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BEVEZETES

A primer immunhidnyos betegség vilagszerte kozegészségligyi problémat jelenet. A
legkorabban  azonositott  primer immundefektus az  X-kromoszoéméhoz  kotott
agammaglobulinaemia (XLA) vagy Bruton betegség. Az XLA-ra jellemz6 a B-lymphocytak
érési defektusa, amelynek oka a Bruton tirozin kindz gén defektusa (B7K), ami a
citoplazmatikus tirozin kindzt kddolja, a myeloid és B-sejtek differencialédasa soran fejezddik
ki (Tsukada, 1993; Vetrie,1993). Az érintett személyekben megfigyelhetd az érett B-sejtek
hianya a periférids keringésben, és a kiilonb6z6z6 izotipust immunglobulinok alacsony
érteke. Az XLA betegek nagy fogékonysagot mutatnak a fert6zésekre kiillonb6zo
koérokozokkal szemben, mint a piogén baktériumok, enterovirusok és a Giardia lamblia,
amelyek ellen nem termelddik antitest (Ochs, 1996; Plebani,2002). Az XLA klinikai
manifeszticioja a visszatérd fels6- ¢és als6 légati, valamint boér infekcidk,
meningoencephalitis, gastroenteritis, €s conjunctivitis (Winkelstein, 2006). A fert6zések
gyakran 6 honapos korban kezdddnek, ami egybeesik az anyai IgG lebomlasaval. Az XLA
betegeknél is kialakulhat purulens €s nem purulens arthritis, hepatitis, osteomyelitis, €s
elhtzodo enterovirus fertézés (Winkelstein, 2006).

A hyper-IgE szindroma (HIES) egy multiszisztémas primer immunodeficiencia
betegség, amire jellemzd a piogén bor égy tiidofert6zések, pneumatocele kialakuldsa, stlyos
eczema, ¢s extrémen magas szérum IgE szint (Davis, 1966; Grimbacher, 2005; Buckley,
2001). Tovabbi tiinetek kozzé tartozik a jellemzd arckarakter, hyperextendalhaté iziiletek,
cranialis synostosis, scoliosis, rendellenes fogazat, és patologids torések (Grimbacher, 2005;
Buckley, 2001). Kozponti idegrendszeri elvaltozasok, a koszoruér-aneurysma, €és a Chiari a
rendellenesség is lehet része a komplex klinikai patoldégianak (Ling, 2007; Freeman, 2007). A
HIES betegek leggyakoribb korokozoi kozzé tartozik a Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, €s a Candida. A Staphylococcus okozta bortalyogok
altaldban nem mutatnak borpirt és melegséget, tigynevezett hidegtalyogok alakulnak ki
(Davis, 1966). Autoszomalis recessziv (AR) ¢és autoszémalis dominans (AD) o6roklodést is
leirtak, de a legtobb HIES betegség sporadikus (Renner, 2004; Grimbacher, 2005). A legtijabb
tanulmanyok alapjan az AD ¢és sporadikus forméaért a 17921 kromoszéman 1évé signal
transducer and activator of transcription-3 (STAT3) gén a felelds (Holland, 2007; Minegishi,
2007). A muticiok altalaban a STAT3 DNA-koté doménjét vagy az SH2 doménjét érintik.

Az 1. tipust autoimmun poliendocrinopathia szindroma (APS1) vagy kozismertebb

nevén autoimmun polyendocrinopathia-candidiasis-ectodermalis dystrophia szindroma
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(APECED szindréma) egy monogénes primer immundeficiencia betegség, ami €rinti a bort és
az endokrin szerveket (Leonard, 1946; Perheentupa, 2006; Husebye, 2009). A betegség
gyermekkorban vagy 10 éves kor magassdgaban alakul ki, jellemzd a hypoparathyroidismus,
primer adrenocorticalis insufficiencia és a kronikus mucocutan candidiasis. A klinikai
fenotipus azonban igen valtozd, a rendellenesség érintheti a hasnyalmirigy B-sejtjeit, az
ivarmirigyeket, és a gyomor parietdlis sejtjeit. Az endokrin és nem endokrin szervek
elégtelensége autoimmun reakciok eredménye. Az APS1 kialakulasa az A/RE (autoimmun
2007). Napjainkban tobb mint 60 mutacid ismert az A/RE génen, a muticiok nagy
gyakorisaggal fordulnak el6 a 2, 6, 8, és a 10 exonon (www.hgmd.cf.ac.uk; Meriluoto, 2001;
Peterson, 2005). Kiilonbozd szovet specifikus autoantitestek figyelhetéek meg az érintett
betegekben, amelyek mennyisége korreldl a betegség tlineteinek a megjelenésével és
sulyossagaval (Blizzard, 1963; Gylling, 2000; Séderbergh, 2004; Alimohammadi, 2008). Az
autoantitestek kozvetlen patogén szerepe a szoveti karosodasban jelenleg még nem ismert. Az
utobbi id6ben megallapitottdk, hogy minden APS1 betegben magas titerben voltak
kimutathatok az 1-es tipusu interferonok (IFN), kiilonosen az IFN-o and IFN-02 elleni
antitestek, amelyek megbizhatd diagnosztikai markernek szamitanak (Meager, 2006; Meloni,

2008; Oftedal, 2008).



CELKITUZESEK
Génmutaciok spektrumanak vizsgalata X-kromoszéméahoz kotott
agammaglobulinaemids betegekben. Népcsoportra vagy foldrészre jellemz6 mutaciok

keresése.

Uj, korabban nem ismert mutéaciok felismerése, diagnosztizalasa, azok patogenitasanak

igazolasa.

Adatokat nyerni az XLA gyakorisagar6l a KKE orszagokban és Osszehasonlitani

azokat mas foldrészek adataival.

A HIES autoszémalis domindns ¢és sporadikus eseteiért felelds STAT3 variancia

vizsgalata kiilonboz0 etnikai csoportokban.

Uj STAT3 mutacié betegség okozo hatdsanak immunologiai vizsgalata.

Az APS1 és AIRE génmutaciok eléfordulasanak vizsgalata Magyarorszagon.

Korabban nem ismert A/RE mutéci6 patogenitasdnak bizonyitasa.

Az anti-IFN-m szérum koncentracié prognosztikai szerepének tanulméanyozéasa 1-es

tipust autoimmun poliendocrinopathidban.

Génmutacid azonositasaval genetikai tanacsadas, csaladtervezés segitése.

10. IL-17A és IL-22 termelés vizsgalata HIES és APS1 betegekben.



BETEGEK ES MODSZEREK
Betegek

Tiz Kozép-Kelet Europa (KKE) orszagaibol érkezd, 109 nem rokon csaladbol
szarmazo 122 XLA beteg vizsgéalata tortént meg. Az XLA diagnézis alapjat minden beteg
esetében a csaladi anamnézis, a tipikus klinikai és immunologiai jellemzok, a visszatéro otitis
media, sinusitis, bronchitis és pneumonia megléte, a periférias B-sejtek hidnya (<2%), és a
szérum immunglobulin izotipusok alacsony szintje adta. Az XLA diagnozisat BTK gén
mutacid analizise segitette. A 122 beteg kozziil 52 beteg vizsgalata a Jeffrey Modell
Diagnosztikai Laboratériumaban tortént, a Debreceni Egyetemen, 70 beteg vizsgalata pedig
Primer Immundeficiencia Kézpontokban.

Osszesen 12 (4 magyar, 2 orosz, 2 ukréan, és 1 lengyel csalad) AD vagy sporadikus
HIES beteget vizsgélata tortént meg. A HIES diagnoézis felallitasa klinikai, immunoldgiai, és a
radiologiai leletek, és a csaladi anamnézis alapjan tortént.

A magyarorszagi endokrinologusok ¢s gyermekorvosok segitségével 9 APS1-ben
szenvedd beteg vizsgalatara volt lehetdség. A betegek az APSI klinikai kritériumainak
megfeleltek, a major tiinetek (mucocutan candidiasis, melékvese elégtelenség ¢&s
hypoparathireosis) 2 vagy 3 megléte, csaladi anamnézis és a laboratoriumi eredmények
alapjan. A genetikai diagndzis az AIRE gén vizsgalataval tortént.

A kontroll csoport tagjai egészséges tiinetmentes személyek voltak, életkoruk 2-50 év
kozotti volt.

A vizsgélatok a kontroll csoport tagjai, a betegek vagy a sziilok tajékoztatasat és
beleegyezd nyilatkozat alairasat kovetden torténtek a Debreceni Egyetem Orvos és

Egészségtudomanyi Centrum Etikai Bizottsdga altal jovahagyott feltételei mellett.

Immunkémia
A szérum IgM, IgG és IgA mennyiségi meghatarozasa standard immunkémiai

vizsgalattal (nefelometria) tortént.

Flow citometria

Heparinnal alvadasgatolt vérbdl siiriség gradiens centrifugalassal mononuklearis
sejteket izolaltunk, phycoerytrinnel jelzett anti-CD19 antitesttel (BD Pharmingen) inkubaltuk
a sejteket, a jelzett CD19+ B-lymphocitak szazalékanak meghatarozasa aramlasi citometriaval

tortént.



Mutacio analizis

A genomialis DNS izolalasa leukocytakbol tortént standard protokol alapjan. Mutacio
analizis soran vizsgaltuk a BTK gén 1-19, a STAT3 gén 1-23 és az AIRE gén 1-14 exonjait,
valamint az exon-intron hatarokat. Az amplikonok szekvendldsdhoz Big Dye Terminator
cycle sequencing kitet (Applied Biosystems, Foster City, CA) hasznaltunk, az analizis ABI
3130 automata szekvenaldval tortént (Applied Biosystems, Foster City, CA). A szekvenalas
soran kapott elektroferogrammok értékeléséhez a GenBank adatbazisat hasznaltuk (BTK
accession no. ENSG00000010671; STAT3 accession no. ENSG00000168610; AIRE accession
no. ENSG00000160224) (www.ensemml.org).

A nukleotid sorrend szdmozasakor a cDNS iniciacios kédjanak (ATG) az adeninje
felel meg az els6 pozicidnak. A muticiok nomenklaturdjakor a den Dunnen and Antonarakis

(2001) ajanlasait kovettiik (den Dunnen and Antonarakis, 2001).

Restrikcios fragment analizis

A ¢.994C>T mutéacio jelenlétének elemzéséhez a Mphl1031 restrikcids enzimet
hasznaltuk a betegek, csaladtagjaik és egészséges kontrollok esetében. A STAT3 gén 9.
exonjat amplifikaltuk, majd a 230 bp nagysdgd PCR terméket Mphl11031 (Fermentas,
Rockford, IL) enzimmel kezeltiik. A STAT3 gén vad tipusu szekvencidja esetében jon létre a

hasitas, aminek kovetkeztében 130 és 100 bp nagysagu fragmentek keletkeznek.

Antitest assay
Az IFN-o antitest meghatarozasa radio-immunoassay-val tortént Oftedal ¢és

munkatarsai leirdsa alapjan (Soderbergh 2004, Oftedal, 2008).

In vitro citokin assay

HIES betegek ¢és kontroll esetében mononukleédris sejtket izolaltunk EDTA-val
alvadasgatolt periférias vérbdol. A sejteket AIMV médiumba (Invitrogen, San Diego, CA)
szuszpendaltuk 5x10° /ml sejtkoncentracioban 96 lyuka plateben, és kezeltik 200 ng/ml
Escherichia colibol szarmaz6 lipopoliszachariddal (LPS) (Sigma), 2,5 pg/ml TLR7/8 (toll like
receptor 7/8) agonistaval (Invitrogen, San Diego, CA), vagy 40 ng/ml interleukin-6-val
(PeproTech, Rocky Hill, NJ) és 48 6raig inkubaltuk a sejteket. A feliiliszoban 1évo citokinek
(TNF-a és MCP-1) mennyiségét ELISA-val (enzime-linked immunosorbent assay) hataroztuk
meg (Bender MedSystems, Vienna, Austria).



Aktivalt mononuklearis sejtek IL-17A és IL-22-termelésének vizsgalata

APSI1 ¢és HIES betegek valamint kontroll esetében mononuklearis sejtket izolaltunk
heparinnal alvadéasgatolt periférids vérbdl. A sejteket DMEM médiumba (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) szuszpendaltuk 10% hdinaktivalt autolég normal human szérum mellett 1x10° /ml
sejtkoncentracioban 96 lyuk plateban. A mononuklearis sejteket él6 1x10°/ml és
héinaktivacioval eldlt 1x10°/ml és 5 x10°/ml Candida albicanssal (ATCC 10231) aktivaltuk
¢és tenyésztettiik 4 napig. A feliiluszo IL-17A és IL-22 mennyiségét ELISA-val hataroztuk
meg (R&D systems, Minneapolis, MN).



EREDMENYEK

BTK mutaciok tipusa és gén lokalizacidja

A 122 beteg mutacié analizise alkalmaval 98 kiilonb6zé mutaciot azonositottunk a
BTK génen. A mutaciok kozott szerepel nukleotid csere (missense és nonsense), hasitasi hely
defektusat okoz6 mutéaciok (splice-site mutacid), kis és nagy deléciok és inserciok (frameshift
mutacid). A legnagyobb gyakorisaggal a missense mutaciok (35; 36%) fordulnak eld, amit a
splice-site mutaci6 (23; 23,2%) a nonsense mutaci6 (17; 17,2%) kovet. Kis aranyban fordul
elé a frameshiftet eredményez0 inserciok vagy deléciok (16; 216,2%), és a nagy szakaszt
érintd deléciok (7; 7,2%). A mutaciok a fehérje minden szakaszara lokalizalodnak, a
leggyakoribb mutécioés hely az SH1 domén (45; 45,3%), nagy gyakorisdggal fordul eld
mutacidé a PH doménen is (22; 22,3%), mig az SH2 domén (13; 13,3%), az SH3 domén (7;
7,3%) és a TH domén (6; 6,3%) ritkdbban érintett. Egyediil csak az SH3 doménen nem fordul

el6 missense mutacio.

Uj mutaciok

A vizsgalt XLA betegeknél 46 adatbdzisban (www.bioinf.uta.fi/BTKbase) nem
szerepld, Uj mutaciét azonositottunk 58 beteg vizsgalatakor. A betegek kelet- és kozép-
europai orszagbol érkeztek, a tobbségiik féleg Lengyelorszagbdl (15; 26%), Magyarorszagbol
(10; 17%), Oroszorszagbdl (9; 15%) és Ukrajnabol (8; 14%).
Az 1) mutacok spektrumat vizsgalva 17 missense, 11 splicing, 9 frameshift, 7 nonsense és 2

nagy szakaszt érintd deléciot talaltunk.

Ismert mutaciok

Az 1j mutaciok mellett 52 ismert, adatbazisban szereplé mutaciot azonositottunk a 10
orszagbdl szarmazo betegek esetében. A betegek fdleg Lengyelorszagbol (20; 31%),
Ukrajnabdl (10; 15%), Oroszorszagbol (9; 14%), és Magyarorszagrol szarmaztak (6; 9%)

XLA gyakorisaga az europai orszagokban

Kilenc kelet- ¢és kozép- eurdpai (KKE) orszagban hataroztuk meg (kivéve
Oroszorszag) az XLA prevalencigjat. A kiilonb6zd orszagokban eltérd az XLA gyakorisaga,
ha a kilenc orszdgban egyiittesen vizsgaljuk az gyakorisdgot elmondhat6, hogy 1.399.000
lakosra esik 1 XLA beteg. Az altalunk kapott adatok megbizhatosagara utal, hogy a

vizsgalatban az 0sszes Primer Immundeficiencia Kézpont (PID) részt vett Lengyelorszagbol,
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Ukrajnabol, Magyarorszagrol, Szerbiabol, Romaniabol, Fehéroroszorszag, Horvatorszag,
Macedoniabol és Szlovéniabol. Oroszorszag adatait nem dolgoztuk fel, mert nem sikeriilt

pontos, megbizhat6 adatokat beszerezni.

STAT3 mutacidk

A STAT3 gén molekularis genetikai vizsgalatdit 12 betegnél és csaladtagjainal
elvégezve 4 heterozigota mutaciot (H332Y, R382W, IVS11-1G>T, H410Y) azonositottunk a
DNS koté doménen és egy heterozigota mutaciot (V637M) az SH2 doménen.

A magyarorszadgi roma csaladban azonositott 1j heterozigdéta mutacido (c.994C>T;
H332Y) a STAT3 DNS-ko6té doménjére (9. exon) lokalizalodik. A csaladban az édesanya €s 2
gyereke hordozza a CAT-TAT nukleotid cserét, ami hisztidin-tirozin cserét (H332Y)
eredményez. Restrikcids fragment analizissel vizsgéltuk, hogy a c.994C>T genetikai eltérés
eléfordul-e az egészséges populacioban. A vizsgalt 150 kontroll (25 magyar, 25 roma, 50
libanoni és 50 svéd) egyikében sem volt jelen a C>T csere. Az eredmények kizartak a
polimorfizmus lehetdségét és megerdsitették a mutaciod patogenitasat.

Kontroll ¢és betegek (C2, C3) mononuklearis sejtjeit lipopoliszachariddal (LPS),
TLR7/8 (toll like receptor 7/8) agonistaval (CLO75) vagy IL-6-val aktivaltuk és emelkedett
TNF-a (tumor nekrozis faktor-alfa) termelést kaptunk az ) H332Y mutédciot hordozo
betegekben a kontrollhoz képest. Az IL-6 stimulust kovetden pedig a betegek MCP1
(monocita kemotaktikus protein-1) aktivitasa lényegesen elmaradt a kontroll mintahoz képest.
Az adatok azt mutatjak, hogy a H332Y mutécio feleldés a betegség kialakuldséért a roma

csaladba tartoz6 multiszisztémas HIES tiinetekkel rendelkezd betegekben.

AIRE mutaciok

A leggyakoribb finn major mutacié (c.769C>T; p.R257X) minden APS1 betegben
jelen volt heterozigbta vagy homoigota formaban. Az Osszetett heterozigota mutdciok
esettben a masodik mutaci6 a c.44 66dup23bp (p.R15fsX19), ¢.965 977dell3bp
(p.L323£sX373), vagy c.1344delC (p.C449fsX479) volt. Egy 0j mutacidt (c.1344delC)
azonositottunk 2 betegben (testvérek). A delécid kereteltolodast eredményez, melynek

kovetkeztében a fehérje szintézise a 479-es amindsav pozicidban leall.

Anti- interferon- ® termelése
Az anti-IFN-o mennyisége az APS1 betegekben magas titer értéket mutatott, a
hordoz6 csaladtagok esetében pedig a normal tartomanyon beliili értéket kaptuk. A Bl beteg
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elsé anti-IFN- o vizsgalata 6 hetes koraban tortént, amikor a normal értéknek megfeleld titert
mértlink, a vizsgalatokat a késobbi életkorba megismételtiik és emelkedett értéket kaptunk. A
B1 beteg esetében a kor elérehaladtaval az anti- [FN- o autoantitest nagymértékii emelkedése
volt megfigyelhetd. Az autoantitestek jelenléte ellenére a Bl beteg 2 éves koraban

tinetmentes.

IL-17A  és  1L-22  termelés  hyper-IgE  szindromas ¢és  1-es  tipusu
autoimmunpoliendocrinopatias betegekben

A kronikus mucocutan candidiasis a HIES és az APS1 betegek egyik f6 klinikai
tiinete. A betegek ¢és kontrollok mononukledris sejtjeit €l6 vagy hé-inaktivalt Candida
albicanssal aktivaltuk és mértiik a sejtek altal termelt IL-17A és IL-22 mennyiségét. A
kontroll csoporthoz képest alacsony IL-17A és IL-22 teremlés vagy a citokinek teljes hidnya
figyelheté meg a betegeknél.
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MEGBESZELES

A primer immundeficiencidk globalis egészségiigyi problémat jelentenek, 250
személyre jut egy beteg, azonban ezen betegek tobbségében nem ismerik fel a betegséget ¢s a
megfeleld kezelés is elmarad (Casanova, 2007). Ez fdleg a kedvezéltlen tarsadalmi és
gazdasagi koriilmények kozott €lokben fordul eld. Hét évvel ezeldtt indult tjara a J Project,
azéta jelentdsen noétt a diagnosztizalt primer immunhidnyos betegek szdma Kelet és Kozép
Eurépaban, beleértve a genetikai vizsgéalatokkal igazolt betegségeket is. Dolgozatomban
harom velesziiletett immundeficiencia immunolédgiai és genetikai sajatossagait foglaltam

Ossze kiilonos hangsullyal sajat megfigyeléseinkre.

X-kromoszomahoz kotott agammaglobulinaemia

Els6ként irtuk le 10 KKE orszag XLA-ban szenvedd betegeinek a demografiai és genetikai
jellemzbit. 58 XLA-s betegben talaltunk 46 kiillonb6z6, uj mutacidt. Az 1) mutaciok esetében
sziikséges bizonyitani, hogy a genetikai eltérés felelés-e a betegség kialakuldsaért, ennek
féleg a missense mutaciok esetében van nagy jelentdsége, amikor a cDNS teljes méretében
jelen van, és amelyr6l normdl méretii fehérje szintetizalodik. A nonsense mutécidval jaro
nukleotid csere, valamint a deléciok és inserciok esetében a cDNS méretének csokkenése és a
korai stop kodon megjelenése elegendd bizonyitékot jelent a patogenitasra. A fehérje
méretében és ennek kovetkeztében a szerkezetében bekdvetkezd nagymértékii valtozasok a
fehérje funkciojat karositjak.

Bizonyos primer immundeficienciaban a klinikai és immunologiai fenotipus szinte
bizonyosan utal a betegség fenndllasara, amit a csalddi halmozodas is megerdsit. Az XLA
esetében az X-kromoszémahoz kotott oroklédésmenet, a hordozd allapot jelenléte, a
poliszacharid tokkal rendelkezd koérokozok okozta fertézések, az immunglobulin izotipusok
extrém alacsony szintje és az érett B-sejtek hidnya megkonnyiti az immunologiai diagnozist,
amit a genetikai vizsgalat tovabb erdsit.

A PH, SH2, SH1 doméneken 17 {1j missense mutaciot talaltunk. Direkt bizonyitékot jelent a
mutacid és a betegség kozotti kapcsolatban, ha a mutacié konzervalt amindsavat érint, erre 2
példat talaltunk, a p.F10Y és a p.A367E missense mutaciot. A konzervalt amindsavak
megtartjak allandésagukat az evolucido soran, valtozadsuk nagymértékben befolyasolja a
protein strukturdjat ¢és funkcigjadt. A PH doménen azonositott p.F10Y és p.Y39N
patogenitasara utal az a megfigyelés, hogy a F10 és Y39 amin6savaknak fontos szerepe van a

foszfatidil-inozitol-3,4,5-triszfoszfat kotésében és a membranon beliili lokalizacidoban. Ha a
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10. pozicidban 1évé nem polaros fenilalanin hidrofil tirozinra cserélddik, karosodhat a
sejtmembranhoz vald kotédés (Conley, 1998; Holinski-Feder, 1998). A PH domén kotddik az
inozitol molekuldk negativ foszat csoportjaihoz, a kotés kialakuldsdban a Y39 is részt vesz,
karosodasa a fehérje funkciondlis zavarat eredményezi (Vihinen, 2000).

Az SH2 doménen 4 mutaciot (p.L294P, p.V317G, p.I355N és p.A367E) talaltunk. Az SH2
domén kapcsolatot létesit a plazmamembrannal és a foszfolipaz C-y-val. A kiils6 egysége
hordozza a foszfolipdz kotd régiot (pY), ami esszencidlis a protein affinitdsdhoz és a
specificitasahoz. Vihinen és munkatdrsai 6 missense mutaciot tanulméanyoztak a pY régioban,
¢s azok mindegyike kapcsolatba hozhatd volt az XLA kialakulasaval. Az altalam talalt 4
mutacid pozicidja szomszédos a Vihinen altal vizsgalt mutaciokkal, ami megerdsiti a
mutacidk patogén hatasat (Vihinen, 2000).

A BTK katalitikus doménjén (SH1) 11 ) missense muticiot azonositottunk. A
p-R641G mutacié az SH1 domént érinti és korabban mar leirtak a 641 pozicioban 1évé arginin
cser¢jét hisztidinre és ciszteinre, de a glicin cseréjét még nem (Gaspar,1995). A 641 pozicid
kulcsfontossagu az enzim muikodéséhez, az amindsavesere kovetkeztében karosodik a E567
¢s a R641 kozotti ionos kotés és destabilizalodik a kindz strukturaja (Jin, 1995; Saha, 1997;
Speletas, 2001).

A missense mutaciok patogenitasat igazolhatja még a genetikai eltérés tobb
csaladtagban valo el6forduldsa, a mutacio ,.egylittes vandorlasa” a betegséggel. A vizsgalt
csalddok kozziil 17 csaladban azonositott 7 Uj muticid esetében a ko-szegregacid is
bizonyitékul szolgalt arra, hogy a mutaciok feleldsek a betegség kialkulasaért.

Megvizsgaltuk az XL A gyakorisagat a KKE orszagaiban, és 6sszehasonlitottuk mas orszagok
¢s foldrész adataival. Winkelstein 201 amerikai XLA betegrol szamolt be, ahol a lakossag
szama 2006-ban 299.398.484 volt, igy az XLA gyakorisaga az USA-ban 1:489.544, ami
Osszhangban van az altalunk vizsgalt 9 KKE orszdg hasonld adataival (1:1.399.000)
(Winkelstein, 2006). Ot nyugat-eurdpai orszagban (Olaszorszag, Franciaorszag, Egyesiilt
Kiralysag, Spanyolorszag, Németorszag) az XLA prevalencidja 1:891.751, azaz 350 beteget
irtak le a 312.112.922 Iélek szdmu populécioban. Winkelstein és munkatarsainak adatai
megbizhatonak tekinthetdek, mert 1999 és 2006 kozott gyiijtotték az adatokat tudoményos
tarsasagoktol és egyetemi tanszékekrdl. Az altalunk kapott gyakorisag szintén megbizhatonak
mondhat6, mert elismert PID kdzpontokbdl gytiijtottiik 6ssze az adatokat. Oroszorszag adatait
azért nem dolgoztuk fel, mert nem sikertilt pontos, megbizhat6 adatokat beszerezni. A nyugat-
eurdpai orszdgok adatai nagyobb gyakorisdgot mutatnak, mint az USA-ban és KKE
orszagokban. Az adatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy az USA-ban és KKE orszagaiban
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vannak még nem diagnosztizalt betegek és heterozigota csaladtagok. Az aluldiagnosztizalas
oka lehet a PID centrumok alacsony szama, pl. Romanidban 7 millio, Ukrajndban 23 millio
betegre jut egy kozpont, az XLA gyakorisdga pedig ebben a két orszdgban mutatja a
legalacsonyabb értéket. Magasabb a prevalencia Macedonidban, Magyarorszagon ¢&s

Horvatorszagban, ahol 2-4,5 millié emberre jut egy PID kozpont.

Hyper-IgE szindroma

A hyper-IgE szindroma klaszikus tiineteit mutaté betegekben 3 ismert és egy 1j
(H332Y) mutaciot azonositottunk a STAT3 génen kiilonbdzd etnikai csoportokba tartozo 9
csalad esetében. A His332 és az Arg382 is alapvetd fontossaguak a STAT3 DNS-hez valo
kotddésében, mindkét amindsav szoros kapcsolatot biztosit a DNS foszfat-csoportjaival, amit
egyértelmiien bizonyitanak a kordbbi tanulmanyokban szerepld 3D strukturdk, amik
szemléltetik a STAT3 és a STATI kotédését a DNS-hez (Becker 1998; Chen 1998). A
V463del a STAT3 DNS-koté doménjét érinti strukturalis valtozast eléidézve. A V436
amindsav hidnya kovetkeztében az S465 és az N466 kotddése a DNS-hez zavart szenved
(Becker 1998; Chen 1998). Figyelembe véve a korabbi vizsgalatokat valoszinli, hogy a
H332Y mutacié ugyanolyan kéros kovetkezménnyel jar, mint az R382W ¢és a V463del
mutaciok, és ennek eredményeként vezet a betegség kialakuldsdhoz. Az j H332Y mutacid
patogenitasat igazolta a mutans allél hidnya a kontroll csoportban, és az érintett betegek
mononukledris vérsejtjeiben az IL-6 altal kivaltott MCP-1 termelés csokkenése. Az MCP-1 a
B-kemokinek csoportjaba tart6zo protein, feladata a mononukledris sejtek vonzasa a gyulladas
helyszinére. Termelését pro-inflammacios citokinek (IL-6, TNF-a és IL-1B) stimulaljak. Az
IL-6 aktivalja az IL-6 receptort, melynek kovetkeztében aktivalédik a JAK/STAT3 jelatviteli
folyamat, ami az MCP-1 expressziojat eredményezi. Abban az esetben, ha mutacid
kovetkeztében a STAT3 nem tudja ellatni a funkciodjat, a jelatviteli itvonal kdrosodik és az
MCP-1 termelése csokken. A LPS és a CLO75 a TLR aktivacigjat eredményezi, az NFkB
jelatviteli Gtvonal aktivaldédik, ami szamos citokin, tobbek kozott a TNF-a expresszidjat
szabalyozza. A TNF-a alapvetd mediatora az akut gyulladasos immunvélasznak, szerepe a
citokinkaszkad elinditasa, granulocita aktivalas és apoptozis indukalasa. A HIES betegekben a

TLR4 és TLR7/8 aktivacigja TNF-a termelést eredményezett, azaz a TLR utvonal nem gatolt.

Az 1. tipusi autoimmun poliendocrinopathia szindroma
Az APS1 3 {6 klinikai manifeszticidja a hypoparathyreosis, az Addison-kor és a
mucocutan candidiasis. A betegek tobbségében 20 éves korban figyelhetd meg 2 vagy 3 {6
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tiinet, de a nem teljes fenotipus jelenléte mellett is lehetéség van az APS1 diagnozis
felallitasara. A diagnozist segiti a beteg csaladtagok tipikus klinikai tiineteinek a megléte, a
beteg valamint a csaladtagok 4/RE mutacid analizise és az anti-IFN-o titer magas értéke. A
betegekben megfigyelhetéek egyéb autoimmun manifesztaciok is, mint pl. az autoimmun
hepatitis, thyroiditis, ovarium elégtelenség, alopecia és alacsony termet. Ezek a masodlagos
tiinetek betegenként eltéréek, még az azonos mutacidban szenvedd betegek esetében is
eltérések figyelhetdek meg, ami arra utal, hogy a masodlagos tiinetek kifejlédése fiigg az
egyéni adottsagoktdl és a kornyezeti tényezokkel. Az APS1 nagy gyakorisaggal fordul el
egyes populaciokban, mint példaul az irani zsido (1:9.000), a finn (1:25.000) ¢és a szardiniai
(1:14.400) populéacidban (Zlotogora, 1992; The Finnish-German APECED Consortium, 1997,
Husebye 2009). Mas csoportokban, mint a norvégiai és ir populacidban a betegség
gyakorisdga 1:100.000 (Wolff, 2007; Dominguez, 2006). Magyarorszdgon az APSI1
prevalenciaja pontosan nem ismert. Magyarorszagon 9 APSI1 betege diagnozisa tortént meg
fenotipus és genotipus alapjan, igy az APS1 gyakorisaga Magyarorszagon 1:1.117.000; ebbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a betegek tobbsége még nincs diagnosztizalva. Az adatok azt
mutatjak, hogy az APS1 gyanuja esetén sziikségessé valik az anti-IFN-ow mennyiségének a
meghatdrozasa, valamint a genetikai vizsgalat nélkiilozhetetlen a pontos diagnosis
felallitasdhoz. Kutatomunkdm soran 3 ismert és egy Uj mutdciét azonositottunk, a
leggyakoribb finn mutacio (R257X) allélgyakorisaga a betegek korében 78%. Erdekesség,
hogy ez az érték hasonlosagot mutat a finn beteg populacioval (82%), mig Nagy-Britania,
Eszak-Amerika és Eszak-Olaszorszag betegei esetében a R257X frekvencidja alacsonyabb
(The Finnish-German APECED Consortium, 1997; Pearce, 1998; Wang, 1998; Bjorses,
2000). A finn major mutiacidé magas gyakorisdga a magyarorszagi beteg populdcidoban
jelezheti a lakossag genetikai rokonsagat a finn csoporttal. Ezzel szemben az angol, ir, észak-
amerikai és norvég betegeknél leggyakrabban eléforduldo L323fsX373 mutaciot csak egy
magyarorszagi betegben sikertilt kimutatni. Az 1j C449fsX479 mutaci6 Osszetett heterozigota
formaban volt jelen a R257X mutacioval 2 tesvér estében ¢és az érintett betegek anti-IFN-o
mennyisége igen magas értéket mutatott.

A citozin delécigja (c.1344delC) kereteltolodast eredményez az AIRE mRNS
szekvenciajaban. A mutacio kovetkeztében funkcid vesztés jon létre a PHD doménben, ami
nélkiilozhetetlen a fehérje transzkripcios aktivitdshoz (Sato, 2004). Hasonl6 mutacidét mar

crer

kovetett. Az inszercid-delécio kovetkeztében a 449 aminosavnal keret eltolodas miatt a
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fehérje szintézise az 502 aminodsavnal leallt (Sato, 2004). A mutacié karositotta a masodik

PHD-tipusu zink-ujj domént €s kiesett a karboxil vég, beleértve a 3 LXXLL motivumot.

IL-17A és IL-22 termelés vizsgalata kronikus mucocutan candidiasisban

A kronikus mucocutan candidiasis az APS1 és a HIES egyik jellegzetes tlinete. A
granulocitdk defektusa tehetd feleléssé az invaziv candidiasis kialakuldsaban, mig a
mucocutan candidiasis hatterében a T-sejtek abnormalitasa allhat. Szamos citokin (IL-17A,
IL-17F, IL-22 ¢és IL-26) fontos szerepet jatszik a Candida albicans elleni védekezésben, az
IL-17 a mucocutan immunitadsban alapveté (Puel, 2010). A HIES betegekben az IL-17
termeld Th17 sejtek hianya, mig az APS1-ban az IL-17 elleni antitestek jelenléte eredményezi
a IL-17 csokkent mennyiségét vagy hianyat, ami a mucocutan candidiasis kialakulasahoz
vezet. A HIES betegekben a STAT3 defektusa miatt a RORyt gén expresszidja szenved
zavart, igy elmarad a Th17 sejtek képzddése, mig az APS1-s betegekben nem ismert, hogy
milyen mechanizmus eredményezi az anti-IL-17 megjelenését. Mind az APS1-ben mind a
HIES-ban szenvedo betegekben alacsony az IL-17A ¢és IL-22 termelés, ami bizonyitja, hogy a

STAT3 és az AIRE deficiencia hajlamosit a kronikus mucocutan candidiasis kialakuldsara.
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10.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Osszesen 143 primer immundeficiencidban szenvedd beteg esetében sikeriilt

azonositanunk a betegség kialakulasaért felelés gén mutaciot.

Az X-kromoszomahoz kotott agammaglobulinaemias betegekben azonositott mutaciok

a BTK teljes szakaszat érintették.

A meglévo adatbazisokat 46 1j BTK mutacioval bovitettiik.

Az XLA gyakorisaga Kelet-és K6zép Eurdpa orszagaiban 1:1.399.000.

A STAT3 DNS-koté és SH2 doménjének domindns negativ muticidja autoszomalis
dominans ¢s sporadikus hyper-IgE szindromat eredményez kiilonbozé etnikai

csoportokban.

Genetikai és funkcionalis vizsgéalatokkal igazoltuk, hogy az 0j, H332Y mutacid a

STATS3 funkcio6 vesztését eredményezve felelds a hyper-IgE szindroma kialakulésaért.

Kilenc autoimmun poliendocrinopathia szindrémas betegben azonositottunk
heterozigdta és homozigdta mutacidt az AIRE génen. Két beteg esetében 11j mutaciot

talaltunk.
Az anti-IFN-® antitest korai markere az autoimmun poliendocrinopathia
szindromanak, a klinikai tiinetek megjelenése elott segiti a korai diagnozist €és a

betegség monitorozasat.

A finn major mutdcid magas gyakorisaga a magyarorszagi beteg populacioban

jelezheti a lakossag genetikai rokonséagat a finnekkel.

Az alacsony IL-17A ¢és IL-22 termelés felelds lehet a kronikus mucocutan

candidiasis kialakulasaért HIES és APS1 betegekben.

16



OSSZEFOGLALAS

A primer immundeficiencak tiinetei mar korai életkorban jelentkeznek. Sok esetben
nehéz a pontos diagnozis megéllapitasa, amit segithet a molekuléris genetikai vizsgéalat. Az
els6ként felismert immundeficiencia, az XLA hatterében a bruton tirozin kinaz (BTK)
defektusa all. A HIES és APSI kialakulasaért szintén gén (STAT3, AIRE) defektusok tehetdk
feleldssé.

Kutatomunkam soran az XLA, a HIES ¢és az APS1 molekularis genetikai hatterét és a

betegségek patomechanizmusat vizsgaltam. Bidirekcionalis DNS szekvenaldssal hataroztuk
meg a betegségért felelés gének (BTK, STAT3, AIRE) nukleotid sorrendjét, a csaladtagok
szlirésével vizsgaltuk az adott betegség oroklddésmenetét, restrikcios fragment analizissel €s
funkcionalis tesztekkel igazoltuk az irodalomban nem ismert, () mutaciok patogenitasat.
10 Kozép-Kelet-Eurdpa (KKE) orszagaibol 5 év adatait gytijtottiik 6ssze a XLA-s betegekrol
és BTK mutaciokrol. Mutacid analizis soran 98 kiilonb6z6 BTK mutacidt azonositottunk,
melybdl 46 mutacidé kordbban nem ismert, 1) mutacid. A kapott adatok bemutatjak a BTK
mutaciok spektrumat a KKE orszagaiban, ami hasonlésdgot mutat mdas orszagok ¢s
kontinensek adataival.

Magyar és kozép-kelet europai HIES betegekben azonositottunk 3 ismert és 1 1j
mutaciot a STAT3 génen. Az ) STAT3 mutacido (H332Y) patogenitasat igazolta genetikai
eltérés hidnya a kontroll csoportban, és a mutaciét hordozd betegek csokkent IL-6
valaszkészsége és megemelkedett TNF-o termelése TLR stimulus hatasara.

Kilenc magyarorszdgi APS1 betegnél sikeriilt azonositani a betegségért felelds
mutaciokat az (3 ismert, 1 04j) AIRE génen. A legkorabban detektalhatd és a betegségre
specifikus anti-IFN-o titer minden beteg esetében emelkedett értéket mutatott. A genetikai
vizsgélat és a csaladi anamnézis ismeretében sikeriilt még a klinikai tiinetek megjelenése elott
diagnosztizalni a betegséget, ami lehetéséget teremt a korai terapiara és a beteg megfeleld
¢letmindségének a megOrzésére.

A STAT3 és az AIRE mutacid kovetkeztében alacsony az IL-17A és IL-22 mennyisége,

ami hajlamositd tényez6 a mucocutan candidiasis kialakuldsaban.
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