatija, H – hepatomegalija, S – splenomegalija,
T – trombocitopenija, AIHA – avtoimunska hemoliti~na anemija,
N – nevtropenija, Ab – protitelesa.
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bil primerno izra`en na povr{ini limfocitov T
pri vseh bolnikih.

Genetski testi

Zaporedja za~etnih oligonukleotidov, uporab-
ljenih za pomno`evanje eksonov gena za Fas
in FasL, smo izbrali z internetnim orodjem
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/pri-
mer3_www.cgi.), tako da je posamezen par
za~etnih oligonukleotidov vklju~eval celo-
ten ekson (dva eksona) in pripadajo~e ekson-
sko intronske regije.

Genetske analize gena za Fas in FasL smo
opravili pri 6 bolnikih. [est bolnikov (bolni-
ki 1, 2, 3, 5, 8 in 9) je bilo testiranih za muta-
cijo gena, ki kodira receptor Fas, in {tirje
bolniki (bolniki 1, 2, 3 in 9) za mutacijo gena,
ki kodira ligand Fas. Mutacije nismo dokaza-
li. Tudi pri ostalih bolnikih nismo na{li spre-
memb nukleotidnih zaporedij v genih za Fas
in FasL.

Trenutno potekajo nadaljnje analize genov
za Fas in FasL pri ostalih petih bolnikih.

RAZPRAVLJANJE

ALPS je redka primarna imunska pomanjklji-
vost, za katero je zna~ilna motnja v nadzoru
imunskega odziva. Klini~na slika bolezni je
bila prvi~ opisana leta 1969, {ele v zadnjem
desetletju pa so natan~neje opredelili imun-
ske in genetske zna~ilnosti pri tem sindromu.
Kljub izrazitemu napredku v zadnjih letih
povezava med genotipom in fenotipom pri
bolnikih z ALPS {e vedno ni povsem pojas-
njena. Pri ve~jem delu bolnikov s klini~no
sliko ALPS tako {e vedno ne poznamo natan~-
nega genetskega vzroka bolezni, po drugi
strani pa so za ALPS tipi~ne genetske okva-
re opisali tudi pri bolnikih z nezna~ilnim pote-
kom bolezni. Ve~ina raziskav pri bolnikih
z ALPS je bila opravljena v razvitih dr`avah
zahodne Evrope in ZDA, na{a raziskava pa je
prva sistemati~na analiza klini~nih, imuno-
lo{kih in genetskih zna~ilnosti pri bolnikih
s sumom na ALPS v Sloveniji.

V raziskavo smo vklju~ili vse otroke, ki
so izpolnjevali vsaj eno klini~no in eno imu-
nolo{ko merilo za diagnozo ALPS. Skupno
smo na Pediatri~ni kliniki v Ljubljani odkri-
li 11 otrok, ki so izpolnjevali omenjene vklju-
~itvene kriterije. V objavljenih raziskavah so

bili znaki limfoproliferacije med najpogo-
stej{imi klini~nimi manifestacijami pri bol-
nikih z ALPS. Pri ve~ini bolnikov, opisanih
v {tudijah, gre za kroni~no obliko limfopro-
liferacije. V na{i raziskavi smo pri 7 bolnikih
(64 %) potrdili prisotnost ene od oblik limfo-
proliferacije. Pri 6 bolnikih (55 %) so bili zna-
ki limfoproliferacije prisotni `e v ~asu prve
prezentacije bolezni in le pri enem bolniku
je v ~asu sledenja pri{lo do izbolj{anja. Naj-
pogosteje se je pojavljala limfadenopatija,
pri ~emer so bile pri ve~ini bolnikov pove~a-
ne vratne, pazdu{ne in dimeljske bezgavke.
Poleg pove~anih bezgavk smo kot znak lim-
foproliferacije ugotovili tudi hepatomegalijo
pri pribli`no eni tretjini bolnikov in spleno-
megalijo pri eni ~etrtini vseh bolnikov. V di-
ferencialno diagnozo limfoproliferacije sodijo
maligna obolenja, ki se pri bolnikih z ALPS
pojavljajo pogosteje kot v zdravi populaciji.
Zato smo pri 4 bolnikih (bolniki 2, 3, 4 in 9)
opravili aspiracijsko biopsijo pove~anih bez-
gavk in pri vseh {tirih je bilo potrjeno, da ne
gre za maligno spremenjene bezgavke.

Med imunolo{kimi testi smo pri na{ih bol-
nikih spremljali dele` celic DNT v periferni
krvi, vrednost serumskega IL-10 in funkcijski
test apoptoze. Pri vseh 11 bolnikih smo odkri-
li povi{ane vrednosti celic DNT. Opazili smo,
da je bil v skupini 8 bolnikov, ki niso izpol-
njevali dogovornih kriterijev za ALPS, razpon
vrednosti celic DNT celo ve~ji kot pri ostalih
3 bolnikih, ki so izpolnjevali dogovorne kri-
terije za ALPS. Pri bolniku 1 smo v ~asu slede-
nja opazili upad celic DNT, kar lahko morda
pripi{emo dejstvu, da je prejemal zdravljenje
s sistemskimi glukokortikosteroidi. Samo na
podlagi vrednosti celic DNT torej ne moremo
potrditi ali ovre~i suma na ALPS, je pa pomem-
ben orientacijski test, predvsem za bolnike,
ki imajo izra`ene le posamezne klini~ne mani-
festacije ALPS.

Za celice DNT je zna~ilno, da izlo~ajo veli-
ke koli~ine IL-10, zato imajo bolniki z ALPS
obi~ajno povi{ane vrednosti IL-10. [est bol-
nikov v na{i kohorti je imelo povi{ane vred-
nosti IL-10, ob tem so imeli hkrati povi{ane
tudi vrednosti celic DNT. Najbolj izstopa
vrednost pri bolniku 10, ki je imel v ~asu testi-
ranja zagon bolezni, kar lahko razlo`imo
z dejstvom, da vrednost IL-10 v drugi fazi
mo~nega vnetja mo~no naraste. Pri 5 bolnikih,
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ki so imeli povi{ane vrednosti celic DNT, smo
ugotovili normalne vrednosti IL-10, kar ne
ka`e na neposredno povezavo med vred-
nostjo celic DNT in nivojem IL-10 v serumu.

Vloga celic DNT pri razvoju avtoimunskih
fenomenov {e ni popolnoma jasna. Po neka-
terih domnevah naj ne bi bile primarni vzrok
za razvoj avtoimunskih fenomenov, po drugih
pa bi celice DNT lahko spro`ale avtoimunski
odziv. V na{i raziskavi nismo ugotovili pove-
zave med vrednostjo celic DNT in intenziv-
nostjo avtoimunskih manifestacij. Glede na
hipoteze, da je citokinski profil Th2 odgovo-
ren za razvoj avtoimunskih fenomenov pri
ALPS, smo ugotavljali povezavo med vred-
nostjo IL-10 in prisotnostjo ter intenzivnost-
jo avtoimunskih manifestacij. Opazili smo, da
se pri bolnikih, ki imajo vi{je vrednosti IL-10,
nekoliko pogosteje pojavijo avtoimunski feno-
meni.

Po dogovornih kriterijih je za diagnozo
ALPS zelo pomemben funkcijski test apopto-
ze limfocitov. Z njim se preveri u~inkovitost
apoptoze, spro`ene z aktivacijo Fas-FasL poti.
^e test poka`e okvarjeno apoptozo, lahko z go-
tovostjo trdimo, da ima bolnik ALPS. Kadar
pa test ne poka`e okvare apoptoze, pa to ne
izklju~uje diagnoze ALPS, temve~ samo ka`e,
da pri bolniku ne gre za okvaro apoptoti~-
ne poti, posredovane s Fas-FasL. Apoptoza
namre~ lahko poteka po razli~nih poteh.
Glede na rezultate na{ih testov lahko potrdi-
mo bolezen pri treh bolnikih, in sicer pri bol-
niku 1, 3 in 4. Pri ostalih 8 bolnikih zaradi
primernega testa apoptoze Fas-FasL ne more-
mo z gotovostjo potrditi diagnoze ALPS,
kljub temu, da imajo klini~ne in imunolo{ke
zna~ilnosti ALPS. Domnevamo, da gre pri teh
bolnikih lahko za motnjo na kateri izmed dru-
gih poti apoptoze in ne na poti, posredovani
s Fas-FasL.

Na{i podatki potrjujejo delovno hipotezo
glede zna~ilnih imunolo{kih izvidov pri ALPS,
vendar pri vseh bolnikih nismo ugotovili vseh
imunolo{kih manifestacij, kar pomeni, da je
potrebno pri vsakem bolniku s sumom na
ALPS opraviti vse preiskave in da ni samo ene-
ga imunolo{kega testa, ki bi potrjeval diagno-
zo pri vseh bolnikih. Kadar so hkrati prisotni
zna~ilni imunolo{ki izvidi, tj. povi{ana vred-
nost IL-10, prisotnost ve~ kot 1 % celic DNT
in motena apoptoza limfocitov in vitro, le-ti

mo~no govorijo v prid diagnoze ALPS. Na{i
rezultati nakazujejo, da na izvid imunolo{kih
testov lahko vpliva aktivnost oz. trajanje bolez-
ni, prav tako pa {e ne vemo natan~no, kako
na izid testov vpliva zdravljenje z razli~nimi
imunosupresijskimi zdravili.

Apoptoza nadzira jakost in trajanje anti-
gensko specifi~nega imunskega odziva tako,
da omejuje `ivljenjsko dobo perifernih lim-
focitov B in T ter izlo~a avtoreaktivne T-celi~-
ne klone. Motena apoptoza limfocitov T ima
za posledico ekspanzijo aktiviranih T-celi~nih
in DNT-celi~nih populacij, motena apoptoza
limfocitov B pa skupaj z visokimi vrednost-
mi IL-10 posreduje hipergamaglobulinemijo
ter dalj{e pre`ivetje celic B, ki tvorijo avtopro-
titelesa.

Rezultati na{e raziskave presenetljivo
ka`ejo zni`ane vrednosti limfocitov T v ~asu
sledenja kar pri petih bolnikih, le pri treh smo
v ~asu sledenja opazili povi{ane vrednosti lim-
focitov T. Vrednosti limfocitov B ne odstopajo
od normalnih. Pri~akovali smo povi{ane vred-
nosti citotoksi~nih limfocitov T, kar je pet bol-
nikov iz na{e kohorte tudi imelo. Pet bolnikov
je imelo tudi zna~ilno zni`ano razmerje med
celicami T pomagalkami in citotoksi~nimi lim-
fociti T. Opazili smo povezavo med povi{animi
vrednostmi limfocitov T in limfoproliferacijo.
Pri bolnikih s povi{animi vrednostmi lim-
focitov T je bila pogosteje prisotna limfade-
nopatija, splenomegalija ter hepatomegalija.
Podobno smo opazili povezavo med vred-
nostjo celic DNT in limfoproliferacijo. Bolniki
z vi{jimi vrednostmi celic DNT imajo pogo-
steje limfadenopatijo, splenomegalijo ter
hepatomegalijo, bolniki z ni`jimi vrednostmi
celic DNT pa redkeje razvijejo znake limfopro-
liferacije.

Pri treh bolnikih smo opazili povi{ane
vrednosti IgA, vrednosti IgG so bile v ~asu sle-
denja povi{ane pri 8 bolnikih. Presenetljivo
so bile povi{ane vrednosti IgM kar pri 5 bol-
nikih, pri nikomer pa nismo zasledili zni`a-
nih vrednosti IgM.

Receptor Fas je primerno izra`en na povr-
{ini limfocitov pri vseh na{ih bolnikih. Ta ugo-
tovitev se ujema z rezultati genetskih testov,
saj nismo pri nobenem testiranem bolniku
ugotovili mutacije gena za receptor Fas, ki bi
lahko pripeljala do motnje izra`anja ali funk-
cionalnosti proteina Fas.
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Poleg spoznanj o patogenezi avtoimun-
skih bolezni in poznanih mehanizmov apop-
toze imunskih celic so napredki v molekularni
biologiji in tehnologiji DNA mo~no pripomo-
gli k spoznavanju mehanizmov v celicah, ki
so pomembni za nadzor in normalen potek
apoptotske poti. Pretekle raziskave so bile
v veliki meri osredoto~ene na prou~evanje
mehanizma apoptoze, posredovane s Fas. Z ge-
netskimi metodami so pri ve~ini bolnikov
z ALPS ali sumom na to bolezen na{li muta-
cije na genu za Fas (ALPS tipa Ia). Opisanih
je ̀ e ve~ kot 107 razli~nih mutacij tega gena,
ki se praviloma dedujejo avtosomno domi-
nantno. Ve~inoma se te pojavljajo na eksonu 9
in vplivajo na strukturo in delovanje znotraj-
celi~nega dela proteina Fas. Nekaj let kasne-
je so odkrili, da se mutacije lahko pojavljajo
tudi znotraj intronov gena in te zmotijo pro-
ces izrezovanja RNA (25).

Pri na{i raziskavi smo se odlo~ili, da naj-
prej opravimo testiranje na genu za Fas, ki je
pri bolnikih z ALPS najpogosteje mutiran.
Pregledali smo vse eksone in eksonsko intron-
ske regije gena, {e posebej smo bili pozorni
na transmembransko domeno proteina, v ka-
teri je bilo opisanih najve~ mutacij. Do sedaj
so bila testiranja opravljena pri 6 bolnikih in
vsi testi so bili negativni.

V apoptotsko pot, posredovano s Fas, je
vpletenih ve~ beljakovin. Mutacija gena katere
koli od teh beljakovin lahko povzro~i ALPS.
Tako smo nadaljevali s testiranjem gena za
FasL. Do sedaj je bil opisan le en primer muta-
cije tega gena, ki je ustrezal tipu ALPS Ib, in
sicer pri mo{kem s sistemskim eritematoznim
lupusom (SLE) (35). Leta 2006 so odkrili novo
homozigotno mutacijo gena za FasL. Pri bol-
nici z generalizirano limfadenopatijo, masivno
splenomegalijo in perzistentno hipergamaglo-
bulinemijo ter s ponavljajo~imi oku`bami
dihal in srednjega u{esa so na{li mutacijo na
eksonu 4, kjer je pri{lo do substitucije dveh
aminokislin (iz alanina v glutamat). Po klini~-
ni sliki spada bolnica v ALPS tipa I, a se homo-
zigotna mutacija FasL ne ujema z mutacijo pri
ALPS tipa Ia, odsotnost SLE pa ne z ALPS
tipa Ib. Tako so bolnico uvrstili v nov tip,
ALPS Ic (37). Glede na podobnost klini~ne
in imunolo{ke slike med nekaterimi na{imi
bolniki in omenjeno bolnico smo predvide-
vali, da so mo`ne mutacije na genu za FasL.

Pregledali smo vse {tiri eksone in eksonsko
intronske regije gena pri {tirih bolnikih, ven-
dar mutacij nismo odkrili.

Na podlagi izvidov opravljenih genetskih
testov lahko ovr`emo delovno hipotezo, da je
najpogostej{a genetska okvara pri bolnikih
z ALPS v Sloveniji mutacija v genu za Fas. Ker
v Sloveniji {e ni bilo narejenih podobnih {tu-
dij, smo se zgledovali po doslej opravljenih.
Med pribli`no 200 bolniki z ALPS v svetu je
kar 79 % takih, pri katerih so na{li mutacije
na genu za Fas (25). Vzrokov, zakaj mutacij
na tem mestu pri na{ih bolnikih nismo na{-
li, je lahko ve~. Mo`no je, da gre pri katerem
od na{ih bolnikov za somatsko mutacijo gena
za Fas. Leta 2004 so tako mutacijo na{li pri
6 bolnikih z zna~ilno klini~no in imunolo{ko
sliko ALPS (7). Mutacijo so odkrili po pregle-
du genetskega materiala celic DNT. Druga
mo`nost je genetska heterogenost v splo{ni
populaciji, pri ~emer moramo upo{tevati, da
so bile {tudije ve~inoma opravljene v ZDA in
dr`avah zahodne Evrope, medtem ko ni podat-
kov o genetskem ozadju pri bolnikih z ALPS
iz dr`av vzhodnega in osrednjega dela Evro-
pe, pri katerih bi pri~akovali ve~jo genetsko
primerljivost z bolniki v Sloveniji. Domneva-
mo, da so mutacije pri na{ih bolnikih lahko
prisotne drugje. Opisani so posamezni prime-
ri mutacij genov za kaspazo-10 in kaspazo-8.
Oba proteina sta vklju~ena v apoptotsko pot,
posredovano s Fas. Ni pa nujno, da ALPS pov-
zro~ajo samo defekti poti Fas. Mo`no je, da
gre za motnjo na ravni drugih receptorjev,
zadol`enih za apoptozo limfocitov. Tako bodo
potrebne {e {tevilne nove raziskave, ki bi odkri-
le mo`ne nepravilnosti na teh receptorjih, pa
tudi na ligandih in signalnih molekulah, ki
sodelujejo v procesih apoptoze imunskih
celic, in s tem omogo~ile {e bolj{e razumeva-
nje molekularnih mehanizmov, ki kontrolira-
jo proces avtoimunske proliferacije.

V prihodnosti je potrebno dokon~ati
genetsko analizo pri vseh 11 bolnikih in ugo-
toviti mesto mutacije. Vklju~iti je potrebno
nove bolnike, da bi bil vzorec bolj reprezen-
tativen; v raziskavo je treba vklju~iti {e bolni-
ke iz ostalih pediatri~nih imunolo{kih centrov
v centralni in jugovzhodni Evropi ter na ta
na~in pridobiti podatke o genetski heteroge-
nosti v nam bli`jem vzorcu.
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Na podlagi izsledkov na{e raziskave pred-
lagamo slede~i protokol preiskav pri bolniku
s sumom na ALPS:

• temeljit klini~ni pregled, pri ~emer smo
posebej pozorni na prisotnost limfadeno-
patije, splenomegalije, hepatomegalije in
prisotnost avtoimunskih manifestacij (av-
toimunska hemoliti~na anemija, trombo-
citopenija, nevtropenija, itd.). Pri vsakem
posameznem bolniku je potrebno oceniti
smiselnost dodatnih patohistolo{kih prei-
skav, kot npr. biopsija bezgavke ali jeter;

• krvne preiskave vklju~no s hemogramom,
diferencialno krvno sliko, osnovne bioke-
mi~ne preiskave, pregled urina, dolo~itev
prisotnosti avtoprotiteles (Coombsov test,
ANA, RF, aCL, LA), celokupne serumske
IgG/A/M, dolo~itev limfocitnih subpopula-
cij in posebej dolo~itev vrednosti celic DNT,
serumsko vrednost IL-10 in funkcijski test
apoptoze limfocitov, posredovane s Fas;

• genetski testi za testiranje Fas-FasL in v pri-
meru negativnih izvidov dodatne preiska-
ve za izklju~itev mutacij v ostalih genih, kot
npr. geni za kaspazo 10, TNFRSF6 in drugi.

ZAKLJU^EK

Na podlagi na{ih rezultatov lahko re~emo, da
ima ALPS zelo raznoliko klini~no prezenta-
cijo, ki se pogosto ne izrazi ob prvem pojavu
bolezni, ampak tekom let. Zna~ilni imunolo{-
ki testi so povi{ana vrednost IL-10, prisotnost
ve~ kot 1 % celic DNT in motena apoptoza
limfocitov in vitro. Nobeden od teh testov ni
pozitiven pri vseh bolnikih, zato je potrebno
napraviti celotno serijo testov. Genetske ana-
lize ne ka`ejo, da je najpogostej{a mutacija
gena za Fas pri bolnikih z ALPS v Sloveniji.
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