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1 ROVIDITESEK
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2 ALTALANOS BEVEZETES

A szervezetiinkbe jutott koérokozokkal (baktériumokkal, virusokkal, gombakkal,
parazitakkal) szembeni védelmet az immunrendszeriink folyamatos, dsszehangolt mitkodése
biztositja, ha az immunologiai szabalyozas egyensulya felbomlik (az immunrendszer
barmelyik sejtje, sejtfelszini vagy sejten beliili molekulainak nem megfeleld funkcioja vagy
hianya) akkor immunhidnyos (immundeficiencia) allapot alakul ki. Elsddleges (primer,
oroklott) immunhianyos allapotnak (PID; primary immunodeficiency) nevezziik, ha az
immunrendszer miikddéséhez fontos génben valtozas (mutacio) tortént, ami a génrdl atirt
fehérjetermék hidnyadhoz vagy hibas milkodéséhez vezet, ami mar sziiletéskor is jelen van,
orokithetd és csaladi halmozodast mutat. KésObbi életkorban valamilyen bakteridlis vagy
viralis fertdzések, betegségek kezelése immunszupressziv szerekkel, tovabba alultaplaltsag
masodlagos (szerzett) immunhianyos allapot kialakulasahoz vezethet (Lim és Elenitoba-
Johnson, 2004; Erdei 2012).

Extracellularis bakteridlis fertézések gyakori eldfordulasa a humoralis immunvélasz
(B sejtek), mig az intracellularis korokozok vagy virusok okozta visszatéré megbetegedések a
T sejtes (cellularis) immunvalasz hianyara vagy csokkent mitkodésére utalhat (Cooper, 2003).
Az elsédleges T sejt deficienciak 11%-t teszik ki a PID-nek (Edgar, 2008).

A velesziiletett €s a szerzett immunitds folyamatainak 6sszehangoldsa 6sszetett feladat,
a sejtkozvetitett immunvalasz folyamén az aktivalt T limfocitak kialakulasahoz és funkcidjuk
betoltéséhez sziikkséges az antigén prezentald és egyéb sejtek jelenléte, majd visszahatnak
ezen sejtekre és részt vesznek a szervezetbe jutott antigének eltavolitasaban (Swain, 2012).

A csontveld eredetli limfoid progenitor sejtek vérkeringés utjan a timuszba jutnak,
ahol nagymértékben naiv, érett CD4+ és CD8+ T limfocitdk alakulnak ki. A timuszbol
kikeriilve a naiv CD4+ sejtek antigén prezentalod sejtekkel (APC; antigen presenting cells)
kapcsolodnak Ossze, és eloszor ThO sejtek alakulnak ki, majd kiilonbozd effektor sejtekké
differencialédnak kiilonbozd citokinek jelenlétében (pl. Thl, Th2, Thl7, Treg), amint az
effektor sejtek funkciojukat ellattak, egy kevés memoria sejt marad a szervezetben (Swain,
2012).

A virusok vagy gomba bejutasat kovetden, a mintazat felismerd receptorokhoz (PRR;
pattern recognition receptor) bekdtddnek a patogének, ezt kovetden aktivaldédnak a

velesziiletett immunrendszer sejtjei, segitségiikkel az adaptiv immunrendszer sejtjei



végrehajto sejtekké alakulnak és eliminaljak a virusokat és gombakat (Mogensen, 2009;
Swain, 2012).

A Treg sejteknek szerepilk van a gyulladdsos folyamatok szabalyozasaban, Thl
sejteknek a makrofagok aktivacidjaban és az intracelullaris baktériumok eltavolitasaban, a
Th2 sejteknek a humoralis immunvalasz szabalyozasaban és a parazita fertézéssel szemben
¢s a Thl7 sejteknek a gomba ellenes immunvalaszban, extracellularis baktériumokkal
szemben és a gyulladasi folyamatok kozvetitésében jatszanak szerepet (Swain, 2012).

Ha a szervezetiinkben valamilyen hiba kovetkeztében a naiv CD4+ sejtek
differenciacidja kiilonboz6 effektor T sejtekké elmarad, akkor a szervezet ellenallasa a
virusokkal és parazitdkkal szemben lecsokken vagy teljesen elmarad, és kiilonb6zo
betegségek kialakulasdhoz vezethet. Ordklotten vagy szerzetten mar 1jsziilott korban és
gyermekkorban megjelenhet. Ha a szervezetiinkben valamilyen génhiba kovetkeztében az I1L-
17-medialt immunitas karosodik, akkor candidiasis alakul ki (Puel, 2010; 2011; 2012).

A helper T sejtek az APC-khez kapcsolédnak a MHC I1-n, ,.el6készitik” azokat, majd

a MHC I-n a citotoxikus T sejteken is kotdédnek, ahol ,.engedélyezik” az 616 funkciot, a
megfelel citokin jelenlétében (IL-2) Kialakulnak a citotoxikus CD8+ T sejtek és a fert6zott
teriiletekre vandorolnak, ahol a virusfert6zott sejteket elpusztitjak. Ezt kovetden hosszu ¢életli
memoria CD8+ sejtek alakulnak ki, amelyek antigén ingerre gyorsan reagalnak (Swain,
2012).
EBV hatasara EBV specifikus természetes 616 sejtek (NK; natural killer), CD4+ és CD8+ T
sejtek  meggatoljak  fert6zott  limfocitdk  osztodasat. X kromoszémahoz — kotott
lymphoproliferativ betegségben szenvedd betegek esetében EBV fert6zést kovetdéen a
természetes 010 sejtek (NK) nem képesek eltavolitani a kontrolldlatlan osztédasnak indult B
sejteket. Az 1gG izotipus valtas is zavart szenved, igy nem alakul ki a humoralis immunvalasz
az EBV-vel szemben ¢és a citotoxikus CD8+T sejtek is elvesztik a funkcidjukat (Seemayer,
1995; Marodi és Notarangelo, 2007).

A kutatomunkdm soran tadgabb értelemben a T sejt defektusok kozé tartozd két
elsddleges immunhidny betegség, a STAT1 funkcionyerd (GOF; gain of function) mutdcidnak
koszonhetéen kialakult kronikus mucocutan candidiasis (CMC; chronic mucocutaneous
candidiasis) és az X-hez kotott lymphoproliferativ  betegség (XLP; X-linked
lymphoproliferative syndrome) hatterében 4all6 genetikai eltérések ¢és molekularis

pathomechanizmusok vizsgalatat tliztem ki célul.
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3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Kronikus mucocutan candidiasis

A kronikus mucocutan candidiasis (CMC) heterogén genetikai hattérrel rendelkezik,
viszont fenotipusaban egymassal dsszekapcsolodod korképként jelenik meg, amelyre jellemz6
a bor, a nyalkahartyak és a kormok perzisztald és visszatérd gombas fertdzése kiillonbozo
Candida fajokkal, foként Candida albicans-szal (Maréodi, 1997; Puel, 2012; Engelhardt és
Grimbacher, 2012; Soltész, 2013). A CMC-t az 1920-as években irtak le el6szor, de bévebb
leirasat csak a 60-as, 70-es években kozolték (Thorpe és Handley, 1929; Canales, 1969;
Wells, 1972). A szervezetben, a borén és a nyalkahartyakon a Candida fajok természetes
koriilmények kozott, a normal flora tagjaként is el6fordulnak, viszont azon betegeknél,
akiknél atmeneti, 6roklott vagy szerzett, kvantitativ vagy kvalitativ T sejt hiany fordul eld,
visszatéré vagy kronikus mucocutan candidiasis figyelheté meg (Gaffen, 2011; Puel, 2012;
Marodi, 2012). A betegségnek iddig harom formajat irtdk le: primer immundeficiencidkhoz
tarsuld kronikus mucocutan candidiasis, szindromas CMC ¢és izolalt CMC, amelyet kronikus
mucocutan candidiasis betegségnek (CMCD) is neveznek (Puel, 2012; Lanternier, 2013). A
CMCD el6fordulasi gyakorisaga 1:100000 (Puel, 2012).

Kezdetben a CMC-t olyan betegeknél irtak le, akiknél a T sejtek szama lecsokkent
vagy funkciojuk karosodott, ilyen betegségek a sulyos kombinalt immunhiany (SCID), elére
haladott HIV fertézés ¢és a DiGeorge szindroma (Marodi, 1997). Egyéb kombinalt
immundeficiencidk (CIDs) esetében a bakterialis és virdlis fertdzéseken kiviil a candidiasis
tarstiinetként jelenik meg, melynek hatterében CD-25 deficiencia, NF-«xB essential modulator
(NEMO), NF-«B inhibitor alpha (IkBa) GOF mutaciok, dedicator of cytokinesis (DOCK)8
deficiencia, T-cell receptor (TCR)-a deficiencia, tirozin kinaz (TYK)2 deficiencia, calcium
release-activated calcium modulator (CRACM) 1 deficiencia vagy macrophage stimulating 1 /
serine/threonine-protein kinase 4 (MST1/STK4) deficiencia allhat (Puel, 2012; Lanternier,
2013).

A szindromas CMC csoportjaba tartozik az IL-12 citokin p40 alegység (IL-12p40), IL-
12 receptor Pl alegység (IL-12RB1) deficiencia, az autoszomdlis dominans hyper-IgE
szindroma (AD-HIES), autoimmun polyendocrin syndroma I. tipusa (APS-I), dectin-1
deficiencia, vagy CARDS9 deficiencia (Puel, 2012; Lanternier, 2013).
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A CMC olykor az egyetlen fenotipusos megjelenés izolalt kronikus mucocutan
candidiasis (CMCD) esetében. Némely beteg esetében leirtak enyhe Staphylococcus infekciot,
visszatérd herpes virusfertdzéseket vagy autoimmunitast, de sokkal enyhébb formaban, mint
APS-I vagy AD-HIES betegeknél (Puel, 2012). Ezen csoportba tartozik a teljes interleukin-
17RA deficiencia, részleges IL-17F deficiencia, recessziv ACT1 vagy a STAT1 GOF

mutaciok.

3.1.1 Candida albicans, mint a kronikus mucocutan candidiasis f6 okozoja

A Candida fajok olyan sarjadzo gombak, amelyek szervezettani besoroldsa szerint a
Deuteromycetes osztalyba tartoznak, képesek mind blasztokonidiumokat mint sarjadzé
¢lesztoként, mind gombafonalakat, igymint hifa vagy alhifa létrehozni (Romani, 2003,2011;
Williams, 2013). A Candida albicans sejtfalat tekintve egy kitin és B1,3-gliikan tartalmu
belsd rétegbdl és glikoproteinekbdl felépiild kiilsé rétegbdl all, melyek ellen hatasos
gombaellenes szereket fejlesztettek ki pl nikkomycin Z (kitin szintetdz inhibitor) vagy a
Calcofluor (B1,6-gliikan szintézist gatolja) (Diaz-Jimenez, 2012).

Kozel 20 olyan Candida fajrol tudunk, ami képes candidiasist kivaltani az emberi

szervezetben (Romani, 2003; Williams, 2013).
A Candida utan az Aspergillus és a Cryptococcus fajokat tekintjik oppurtunista
gombafajoknak és a Candida fajokon beliil is a Candida albicans tekintheté a legfobb
patogénnek az emberi szervezetben, mert sokkal agresszivebben hatolnak a Candida albicans
hifai a sejtekbe, mint a nem-albicans fajoké (Zhu és Filler, 2010). Az epithelialis kotodés
soran a hyphal wall protein (Hwp) 1 (ami egy Candida adhesin) ko6tédik a transz-
glutamindzokhoz ¢és az agglutinin-like sequence (ALS) 3 kapcsolddik az epithelidlis sejt
kadhezinjéhez (Staab, 1999; Phan, 2007). Az epithelialis sejtek arginin-glicin-aszpartat sav
protein (INT) 1, amely az emberi integrinek homologjai és RGD helyet tartalmaznak, amelyet
a human sejtek integrinjei felismernek (Gale, 1998).

Normaélisan az emberi flora tagjaként megtalalhaté az emberi szervezet nyalkahartyain
(pl. emésztérendszer), de ha a szervezet antifungalis védekezése karosodott, a gomba
tulzottan elszaporodik, akkor visszatérd vagy tartosan fenndllé gombas megbetegedés alakul

ki (Naglik, 2011; Kumamoto, 2011).
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Candida fajok képesek versenyezni mas kolonizald agensekkel, mint pl. baktériumok
a gastrointestinalis traktusban, s6t hosszabban képes tulélni a szervezet nyalkahartyainak
immun és nem-immunvédekezését, CMC-t és invaziv candidiasist kialakitva (Soltész, 2015).
Invaziv candidiasis kialakulhat nemcsak C. albicans, hanem C. glabrata, C. tropicalis és C.
parapsilosis gombafajok hatasara (Zhu és Filler, 2010).

Hatasos gombaellenes immunitas kialakulasahoz sziikséges, hogy a Candida gomba
fajok kapcsoldodjanak az immunsejtekhez (a receptorok elhelyezkedhetnek granulocitakon,
monocitdkon, makrofagokon) és dendritikus sejteken (mint nem immunsejteken) a mintazat
felismerd receptorokon (PRR, pattern recognition receptor) keresztiil, agymint TLR2, TLR4,
MR, dectin-1, dectin-2 és MINCLE ezek kapcsoldodnak a patogén-asszocialt molekularis
mintazatokhoz pl. gomba mannoproteinek, kitin (N-acetil-gliikozamin) és B(1,3)-gliikanok.
(Marodi, 1991; Marodi, 1993; van der Veerdonk, 2009; Netea és Marodi, 2010; Bourgeois,
2010; Dambuza, 2014). A mannan, de nem a [-glikan vagy Kkitin, indukalhatja a
receptor fliggd szabalyozasat az IL-17+ T sejtek kialakuldsaban (van der Veerdonk, 2009). A
ligand bekotdédése utan IL-6, IL-23 ¢s TNF-a fognak termelddni, ami sziikséges, hogy a
CD4+ T sejtek CD4+IL-17+ T helper sejtekké differencialédjanak, amelyeknek a gomba
ellenes védekezésben nagy szerepiik van (Chen, 2007; Korn, 2009). (1. abra)
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Fagocitilo és Epitheliilis sejtek
IFN-y, IFN-o/f3, 1L-27 IL.-23, IL-1§, IL-21, IL-6

MINCLE

PRR
T és NK sejtek

A4

Candida albicans

IL-17A, IL-17F IL-22
@ @

Antimikrobidlis peptidek
(defenzinek és S100) Candida

@ Proinflammatorikus citokinek —> eltavolitasa

(IL-6, IL-1, TNF-u, G-CSF és GM-CSF)

Cél sejtek (Epithelialis sejtek) Kemokinek .

1. Abra Az IL-17- termelé sejtek differencialodasanak és funkciéjanak sematikus
abrazolasa

A fagocitald ¢és epithelialis sejtek a mintdzat felismeré receptorok (PRR) segitségével
felismerik a Candida albicans gombat és proinflmmatorikus citokinek keletkezését indukalja,
mint IL-1B, IL-6, IL-21 és IL-23, ezen citokinek a STAT3 tutvonalon keresztiil a T sejtek
differencialodasat segiti el IL-17-termeld T sejtekké. Ugyanakkor a STAT1 utvonalon
keresztiil gatlodik a Th17 differenciaci6.

Az IL-17A, —F, és IL-22 citokinek hatasara tovabbi proinflammatorikus citokinek ¢és
antimikrobialis peptidek keletkeznek, amelyek eltavolitjdk a Candida gombat a
gazdaszervezetbdl.

Az abrat Puel, 2012; Hernandez-Santos és Gaffen, 2012 és Soltész, 2015 tudomanyos
kozlemények abrai alapjan modositottam.
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3.1.2 A Candida elleni védekezésben szerepet jatszo sejtek és az altaluk termelt

citokinek
3.1.2.1 CDA4+IL-17+ T helper (,Th17”) sejtek

A Candida fertézésekkel szembeni érzékenység hatterében a lecsokkent IL-17-medialt
immunitas allhat (Marodi, 2012; Puel, 2012; Cypowyj, 2012). A CD4+ T helper (Th) sejtek
csaladjaba tartoznak a CD4+IL-17+ T sejtek, mit kordbban IL-17-termeld T sejtek vagy Th17
sejtek néven ismertek. Ezen sejtek képesek kiilonbozo citokinek termelésére: 1L-17 A-F, és
IL-22 (Stockinger és Veldhoen, 2007; Chen, 2007; Korn, 2009). Felismerésiik 2005-hoz
kothetd, ez a felismerés megvaltoztatta a szervezet antifungalis védekezésrdl alkotott
hipotéziseket, ugyanis addig tgy hitték, hogy Candida szembeni immunvédekezésben a Thl-
medialt folyamatoknak van szerepiik, 2006-ban sikeriilt a differencialodasuk hatterében allo
molekularis mechanizmusokat is felderiteni (Harrington, 2005; Veldhoven, 2006; Gaffen,
2011).

A naiv CD4+ T sejtek IL-17+ T sejtekké differencidlodasdhoz és éréséhez kiilonb6zo
citokinekre van sziikség, ugymint IL-6, IL-1B, IL-21, IL-23 ¢és (valészintileg) TGF-j,
transzkripcios faktorokra, mint STAT3, interferon regulatory factor 4 (IRF4) és retinoic acid-
related orphan receptor yt (RORyt) (Stockinger és Veldhoen, 2007; Chen, 2007; McGeachy és
Cua, 2008; Hirahara, 2010; Korn, 2009; Marodi, 2013; Puel, 2012). (1. abra)

Nemcsak a CD4+IL-17+T sejtek termelnek IL-17A-t, hanem a limfoid sejtek és a yo T
sejtek is (Ness-Schwickerath, 2010), de CD8+ T sejtek, NK sejtek, B sejtek, neutrofilek,
epithelialis sejtek, érrendszeri endothelialis sejtek, fibroblasztok, myelomonocitikus sejtek €s
csontveldi sztroma sejtek is képesek IL-17A-t termelni (Kawaguchi, 2004; Akdis és Akdis,
2009). A T ¢és B sejtek differenciaciojaban és funkcidjaban szerepe van az 1L-17 jelatviteli
utvonalnak. Az IL-17 citokinek kozremitkédnek a nyalkahartya barrierek sértetlenségének
megOrzésében, hozzajarulnak az antimikrobidlis peptidek termelddéséhez és els¢ védelmi
vonalként gyorsan érzékelik a fertdzéseket, majd gyorsan a neutrofilektoborzasat és
keépzddését segitik eld, ezaltal hozzajarulnak a nyalkahartydk homeosztazisahoz (Abusleme és
Moutsopoulos, 2016).

Az IL-17R csalad 6t kiilonb6zo receptort foglal magaba (IL-17RA — IL-17RE). Thl7
sejtek altal termelt fo citokinek, IL-17A-1L-17A homodimer és IL-17A-1L-17F heterodimer
formajaban (ezen kiviil IL-21 és IL-22 is szekretalodik) az IL-17RA és IL-17RC heterodimer

receptorokhoz (ami kiilonb6z6 szovetekben talalhatdé meg pl. 1ép, vese, tiidd, mdj) kdtddnek
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be, indukaljak a proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-1, TNF-a, G-CSF és GM-CSF),
antimikrobialis peptidek (defenzinek és S100), kemokinek (CXCL1, CXCLS5, CCL2, CCL7 és
IL-8) ¢és matrix metalloproteindzok (MMP1, MMP3 ¢és MMPI13) szekrécidjat, ezaltal
megfékezik a patogének elszaporodasat a barrierek tertiletén. Termelddésiiket kiillonbozo sejt
tipusokban az endotheliumban, az epitheliumban és fibroblasztokban figyelték meg
(Kawaguchi, 2004; Abusleme és Moutsopoulos, 2016). (1. abra)

Ezen molekulak sziikségesek a neutrofil granulocitak toborzasdhoz és aktivalasahoz,

vagyis jelentds szerepiik van a gomba elleni védekezésben a nyalkahartyakon (Marédi, 2013).

3.1.2.2 CD4+IL-22+ T helper (,,Th22”) sejtek

A fehérvérsejtek egy 0j csoportjat képezi a CD4+ IL-22+ T helper sejtek (ami
kiilonbozik az CD4+ IL-17+ T helper és Thl sejtektdl), ami korabbi elnevezése szerint Th22
vagy IL-22-termel6 sejtek. Egérmodellen bizonyitottak, hogy az altaluk termelt 1L-22-nek
fontos szerepe van a bakteridlis fertdzésekkel szemben, késObb vizsgaltak, hogy a
gombaelleni immunitasban is szerepiik van. Differencidlodasukhoz kiilonbdzé citokinekre
van sziikség (Liu, 2009).

A CD4+ IL-22 Th sejtek foként IL-22 citokint termelnek, de képesek TNF-a. és IL-13-
t is szekretalni, ezen kiviil IFN-y, IL-17, IL-2 és TNF-a-t is képesek szekretalni. Az IL-10
citokin receptor csaladba tartozik az IL-22 citokin, amely az IL-22R1/IL-10R2 receptor
komplexhez kotodik (IL-22R1 foként az epithelidlis sejtek és néhany fibroblaszt felszinén
expresszalodik pl. borben, emésztd- és 1égz0 rendszerben, addig az IL-10R2 kiilonb6z6
immunsejtek felszinén expresszalodik). Az I1L-22 hatasara kiilonb6zd antimikrobidlis
peptidek, mint pl. a human B defensin 2 és S100 fehérje szekretalodnak (Liu, 2009; Eyerich,
2011; Zelante, 2011). A Th22 sejtek altal termelt IL-22 és TNF-a, a MAP kinazok és az AP-1
transzkripcios faktor csalad tagjai egylittesen aktivaljdk a keratinocitakat, ez a jelatviteli
kaszkad sziikséges a C. albicans elleni hatasos epidermalis barrier kialakitasahoz (Eyerich,
2011).

A JAK/STAT jelatviteli utvonalon keresztil a STAT3 aktivalodik (tirozin
foszforildlodik) és kozvetleniil hozzajarul az S100A8 és S100A9 peptidek termeléséhez a
bélrendszer epithelidlis sejtjeiben, tehat az IL-22-nek fontos szerepe van a nyalkahdrtydk
gomba ¢és gyulladasos betegségek elleni védekezésében. Tovabba az IL-22 sziikséges a bor a

bélrendszer homeosztazisanak szabalyozasahoz és a nyalkahartydk sebgyogyulasdhoz is
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hozzajarul. IL-22 hatésara a keratinocitak vagy a nyelvszovet sejtjei aktivalodnak, 1-es tipusu
kollagén és MMP1 metalloproteindz termelddéséhez vezet, ami a STAT3 utvonalon keresztiil
hozzajarul a sebhely nélkiili sebgyogyulashoz (Zelante, 2011; Yu, 2016).

Th22, Thl, Th17, természetes 616 sejt 22 (natural killer 22, NK22), természetes 616 T
sejt (natural killer T, NKT), természetes limfoid sejtek (innate lymphoid cells, ILCs) és yo T
sejtek termelhetnek IL-22-t citokint (Lu, 2016), de Thl és Thl7 sejtek jelenléte nélkiil is
termel6dhet 1L-22 (De Luca, 2010; Zelante, 2011).

A Th22 sejteknek és az altaluk termelt 1L-22-nek szerepiik van a bor gyulladasos
betegségeiben, pl. dermatitisz, atopias ekzema €s psoriasis (Koga, 2008), tovabba autoimmun
korképekben pl. rheumatoid arthritis, szisztémas lupusz erythematosus, I-es és Il-es tipusu

diabetes, thrombocytopenia (Azizi, 2015).

3.1.3 Krénikus mucocutan candidiasis betegség tiinetei és differencialdiagnosztikaja

1929-ben mar leirtdk a CMC tarsulasat glandularis hypofunkciokkal (Thorpe ¢és
Handley, 1929). Canales és munkatarsai 1969-ben els6ként irtak le a kronikus mucocutan
candidiasist egy 11 éves fiubeteg, a ndvére és kislanya esetében (Canales, 1969). Wells és
munkatarsai 1972-ben megfigyelték a csalddi halmozddast, Sams és munkatarsai (1979) ¢€s
Jorizzo és munkatarsai (1980) leirtdk, hogy a betegségre mind az autoszomalis dominéns
illetve recessziv oroklésmenet jellemz6. Jellemzéen a CMC els6dleges tiinetként mar sziiletés
utdn nem sokkal vagy kora gyermekkorban megjelenik, de megjelenése ¢és tiinetei még a
csaladokon beliil is eltéroek lehetnek (Liu, 2011) hatterében a lecsokkent IL-17 immunitas
allhat (Puel, 2012).

A STAT1 GOF mutaciok kiilonboz6 fenotipusokat okozhatnak, kiilonbdz6 gombas,
virdlis és bakteridlis fertdzéseket diagnosztizaltak a betegeknél, akik STAT1 GOF mutéciot
hordoznak (Toubiana, 2016). Toubiana és munkatarsai 274 egyént vizsgaltak egy
Osszehasonlitd kozleményben. Az esetek 98%-aban (268 beteg) talaltak CMC-t, tehat a CMC
penetracidja igen magas, minden beteg bizonyitottan funkcionyerd STAT1 mutédciot
hordoznak (Toubiana, 2016).

A kréonikus mucocutan candidiasis egyik els6 és leggyakoribb tiinete a szajpenész
(soor) és oropharyngealis candidiasis (Puel, 2012). 2016-ban megjelent kozleményben a
STAT1 GOF betegek 93%-aban a szajnyalkahartyat érintette a gombas megbetegedés
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(szajpenész, ajakgyulladas és/vagy nyelvgyulladas), 57%-ban a bért érintette (gennyes
holyagok, bor felszines megbetegedései: gyiiriis plakkok, intertrigo), 56%-ban a nyeldcsét,
genitalis nyalkahartyakat és vagy kormoket fertézte meg (perionyxis, onyxis). Aphtas
stomatitis megjelent az esetek 46%-aban, cléfordult a fejteté gombas megbetegedése 20%-
ban a betegek korében. (Toubiana, 2016)

A gombas megbetegedéseket a leggyakrabban Candida albicans okozta (95%).
El6fordult még Microsporon spp. és Trichophyton spp. altal okozott gombas fertézés. Invaziv
gombas fertézés és invaziv candidiasis alacsony szazalékban, de megjelent Pneumocystis
jirovecii, Aspergillus spp., Cryptococcus spp. és Histoplasma spp. fajok altal okozott
tiidégyulladast diagnosztizaltak (Toubiana, 2016).

Invaziv mycosis is eléfordul STAT1 GOF betegeknél, Sampaio és munkatarsai két
beteg (E267V, E353K) esetér6l szamoltak be, akik disszeminalt coccidioidomycosisban
szenvedtek, amit Coccidioides fajok okoztak és harom masik esetben, akiknek szintén STAT1
GOF mutaciojuk van (T385M, R274G, F172L), disszeminalt histoplasmosist irtak le, amit a
Histoplasma capsulatum okozott (Sampaio, 2013).

Bakterialis megbetegedések is gyakran fordulnak el6. Az esetek 47%-ban figyeltek
meg alsé 1éguti megbetegedéseket, igymint bronchitis. Ugyanezen munkacsoport 44%-ban
talalt olyan bakterialis fert6zéseket, amelyek a fels6 Iégutakat (pl. sinusitis) és 28%-ban a bort
érintették (pl. folliculitis, cellulitis, talyogok és paronychia) (Toubiana, 2016).

STAT1 funkcio-vesztd mutacioknal (loss-of-function; LOF) irtdk le elsédlegesen a

viralis és mycobakteridlis fertdzésekre valo hajlamot, de kis szdzalékban (6%) mycobakteralis
fertézéseket is megfigyeltek olyan betegekben, akiknél STAT1 GOF mutacidt azonositottak a
tid6 (2%), a bor (2%) vagy az egész szervezet érintettségével (Toubiana, 2016).
Gyakran sulyos elsddleges HSV (herpes virus encephalitis) fertdzés jelentkezik olyan
betegeknél, akik autoszomalis recessziv STAT1 mutaciokat hordoznak (Boisson-Dupuis,
2012). Két magyarorszagi betegnél diagnosztizaltuk a herpes virus kijulasat, akiknél a
STAT1 kettés tekercs doménjén R274W mutéciot azonositottunk, amelyr6l bizonyitottuk,
hogy funkciényeréd STAT1 mutacié (Toth, 2012; Soltész, 2013).

Visszatéré6 mucocutan viralis fert6zést is talaltak (rash, stomatitis, vulvitis vagy
keratitis) 88 STAT1 GOF beteg (32%) esetében, amit foként herpes simplex virus (HSV) és
varicella zoster virus (VZV) okozott. Stlyos szisztémas viralis fertézéseket is megfigyeltek
23 betegnél (8%), amit cytomegalovirus (CMV) és Epstein-Barr virus (EBV) okozott
(Toubiana, 2016).
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Kilic és munkatarsai funkcidnyerd R274W mutaciot azonositottak egy férfi betegnél, akinél
orf virus fertézést irtak le, ami a Poxviridae csalad, Parapoxvirus genus egyik DNS virusa
(Kilic, 2015).

Majdnem a STAT1 GOF betegek felénél (43%) azonositottak klinikailag igazolt
autoimmunitast ¢és vagy autoimmun antitesteket, fOként pajzsmirigy betegséget
diagnosztizaltak és a vizsgalt betegek tobb mint fele n6é volt. Ezen kiviil diagnosztizaltak
vitiligot, alopeciat, psoriasist, SLE-t, autoimmun hepatitist, autoimmun citopénidkat.
(Toubiana, 2016)

Cerebralis aneurismat 47 STAT1 GOF beteget vizsgadlva 2 beteg esetében
diagnosztizaltak 2011-ben (Liu, 2011). A 2016-os 0Osszefoglald kozleményben leirtak a
STAT1 GOF betegek kozott cerebralis és extracerebralis aneurizmat, rosszindulatti tumorokat
(kovetkeztetésként levontak, hogy a STAT1 GOF betegeknek nagyobb esélyiik van a rak
kialakulasara), laphamrakot (squamous cell carcinoma), emellett talaltak ekzemat, asthmat és
egyéb allergias tiineteket (Toubiana, 2016). Egy STAT1 GOF (E235G) betegnél mar korabban
is diagnosztizaltak laphamrakot (Chang, 2016).

Ot gyermek esetén talaltak poliendocrinopatias, enteropatias és dermatitises tiineteket,
négy esetben eléfordult gombas fertdzEs, a tlinetek alapjan az X kromoszomahoz kapcsolt
immundiszregulaci6 — poliendocrinopatia — enteropatia (IPEX; immune dysregulation —
polyendocrinopathy — enteropathy — X-linked) szindromara kovetkeztettek, de a FOXP3
génen nem taldltak eltérést és a Treg sejtek szintje és funkcioja is normalis volt. A STAT1
génen mind az 6t esetben funkcidonyerd mutaciokat igazoltak (R2011, L385W, T385M, V266I,
T385M) és alacsony aranyban talaltak CD4+ IL-17-termel6é T sejteket. Tehat ez volt az elsé
olyan tudomanyos kézlemény, ahol a STAT1 GOF mutaciok kapcsolatban allnak az IPEX-
szer(i tiinetek megjelenésével (Uzel, 2013).

Ot beteget vizsgaltak sulyos kombindlt immunhidny betegséggel (SCID; severe
combinied immundeficiency), akiknél STAT1 GOF mutaciokat azonositottak, harom esetben
T385M és egy-egy esetben 1294T, C324R mutéciokat talaltak. Az anamnézisiikben tobbszor
szerepelt a mikrobidlis, virdlis és gombas fertdzések, amik a tiid6t érintették. Kiilonbozd
viralis fertézések (CMV, EBV vagy Jamestown Canyon virus) kdvetkezményei miatt harom
beteg exitalt. Minden beteg esetében az életkorral egyre csokkend T és NK sejtszamot
tapasztaltak és megnovekedett hajlamot a kiilonb6zd fertdzések kialakulasara, de egyik beteg
sem mutatta a CMC-re jellemzd tipikus tlineteket (egy esetben szijpenész és egy masik
esetben az ajkak candidiasisa fordult el6) (Sharfe, 2014).
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STAT1 GOF-fal tarsultan irtak le fogproblémakat (mind az elsédleges és maradando
fogak gyors elvesztését, fogszuvasodast és a fogak erdzidjat) egy beteg esetében, aki a
T385M GOF mutaciét hordozza (Frans, 2014).

Progressziv multifokalis leukoencephalopathia (PML; progressive multifocal
leukoencephalopathy) —ban szenvedé uj STAT1 GOF mutaciét hordozd (L400Q) beteget
diagnosztizaltak (Zerbe, 2016).

Ebben az évben (2016) egy masik Osszefoglald kézlemény is megjelent, amelyben
Depner €s munkatarsai 6tvenhét CMC-s beteg adatait foglaltdk Gssze, ahol 61 szazaléka a
betegeknek funkcionyeré STAT1 mutaciét hordozott (35 beteg), de ebbdl csak 26 beteg
klinikai tiineteit irtak le részletesen. Tizenkilenc betegnél fordult eld a szajnyalkahartya
candidiasisa (73%), elég magas szazalékban fordult el aphtas stomatitis (69%), nyeldcso
candidiasisa (65%), a kormok gombas megbetegedése (64%), a szeméremtest €s a hiively
érintettsége (67%). Bakterialis léguti infekciok (bronchitis, pneumonia, sinusitis) is
jellemzoéek voltak a betegek korében. Viralis infekciok koziil a Herpes simplex és a Humdn
papilloma virus okozta megbetegedések voltak jelentdsebbek. A betegek 44%-nal autoimmun
hypothyreosist diagnosztizaltak (Depner, 2016).

A tiinetek fenti 6sszefoglalasabol kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a STAT1 GOF
mutacidkkal rendelkezé betegek fenotipusa eltérd €s nincs Osszefliggés a genotipus és

fenotipus kozott.

3.1.4 A kroénikus mucocutan candidiasis terapiaja

A betegek klinikai fenotipusai nagyon eltérdek, ezért nem lehet egységes kezelési
tervet késziteni a betegek szdmara. Egy nemzetkdzi kutatdocsoport 274 beteget vizsgalt, akik
kiilonboz6 STAT1 GOF mutécidkat hordoznak. A betegek 74%-4nal hosszantartd
gombaellenes terdpiat alkalmaztak, els6 vonalbeli gyogyszerként fluconazolt, majd
itraconazolt vagy posaconazolt illetve méasodlagos vagy harmadlagos szerként voriconazolt,
echinocandinokat (IV; intravénasan), terbinafint (szajon at) vagy amfotericin B-t (IV) adtak a
betegeknek. Megeldzésként antibakteridlis (Co-trimoxazol vagy macrolidok) és vagy anti-

viralis szereket alkalmaztak. Polivalens intravénas immunglobulin potlast kapott a betegek

14%-a (37 beteg) (Toubiana, 2016).
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Mar 1970-ben Kirkpatrick és munkatarsai donor limfocitdkat adtak (transzfuzionaltak)
CMC betegeknek, amely kdvetkeztében a gombas megbetegedés tiineteinek visszahuzddasat
tapasztaltak (Kirkpatrick, 1970).

A csontveld transzplantacid6 (BMT,; bone marrow transplantation) egyik lehetséges
modja a kezelési stratégianak a CMC-s betegeknél, foként azoknal a betegeknél, akik
rezisztensek a gombaellenes terdpiara. Két sikeres allogén csontveld transzplantaciorol
szamoltak be olyan betegeknél (HLA-azonos testvérek voltak a donorok), akik kronikus
mucocutan candidiasisban szenvedtek (Deeg, 1986; Hoh, 1996). Viszont 2013-ban megjelent
egy kozlemény, melyben egy de novo STAT1 GOF (N397D) mutaciot hordozo egy éves
kislanyt (a donor a 2 éves batyja volt) kezeltek hematopoetikus dssejt transzplantacidval
(HSCT; hematopoietic stem cell transplantation). A kislany 10 hénappal a HSCT-t koveton
pneumonia kovetkeztében exitalt. Korabban transzplantaltak egy 34 éves ndbeteget (AD
CMC beteg), aki egy honappal a kezelést kovetden agyi aneurizma kovetkeztében elhunyt
(Aldave 2013, Liu és munkatarsai nem kozolt adat).

1995-ben beszamoltak egy CMC-s beteg esetérdl, aki granulocita-makrofag kolonia
stimulalo faktort kapott (GM-CSF), aminek hatasara a beteg allapota javult (Shahar, 1995),
késobb a beteg G-CSF-t kapott, ami szintén javulast eredményezett (Wildbaum, 2013). A
GM-CSF-rél feltételezik, hogy visszaallitja a normal ,,Th17” valaszokat. Az irodalomban
ellentmondast is talalhatunk, mert egy 2016-os kozleményben a GM-CSF kezelést
hatastalannak irjak le (Toubiana, 2016).

A ruxolitinib hatéanyagu gyogyszert, mint a JAK1/JAK?2 kinaz gatlo, a JAK1/JAK2
jelatviteli utvonalon gatolja az IFN-y és IL-27 negativ hatasat a Th17 sejtek kialakulasara. A
STAT1 GOF mutécioét hordozd betegek allapota javult a kezelés hatasara (Higgins, 2015;
Mossner, 2016).
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3.1.5 A kroénikus mucocutan candidiasis és STAT1 kapcsolata

3.1.5.1 STATL - Jelatvivé és transzKkripciot aktivalé 1 molekula

A signal transducer and activator of transcription (STAT; jelkozvetitd és transzkripciot
aktivald) csaladba 7 transzkripcids faktor tartozik (STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6) (Leonard és
O’Shea, 1998), amelyek szamos jelatviteli folyamatban vesznek részt (Murray, 2007). A jelen
munkamban a STATI jelatvivé molekula fontossagat és szerepét emelném ki.

A STAT1 molekula jelentdségének felismerése az 1992-es évekhez kothetd. Schindler
¢s munkatarsai ebben az évben bizonyitottdk, hogy IFN-ok hat4dsara a STAT fehérjék tirozin
molekulai foszforilaldédnak (Fu, 1992; Schindler, 1992).

A STAT]I transzkripcids faktor 750 aminosavbol épiil fel és 91 kDa nagysagt fehérje,
melyet a 2. kromoszéma hosszi karjan (2q32) elhelyezkedd6 STAT1 gén koddolja.
Felépitésében hét domén vesz részt: N-termindlis domén, kettds tekercs domén (CCD), DNS-
koté domén (DBD), kapcsoldé domén, Src-homolég 2 (SH2) domén, farki (,tail”’) szegmens
domén (TS) és C-terminalis transzaktivaciés domén (TAD) (Levy és Darnell, 2002). A DNS-
koté domén felelds a foszforilalt STAT nuklearis importjaban illetve a STAT1 exportjaban és
a DNS-hez valdé kotédésben, a kettés tekercs domén a dimerizacioért és a nuklearis
defoszforilacioért felelds (Boisson-Dupuis, 2012). (2. 4bra)

A STAT1 molekulanak két izoformaja ismert: STAT1-a (p91) és STAT1-B (p84). A
STAT1-a fehérje 750 aminosavbol all, mig a STAT1-p izoformanal a 713-750 aminosavak
hianyoznak, vagyis a karboxil vég ¢és a Ser727 foszforilacids hely az alternativ splicing-nak
koszonhetden lehasitodik (http://www.uniprot.org/uniprot/P42224). Azaltal, hogy a STAT
molekuldk kiilonb6zd izoformai versenyeznek a DNS kotdhelyért, a kisebb hosszusagu
izoformai gatolhatjdk a célgének transzkripciés aktivitdsat €és  megndvekedett
expresszidjuknak koszonhetden a transzkripcid negativ szabalyozdi lehetnek azaltal, hogy
DNS-hez kotddnek, de funkcidjukat nem toltik be vagy a vad tipusi STAT fehérjéhez
kotddnek. IFN-o és IFN-B (I-es tipusu interferonok) hatdsara a STATI1-B, a STAT2 és az
IRF9 kialakitjak az interferon stimulalt gén faktor 3 (ISGF3; interferon stimulated gene factor
3) complexet. (Darnell, 1994; Zhang, 1999; Pilz, 2003) (2. abra)
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2. Abra STAT]1 felépitése és a domének szerkezete

(A) 3D modell bemutatja a homodimer STAT]1 tirozin foszforilalt szerkezetét a domének
elhelyezkedésével, (B) STATI1 a-isomer domén szerkezete, jelolve a nuklearis export szignal
(NES) és a nuklearis lokalizacios szignal (NLS) szekvencidjaval

(Felhasznalt irodalom: Begitt, 2000; Mowen ¢és David, 2000; McBride, 2000; Liu, 2011;
http://www.rcsb.org/pdb/ngl/)

3.1.5.2 STAT1 domének szerkezete és funkcidéjuk

3.1.5.2.1 N-terminalis domén

Az N-terminalis domén az 1-134 aminosavak kozott helyezkedik el, erdsen konzervalt
domén a STAT csaldd tagjai kozott (Shuai, 1996). Jelentds szerepe van a tirozin

defoszforilacid szabalyozasaban (Shuai, 1996), nuklearis transzlokéacié és STAT deaktivacid
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szabalyozasaban (Strehlow és Schindler, 1998) és részt vesz a citokin receptor doménekkel
val6 kommunikacioban (Li, 1997). A fehérje arginin metil-transzferdz (PRMT1; protein
arginine methyl-transferase) metilalja (poszt-transzlaciés modositas) a STAT1 31. aminosav
pozici6jaban 1évo arginint, a metilacid kovetkeztében gatlodik a PIAS1 (protein inhibitor of
activated STATs) fehérjéhez vald kotodés, ezaltal megndvekszik a STATI transzkripcios
aktivitasa és DNS-hez valo kotédése (Mowen, 2001). (2. abra)

3.1.5.2.2 Kettés tekercs domén (CCD)

A kettOs tekercs domén (CCD) az 135-317 aminosavak kozott helyezkedik el. Négy a-
hélixbol (két hosszabb: al, a2 és két rovidebb: a3, a4) felépiild kettds csavart szerkezet egy
hidrofil feliileti részt képez a kiilonbozé fehérjékkel valod interakciohoz (Chen, 1998). A
STAT1 kett6s tekercs doménje képes kapcsolatba 1épni az interferon regulalo faktor 9 (IRF9;
Interferon Regulatory Factor 9) molekulaval, ami az interferon stimulalt gén faktor 3 complex
egyik alkotdja (Horvath, 1996), tovabba a N-myc interactor (Nmi) fehérjével is kapcsolatba
1ép, IFN-y és IL-12 citokinek hatadsara igy fokozodni fog a STAT-medialt transzkripcioé (Zhu,
1999). A STAT]1 fehérje CC-doménjén két kiilonboz6 nukledris export szignalt azonositottak:
302-314 (Begitt, 2000) és a 197-205 aminosavak kozott (Mowen és David, 2000),
amelyeknek fontos szerepiik van a STAT1 fehérje sejtmagbol-citoplazmaba torténd

szallitasaban. (2. abra)

3.1.5.2.3 DNS-koté domén (DBD)

A DNS-kotd domén az 318-488 aminosavak kozott helyezkedik el. A DNS-kotd
doménen azonositottak egy nuklearis export szignalt: 200LAAEFHRLQL4g9, €és nuklearis
lokalizacios szignalt (NLS): L407, K410, és K413 (McBride, 2000; Reich és Liu, 2006). A
DNS-kot6 domén szamos B-reddt tartalmaz a 320 és 490 aminosavak kozott, felépitésében
hasonlosdgot mutat a nukleédris faktor kB (NK-«xf - nuclear factor xf§) és p53 DNS-kotd
doménjéhez (Yang, 2002). (2. abra)
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3.1.5.2.4 Osszekoto (linker) domén, SH2 domén és farki (tail) szegmens (TS):

Az 0sszekotdé domén a DNS-k6td domént és a SH2 domént kapcsolja Ossze,
konzervalt szakaszokat tartalmaz. Erésen konzervalt aminosavakbol épiil fel, a 490 és 580
aminosavak kozotti résznek a funkciojat egyenlére nem ismerjiik, viszont Yang ¢és
munkatarsai azonositottak mutacidkat a linker doménen, ami hatdssal van a DNS-kotés
stabilitasara, igy egy gyors ,off-rate” allapotot okoz ¢s IFN-y stimulus hatdsidra sem
aktivalodnak a megfelel6 gének (Yang, 2002). A farki (tail) szegmensen talalhaté a pY701
hely, amely nagyon fontos a STAT1 fehérjék aktivalasahoz (tirozin foszforilacio) (Greenlund,
1994). (2. abra)

3.1.5.2.,5 Transzkripciot aktivalé domén (TAD)

A Kkarboxil-terminalis domén sziikséges a transzkripciés aktivitashoz. Az egyedi
karboxil régi6 meghatarozhatja a pontos funkcidjat a transzkripciés komplexek csoportjan
beliil (Thle, 1996). A szerin 727 pozicidban bekovetkezd foszforilacid sziikséges a STATI
teljes transzkripcios aktivitasahoz (Wen, 1995), a szerin foszforilacio fliggetlen a tirozin
foszforilaciotol. Kiilonbozd bakterialis fehérjék képesek kivaltani a STATI1 szerin
foszforilaciojat makrofagokban (Decker és Kovarik, 2000).

STATI1 transzaktivacios doménjének jelentds szerepe van a gén expresszio
elinditasdban, ugyanis kiilonbozé fehérjékkel (pl. CBP/p300) képes kapcsolatba 1épni,
amelyeknek szerepiik van a gén transzkripcioban, ugyanis a STATI1 transzkripcios
doménjének konzervalt LPMSP elemei kapcsolatba Iépnek a CBP/p300 koaktivacios
molekula cisztein/hisztidin régidival (TAZ1 és TAZ2) (Wojciak, 2009). (2. abra)

3.1.5.3 A STAT1 transzkripciés molekula jelatvitele és funkcidja

Az eukariota sejtek magjat maghartya hatarolja el a citoplazmatol, igy nincs a két
kompartment kozott szabad anyagdramlds, tehat a molekulatranszport a sejtmag és a
citoplazma kozott a maghartya kettés membran rétegébe agyazott magporus komplexeken

(NPC; nuclear pore complex) keresztiil valosul meg. A 40-60 kDa-nal kisebb fehérjék

25



egyszerl szabad diffuzidval, az ennél nagyobb molekuldk (ide tartozik a STATI1 fehérje is)
szallitofehérjék (,,carrier”) részvételével, facilitalt diffizioval jutnak at a magporuson. A
facilitalt diffizio specifikus transzport receptorokhoz kototten torténik, amik felismerik a
szallitand6 fehérjéket, habar az atjutds nem energiaigényes, de koncentracidogradiens
ellenében megy végbe, ezért energiaigényes aktiv transzport, aminek hajtoereje a RanGTPaz
ciklus (Gorlich, 1999; Wente és Rout, 2010; Reich, 2013).

A STAT transzkripcios faktor csaldad tagjai tirozin foszforildciot kovetden
aktivalodnak, ez torténhet receptor asszocialt Janus kindzokon, novekedési faktor receptor
tirozin kinazokon és nem-receptor tirozin kinazokon keresztiil (Reich és Liu, 2006)
interferonok (I-e tipust:a, B és Il-es tipusu: y) és thrombocita-eredeti novekedési faktorok
(PDGEF,; platelet-derived growth factor) hatasara (Vignais, 1996; Reich, 2007). (3. abra)

I-es tipust interferonok (IFN-a/B) bek6tédnek az IFNARI €s IFNARII receptoraikhoz,
amelyekhez kapcsoltan a tirozin-kinaz 2 (TYK2) és Janus kinaz 1 (JAKI) fehérjék
talalhatdak, e molekuldk foszforilaljdk a tirozint a receptorokon és a STATI1 és STAT2
fehérjéken. JAK molekuldk két doménbdl épiilnek fel: karboxil-terminalis katalitikus
doménbdl ¢és pszeudo-kindz vagy kindz-szeri doménbdl, ami inaktiv. IFN-o/B hatdsara a
foszfotirozin oldallanc és SH2 doménen keresztiil a STAT1 heterodimerizalodhat a STAT2-
vel, ezt kovetden egy nem transzkripcios faktor, az IFN-regulalod faktor (IRF9; IFN regulatory
factor 9) kapcsolodik heterodimerhez a STAT2 kettds tekercs doménjén keresztiil és 1étrejon
az IFN-stimulalt gén faktor 3 (ISGF3; IFN stimulated gene factor 3). Az IRF9 fehérje N-
terminalis részén talalhatd nuklearis lokalizacios jelet az importin-a5:importin-1 transzporter
molekulak ismernek fel és a sejtmagba szallitjak a fehérje komplexet (Banninger és Reich,
2004). Ez a harom fehérjét tartalmazd komplex (ISGF3) specifikusan képes kotddni cél DNS
15 bazisparnyi szakaszahoz, az IFN stimulalt valaszadd elemhez (ISRE; IFN stimulated
response element), amely GAAA ismétlédéseket tartalmaz 2 nukleotid kihagyasaval (Gilmour
1995; Banninger ¢és Reich, 2004). Az IRF9 kiilonb6z6 szerepet jatszik a természetes
immunitasban (Taniguchi, 2001). (3. abra)

A defoszforilaciot kovetden a STAT2-IRF9 levalik a DNS-r6l, a STAT2 karboxil-
terminalis doménjén talalhato nuklearis export szignal (NES) -hoz kotddik a CRM-1 szallito
molekula és visszajut a citoplazmaba (Banninger és Reich, 2004). (3. abra)

Il-es tipusu interferonok (IFN-y) az IFNGRI1 ¢és IFNGR2 receptorokhoz kapcsolt
JAK1 és JAK2 kinazokon keresztiil aktivalja a STAT1 fehérjét (de a STAT2-t nem)
(Gilmour, 1995). IFN-y hatasara a STAT1 SH2 doménjével a receptor foszforilalt helyéhez
kotddik, ahol a JAK kinazok (JAK1 és JAK2) a tirozin 701-es pozicidban (pY701)
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foszforilaljak (Greenlund, 1994). A Y701 foszforilacioja sziikséges, hogy a STAT1 fehérje
levaljon az IFNGRI1 receptorrdl, a homodimerizacidhoz és a nuklearis transzlokacidhoz
(Ramana, 2010). A nem-foszforilalt allapotban 1évé STATI1 ,anti-parallel” dimerként van
jelen a citoplazmaban, akkor az NLS rejtve van és az importin-a5 nem ismeri fel (Chen,
1998). A JAK kinaz tirozin-foszforilalja a STAT1-t, a két monomer SH2 doménje €s tirozinja
forditott modon kapcsolédik egymashoz, ez a konformacié valtozas fontos a nuklearis
importhoz. Ezt kdvetden ,,parallel” dimerekké kapcsolodik Gssze, amit korabban gamma-IFN
aktivalt faktornak (GAF; gamma-IFN activated factor) neveztek. A szallitando fehérjén 1€vo
nuklearis lokalizacios szignalt (NLS; nuclear localisation signal) az importin-a5:importin-p1
heterodimer adapter szallitomolekula kozvetleniil felismeri és hozzakotddik (Mao, 2005;
Zhong, 2005; Reich, 2013). A STATL1 dimer az importin-o5 karboxil régiojahoz kotédik, ami
9-10 armadillo ismétlddéseket tartalmaz (McBride, 2002). Ezt kdvetden a szallitofehérjék a
sejtmagi komplexen keresztiil atszallitjak a sejtmagba. (Mao, 2005; Zhong, 2005; Reich,
2013).

A foszforilalt STAT1 dimernek a cél DNS-hez val6 bekotddésében két mechanizmus
jatszik szerepet. A sejtmagban a Ran-GTP az importin-p1 szallitdmolekulahoz koétédik, igy a
STAT1 dimer felszabdul. A masodik mechanizmus szerint a cél-DNS-nek magasabb
affinitdsa van a STAT1 dimerekhez kotdédni, mint az importin-a5-nek, igy a sejtmagban a
STATTI specifikusan hozzakotddik a célhelyhez az importin-a5 levalasa utan (McBride, 2002;
Fagerlund, 2002). A gamma-IFN aktivalt faktor felismeri és kotédik a gamma-IFN aktivalt
helyhez (GAS; gamma-IFN activated site), ami 2-4 nukleotidokként GAAA szekvencia
forditott ismétl6déseibol épiil fel (Decker, 1991). (3. abra)

Amig a STAT1 molekula a cél-DNS-hez kotddik, addig a DNS-kotd doménen
talalhato hidrofob szerkezetii, nuklearis export szignal szekvencia (400LAAEFRHLQL409),
rejtve van (McBride, 2000). A STAT1 levalasat a DNS-r61 két mechanizmus segiti, a tirozin
defoszforilacio foszfataz altal (ten Hoeve, 2002) és a sejtmagi inaktivacio altal, vagyis az
aktivalt STAT sejtmagi fehérje inhibitora (PIAS; nuclear protein inhibitor of activated STAT)
hozzakotddik a ,,paralle]” STAT1 dimerhez és mindkét esetben a NES felismerhetévé valik a
CRM-1 szallitomolekula szamara (Shuai, 2006). A NES rejtettségét (,,masking” hipotézis)
alatdmasztja az a kozlemény, ami szerint a L400, F404, L407 és L409 oldallancok kd&tési
képessége korlatozva van (Chen, 1998). (3. abra)
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3. Abra A JAK-STAT jelatviteli iitvonal sematikus abrazolasa és a STAT1 és STAT2
transzkripcios faktorok sejtmag-citoplazmatikus transzportja

Az l-es tipust (IFN-a/B) és a ll-es tipusu (IFN-y) interferonok a receptoraikhoz kapcsolodnak,
a JAKI1, JAK2 ¢és TYK2 molekuldk tirozin foszforildljak (pY) a STAT transzkripcios
faktorokat, amelyek ezt kovetéen heterodimerizalodnak (STATI1-STAT2) illetve
homodimerizaloédnak (STAT1-STAT1). A szallitomolekuldk (a5- és B importin) felismerik a
nukleéaris lokalizacids szigndl (NLS) szekvencidkat, majd a sejtmag porusokon (NPC)
keresztiil a molekula komplexek a citoplazmabdl bejutnak a sejtmagba és a DNS megfeleld
szakaszaihoz kotddnek (ISRE és GAS). Foszfatdz vagy PIAS hatasara a molekula komplexek
szétesnek és ,anti-paralle]” helyzetbe keriilnek, igy felismerhetévé valik a nuklearis export
szignadl (NES) szekvencia, amelyet a CRM1 szallitdmolekula felismer és segitségével a
sejtmagbol visszajutnak a citoplazméba.
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IFN: interferon, NES: nukledris export szignal, NLS: nuklearis lokalizacios szignal, NPC:
sejtmag porus komplex, ISRE: interferon stimulalt valaszad6 elem, GAS: IFN-gamma aktivalt
szekvencia

Az abra Reich, 2006; 2007 és 2013 tudomanyos kozlemények abrai alapjan késziilt
modositasokkal.

3.1.5.4 STATI1 gént érinté mutaciok

A 2010-es évek elején két fliggetlen kutatdcsoport szinte egyidében publikalta a
STATI1 transzkripcios faktor funkcionyeré (GOF; gain-of-function) mutacidjat (Liu, 2011,
Takezaki 2012). A CMCD leggyakoribb oka a STAT1 kett6s tekercs (coiled-coil; CC)
doménjét érintd mutaciok, ennél kisebb gyakorisaggal fordulnak eld mutaciok a DNS-kotd
(DNA-binding; DB) doménen, de ezek a defektusok is okozhatnak CMCD-t, ezen kiviil
talaltak még funkcionyeré mutaciokat az SH2, a ,tail segment” (TS) és a transzaktivacios
(TA) doméneken is (Takezaki, 2012; Soltész, 2013; Sampaio, 2016 a,b; Sobh, 2016;
fontos szerepe van a STAT1 molekulanak, az IFN-o/B, IFN-y és az IL-27 citokinek a STAT1
fliggd szighalizaciés utvonalon keresztiil gatoljak a naiv T-limfocitak IL-17+ T sejtekké
torténd érését (Marodi, 2012; Marddi, 2013; Liu, 2011; Soltész, 2013). Autoszomalis
recessziv részleges vagy teljes STAT1 deficienciaban szenvedd betegeknél mycobakterialis €s
viralis fertdzéseket irtak le, mig autoszomalis dominans STAT1 deficiencia esetében MSMD-
t talaltak (Dupuis, 2001; Chapgier, 2006, Boisson-Dupuis, 2012; Soltész, 2013). A STAT1
hiperfoszforilacidja és a sejtmagi defoszforilacio elvesztése kovetkeztében alakul ki a
funkcionyerés (Liu, 2011; Takezaki, 2012; Soltész, 2013). Fokozott cellularis valasz
tapasztalhato IFN-o, IFN-B, IFN-y, IL-27 (IL-17+ T sejtek differencialodasanak inhibitorai
STATL jelatviteli utvonalon keresztiil) citokinek jelenlétére, illetve fokozodik a STATI
aktivacioja az IL-17+ T sejtek differencialodasat eldsegité citokinek (IL-6, IL-21, IL-23)
hatasara is a STAT3 jelatviteli utvonalon keresztiil (Liu, 2011). A STAT1 génen eddig leirt

funkcionyerd mutédciokat a 4. abra foglalja 6ssze.

Ahogy korabban beszdmoltak rola, a STAT1 génen vannak olyan helyek, amelyek
fontosak a nukledris importban és exportban. A STAT1 génen a sejtmagi lokalizacios jel
magaba foglalja a Leud407, Lys410 és Lys413 aminosavakat. Vizsgalatok bizonyitjak, hogy

mutacio kovetkeztében a Leu407 pozicioban, a STAT1 képes IFN-y stimulus hatasara tirozin-
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foszforilalodni, dimerizalddni, viszont nem képes kotddni az importin-a5 molekulahoz, amely
igy a nuklearis importban okoz gatlast és nem transzlokalodik a sejtmagba, vagyis a
citoplazmaban marad (McBride, 2002). A vad tipusu STATI1 részben képes megmenteni a
nuklearis import mechanizmusat, azaltal, hogy heterodimerizalodik a mutans leucin 407
STAT1 molekulaval (Meyer, 2002). Tovabba a L407 mutacio kornyezetében talalhato két
masik aminosav, amely szintén a nuklearis lokalizacios jel tagja. A fent emlitettek mellett, a
STAT1 Lys410 és Lys413 pozicidiban Iétrejott dupla mutacid gatolja a DNS-hez valo
kotédést (McKendry, 1991; Fagerlund, 2002; Meyer, 2002).

1156T R2101  L283M C324R T385K
L163R  R210K Q285R P329L T387A
D165G K280l L351F K388E
DI65H E235G  Y287D E353K M390T
YI70N  V2o6l  T288A L354M N397D
FI72L  A207V  T288l L358F

CI74R  Q271P Y289C L358W L400V
NI79K  R274Q  P293S F404Y
M2021  R274W  [294T G384D LA407R*
M202V  R274G  K298N T385M S466R

K278E  M309T

Kettos tekercs DNS-kito

S620F E705V
H629Y

N-Terminilis | Kettos tekercs DNS-kitd Osszekotd SH2 TS | TA

1 134 317 488 576 683 708 750

4. Abra STAT1 gén funkciényeré (GOF) mutici6i

Felhasznalt irodalom: Al Rushood, 2013; Aldave, 2013; Al-Mousa, 2016; Chang, 2016;
Depner, 2016; Dhalla, 2015; Dotta, 2016; Frans, 2014; Giardino, 2016; Higgins, 2015;
Kumar, 2014; Lee, 2014; Liu, 2011; Martinez-Martinez, 2015; Mekki, 2014; Mizoguchi,
2014; Romberg, 2013; Sampaio, 2013; Sampaio, 2016a,b; Sharfe, 2014; Sobh, 2016;
Soltész, 2013; Takezaki, 2012; Uzel, 2013; van de Veerdonk, 2011; Yamazaki, 2014; Zerbe,
2016

(Fekete: CMCD, Kék: IPEX-szerti szindroma, Lila: Disszeminalt histoplasmosis, Zold: SCID, Piros:
Disszeminalt coccidioidomycosis, , Narancssarga: CID,
, Voros: Disszeminalt Rhodococus fertdzés,
, *: nem bizonyitott GOF)
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3.2 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség (XLP)

3.2.1 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség epidemiologiaja és klinikai

manifesztacioi

X kromoszoémahoz koétotten 0roklodd elsdédleges immunhidnyos betegség, melynek
eléfordulasi gyakorisaga 1-3:1000000. A betegséget el6szor David Purtilo irta le 1975-ben
egy Duncan nevii csalad esetében, a betegséget eredetileg ,,X-linked recessive progressive
combined variable immunodeficiency” néven irtak le, de az irodalomban a ,,Purtilo disease”

és a ,,Duncan’s disease” megnevezés is megtalalhato (Purtilo, 1975; Strahm, 2000).

X-kromoszdémahoz kotott lymphoproliferativ betegségnek két tipusat irtak le. A SAP
fehérjét kodolo SH2D1A gén mutacidja feleldés az XLP1 kialakulasaért, mig a XIAP fehérjét
kodold BIRC4 gén mutacidja felelds a XLP2 kifejlodésért.

3.2.1.1 Az XLP1 klinikai tiinetei

Az Epstein-Barr virus (EBV), a human y-herpes virus csalad tagja, amelyet Burkitt
lymphoma tumorsejtekbdl azonositottak 1964-ben (Epstein, 1964), igen elterjedt, az emberek
tobb mint 90%-a talalkozott mar élete folyaman EBV-vel (Cohen, 2000). Az elsédleges EBV
fertdzés altalaban tiinetmentes vagy kevés tiinettel jar egészséges gyerekekben (Sumaya és
Ench, 1985). Mar 1987-ben felismerték, hogy XLP betegekben az EBV fert6zés hepatitishez,
csontvelé aplasiahoz és hemophagocytic lymphohistiocytosishoz (HLH) vezethet (Mroczek,
1987). Tehat XLP betegségben szenvedd gyermekeknél az EBV fertdzés sulyos, gyakran
halalos kimenetelli infektiv mononucleosissal (FIM) jar vagy masodlagosan haemophagocytas
lymphohistiocytosis (HLH) alakul ki, melyek az XLP betegség 6 klinikai manifesztacioi (55-
58%) kozé tartoznak. A betegekben a mononucleosis tulélését kdvetden hypo- vagy
dysgammaglobulinaemia (31-36%), malignus lymphoma (21-30%), vasculitis (3-6%) és
aplasztikus anaemia (3%) alakulhat ki szovodményként (Seemayer, 1995; Sumegi, 2002;
Kanegane, 2012). Csak a FIM kialakulasdhoz sziikséges az EBV jelenléte, malignus

lymphoma illetve dysgammaglobulinaemia EBV-pozitiv és EBV-negativ betegekben
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egyarant kialakulhat. A beteg B-, CD8+ T sejtjei ¢és makrofagjai beszlirddnek az érintett
szovetekbe, beleértve a limfoid szdveteket, majat, kozponti idegrenszert és a csontvel6t
(Brandau, 1999; Strahm, 2000; Stimegi, 2000).

XLP betegek kozel 30%-a szenved lymphomaban (Seemayer, 1995; Speckmann,
2008). Nagyon sok beteg esetében a lymphomak EBV fertézést kovetden alakulnak ki, de
vannak olyan betegek is, akiknél korabbi EB fert6zés nem volt kimutathaté (Brandau, 1999;
Stimegi, 2000). A lymphomak nagy része B sejt eredetii és 50%-ban Burkitt-tipusu
hisztologiaval rendelkezik (Gaspar, 2002). Egyes feltételezések szerint a T és B sejtekben a
SAP fehérje pro-apoptotikus funkcidjanak elvesztése vezethet a lymphomak kialakuldsdhoz
(Nagy, 2009; 2010).

XLP betegségben szenvedd betegek koros humoralis immunvalaszokat produkélnak
(Grierson, 1991), ennek koszonhetden sinopulmonaris infekciok jelentkezhetnek (Seemayer,
1995). XLP betegnek rendszerint normalis mennyiségli keringd B sejtjeik vannak, de viszont
CD27+ memoéria B sejtek aranyaban jelentds csokkenést tapasztaltak (Lindstein, 1982; Ma,
2005; Malbran, 2004). A megmaradt memoria B sejtek nagy része IgM immunglobulint
termelnek, Grierson €s munkatarsai magas IgM szintet talaltak XLP betegeknél (Grierson,
1991), viszont nem képesek IgG-t termelni, ami a naiv B sejtek differencialodasanak zavarara
utalhat (Ma, 2006). Az XLP betegségben szenvedé emberek lépében alacsony szamban
azonositottak centrum germinativumot (GC), amely sziikséges a hosszantartd izotipus-valtott

B sejt valaszok kialakulasahoz (Ma, 2006).

3.2.1.2 Az XLP1 és XLP2 differencialdiagnosztikaja

Mindkét esetben (XLP1 ¢és XLP2) megfigyelhet6 HLH ¢és dys- vagy
hypogammaglobulinemia, viszont az XLP2 betegek esetében lymphoma nem volt jellemz6
(Seemayer, 1995; Rigaud, 2006; Pachlopnik Schmid, 2011; Yang, 2012 a,b; Kanegane, 2012).
A HLH az XLP2-ben nagyobb gyakorisaggal fordul eld, mint XLP1 esetében (Pachlopnik
Schmid, 2011). XLP1-ben el6fordul aplasztikus anémia és vasculitis (Seemayer, 1995;
Pachlopnik Schmid, 2011; Booth, 2011; Kanegane, 2012). XLP2-ben megfigyeltek
splenomegaliat (Marsh, 2009 b) és enterocolitist (Pachlopnik Schmid, 2011; Yang, 2012).

Ha felmeriil az XLP gyanija a molekularis genetikai vizsgalat adhat biztosabb

diagndzist, ugyanis normalis mennyiségli SAP vagy XIAP fehérje expresszidja esetén
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(dramlési citométerrel mérve) is eléfordulhat mutaci6 a SH2D1A vagy XIAP génen, ha a
klinikai tiinetek meggydzéen XLP1 vagy XLP2 betegségre utalnak (Gifford, 2014).

Néhany éve kidolgoztak aramlasi citometrids protokollt, a SAP és XIAP defektus
elkiilonitésére (Tabata, 2005; Marsh, 2009 a; 2010 a,b; 2013 a). Az aramlasi citometrias
mérés soran T és NK sejtekben SAP expresszidjat lehet mérni gyorsan (1-2 nap) és
megbizhaté eredményt (90%; Gifford, 2014) lehet kapni kevesebb, mint 1 ml periférias
vérmennyiségbdl (Marsh, 2010 a). A gyors diagnézis felallitisa nagyon fontos XLP
betegségben szenveddknél a megfeleld kezelés megvalasztasa érdekében. Azokban a
laborokban, ahol nincs lehetéség daramlasi citometrids mérések kivitelezésére, a SAP
expressziojanak kimutatasara Western blot modszert lehet alkalmazni PBMC sejtekb6l, de
tisztitott T, B és monocita sejtekbdl is meg lehet hatdrozni a SAP expressziojat Western
blottal (Gilmour, 2000). XLP2 diagnozisanak felallitasat is segitheti az aramlasi citometrias
mérés, mely rovid idon beliil eredményt ad. A XIAP expressziojat kiillonbozo sejteken (CD4+,
CD8+ T, NK, B sejtek, monocitak, granulocitak) lehet mérni (Marsh, 2009 a; 2010 a).

Az XLP diagnozisat szamos mas laboratoriumi teszttel lehet megerdsiteni, ugyanis a
periférias vér iNKT sejtjei (hasonloan a SAP-hianyos egerekhez) alaposan lecsokkent vagy
teljesen hianyoznak XLP betegekben (Nichols, 2005 a), a sejtek aranyat aramlasi citométerrel
hataroztak meg (Marsh, 2009 b). A SAP sziikséges az iNKT sejtek kialakulasahoz (Nichols,
2005 a), e sejteknek fontos szerepiik van a fertézések, tumorok és autoimmun folyamatok
elleni védekezésben (Godfrey €s Kronenberg, 2004). Elsoként az XLP-nél, mint 6roklott PID
azonositottak az iINKT sejtek hianyat (Pachlopnik Schmid, 2011). Ugyancsak csokkent
aranyban lehet CD27+ memoria B sejteket kimutatni periférias vérbél XLP betegekben (Ma,
2005; Malbran, 2004).

A T sejt receptor restimulacio okozta sejthalal (RICD; TCR restimulation induced cell
death) vizsgalata segitheti a két betegség differencial diagnosztikajat ugyanis XLP1
betegeknél csokkent, mig XLP2 betegeknél megnovekedett a CD4+ és CD8+ T sejtek
apoptozisa (Rigaud, 2006; Snow, 2009; Marsh, 2010 a; Marsh, 2013 a; Gerart, 2013), bar ez

még ma nem ad teljesen megbizhatd eredményt (Marsh, 2010 a,b).
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3.2.1.3 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség kezelési stratégiaja és

prognozisa

XLP1 betegségben szenvedd betegek 75%-a meghal 10 éves koruk el6tt, azoknal a
betegeknél akik EBV-vel fert6zddtek meg (tehat HLH alakult ki), alig 4% volt a tulélés esélye
(Seemayer, 1995). Az elmult években tobb 1j protokollt vezettek be az XLP betegség
megelozésére €s kezelésére. HLH kezelésére hatasos kemoterapids szereket hasznélnak,
ugymint a Rituximab (anti-CD20; megjelenése a halalozast csokkentette), ugyanis lecsokkenti
az EBV ¢és a szérum ferritin szintet és eliminalja az érett B sejteket a szervezetbdl, amelyeket
az EBV elsoként fertdz meg. Habar a rituximab kezelésnek is eldfordultak mellékhatdsai a
vizsgalt betegcsoportban, mint pl. 1az, alacsony vérnyomas (Chellapandian, 2013), illetve
egyéb hatasos kemoterapias szereket hasznalnak (Trottestam, 2009). Jelenleg az egyetlen
gyogyitd ¢€s hosszu tavu talélést jelentd terapia az allogénikus hematopoetikus Ossejt
transzplantacié (HSCT). 2005-ben megjelent kézleményben 71%-os tulélésrdl (10/14 beteg)
szamoltak be HSCT -t kovetden (Lankester, 2005). A talélést jelentésen javitja a HSCT, de
mielott a HLH kialakul, érdemes elvégezni (Marsh, 2010 a). Transzplantaciot kovetdéen 16
beteg esetében lymphoma és HLH tekintetében visszaesést nem tapasztaltak (Marsh, 2014).

Mivel az allogénikus HSCT tulélési ratdja 81,4% volt a bizonyitottan XLP betegeknél
(Booth, 2011), ezért a kutatok olyan modszerek kidolgozasat tiizték ki, amely megndveli a
talélés esélyét, ha nem taldlnak megfeleld0 HLA azonos donort. Nemrég megjelent
tanulmanyban vizsgaltak az onaktivalo lenti virus vektorok hasznalatanak lehet6ségeit in vitro
¢s preklinikai vizsgalatokkal az XLP gyogyitdsara (Farinelli, 2014), korabbi tanulményok
bizonyitottak, hogy a lentivirusoknak kisebb a genotoxicitasuk a y-retrovirusokkal szemben,
ugyanis a y-retrovirus vektorok alkalmazasa leukémia kialakulasdhoz vezetett néhany
elséleges immunhiany betegségnél pl. Wiskott-Aldrich szindréma (Coci, 2015).

A hypogammaglobulinemia kezelésére immunglobulin potlast, (Speckmann, 2008), a
lymphoma kezelésére standard kemoterapias szereket javasolnak, melyet onkologusokkal
egyeztetve adnak a betegeknek. Anaemia kezelésére transzfuzio (vératomlesztés) adasat
javasoljak. HSCT terapia esetén jelenlegi allaspont szerint a transzplantalt betegek tulélési

hanyada nagyobb volt, mint a nem-transzplantalt betegeknél (Booth, 2011).

Az XLP2 tiineteinek kezelésére is alkalmazhatok azok a szerek, amiket XLP1

betegségnél hasznalnak, kiegészitve, hogy ha enterocolitis tlinete megjelenik a betegnél, akkor
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immunszupressziv szereket javasolnak az orvosok pl. szteroidok, ciklosporin. Marsh ¢és
mukatarsai 2013-ban kozolték, hogy csak 14% volt a tilélés azon XLP2 betegek kozott, akik
myeloablativ kondicionalast (MAC) kaptak, viszont 57%-os volt a tulélés esélye azon
betegcsoportoknal, akik csokkent intenzitdsi kondiciondldst (RIC) kaptak csontveld
transzplantacio elott (Marsh, 2013 b). Egy nemrég megjelent kozleményben beszamoltak
eredményes allogénikus Ossejttranszplantaciordl egy fiatal XIAP deficiencidban szenvedd
fiabetegnél csokkent intenzitasu kondiciondlasi protokollt hasznalva, mely sziikséges a

kezeléssel jaro toxicitas csokkentéséhez (Chellapandian, 2016).

X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegség prognédzisat tekintve Booth és
munkatarsai 2011-ben 91 XLP1 beteget vizsgaltak és a tulélés 71,4%-0s volt (Booth, 2011).
Pachlopnik Schmid és munkatarsai 2011-ben 30 XIAP beteget vizsgaltak, ahol a talélés 57%-
os volt (Pachlopnik Schmid, 2011).

3.2.2 Az X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség molekularis genetikai

hattere

Héarom munkacsoport egymastol fliggetleniil hatarozta meg a betegségért felelds Src
Homology 2 (SH2) Domain Containing Gene 1A (SH2D1A) gént (Coffey, 1998; Nichols,
1998; Sayos, 1998). Coffey és munkatarsai, Nichols és munkatarsai térképezéses klonozassal
(positional cloning), mig Sayos ¢és munkatirsai a SLAM fehérje kolcsonhatdsainak
tanulmanyozéasaval hataroztdk meg a gén elhelyezkedését. Az SH2D1A gén az X kromoszéma
hossza karjan (Xq25) helyezkedik el, 4 exonbol épiil fel és tobb mint 25 kilobazis (kb)
hosszasagu (Coffey, 1998; Nichols, 1998; Sayos, 1998).

Rigaud és munkatarsai 2006-ban irtak le az XLP masik tipusat, klinikai tiinetek
hasonlosaga és a X kromoszoman valo elhelyezkedése miatt elnevezték XLP2-nek. Harom
csaladbol szarmazo 12 beteg esetében, amit a X-hez kotott apoptozist gatlo (XIAP; kordbban
BIRC4) génen bekovetkezett mutacid okozott. A gén szintén a X kromoszoéma hosszl karjan

(Xg25) talalhat6 és 6 exonbol all (Rigaud, 2006).
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3.2.2.1 Az XLP1 genetikai defektusai (SH2D1A mutaciok)

A betegség kialakulasaért felelosek lehetnek deléciok, inszerciok, nukleotid cserék:
missense vagy nonsense, vagy ,splicing” mutaciok, jelenleg tobb mint 110 kiilénb6z6
mutaciot irtak le a SH2D1A gén esetében (HGMD Professional 2016.2 mutacids adatbazis).
Habar a legtobb mutacid csokkent vagy teljesen hidnyz6 fehérje expressziot eredményez, a
genotipusok ¢és a betegség klinikai tiinetei kozott nem figyeltek meg Gsszefliggést (Brandau,
1999; Nelson és Terhorst, 2000; Siimegi, 2000; Gaspar, 2002). Jelen munkaban az intronikus
régioban bekovetkezett mutaciokat targyaljuk részletesen. Ismereteink szerint 17 ,,splicing”
mutaciot irtak le idaig az SH2D1A génen, beleértve az altalunk azonositott j mutaciot is.
Hérom esetben a mutacié exonikus szakaszban talalhatd, a masik tizennégy genetikai eltérés
intronikus régioban helyezkedik el, amelybdl tizenegy esetben a mutacié az egyes intront

érinti. (5. abra)

c.138-3C>G
c.138-2A>C
c.138-2A>G ¢.201+1G>A
c.138-1G>A ¢.20143A>G
c.137+1G>A
¢.137+2T>C
¢.137+5G>C
c.137+5G>T ¢.201G>A
c.137+5G>A e201G>T ¢.202-1G>C ¢.346+3A>G
A 117C>T C.137+6T>A ’

s

ATG\“\ “‘«._“_‘ \“‘\ \\‘\.\ N ‘\‘ :‘ :‘ TGA

- N \ N
N — ~o N V i
~. S S i '

~. -2 ~ N '

16 46 67 104 128

5. Abra SH2D1A gén ,,splicing” mutaci6i

Felhasznalt irodalom: An, 2014; Brandau, 1999; Coffey, 1998; Debeljak, 2008; Filipovich,
2010; Gifford, 2014; Recher, 2013; Sayos, 1998; Sumazaki, 2001; Siimegi, 2000; Tabata,
2005; Toth, 2015; Yin, 1999. Az abra Toéth, 2015 tudomanyos kdzlemény alapjan késziilt
modositasokkal.

36




Talaltak olyan eseteket, ahol nem volt kimutathaté SAP expresszi6 viszont az
SH2D1A génen nem taldltak mutaciot, ezt kovetden megnézték az intronikus szakaszokat is,
ahol intronban elhelyezkedé 0j mutaciét azonositottak, amely ahhoz a megallapitashoz
vezetett miszerint az intronban és a promoterben taldlhaté bizonyos mutaciok éppugy

kialakithatnak XLP betegséget (Recher, 2013).

3.2.2.2 AZ XLP2 genetikai defektusai (XIAP mutaciék)

Az XLP2 kialakulasanak hatterében a XIAP gén genetikai kérosodasa all. A XIAP
génben tobb mint 70 kiilonbdz6é mutéaciot irtak le, deléciok, inszerciok, vagy nukleotid cserék
egyarant ismertek (HGMD Professional 2016.2 mutacios adatbazis). A mutaciok tobbsége a
XIAP fehérje expresszid csokkenését vagy teljes hianydt eredményezi, néhany mutacio
esetében pedig trunkalt fehérjét detektaltak. Western blot és dramlasi citometrias vizsgalatok
trunkalt fehérje jelenlétét igazoltak egy beteg esetén, akinél a XIAP gén hatodik exonjanak
kiesését azonositottak (Rigaud, 2006; Marsh, 2009 a; Pachlopnik Schmid, 2011; Yang, 2012
a; Marsh, 2010 b). A genotipus és fenotipus k6zott nem talalhato korrelacié (Stimegi, 2000).

3.2.3 Az X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség patomechanizmusa

Az SH2DI1A gén egy 128 aminosavbol allé szignalizaciés lymphocyta aktivacios
molekula (Signaling lymphocytic Activation Molecule; SLAM) asszocialt fehérjét (SAP)
kodol. A SAP adapter fehérje egy SH2 doménbdl (foszfotirozin kotd hely) és egy rovid
carboxyl-terminalis régiobol all (Sayos, 1998; Filipovich, 2010). A SAP fehérje az aktivalt
NK, T ¢és invarians NK (iNKT) sejtekben expresszalodik, és néhdny malignus B
lymphocytaban (Coffey, 1998; Nichols, 1998; Sayos, 1998; Nagy, 2000; Nagy, 2002;
Veillette, 2008). A SAP fehérje modulalja a jelatviteli utvonalakat azaltal, hogy a SLAM
csalad receptoraihoz kot6dik (Latour, 2003 a, b).

A SAP fehérjének kiilonboz6 szerepe van az immunfolyamatokban. A SAP
megakadalyozza a gatlo foszfatdzok (SH2 domén tartalmu fehérjék) kotddését a SLAM
receptorhoz, mint a SH2-domén tartalmu foszfataz 1 (SHP1; SH2 domain-containing
Phosphatase-1; PTPNG; tyrosine-protein phophatase non-receptor type 6) és paralogja a SHP2
(PTPN11,; tyrosine-phosphatasenon-receptor type 11) vagy a SH2 domén tartalmu Inozitol 5°-
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foszfataz (SHIP; SH2 domain-containing Inositol 5’-Phosphatase). A SAP, mint adapter
fehérje SH2 doménjével kotddik az Src tyrosine kinase csalddhoz tartoz6 Fyn SH3
doménjéhez, majd aktivalja, ezt kdvetdéen kapcsolodik a SLAM receptorhoz, és tovabbi
tirozin oldallancokat foszforilal (Stimegi, 2000; Latour, 2001)

Jelenlegi ismereteink szerint a SLAM csalad 9 tagbol all: SLAM (Cocks, 1995), CD2-
szer(i receptor aktivald cytotoxikus sejtek (CD2-like receptor activating cytotoxic cells;
CRACC; CD319) (Bouchon, 2001; Boles, 2001), BLAME (Kingsbury, 2001), CD48 (Fisher,
1991; Wong, 1990) CD84 (de la Fuente, 1997; de la Fuente, 1999), 2B4 (CD244) (Mathew,
1993; Sivori, 2000), Ly-9 (CD229) (Mathieson, 1980; Hogarth, 1980), NK- T- és B sejt
antigén (NTB-A; Ly108) (Bottino, 2001; Fraser, 2002), és a SF2001 (Fraser, 2002). A SAP ¢és
homolog fehérjéi, Ewing szarkoma-asszocialt transzkriptum-2 (EAT-2; Ewing sarcoma-
associated transcript-2) és EAT-2-related transducer (ERT) is képes kotédni a SLAM csalad
receptoraihoz, ugymint SLAM, 2B4, CRACC, NTB-A, CD84 ¢s Ly9. Ezek a receptorok 2
immunglobulin-szeri domént tartalmaznak, kivéve a Ly-9, amely 4 ilyen domént tartalmaz
(Latour és Veilette, 2003) ezen kiviil transzmembran domént ¢és citoplazmatikus farki részt,
amely ugynevezett ,,immunotyrosine switch motifs (ITSM)” elemet tartalmaz. A SLAM
(CD150) molekula az aktivalt és memoria T sejtek felszinén kiviil, a dendritikus sejtek,
makrofagok ¢s aktivalt B sejtek felszinén is megtalalhaté (Cocks, 1995; Marodi és
Notarangelo, 2007). A SLAM-SLAM interakcié (homoasszociacid) soran, az ITSM elem
kotédik a SLAM-receptor csaladba tartoz6 fehérjék citoplazmatikus régiojaban talalhato
TXYxxV/I konszenzus szekvenciakhoz (T treonin, Y tirozin, V valin, | izoleucin, és x mas
aminosav), amelyhez nagy affinitassal kotédik a SAP adapter fehérje (Sayos, 1998; Veillette,
2003). A SAP SH2 doménje kapcsolodik a src tirozin kindz csaladba tartozd, FynT SH3
doménjével, ugyanakkor a SAP ko6tddik a SLAM receptorhoz, mert a kotddési pont (arginin
78) az SH2 domén foszfotirozin k&tdhelyével ellentétesen talalhatd (Latour, 2003 a;
Davidson, 2004). A SAP bekotddése aktivalja az Fyn molekulat, amely tovabbi tirozin
oldallancokat foszforildl a SLAM receptor citoplazmatikus részén, a mar foszforilalt
oldallancokhoz SH2 domén—tartalma inozitol foszfataz (SHIP; SH2 domain—containing
inositol phosphatase) szignalmolekula; Dok1, Dok2, Shc adaptor molekulédk és Ras GTPaz—
aktivalo fehérje (RasGAP) kotddik, ami elinditja a tirozin foszforilaciot a T sejtekben SAP-
fliggd utvonalon (Latour, 2001; Latour, 2003 a). (6. abra) SLAM jelatviteli utvonalon
keresztil a SAP olyan citokinek termelését iranyitja a CD4+ T sejtekben, amelyek
sziikségesek az EBV- fertdzott sejtek CD8+ T- illetve NK-sejtes citotoxikus eltavolitasahoz,

ezaltal az IFN-y szekrécio lecsokken és né az IL-4 termelés. XLP betegségben szenvedd
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betegeknél a T és NK sejtek altal medialt citotoxicitds elmarad, igy nem kovetkezik be az
EBV-fertdzott sejtek eliminacidja, mivel SAP-deficiens sejtekben az I1L-4 szekrécié alacsony
¢s magas az IFN-y termelés (Latour, 2001; Wu, 2001; Latour, 2003 a; Cannons, 2004;
Davidson, 2004).

A SLAM csalad egyik receptora, a 2B4 (CD244, SLAMF4) egy aktivalo receptor,
amely az NK- és aktivalt CD8+ T sejteken expresszalodik (Brown, 1998; Latchman, 1998).
Egér és emberi immunsejteken talalhatdé 2B4 receptorhoz hozzakotédik a CD48, mint
természetes ligandumahoz. 2B4 receptor citoplazmatikus farki részén ITSM elemek
talalhatok, igy képes a SAP-hoz kapcsolodni (Latour és Veilette, 2003; Eissmann, 2005). A
2B4-CD48 interakcio elésegiti az NK és CD8+ T sejt citotoxicitast SAP-fliggd jelatviteli
utvonalon keresztiil, ezaltal elosegiti az CD48+ EBV-fertdzott B sejtek eliminaciojat az
egészséges emberek szervezetébodl (Dupre, 2005). A CD48 nagy mértékben expresszalodik a
B sejteken EBV fert6zést kovetden (Thorley-Lowson, 1982). 2B4, mint aktivaldé receptor
megnoveli a TCR-indukalt CD8+ T sejtek osztodasat és az EBV-fertdzott sejtek elpusztitasat
(Sharifi, 2004; Dupre, 2005). SAP-hianyos sejtek esetén elmarad a célsejtek eliminacioja, a
2B4 receptor citoplazmatikus farki részéhez a gatld foszfatazok (SHP-1, SHP-2, SHIP)
kotédnek, amelyek lecsokkentik a 2B4 altali aktivald jelatvitelt és megakadalyozzak a
fert6zott sejtek lizisét (Parolini, 2000; Dong, 2009). Egy masik feltételezés szerint az EAT-2
kotédik a 2B4 recetorhoz és gatolja az NK sejt aktivaciot (Roncagalli, 2005). SAP-hianyos
sejtek csokkent IFN-y szekréciot és citotoxicitast mutatnak (Sharifi, 2004; Dupre, 2005).

NTB-A (Lyl108 az egerekben), SLAM csalad tagja, citoplazmatikus farki részén ITSM
elemeket tartalmaz. Bottino és munkatarsai bizonyitottak, hogy a foszforilalt NTB-A kotédik
a SAP fehérjével és képes kotdédni a SHP-1 és SHP-2 gatld foszfatazokkal (Bottino, 2001).
NTB-A megnoveli az NK sejtek citotoxicitasat (Bottino, 2001), az IFN- y szekréciot (Valdez,
2004; Eissmann és Watzl, 2006). SAP-hianyos emberi NK sejtek esetén lecsokkent a célsejtek
elpusztitasa (Bottino, 2001). NTB-A aktivalo receptorként miikddik az emberi NK sejtek
felszinén SAP-fliggé Utvonalon keresztiil és részt vesz a ,restimulation-induced cell death
(RICD)” folyamatban (Snow, 2009), azaltal, hogy a talélési citokinek, mint az IL-2 nagy
mértékben vannak jelen, a TCR receptorokon keresztiili ujrastimulalas elpusztitja az aktivalt
effektor T sejteket, tehat megakaddlyozza a limfoproliferaciot és T sejt-medidlt

szovetkarosodast. XLP betegekben ez a folyamat hianyzik (Snow, 2009).

A XIAP gén egy 497 aminosavbol allo fehérjét, az X-hez kotott apoptozist gatld
fehérjét (XIAP; X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein;) kddolja. A fehérje harom
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Baculovirus apoptdzist gatldo ismétlodé doméneket tartalmaz (BIR; Baculovirus Inhibitor of
Apotosis Repeat domains), amelynek szerepe van a kaszpazokkal torténd interakciokban,
illetve egy C-terminalis gyiri domént (C-terminal ring domain) tartalmaz, amelynek E3
ubiquitin ligaz aktivitdsa van. XIAP fehérje részt vesz az apoptdzis szabalyozasaban és a
természetes immunitas intracellularis jelatvitelének elinditasaban. A XIAP fehérje a T, NK,

NKT, B és mieloid sejtekben expresszalodik (Rigaud, 2006; Marsh, 2009 a, b).
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Egészséges személyekben a SAP (kék szinnel jelolve) a SLAM receptor citoplazmatikus
részéhez kotddik, aktivalja a Fyn tirozin kinazt (z6ld szinnel jelolve), amely tovabbi tirozin
oldallancokat foszforilal, amelyekhez tovabbi jelatvivé molekuldk kapcsolodnak. A SAP-
SLAM fehérjekdlcsonhatas hozzdjarul a CD4+ T sejtek citokin termeléséhez, amelyek
sziikségesek a CD8+ T és NK sejtek altali citotoxikus elimindcidhoz. XLP betegekben, a
mutans SAP nem tud kotédni a SLAM receptorhoz, elmarad Fyn foszforilalasa is, igy gatolt a
CD8+ T és NK-sejtek altal kozvetitett citotoxicitds és nem valdésul meg az EBV fertdzott
sejtek elpusztitésa.
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SAP: SLAM-asszocialt fehérje, SLAM: jelkozvetitd limfocita aktivalo molekula, XLP: X-
kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegség (Az dbra Marddi és Notarangelo, 2007
tudomanyos kdzlemény abraja alapjan késziilt modositasokkal)
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4 CELKITUZESEK

1. A kutatomunkank elsé részében a kronikus mucocutan candidiasisban (CMC)

szenvedd betegek és csaladtagjaik molekularis genetikai vizsgalatait tliztiik ki célul.

2. Uj, mutaciés adatbazisokban nem szereplé STAT1 szekvencia varidnsok
patogenitasanak igazolasa.

Az 1) mutaciok STATI protein funkcidjara gyakorolt hatasanak vizsgalata.

3. Kronikus mucocutan candidiasisban szenvedd betegek CD4+IL-17+ és CD4+IL-22+

T sejtek aranyanak és citokin termelésének vizsgalata.

4. A CMC betegek Candida ellenes citokin valaszainak tanulmanyozasa.

5. A kutatdmunkank mésodik részében az X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ
betegségben szenvedd betegek és csaladtagjaik molekularis genetikai vizsgalata volt a

célunk.

6. A SH2DI1A gén intronikus szakaszaban azonositott mutacioé patogenitasanak igazolasa

XLP1-ben szenvedd betegnél.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Etikai Bizottsaga (Debreceni
Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsdga) altal meghatarozott
kovetelményeknek megfeleléen a vizsgalatok megkezdése elott megtortént a vizsgalandd
személyek és/vagy torvényes képviseldjiik tajékoztatasa és a beleegyez6 nyilatkozatok
alairasa. A kozép- és kelet- eurdpai orszagok illetékes hatdsagai engedélyt adtak a genetikai

és klinikai kutatasokhoz.

5.1 Betegek

Krénikus mucocutan candidiasisban szenved6 betegek

Kilenc CMCD-ben szenvedd beteg (P1-P9) esetében végeztiik el a STAT1 gén mutacid
analizisét. A betegek klinikai tiinetei €¢s immunologiai eredményei a kronikus mucocutan
candidiasis diagndzisat vetették fel. A betegek a kdvetkezd orszagokbol érkeztek: harom

beteg Csehorszagbol, ketté Magyarorszagrol, ketté Oroszorszagbol és ketto beteg Ukrajnabol.

X kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegségben szenvedd betegek
P10 beteg

Az ¢édesanya els6 gyermekeként sziiletett, motoros, mentalis, illetve beszédfejlodése
megfeleld volt, viszont csecsemdékoratdl ekcémas jellegii bortiineteket figyeltek meg. Kilenc
évesen pharingitis, magas 14z, hdnyas miatt korhazi felvételre keriilt, amely sordn a test tobb
részén, de foként a végtagok feszitd felszinén szdmtalan, helyenként 6sszeolvadd hyperaemids
exanthemak, kéz- és labfej oedema, vérbd, hypertrophias tonsillak, és submandibularisan
babnyi nyirokcsomdk voltak megfigyelhetdk. A laboratoriumi vizsgalatok alkalmaval a
vérképben sulyos anaemiat, thrombocytopeniat és neutropeniat talaltak, LDH szintje
emelkedett volt, pozitiv gyulladasos paraméterekre és koros majfunkcidkra utalo jeleket
észleltek. Az immunkémiai vizsgéalatok sordn a szérum immunglobulin szintek alacsony IgA
¢és IgG illetve emelkedett IgM szintet mutattak. Akut infekciot igazolt az EBV szerologiai
vizsgalata. A gyermeknek tobbszor volt véres, nydkos széklete, tobb alkalommal epilepszias

rohama zajlott, eszméletvesztéssel, a jobb szemben subretinalis és retinalis vérzés alakult ki.
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A csontveldvizsgalat megakaryocytdk nélkiili aplasids csontveldi képet mutatott. A sejtek
nagyrészt lymphocytak voltak, atipusos morfologiaju, érett fenotipusu T sejt populacioval. A
mellkas rontgen felvételen fokozott bronchovascularis rajzolat, jobb oldali kevés pleuralis
folyadék és a sinus costophrenicus fedettség latszodott. Hepatomegaliat, splenomegaliat,

szabad hastri- illetve pleuralis folyadékgyiilemet figyeltek meg a hasi UH vizsgalat soran.

A gyermeknél maradandé hypotensio alakult ki és testszerte oedemassd valt, gépi
I¢legeztetésre €és folyamatos keringéstamogatd kezelésre szorult, ennek ellenére allapota
folyamatosan rosszabbodott, folyamatos vérzés jelentkezett a sziurcsatornabol. Hemofiltracios
kezeléseket igényelt a veseelégtelensége miatt. Megallithatatlan tubusvérzés jelentkezett,
bradycardizalodott, majd asystolias lett, ujra¢lesztése sikertelen volt, a torokgyulladas utan 6t

héttel elhunyt.
P11 beteg

A P11 beteg a P10 beteg féltestvére anyai agon. Az édesanya a csaladi anamnézis miatt
vallalta a magzat genetikai vizsgélatat. Prenatalis genetikai analizis alkalmaval a magzati
mintaban kimutathaté volt a P10 betegben detektalt genetikai eltérés. Az édesanya a terhesség
megtartasa mellett dontott. A gyermek a 39. gesztacios héten 3320 grammal természetes uton
szlletett. Két éves korban phimosist figyeltek meg, laboratériumi vizsgalatok soran EBV
szerologia negativ volt, az EBV PCR is negativ eredményt mutatott. A vérkép megfeleld volt,
az immunkémiai vizsgalatok sordn a szérum IgG, IgA és IgM immunglobulin szintek a

korspecifikus normal tartomanyban voltak mérhetok.

Az egészséges kontrollok tiinetmentes személyek voltak.

5.2 Laboratoriumi vizsgalatok

A vérvétel aszeptikus koriilmények kozott tortént. A klinikai kémiai és immunologiai

paraméterek meghatarozasat rutin laboratériumi tesztekkel a vérvétel napjan végezték el.

5.3 Molekularis genetikai és biologiai vizsgalatok
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5.3.1 DNS izolalas

Etilén-diamin-tetraacetattal (EDTA) alvadasgatolt periférias vérmintabdl genomialis
DNS-t (gDNS) izolaltunk Gen ELUTE BloodGenomic DNA mini kit (Sigma-Aldrich Ltd., St.
Louis, Missouri, USA) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen. A gDNS
koncentraciojat és tisztasagat (normal érték 1,7 és 1,9 kozott van) spektrofotométerrel

(NanoDrop 2000) hataroztuk meg.

5.3.2 Amplifikaciés polimeraz lancreakcié (PCR) és agaroz gélelektroforézis

A STAT1 és az SH2D1A gének proteint kodolo szakaszanak és az exon-intron hatarok

vizsgalatat végeztiik el bidirekcionalis DNS szekvenalassal.

Polimeraz lancreakcioval (PCR) specifikus intronikus primer parokat hasznalataval
felsokszoroztuk a vizsgéalni kivant DNS szakaszokat. A reakcioelegyek 12,5 ul JumpStart
RedTaq Ready Mixet (Sigma-Aldrich), 100-200 ng gDNS mintat, 0,5 pl forward és 0,5 ul
reverse primereket (koncentracido: 10 pmol/ml) tartalmaztak, amelyeket desztillalt vizzel 25
ul-re egészitettiink ki. A polimeraz lancreakciod soran GeneAmp® PCR System 2720 ¢és 2700
késziilékeket (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) hasznaltuk.

A felsokszorositott PCR termékek méretét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. A
DNS fragmentumok detektalasdra 2%-os agardzgélt, fluoreszcens jelzésként GelRed-et
(Biotium, Hayward, CA, USA) és DNS markerként, EasyLadder I -t (2000 bp-100 bp;
Bioline, London, UK) hasznaltunk. (A GelRed a DNS-molekulahoz kapcsolodik és UV

transzilluminator segitségével UV fényben vordses-narancs szinben fluoreszkal.)

Ha a PCR reakcionk eredményes és specifikus volt, akkor a PCR termékek
megtisztitdsa kovetkezett. Az amplifikaciés PCR termék tisztitasdhoz NucleoSpin Gel and
PCR clean-up kitet (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) hasznaltunk. Az oszlop szilika
membranja megkdti a DNS-t, a mosoé puffer biztositja a szennyezdédések (nukleotidok,

primerek, detergensek, sok) eliminaciojat.
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5.3.3 Szekvenalasi PCR

A szekvenalasi PCR folyamdn a mar felsokszorositott kétszala DNS
fragmentumokhoz csak a primer par egyik tagjat adjuk, igy a reakcidé soran egyszala DNS
szakaszt sokszorozunk fel. A fluoreszcens festékkel jelolt ddNTP-k véletlenszeriien
beéplilnek az 01j szalba és leallitjak a reakciot, igy eltérd hosszisagu egyszalit DNS szakaszok
jottek Iétre, amelyek a 3’ végen jeloltek. A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 8,5 ul
desztillalt viz, 4 ul puffer (Applied Biosystem), 2,5 ul Big DyeTerminator 3.1 (Applied
Biosystem), 1 pl forward primer vagy reverse primer (5 pmol/ml), és 4 pul tisztitott
amplifikadcios PCR termék. A PCR reakciohoz GeneAmp® PCR System 2720 és 2700
késziilékeket (Applied Biosystems) hasznaltuk. A szekvenalasi PCR  termékek
megtisztitasahoz Sigma Spin Post Reaction Purification Columns zselés tisztitd oszlopokat
(Sigma-Aldrich Ltd.) hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A tisztitott PCR
mintakat ezt kovetden elOkészitettiik a szekvendlasra: vakuumcentrifugdval a mintdk
beparlasa, formamidban felvételiik és denaturalasuk 95°C-on. A célzott szekvenalas ABI

3130 DNS automata szekvenalo késziilék (Applied Biosystems) segitségével tortént.

5.3.4 Szekvenalasi adatok (szekvenogrammok) kiértékelése

Az eredmények kiértékeléséhez a GenBank adatbazisat hasznaltuk (STAT1: Ensembl
ENSG00000115415; SH2D1A: Ensembl ENSG00000183918). A c¢DNS iniciacios
kodonjanak (ATG) adeninje felel meg az els6 nukleotidnak a sorrend szamitdsakor. A
mutaciok leirasahoz den Dunnen and Antonarakis 2001-ben megjelent tudomanyos
kozleményiiket vettiik alapul (den Dunnen and Antonarakis, 2001). Az azonositott mutaciokat
a Human Gene Mutation Database Professional (HGMD) adatbdzisban talalhaté mutaciokkal

hasonlitottuk ossze (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac).

5.3.5 CcDNS vizsgalata és Real-time PCR

A teljes RNS-t PBMC sejtekbdl Trizol reagenst (Invitrogen Life Technology,
Carlsbad, California, USA), kloroformos extrakciot és etanolos kicsapast alkalmazva
izolaltuk. A reverz transzkriptaz reakciohoz (RT-PCR) Superscript 111 first-strand synthesis

supermixet (Invitrogen) és random hexamert hasznaltunk. Az SH2D1A gén elsd és negyedik
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exonjara tervezett primerekkel sokszoroztuk fel a vizsgalni kivant génszakaszt. Az RT-PCR
termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztiik. A quantitativ real-time PCR-t TagMan teszt
(Hs00158978 ml; Applied Biosystems) segitségével végeztiikk €és a mintakat triplikditumban
mértiik meg. Komparativ Ct moddszert alkalmazva hataroztuk meg a transzkriptumok

mennyiségét a GAPDH expresszidohoz normalizalva.

5.3.6 Periférialis vér mononuklearis sejtek izolalasa

A betegek és egészséges kontrollok heparinal alvadasgatolt periféridlis vérmintajabol
stiriség gradiens centrifugalassal (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) mononuklearis
sejteket (PBMC; peripheral mononuclear cells) izolaltunk, majd a sejteket 1X foszfat puffer
sooldattal (PBS; Phosphate buffer saline; Sigma-Aldrich) tobbszér mostuk.

5.3.7 B sejtek immortalizalasa Epstein-Barr virussal

A B95:8 Epstein-Barr virust termel6 sejtvonalat (folyékony nitrogénbdl
gyorskiolvasztas utan) RPMI-ben (Sigma-Aldrich) szuszpendaltuk fel, ami 10% foetal bovine
serum-ot (FBS), 100 U/ml penicillint és 10 pg/ml streptomycint tartalmazott, majd 3 héten
keresztiil tenyésztettiik a sejteket. Az EBV-t tartalmazé médiumot centrifugalas utan el6szor
0,45 um (Merk Millipore, Darmstadt, Germany), majd 0,22 um (VWR, Radnor, PA, USA)
sziiré segitségével sterilre sziirtiik és felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A PBMC sejteket PBS
mosast kovetéen kétszer mostuk Hanks balanced salt solution (HBSS; Sigma-Aldrich)
oldattal. 10"/ml sejtet 2,5 ml RPMI-ben (kiegészitve 10% FBS-sel és 1 pg/ml cyclosporin A
(CyA; Sigma-Aldrich)-val) tenyésztettiink, majd hozzaadtunk 2,5 ml EBV szuszpenziot és 2
oran keresztiil 37°C-on inkubaltuk, majd 5 ml RPMI (10% FBS és 1 pg/ml CyA) -vel
egészitettiik ki a sejtszuszpenziot. A sejteket 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazo termosztatban

tenyésztettiik 3 hétig.

5.3.8 Candida szuszpenzié készitése és PBMC sejtek stimulalaisa Candida

szuszpenzidval

Candida albicans-t (ATCC 10231) Sabouraud dextr6z agaron 4°C-on tartottuk, majd
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) —ba oltottuk at, ami 100 U/ml penicillint és
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10 pg/ml streptomycint tartalmazott. A gomba sejtek hdinaktivalasat 56°C-on 1 Oran
keresztiil végeztiik és a Candida sejt szuszpenzio siirliségét 1X10° sejt/ml koncentraciéra

McFarland densitométerrel allitottuk be.

A PBMC-t Krebs-Ringer foszfat pufferrel torténé mosast kovetéen DMEM
médiumban tenyésztettik a sejteket. 96 mélyedést tartalmazd lemezt hasznalva 5X10°
sejt/mélyedés  koncentracidban  sejtszuszpenziot és/vagy 1X10°  Candida/mélyedés
gombaszuszpenziot tartalmazott. 48 oran keresztiil inkubaltuk, a feliiluszot centrifugélas utan

-20°C-on taroltuk.

5.3.9 Termelédott citokinek koncentraciojanak meghatarozasa enzim-kotott

immunszorbens vizsgalat (ELISA) segitségével

IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-17A és IL-22 citokinek koncentraciojat Candida-stimulalt
PBMC sejtek feliilisz6jabol hataroztuk meg szendvics enzim-kotott immunszorbens vizsgalat
(Quantikine, R&D Systems, Minnesota, USA) segitségével. A mintakat duplikditumban vagy
triplikatumban vittiik fel.

5.3.10 Luciferaz teszt

1X10* sejt /mélyedés koncentracioban U3C (STAT1-hidnyos fibrosarcoma sejtvonal)
sejteket tapasztottunk le 96 mélyedést tartalmazé lemezt hasznalva. A sejteket riporter
plazmiddal (Cignal GAS ReporterAssay kit, SA Bioscincies) €s a normal valamint a mutaciot
hordoz6 STAT1 gént tartalmazé plazmidokkal (c.537C>A, ¢.821G>A ¢és c.854A>G STATI
allélok) transzfektaltuk Lipofectamine LTX (Invitrogen) jelenlétében. A transzfektalt sejteket
IFN-y-val (10U/ml és 1000U/ml) stimulaltuk és 16 6ra mulva luciferaz tesztet végeztiink a
Dual-Glo Lucifase Assay System (Promega) segitségével. A mintakat triplikatumban vittiik
fel. A vizsgalat kollaboracid keretében tortént Prof. Dr. Jean-Laurent Casanova

laboratoriuméaban.
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5.3.11 IP-10 termelés vizsgalata ELISA médszerrel

Az EBV-transzformalt sejteket 1000 U/ml IFN-y-val stimulaltuk 6 oran keresztiil,
majd a feliiluszobdl meghataroztuk a termel6dott IP-10 mennyiségét ELISA modszerrel
(Quantikine, R&D Systems). A modszert Takezaki és munkatarsai 2012-ben megjelent

tudomanyos kozleményében leirtak szerint végeztikk (Takezaki, 2012).

5.3.12 IL-17+ T sejtek differencialtatasa

Betegek ¢és egészséges kontrollok periférias mononukleéris sejtjeit RPMI médiumban
(10 % FBS és 1 % Pen-Strep) tenyésztettiik és 4 6raig inkubaltuk 37°C-on, hogy az adherens
monocitak letapadjanak, ezt kdvetéen a nem-adherens limfocitakat (1,5X10° sejt/ml) anti-
CD3 antitesttel (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) aktivaltuk és kiilonb6z6
citokineket tartalmazo koktéllal kezeltiik: rekombinans human interleukin (IL)-23 (20 ng/ml),
IL-1B (10 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), és human névekedési faktor (transforming growth factor,
TGF)-1B (5 ng/ml); mindegyik citokin forgalmazéja a PeproTech (London, UK). Két nap
elteltével friss teljes RPMI médiumot adtunk a sejtekhez, amely a fenti citokineket az emlitett
koncentracioban tartalmazta, ezen kiviil IL-2 (22 ng/ml) citokint adtunk a sejtekhez. Ujabb
két nap elteltével friss RPMI médiumot kiegészitve citokinekkel. A kovetkezd napon a
sejteket 50 ng/ml phorbol 12-mirisztat 13-acetattal (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA;
Sigma-Aldrich) és 10° M ionomicin-nel (ionomycin, IMC; Sigma-Aldrich) kezeltiik 1 pg/ml
Golgi stop (Sigma-Aldrich) jelenlétében 6 oOran keresztiil 37°C-on. A moédszert Liu és
munkatarsai 2011-ben megjelent tudomanyos kézleményében leirtak szerint végeztiik kisebb

modositasokkal (Liu, 2011).

5.4 Kiilonbo6zo fehérje frakcidk izolalasa és vizsgalata Western blot modszerrel

5.4.1 STATI fehérje vizsgalata Western blot médszerrel

Az EBV-transzformalt B sejteket IFN-y (2000 U/ml), IFN-a (2000 U/ml) vagy IL-27
(2000 U/ml) citokinekkel stimuldltuk 30 percen keresztiill és a Subcellular Protein

Fractionation kit for Cultured Cells (Thermo Scientific, Rockford, Ilinois, USA) segitségével
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sejtmagi fehérjét vontunk ki a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A vizsgélataink kovetkezd
részében a sejteket 30 percen keresztiil 2000 U/ml IFN-y-val, majd 15 vagy 30 percen at 1
uM staurosporin—hal (Sigma-Aldrich) kezeltiik és a fenti kit segitségével sejtmagi fehérjét
izolaltunk. Foszfataz gatlo pervanadattal (0,8 mM orthovanadat és 0,2 mM hidrogén-peroxid;
Sigma-Aldrich) 5 percig kezeltiik az EBV-B sejteket, majd 30 percig inkubaltuk IFN-y-val és
a fent emlitett kit segitségével sejtmagi fehérjét izolaltunk. A sejtmagi fehérjéket denaturald
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk szét méret szerint, majd
polivinildifluorid (PVDF) membranra blottoltuk. Elsddleges antitestként STAT1 nyual 1gG
antitestet (Santa-Cruz), foszforilalt human STAT1 (pY701) egér IgG; antitestet (BD
Biosciencies), Lamin B1 egér IgG; antitestet (Santa-Cruz) hasznaltunk, majd mosas utan
tormaperoxidaz-konjugalt kecske anti-nytl IgG masodlagos antitesttel (Sigma-Aldrich) vagy
tormaperoxidaz-konjugalt barany anti-egér IgG masodlagos antitesttel (Sigma-Aldrich)
jeloltiik a membrant. Kemilumineszcencias (Thermo Science, Rockford, IL, USA) moddszert
alkalmaztunk a detektalashoz. A modszert Liu és munkatarsai 2011-ben, illetve Takezaki és
munkatarsai 2012-ben megjelent tudomanyos kézleményekben leirtak szerint végeztiik kisebb
modositasokkal (Liu, 2011; Takezaki, 2012)

5.4.2 SAP fehérje vizsgalata Western blot modszerrel

A SAP fehérje expresszidjat Western blot modszerrel hataroztuk meg. Mononukleéris
sejteket 6mélyedést tartalmazd lemezen 5 ml teljes RPMI médiumban inkubaltuk 1X10°
koncentracidban 2000 ng/ml phytohaemagglutinin (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
jelenlétében vagy hidnyaban 72 o6rén keresztiil. Teljes fehérjéket denaturdld poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk szét méret szerint, majd polivinildifluorid
(PVDF) membranra blottoltuk. Indirekt jelolést hasznaltunk a SAP fehérje kimutatdsahoz.
Elsédleges antitestként SAP-specifikus nyul szérumot hasznaltunk, majd mosds utan
tormaperoxidaz-konjugalt szamar anti-nytl IgG masodlagos antitesttel (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom) jeloltiik a membrant. Kemilumineszcencias (Thermo Science,
Rockford, IL, USA) médszert alkalmaztunk a detektalashoz. Aktin kontroll mellett végeztiik a
kisérletet (aktinra specifikus nytl poliklonalis antitest; Sigma-Aldrich). A vizsgéalat Dr. Lanyi

Arpad laboratériuméaban, kollaboracios vizsgélat keretében tortént.
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5.5 Aramlasi citometrias vizsgalatok

5.5.1 IL-17+ T sejtek meghatarozasa aramlasi citometria segitségével

A mar differencialtatott IL-17+ T sejteket mos6d pufferrel (2% FBS-BSA-PBS)
mostuk. A sejtfelszini jeloléshez a sejteket allophycocianin (APC)-konjugalt egér anti-hCD4
IgG; monoklonalis antitesttel (mAb) (BD, San Jose, California, USA) vagy fluoreszcein
izotiocianat (FITC)-konjugalt egér anti-CD3 IgG; antitesttel (BD) inkubaltuk 30 percen
keresztiil 4°C-on. A sejteket Fix & Perm ,,A” (Invitrogen, Camarillo, CA, USA) oldattal 15
percen keresztiil fixaltuk 4°C-on, majd mosast kovetéen Fix & Perm ,,B” permeabilizalo
oldatban (Invitrogen) inkubaltuk a sejteket phycoerythrin (PE)-konjugalt egér anti-human IL-
17A 1gG; antitest (R&D Systems, Minneapolis, Minneapolis, USA) és fluoreszcein
izotiocianat-konjugalt anti-human [L-22 1gG; monoklonalis antitest (R&D Systems)
jelenlétében 30 percen keresztiil 4°C-on. Mosasi 1épések utan 1%-o0s paraformaldehyde-ben
vettiik fel a sejteket €és Accuri C6 aramlasi citométerrel mértiikk meg a sejtaranyokat (BD

Biosciencies, San Jose, CA, USA).

5.5.2 SAP protein expresszidjanak vizsgalata aramlasi citometriaval

Sejtfelszini  jelolésként peridinin-chlorophyll fehérje-konjugalt egér anti-CD3
(Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA), phycoerythrin-konjugalt egér anti-CD8 (Sigma-
Aldrich) és allophyocyanin-konjugalt egér anti-CD56 (Beckton Dickinson) antitesteket
hasznaltunk 20 percen keresztiil szobahomérsékleten. A mintakat Fix & Perm ,A”
(Invitrogen, Camarillo, CA, USA) oldattal 20 percen keresztiil fixaltuk, majd mosast
kovetden Fix & Perm ,,B” permeabilizalo oldatban inkubaltuk a sejteket patkany IgG1 isotipus
kontrollal (Beckton Dickinson) vagy patkany anti-SH2D1A nem-konjugalt monoklonalis
antitesttel (klon: KST-3) 20 percen at szobahdmérsékleten. Mosasi lépéseket kovetden 1%-0S
paraformaldehyde-ben vettiik fel a sejteket és FACS Calibur aramlasi citométert hasznaltunk
a méréshez (BD Biosciencies, San Jose, CA, USA). A vizsgalatok a DE KK IIL

Belgyogyaszat Immunoldgiai Laboratoriumaval kollaboracioban torténtek.
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5.5.3 Foszforilalt-STAT1 vizsgalata aramlasi citometriaval

EBV-transzformalt limfocita sejteket (5X10° sejt/ml) szérummentes RPMI-ben
(Sigma-Aldrich) szuszpendaltuk és 15 percen keresztiil 1000 [U/ml IFN-y-val inkubaltuk
37°C-on. A sejteket 0,5 uM staurosporin-nal (Sigma-Aldrich) kezeltiik 15 vagy 30 percen
keresztiil, az aktivalast hideg PBS-sel allitottuk le. A sejtek fixalasdhoz Fix & Perm ,,A”
(Invitrogen) oldatot hasznaltunk. Az els6dleges antitest anti-pSTAT1 (pY701, Beckton
Dickinson) volt, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 488 konjugalt anti-egér IgG (Cell
Signaling) hasznaltunk. Mosasi Iépéseket kovetden a sejteket 1% paraformaldehidben fixaltuk
és Accuri C6 aramlasi citométerrel mértiik meg a pSTATI1 expresszidojat. A modszer
kidolgozasahoz Mizoguchi és munkatarsai 2014-ben megjelent kdzleménye szolgalt, kisebb
valtoztatasokat alkalmaztunk (Mizoguchi, 2014).
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6 EREDMENYEK

6.1 IL-17-medialt immunitas és kronikus mucocutan candidiasis

6.1.1 A STAT1 gén molekularis genetikai vizsgalata

A CMC Kklinikai tiineteit mutatd betegekben meghataroztuk a STAT1 gén fehérjét
kodold szakaszdnak ¢€s az exon-intron hatdrok nukleotid sorrendjét automata DNS
szekvenaloval. A kilenc betegben aminosav cserével jaré pontmutaciokat azonositottunk
heterozigota formaban (1. tablazat, 7. abra). A mutaciok a kettds tekercs domént (CCD) és a
DNS-koté domént (DBD) érintették (1. tablazat).

Orszag (é?eift?r) Mutacio Areqigfgfv Domén

Csehorszag P1(9%) €.537C>A N179K CCD
Csehorszag P2 (40) c.800C>T A267V CCD
Csehorszag P3 (13) c.800C>T A267V CCD
Magyarorszag P4 (49) c.820C>T R274W CCD
Magyarorszag P5 (18) c.820C>T R274W CCD
Oroszorszag P6 (18) €.821G>A R274Q CCD
Oroszorszag P7 (10) €.854A>G Q285R CCD
Ukrajna P8 (14) €.1154C>T T385M DBD

Ukrajna P9 (22) c.494A>G D165G CCD

1. Tablazat A CMCD betegekben azonositott STAT1 mutaciok

CCD: kettds tekercs domén, DBD: DNS-k6t6 domén, P: beteg (patient) (Félkovérrel kiemelve
az altalunk azonositott 0j mutaciok lathatoak.)
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A kilenc beteg koziil hét esetben kordbban mar leirt mutacidkat azonositottunk és kettd
esetben (P1, P7) Uj mutaciokat talaltunk. A P4, PS5 betegek (To6th, 2012) és P9 beteg (Liu,
2011) esetében az eredmények korabban mar kozlésre keriiltek. A P1 betegben azonositott
heterozigodta citozin-adenin csere a STAT1 protein 179-es aminosav pozicidjaban aszparagin-
lizin cserét eredményez a kettds tekercs doménen beliil (1. tablazat, 7. A abra). A P7 beteg
esetében szintén 1) mutdciét azonositottunk, az adenin-guanin csere kovetkeztében
megvaltozik a bazistriplet és glutamin helyett arginin kodolodik a protein 285 amindsav
pozicidjaban, ami a kettds tekercs domént érinti (1. tablazat, 7. B abra).

A P2 beteg a P3 beteg ¢desanyja, a P4 és P5 betegek szintén csaladtagok, a PS5
lanygyermek édesanyja a P4 beteg, az 6 esetiikben, irodalomban szerepld, ismert mutaciot
azonositottunk. A P6, P8 ¢és P9 betegeknél is ismert STATI1 szekvencia variansokat
detektaltunk (1. tablazat).

A funkcionalis tesztekhez felhasznalt Epstein-Barr virus-transzformalt B sejtvonalon
sejtjeiben Sanger szekvendlassal ellendriztiik, hogy a genomidlis DNS-en kordbban
azonositott mutacio jelen van e és meger0sitettiilk ugyanazokat a genetikai eltéréseket, amit

elozoleg talaltunk. (8. abra)

N
G|IA A C|lA G A G|IA A[ICN|JA G A
2o TR
STATI =
¢.537C>A
p.N179K

Kontroll Pl
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7. Abra A STAT1 gén molekularis genetikai vizsgalata

A CMCD betegek ¢és egészséges kontrollok periférias véréb6l genomialis DNS-t izolaltunk,
majd Sanger szekvenalassal meghataroztuk a STAT1 gén nukleotid sorrendjét. P: beteg

Kontroll
Fay
@ T T OG GC
ek ol [c 8 T
STATI
c.820C>T
R274W
STATI
c.1154C>T
T385M

8. Abra A CMCD betegek EBV-B sejtjeinek molekularis genetikai analizise

A CMCD betegek ¢és egészséges kontrollok EBV- transzformalt B sejtjeib6l DNS-t vontunk
ki, majd megfeleld primer par segitségével a STAT1 gén adott szakaszait ellendriztiik Sanger
szekvenalassal. A funkciondlis tesztek végzéséhez hasznalt EBV-B sejtek hordozzék a
mutaciokat.
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6.1.2 Uj, muticiés adatbizisban nem szerepls STAT1 szekvencia varidnsok

patogenitasanak az igazolasa

Az altalunk azonositott 2 1j STAT1 genetikai eltérés (N179K, Q285R) patogenitasanak
igazolasa valt sziikségessé. Els6 1épésként megnéztiik, hogy a két mutacié szerepel-e
adatbazisokban, mint az egészséges populacioban jelenlévo polimorfizmus. Az NCBI SNP és
az ExAc (Exome Aggregation Consortium) adatbazis egyikében sem szerepelt a N179K és
Q285R  mutaci6 a  polimorfizmusok  kozott  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp,
http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000115415). Az in silico teszthez a Polyphen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) predikcios szoftvert hasznaltuk (Adzhubei, 2010). A
szoftverek miikodésének elve az aminosavcsere fehérjeszerkezetére €s funkciojara gyakorolt
lehetséges hatds elemzése az adatbazisban taldlhatdé homolog szekvencidk és szerkezeti
jellemzék Osszehasonlitd vizsgalata alapjan. A 2. tablazatban Osszefoglaltuk az altalunk
azonositott, mutacios adatbazisokban eddig nem talalt mutaciok predikcidos eredményeit a
PolyPhen-2 szoftver adatai alapjan. A PolyPhen-2 szoftver a N179K és Q285R aminosav
cseréket ,,joindulatt” (,,benign™) eltérésként prediktalta, illetve a N179 és Q285 aminosav

poziciokban magas foku konzervaltsagot lattunk.

, Erzékenység Specificitas

Eredmény SCore | (sensitivity) |  (Specificity)
N179K Joindulatd” 0,004 0,97 0,59
Q285R Joindulata” 0,003 0,98 0,44

2. Tablazat Az Gj mutaciok prediktalt eredményei a PolyPhen-2 szoftver altal

A téblazatban Osszefoglaldsra keriilt az 1j mutdcidknak a szoftver 4ltal elére megjosolt
lehetséges funkcionalis kovetkezményei. (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000115415

6.1.3 Az N179K és Q285R muticiék STAT1 protein funkcidjara gyakorolt hatisanak

vizsgalata (Luciferaz teszt)
A STATTI kett6s tekercs doménjét érinté N179K és Q285R mutans STAT1 fehérjék y-
aktivalt faktor (GAF)-fliggo sejtvalaszait luciferaz teszt segitségével vizsgaltuk.
12
9 !

6

3 -

all il l l Al .l ™

Mock WT N179K Q285R R274Q Y701C
(CMCD) (MSMD)

Relativ luciferaz aktivitas

9. Abra IFN-gamma aktivalt szekvencia (GAS)-fiigg6 riporter gén transzkripciéjanak
indukalasa U3C sejtekben IFN-y stimulust kovetden. (Luciferaz teszt)

Tizenhat 6ra 10 U/ml vagy 1000 U/ml IFN-y stimulust kdvetden mértiikk meg a riporter gén
luciferaz aktivitasat a GAS promoter ellendrzése alatt. A relativ luciferaz aktivitds mutatja a
GAS transzkripcids aktivitast. Az iires (,,mock™) és a MSMD-t okozo allélok (Y701C)
szolgaltak negativ kontrollként, a CMCD-t okoz6 allél (R274Q) szolgalt pozitiv kontrollként.
A mutéans plazmidokat STAT1-null fibroszarkéma sejtvonalba (U3C sejtek) transzfektaltuk.
Az 1j allélok esetében kétszer haromszor magasabb luciferdz aktvitdst mértiink, mint a vad
tipustt vagy negativ kontrollként hasznalt MSMD allél esettén. (A vizsgalat kollaboracios
kutatomunka keretében Prof. Dr. Jean-Laurent Casanova professzor ur altal vezetett

laboratoriumban késziilt)
GAS: IFN-gamma-aktivalt szekvenciak, IFN, Interferon, MSMD: Mendeli fogékonysag a
mycobakterialis betegségekre, Wt: vad tipus (wild-type), mock: iires vektor

Mutagenezis kittel mesterségesen létrehoztuk a muticidkat a STAT1 vad tipusu
plazmidon, a mutagenezis sikerességét és az esetleges egyéb helyen keletkezett mutaciok
kizardsa érdekében a szekvencidt szekvendlassal ellendriztiik. Lipofektamin segitségével
transzfektaltuk U3C (STATI1-null) sejtvonalba a plazmidokat és IFN-y stimulust kdvetéen
vizsgaltuk vy-aktivalt faktor (GAF)-fliggd sejtvalaszokat. A citokinre adott valaszokat a
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riporter gén luciferdz aktivitdsanak mérésével hataroztuk meg. A két 4j mutacio (N179K és
Q285R) ¢és a pozitiv kontrollként hasznalt, korabban bizonyitottan CMCD-t okoz6 allél
(R274Q) esetében kétszer-haromszor magasabb luciferaz aktivitast mértiink, a vad tipusu és
ismerten MSMD-t okoz6 funkcioveszté Y701C (Ives, 2013; Hirata, 2013) allélhoz képest. A
kapott eredmények mutatjak, hogy az 4j mutaciok funkcionyeré STAT1 mutaciok (9. abra).

A vizsgalatok kollaboracioban Prof. Dr. Jean-Laurent Casanova professzor ur altal

vezetett laboratériumban torténtek.

6.1.4 1P-10 termelés vizsgalata CMCD betegekben

A CMCD betegekbdl izolalt mononuklearis sejteket EBV-vel immortalitaltuk és az
EBV-transzformalt limfocitakat IFN-y-val stimuldltuk, a feliiliszob6l ELISA modszerrel

meghataroztuk az IP-10 koncentraciojat.

1200 -
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///

10. Abra IP-10 termelés vizsgalata CMCD betegek EBV-B sejtjeinek feliiliiszéjabél

A betegek (P4, P5, P8) EBV-B sejtjeit IFNy-val stimulaltuk 6 oran keresztiil, majd a
feliiliszokbol hataroztuk meg az IP-10 mennyiségét. A P4 (R274W), P5 (R274W) és P8
(T385M) betegek sejtjei magasabb koncentracidban szekretaljadk az IP-10 fehérjét, mint az
egészséges kontrollok, ami a STAT1 funkcionyerésére utalhat.

EBV: Epstein-Barr virus, IFN: Interferon, P: beteg, K: Kontroll, STAT1: signal transducer
and activator of transcription 1
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Az IP-10 termelés a P4 (R274W), P5 (R274W) és P8 (T385M) betegek EBV-
transzformalt limfocitai altal sokkal magasabb volt, mint egészséges kontrollok esetében (10.
abra). A magas IP-10 termelés utal arra, hogy a mutaciok funkcidonyer6 STAT1 mutaciok,
ugyanis az IP-10 a STAT1 ”downstream” célpontja. A magas IP-10 mennyiséget korabban
Takezaki és munkatarsai igazoltak funkcionyer6 STAT1 mutacio esetén (Takezaki, 2012).
(10. 4bra)

6.1.5 CMCD betegek STATI1 defoszforilaciés és foszforilaciés képességének vizsgalata

Western blot modszerrel

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a funkcionyerd mutacié mechanizmusat, tanulmanyoztuk
a STATI1 foszforilacidjat: két beteg (P4 és P8) esetében a pSTATI és a STATI fehérje
expresszidjat Western blot mddszerrel vizsgaltuk. Az EBV-transzformalt limfocita vonalakat
(P4 és P8) kiilonbozo citokinekkel (IFN-y, IFN-a és IL-27, amik aktivaljak a STATI
molekulat; Liu, 2011) aktivaltuk és vizsgaltuk az expresszalédott STATI protein és a
foszforilalodott STAT1 (pSTATI1) fehérje mennyiségét. A R274W ¢és a T385M mutacio
esetében nagyobb mennyiségben volt kimutathatdé a pSTATI fehérje a kontroll mintahoz
képest a sejtmagi fehérje extraktumban, ami a funkcionyeré STAT1 foszforilacidé dominans

megnyilvanulasara utal (11. abra).

Az EBV-transzformalt sejteket ismét IFN-y-val aktivaltuk, de kiilonb6z6
idépontokban staurosporinnal kezeltiik, hogy vizsgalni tudjuk a defoszforilaciot. A tirozin-
kindz inhibitor, staurosporin kezelést kovetden az egészséges kontroll sejtekben a pSTATI
mennyisége lecsokkent, viszont ez nem kovetkezett be a R274W és T385M mutans allélt
hordozd betegek esetében, ugyanis a funkcionyeré mutacionak kdszonhetéen elveszthetik a

defoszforilacios képességet (12. A abra).

Ezzel ellentétben a foszfatdz inhibitor, pervanadat hatdsara a T385M és R274W

allélok STAT]1 foszforilacioja hasonld volt az egészséges kontrollhoz (12.B. abra).

Az eredményeink alatamasztjak a feltételezésiink, mely szerint a R274W és T385M
STAT1 mutins aminosav cserék a STATI1 hiperfoszforilacidjahoz vezetnek, melynek a

hatterében a defoszforilacid karosodasa allhat.
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11. Abra Sejtmagi extraktumokban a STAT1 és pSTATI1 expressziéjanak vizsgalata
Western blot médszerrel

EBV-transzformalt B sejteket 2000 U/ml IFN-y, 2000 U/ml IFN-a vagy 2000 U/ml IL-27
citokinekkel kezeltiikk 30 percen keresztiil, majd sejtmagi extraktumot vontunk ki és Western
blot mddszerrel vizsgaltuk a fehérjék expressziojat. A T385M (P8) és az R274W (P4) allélt
hordozod beteg STAT1 fehérjéi er6sebben foszforilaltak IFN-y, IFN-a és IL-27 citokinek
hataséara, mint a vad tipust sejtekben.

EBV: Epstein-Barr virus, IFN: Interferon, P: beteg, STAT1: signal transducer and activator of
transcription 1

60



A P8 P4
K T385M R274W

IFNy + Stau 15 min
IFNy + Stau 30 min
[FNy + Stau 15 min
IFNy + Stau 30 min
[FNy + Stau 15 min
IFNy + Stau 30 min

IFNy
IFNy
IFNy

pSTATI1 - - - ---d *r - = m v

oo T

P4 P8

R274W K T385M
= = =

= =] =

< < <

s g s

> - -

) ) )

o joh joN

+ + +

R > > - >

L Z Z Lz Z z Z
=T = B = B

e

12. Abra STAT1 defoszforilacidjanak és foszforilaciéjansk vizsgilata Western blot
mddszerrel

A panel: 2000 U/ml IFN-y-val stimulaltuk, majd 15 és 30 percen keresztiil tirozin kinaz
inhibitorral, staurosporinnal (1uM) kezeltiik az EBV-transzformalt sejteket, sejtmagi
extraktumot vontunk ki és Western blot modszerrel vizsgaltuk a fehérjéket. Egészséges
kontroll sejtek esetében a staurosporin kezelést kovetéenelindul a STAT1 defoszforilacioja,
de ez nem kovetkezik be a T385M (P8) és az R274W (P4) allélt hordozo betegek esetén.
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B panel: Az EBV-B sejteket foszfataz inhibitor, pervanadattal kezeltiik 5 percen keresztiil,
majd 2000 U/ml IFN-y-val stimulaltuk, és sejtmagi extraktumot vontunk ki. A T385M (P8) és
az R274W (P4) allélt hordozo betegek esetén magasabb foszforilaciot tapasztaltunk, mint vad
tipusu sejtek esetén.

EBV: Epstein-Barr virus, IFN: Interferon, Stau: staurosporin, P: beteg, STATL1: signal
transducer and activator of transcription 1

6.1.6 Foszforilalt-STAT]1 vizsgalata aramlasi citometriaval

Az EBV-B sejteket IFN-y-val stimulaltuk majd tirozin kinaz inhibitorral (staurosporin)
kezeltik 15 és 30 percen keresztiil, a reakciot ledllitottuk €s pSTATI1 antitesttel
intracellularisan jeloltiik az dramlasi citometrias vizsgalatokhoz. Magasabb IFN-y indukalt
PSTAT1 intenzitast mértiink a CMCD betegeknél (R274W ¢és T385M), mint egészséges
kontroll esetén Accuri C6 aramlasi citométerrel. A STAT1 defoszforilaciojanak vizsgéalatdhoz
staurosporint hasznaltunk IFN-y stimulust kovetden. Ahogy Western blot modszert
alkalmazva mar tapasztaltuk egészséges kontroll esetén a staurosporin hatasara a
pSTAT 1szintje lecsokken a gatlo mechanizmus kdvetkezményeként, a betegeknél a pSTAT1
intenzitasa alig valtozott staurosporin kezelés hatasara (13. A. abra). A MFI értékek
Osszefoglalasat a 14. B abra mutatja, melyen jol latszodik, hogy a pSTAT]1 szintje magasabb
volt a betegeknél, mint a kontrollnal (13. B. abra). Feltételezésiink szerint a foszforilacid

elhtizodik, tovabb tart a betegeknél, tehat a defoszforilaci6é folyamata karosodhat.

A

P8 P4
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13. Abra pSTAT1 expressziojanak vizsgalata aramlasi citométerrel EBV-B sejtekben

Az EBV-transzformalt B sejteket 1000 U/ml IFN-y-val stimulaltuk, majd 15 vagy 30 percen
keresztiil staurosporinnal (0,5 uM) kezeltiikk. A pSTATI1 expressziojat Accuri C6 aramlasi
citométerrel mértilk meg. A T385M (P8) és az R274W (P4) allélt hordozé betegek esetén a
defoszforilacié folyamata kéarosodott, a vad tipusu sejtek esetében a defoszforilacido végbe
megy staurosporin hatasara. A pSTAT1 intenzitasanak hisztogramjait (A panel) és MFI
értékeinek 6sszefoglalo abrajat (B panel) mutatja.

Fekete vonal: nem stimulalt, Piros vonal: IFN-y stimulus, Kék vonal: IFN-y és staurosporin
15 percen keresztiil, Sarga vonal: IFN-y és staurosporin 30 percen keresztiil, Haromszog:
T385M (P8), Négyzet: R274W (P4), Kor: Kontroll

EBV: Epstein-Barr virus, IFN: Interferon, P: beteg, STAT1: signal transducer and activator of
transcription 1

6.1.7 Candida-stimulalt mononuklearis sejtek citokin termelése

A Candida elleni immunitasban és gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo
citokinek mennyiségét ELISA modszerrel hataroztuk meg frissen izoladlt PBMC-bdl
héinaktivalt Candida stimulust kovetéen. A T385M mutans allélt hordozo beteg (P8) és a
kontroll sejtek kdzel hasonld mennyiségben termeltek IFN-y, IL-1p és IL-6 citokineket (14.
A. abra), viszont az IL-17A és IL-22 citokinek mennyisége jelentésen kevesebb volt a P8
beteg esetén, mint a kontroll sejteken (14. C. abra). A R274W (P4 és P5) allélt hordozo
betegek esetén szintén nagyon alacsony mértékben detektaltunk IL-17A, IL-22 citokineket
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egészséges kontrollokhoz képest (14. D. abra), habar az IFN-y szekrécio a P4 és P5 betegek
esetében az egészséges kontrollnak megfelelé volt. (14. B. abra) Az eredményeink jol
mikddd, normal ,,Thl-tipust” valaszokat mutattak, ugyanis az IL-6 és IL-1B citokinek
mennyisége hasonld volt, mint a kontroll sejtekben Candida stimulalast kdvetden, viszont
csokkent , Thl7-tipusi” valaszokat feltételeztink P4, PS5 és P8 betegek esetében
koszonhetden a nagyon alacsony IL-17A és IL-22 citokin koncentracionak.
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14. Abra Periférialis mononuklearis sejtek citokin szekréciéja hé-inaktivalt Candida
stimulust kovetéen

Periférialis mononuklearis sejteket hd-inaktivalt Candida gombaszuszpenzioval stimulaltuk
¢és mértiik az IFN-y (A és B panel), IL-1B, IL-6 (A panel), IL-17A és IL-22 (C, D és E
R274W (P4, P5) és T385M (P8) allélt hordozd betegek esetén hasonld az IFN-y szekrécid
szintje az egészséges kontrollokhoz képest (A és B panel). Az IL-1B, IL-6 citokinek
szekrécidjanak szintje hasonlonak tekinthetd a kontrollokhoz képest a T385M (P8) allélt
hordoz6 beteg esetén (A panel).

Ezzel ellentétben az IL-17A és IL-22 citokinek szekrécidja az R274W (P4, P5) és T385M
(P8) STAT1 betegek esetén nagyon alacsony volt (C és D panelek).

Candida: ho-inaktivalt Candida albicans, NS: nem stimulalt, P: beteg, C: Kontroll
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6.1.8 A CMCD betegek CD4+IL-17+ és CD4+IL-22+ T sejtek aranyanak vizsgalata

Az usz6 limfocitdkbol Thl7 sejteket differencidltattunk megfelelé citokinek
jelenlétében, majd PMA-val és IMC-vel kezeltik Golgi-plug jelenlétében, és aramlasi
citométer segitségével hataroztuk meg a CD3+IL-17+, CD4+IL-17+ és CD4+IL-22+ T
sejtaranyokat (15. &bra). A R274W ¢és T385M mutans allélokat hordozo betegek ,,IL-17-
termel0” és ,,IL-22-termeld™ T sejtjeinek aranya alacsonyabb volt egészséges kontrollokéhoz
képest, amely 6sszhangban all az alacsonyabb IL-17A ¢és IL-22 citokinek mennyiségével (16.

abra).
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PMA és IMC

Stimulalatlan
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Stimulalatlan PMA és IMC

Gate: (P3 in all)
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15. Abra A CD3+ IL-17+ T, CD4+ IL-17+ T és CD4+ IL-22+ T sejtek ex vivo
differencialtatasa

Az Usz6 limfocitakat anti-CD3, IL-1B, IL-6, IL-21, 1L-23, TGF-p és IL-2 citokinekkel
differencialtattuk, majd 5 nap elteltével 6 oran keresztiil Golgi Plug jelenlétében PMA-val és
IMC-vel kezeltiik és dramlasi citométer (Accuri C6) segitségével mértiik meg a CD3+ IL-17+
T (A panel), CD4+ IL-17+ T (B panel) és CD4+ IL-22+ T (C panel) sejtek aranyat. Az abra
reprezentativ, bemutatja a dot plot eredményeket.

PMA: phorbol 12-mirisztat 13-acetat, IMC: ionomycin, P: beteg, K: Kontroll
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16. Abra A CD3+ IL-17+ T, CD4+ IL-17+ T és CD4+ IL-22+ T sejtek ex vivo
differencialtatasanak eredményeinek osszefoglalasa

A nem-adherens limfocitakat anti-CD3, IL-1p, IL-6, IL-21, IL-23, TGF-f és IL-2 citokinekkel
differencialtattuk, majd 5 nap utan PMA-val és IMC-vel kezeltiik Golgi Plug jelenlétében 6
o6ran keresztiil a mar differencialtatott sejteket. Aramlasi citométer (Accuri C6) segitségével
mértik meg a CD3+ IL-17+ T, CD4+ IL-17+ T és CD4+ IL-22+ T sejtek aranyat a P4
(R274W) ¢és P8 (T385M) betegek esetén. A betegek esetén alacsonyabb aranyban talaltunk
IL-17-termeld T és IL-22-termeld T sejteket, mint a kontrollok esetén.

PMA: phorbol 12-mirisztat 13-acetat, IMC: ionomycin, P: beteg, K: Kontroll
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6.2 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség

6.2.1 Az SH2D1A gén molekularis genetikai analizise

Az SH2D1A génen azonositottunk egy 1j intronikus mutaciot (c.137+5G>A)
hemizigota formaban P10 beteg esetében teljes vérbol izolalt genomidlis DNS-t hasznalva. Ez
a mutacido megtalalhato volt heterozigdta formaban az anydnal €és az anyai nagymamanal. A
P10 beteg édesapja vad tipusu volt az azonositott mutaciora nézve. A P11l beteg esetében
prenatalis genetikai vizsgalattal mar magzati korban detektaltuk a mutaciot hemizigota

formaban. A P11 beteg édesapja nem volt elérheté genetikai vizsgalat céljabol. (17. abra)
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17. abra P10 és P11 testvérpar csaladfaja és molekularis genetikai vizsgalatanak

exon 1 intron 1

eredménye

Az SH2D1A gén egyes intronjaban azonositott 0 intronikus mutécié a 137+5 pozicidban
guanin-adenin (G>A) cserét okoz, amely mindkét beteg esetében detektalhatd volt
hemizigota formaban Sanger szekvenalassal, illetve heterozigota forméaban jelen volt az
anyanal és az anyai nagymamanal. P: beteg; gDNS: genomialis DNS
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A P10 beteg mutacido analizisét kovetden szerettiik volna a mutdcid hatasat
tanulmanyozni, de sajnos erre nem volt lehetdségiink, mert a beteg exitalt. A P11 beteg
esetében néhany honapos koraban volt lehetdséglink mintavételre és ekkor tudtuk elvégezni a
vizsgalatokat. Az SH2D1A cDNS amplikonok agar6z gélelektroforézissel torténd
vizsgalatakor egy kisebb méretii sav (352 bp) volt lathat6é a P11 beteg esetében a kontrollhoz
képest, az édesanyanal az egészséges kontrollnak megfelelé (374 bp) savot lattunk (18. A.
abra). A cDNS szekvenalasa, egy 22 bp-t érinté deléciét mutatott (116 _137del22bp) a P11
beteg esetében, egészséges kontrollnal és az édesanyanal normal szekvenciat figyeltiink meg.

(18. B-D. abra)
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18. abra. 22 bp delécio6 igazolasa cDNS szinten

A) A cDNS amplikon ellendrzése agardz gélelektroforézissel egy kisebb 352 bp savot
mutatott a betegben (P11), mig az anyanal a kontrollnak megfelel6 (374 bp) sav volt
lathat6. K: kontroll; NK: negativ kontroll; P11: beteg; A: édesanya

B-D) Sanger szekvenalassal azonositottuk a 22 bp kiesését az egyes exonban a beteg
mintaban, viszont az édesanya és a kontroll esetében normalis szekvenciat figyeltiink
meg.

71



Nagy valosziniiséggel a ¢.137+5G>A genetikai eltérés egy alternativ donor hasitd
helyet eredményez, aminek kdvetkeztében megvaltozik a cDNS szekvencidja és nem

megfeleld fehérje expresszidhoz vezet.

A tovabbiakban vizsgaltuk az SH2D1A relativ expresszidjat quantitativ real-time PCR
modszerrel, a vizsgélat soran az SH2D1A csokkent expressziojat mértiik az édesanyatol izolalt

mintan, mig a P11 beteg esetében a teljes hianyat mutattuk ki. (19. abra)
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19. abra Relativ SH2D1A expresszio vizsgalata real-time PCR-rel

Az egészséges kontrollhoz képest az édesanydban csokkent mennyiségben, addig a
betegben egyaltalan nem volt kimutathaté az SH2D1A expresszioja real-time PCR-rel. P:
beteg

6.2.2 A SAP fehérje expressziojanak kimutatisa Western blot modszerrel és aramlasi

citometriaval

A SAP fehérje expressziojat fitohemagglutinin-indukalt blaszt sejteken vizsgaltuk
Western blot modszerrel, a beteg (P11) esetében a SAP fehérje teljes hidnya volt
megfigyelhetd, mig a heterozigdta édesanyandl egy vékonyabb fehérje savot lattunk. A

Western blot soran aktin jelolést, mint héztartasi fehérjét (,housekeeping protein™)
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hasznaltunk kontrollnak. A vizsgalat Dr. Lanyi Arpad laboratoriumaban, kollaboracios

vizsgalat keretében tortént (20. abra).

Kontroll
Anya
P11
Jurkat

. >

SAP

-
ST L gy

20. abra A SAP fehérje expressziojanak detektalasa Western blot médszerrel

Periférias vér mononuklearis sejteket 2000 ng/ml fitohemagglutininnal aktivaltuk, majd
vizsgaltuk a SAP fehérje expresszidjat, betegnél nem detektaltunk SAP fehérjét, mig az
anyanal egy vékonyabb savot lattunk, ami a heterozigotasagara utalhat. Pozitiv
kontrollként Jurkat sejtek lizatumat vittiik fel. Aktin jelolést haszndltunk, mint haztartasi
fehérje kontroll. P: beteg

Aramlasi citometriaval vizsgaltuk a SAP fehérje expressziojat CD3+CD8+CD56-
(CD8 sejtek), CD3-CD56+ (NK sejtek), CD3+CD56+ (CD56 T sejtek) sejteken intracellularis
jelolést kovetden. A beteg (P11) sejtjeiben elhanyagolhaté mennyiségben detektaltunk SAP
fehérje expressziot az egészséges kontrollhoz viszonyitva. A vizsgalatok a DE KK IlI.

Belgyogyaszat Immunolégiai Laboratoriumaval kollaboracioban torténtek. (21. abra)
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21. abra A SAP fehérje expresszidjanak detektalasa aramlasi citometriaval

Az abra a kiilonb6z6 limfocitakon beliil mutatja a SAP expressziot (piros vonal) az 19G;
izotipus kontroll (z61d vonal) ellenében. MFI: median fluoreszcencia intenzitas.
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7 MEGBESZELES

7.1 IL-17-medialt immunitas és a kronikus mucocutan candidiasis

Az Infektologiai és Gyermekimmunologiai Tanszék nemzetkozi kapcsolatainak és J
Projectnek kdszonhetden lehetdségiink volt nemcsak a magyarorszagi, hanem Kozép-Europa
¢s Kelet-Europa orszagaibol (Csehorszag, Ukrajna, Oroszorszag) kapott mintak molekularis

genetikai vizsgalatara és egyes esetekben a funkcionalis tesztek elvégzésére.

A krénikus mucocutan candidiasis egyik legfobb okanak a STAT1 génen bekovetkezett
mutaciokat tartjak, pontosabban a funkcionyeré (GOF) mutaciokat (van der Veerdonk, 2011),
ellenben a funkcidvesztd mutacidk mycobakterialis fertézéseket (,,Mendelien susceptibility to

mycobacterial disease”) okoznak (Al-Muhsen és Casanova, 2008).

A kettés tekercs (CCD) és a DNS-kot6 (DBD) doméneken talalhato a leirt
funkcionyeré mutaciok tobbsége, beleértve az irodalmi adatokat és az altalunk azonositott
mutaciokat (Al Rushood, 2013; Aldave, 2013; Al-Mousa, 2016; Chang, 2016; Depner, 2016;
Dhalla, 2015; Dotta, 2015; Frans, 2014; Giardino, 2016; Higgins, 2015; Kumar, 2014; Lee,
2014; Liu, 2011; Martinez-Martinez, 2015; Mekki, 2014; Mizoguchi, 2014, Romberg, 2013;
Sampaio, 2013; Sharfe, 2014; Soltész, 2013; Takezaki, 2012; Uzel, 2013; van de Veerdonk,
2011; Yamazaki, 2014; Zerbe, 2016), azonban mara mar talaltak olyan missense mutaciokat,
amelyek a SH2, farki (TS) és transzaktivacios (TA) doméneket is érintik (Sampaio, 2016 a,b;
Sobh, 2016; Szolnoky, 2016; és nem publikalt adatok).

Jelen kutatomunkankban kilenc CMCD betegnél talaltunk STAT1 GOF mutacidkat,
kettd esetben a genetikai eltérések mutacids adatbdzisokban nem voltak megtaldlhatoak,

ezekben az esetekben kiilondsen fontos a mutacidk patogenitdsanak bizonyitésa.

A funkcionyeré mutaciok megerdsitésére kivaldan alkalmas a luciferaz teszt, mert
STATI1 fehérjét nem expresszald sejtvonalba juttatunk be olyan plazmidokat, amely az 1j
varianst tartalmazza és IFN-y stimulus hatasara vizsgaljuk a gamma-interferon aktivalt faktor
(GAF) valaszokat (Liu, 2011). A GAF felismeri és kotdédik a DNS egy specialis szakaszédhoz
a gamma-IFN aktivalt helyhez (GAS) (Decker, 1991). Kordbban mar vizsgaltak olyan
CMCD-t okozo allélokat luciferaz teszttel, ahol magasabb volt a GAS-fiiggd riporter gén
indukcidja, mint a vad tipustt STAT1 allél esetében, tehat bizonyitast nyert a funkcionyerés

(Liu, 2011). Az altalunk talalt genetikai eltérések szintén magasabb luciferaz aktivitast
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mutattak IFN-y kezelést kovetden, tehat a N179K és Q285R allélek funkcionyeré STAT1
mutaciok (Soltesz, 2013).

A funkcionyerést bizonyithatjuk interferon gamma-indukalt fehérje-10 (IP-10)
vizsgalataval is, ugyanis a fehérje a STATI , downstream” célpontja. A vad tipusu allélt
hordozd kontrollokhoz képest magasabb koncentracioban jelen 1évé IP-10 utal a
funkcionyerésre. T385M allélt hordozo japan betegnél szintén magas IP-10 fehérje jelenlétét
talaltak IFN-y kezelést kovetden, tehat igazoltak a funkcionyeré STAT1 mutaciot (Takezaki,
2012). Harom betegnél (P4, P5 és P8) vizsgaltuk a gamma-interferon indukalt fehérje-10
mennyiségét ELISA moddszerrel, a méréseink szintén alatamasztottak azt a feltételezésiinket,

hogy a R274W ¢és T385M allélek funkcionyerd mutaciok.

Kisérleteink kovetkezd részében azt vizsgaltuk, hogy kiilonboz6 citokinek hatasara, a
STATI milyen mértékben foszforilalodik. IFN kezelés hatésara a tirozin foszforilalt STAT1
molekula perceken beliil atjut a sejtmagba (Schindler, 2000). IL-27 citokint, 1-es (IFN-a) és
I1-es (IFN-vy) tipusu interferonokat valasztottunk a vizsgalatainkhoz, ezek a STAT1 utvonalon
keresztiil az IL-17+ T sejtek kialakulasat gatoljak (Liu, 2011). Megnovekedett a STAT1
foszforilacioja ezen citokinek hatasara a R274W és T385M alléleket hordozo sejtekben, mely

magyarazhatja, hogy a betegeknél az IL-17+ T sejtek csokkent mennyiségben vannak jelen.

A defoszforilaci6 mechanizmusanak karosodasa ¢és a foszforildcido képességének
megnovekedése hozzajarul a lecsokkent IL-17+ T sejtes immunitashoz. A defoszforilacio
karosodasat kordbban is megfigyelték a T385M ¢és R274Q allélek esetében staurosporin vagy
pervanadat hatasara (Liu, 2011; Takezaki, 2012). A P4 (R274W) és P8 (T385M) betegek
EBV-B sejtjeinél tirozin kinaz inhibitor, staurosporin kezelést kovetden megfigyeltiik a
defoszforilacidos képesség elvesztését. A R274W ¢és T385M alléleket hordozd sejteknél
foszfatdz inhibitor, pervanadat kezelés utan a STAT1 fehérje emelkedett foszforildlodasat
tapasztaltuk. Mesterségesen létrehozott STAT1 mutaciokat (F172W, G384A vagy G384W)
vizsgalva bizonyitottak, hogy csdkkentik a STAT1 defoszforilaciojat (Zhong, 2005; Mertens,
2006), ezek a mutaciok a N179K és a T385M mutéciok kozelében vannak. Nem feltétleniil a
defoszforilacios képesség karosodasa az egyetlen mechanizmus, amely a funkcionyerésért
felelds, hipotéziseink szerint oka lehet, hogy a mutins DNS-k6t6 domén erdteljesebben
kotédik a DNS gamma-interferon aktivalt helyéhez (Soltesz, 2013). STAT1 GOF mutaciok

rrrrr

a citoplazmabol (Liu, 2011).
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Egy beteg esetében, aki a T385M mutéciot hordozza Western blot vizsgélattal funkcidovesztést
tapasztaltak a pSTATI1 esetében. A sejtek csokkent STATI1 expressziot mutattak,
feltételezésiik szerint annak kdszonhetden, hogy a mutans protein képtelen transzlalodni vagy

nem stabil (Sharfe, 2014).

F172 pozici6 fontos helynek szamit a defoszforilacid szempontjabol (Zhong, 2005) ezen a
helyen talaltak egy mutaciot (F172L), a mutans allélt hordoz6 beteget histoplasmosissal
diagnosztizaltak (Sampaio, 2013). A STAT1l génen vannak olyan mutaciok, amik
megakadalyozzak a tirozin foszforilaciot (a 701-es pozicidban tirozin helyett alanin
kodolodik) vagy a dimerizaciot a SH2 doménen (605-0s poicioban leucin helyett arginin

kodolodik) illetve gatlodik a sejtmagba torténd transzlokacio (Shuai, 1994).

A periférias mononuklearis sejtek (PBMC) altali IL-17A és IL-22 szekréciot korabban
vizsgaltak mar CMCD betegeknél, ami szerint alacsony koncentracioban voltak jelen ezen
citokinek ez a megfigyelés 6sszhangban all a gomba elleni védekezés karosodasaval, vagyis
az IL-17+ T sejtes immunitas csokkenésével (Toth, 2012). Vizsgalataink megerdsitették,
ezeket az eredményeket. HO-inaktivalt Candida kezelést kovetéen nagyon alacsony
koncentracioban detektaltunk IL-17A és IL-22 citokineket a P4, P5 és P8 betegeknél, ami
nagyobb foku hajlamot mutat a Candida fert6zések irant a CMCD betegeknél (Soltesz, 2013).
Mas alternativ citokin utvonalakat is vizsgaltunk, hogy megnézziik, hogy a Thl valaszokat
mennyiben befolyasolja a Candida jelenléte. Szintén hé-inaktivalt Candida kezelés hatasara
az IFN-y, IL-1p ¢és IL-6 szekrécid az egészséges kontrollhoz volt hasonld, ami mutatta, hogy
nem sériillt a ,,Th1” valaszok a CMCD betegek esetén. Klinikai ¢és laboratoriumi
megfigyelések alapjan elmondhato, hogy az IFN-y nem jatszik szerepet a Candida albicans
elleni védekezésben (Filipe-Santos, 2006).

A csokkent IL-17A és IL-22 citokin szekrécid dsszefliggésben all a lecsokkent IL-17+ T és
IL-22+ T sejtek szamaval. STAT1 GOF mutécidt hordozd betegeknél alacsony mértékben
talaltak IL-17-termeld és IL-22-termelé T sejteket a CD3+ T sejt populdcion beliil, viszont
funkciovesztdé STATI mutaciokndl a sejtek ardnya magasabb volt, hasonld az egészséges
kontrollokhoz (Liu, 2011). A R274Q és T385M mutaciokat hordozd betegek esetében
vizsgaltak az IL-17+ T és IL-22+ T sejteket a CD4+ T sejt csoporton beliil, és mindkét allél
esetében alacsonyabb volt ezen sejtek aranya (Takezaki, 2012). A munkacsoportunk az IL-
17+ T és az IL-22+ T sejteket a CD3+ és a CD4+ T sejt populaciokon beliil is vizsgalta. A
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CMCD betegeknél (P4 és P8) alacsonyabb volt a CD3+IL-17+ T, CD4+IL-17+ T és CD4+

IL-22+ T sejtek aranya az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.

A foszforilalt STAT1 jelenlétét ex vivo is ki lehet mutatni aramlasi citometriaval.
Korabbi vizsgélatok mutattak, hogy az E235A STAT1 GOF mutaciot hordoz6 beteg IL-21
kezelt T sejtjei megnovekedett pSTAT1 expressziot mutattak (Romberg, 2013). IFN-y, IL-6
vagy IL-21 citokin stimulusok hatasara a CD3+ T sejtekben (L385M ¢és T385M mutaciot
hordozd betegek) magasabb volt a foszforilalt STATI1, de STATI-null sejtvonalakba
transzfektalt R2011, L385M ¢és T385M mutans plazmidokkal rendelkezd sejteknél is
emelkedett volt a pSTAT1 IFN-y kezelést kdvetéen aramlasi citometrias vizsgalattal (Uzel,
2013). A STAT1 defoszforilaciojat vizsgaltak CD 14+ sejteken beliil IFN-y, majd staurosporin
kezelést kovetden. Az L354M mutaciot hordozd betegnél és mas CMCD betegeknél a
defoszforilacio elvesztését lehetett detektalni aramlasi citométerrel (Mizoguchi, 2014). A
foszforilalt STAT1 expressziojanak emelkedését talaltuk T385M ¢és R274W allélt hordozo
betegek sejtjeiben IFN-y stimulust kovetden, majd staurosporin hatasara a defoszforilacios

képesség karosodasat lehetett megfigyelni.

A T385M funkcionyerd mutaciot tobb tudomanyos kozleményben is emlitik, de a
betegek fenotipusa eltérd. Japan betegek esetében visszatérd alsd léguti fertdzések,
bronchiectasis €s autoimmun thyroiditis volt jellemz6, az egyik beteg ismeretlen
tidéelégtelenség miatt exitalt (Takezaki, 2012). Egy masik betegnél IPEX-szeru
szindromaval tarsultan irtak le (Uzel, 2013), ugyanebben az évben irtak le egy betegnél,
akinél szintén ezt a mutacidt azonositottak, de a betegnek disszeminalt histoplasmosisa volt
koszonhetben a Histoplasma capsulatum ferté6zésnek (Sampaio, 2013). A mutaciot stlyosan
kombinalt immunhianybetegséggel (SCID) kapcsoltan is megfigyelték (Sharfe, 2014). Egy
nemrég megjelent kozleményben progressziv multifokalis leukoencephalopathidban szenvedd
betegnél is szintén ezt a mutdcidt detektaltdk (Zerbe, 2016). Az altalunk diagnosztizalt
ukrajnai betegnek visszatéré stlyos HSV fert6zései voltak és nyel6csd sziikiilete, amely
sziikségessé tette a Nissen fundoplication-t (Soltesz, 2013). Ezek a kozlemények megerdsitik

azt a feltételezést, mely szerint nincs kapcsolat a genotipus és fenotipus kozott.

Az R274W mutéciot azonositottuk egy magyar anyandl és lanyanal, feltételezésiink
szerint a mutéacid hotspot helyet érint, habar kordbban tigy gondoltak, hogy alapité mutaciorol
van szo (van der Veerdonk, 2011). Haplotipus analizist végeztiink és sikeriilt bizonyitanunk,
hogy valoban az R274 hotspot mutacios forropontnak (,,hotspot) szamit (Soltesz, 2013).
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a funkcionyerd STAT1 kozvetitett Gitvonalon
keresztiil, a lecsokkent IL-17+ T sejtes immunitas allhat a Candida fert6zések kialakulasanak

hatterében, ami a kronikus mucocutan candidiasishoz vezet.

79



7.2  X- kromoszémahoz kotott limfoproliferativ betegség

Az XLP1 immunhidny betegség legfobb oka a SAP fehérjét kodolo SH2D1A génen
bekovetkezett mutacid, amely hibas fehérjeképzddéshez vagy fehérjehianyhoz vezethet. Az
XLP ritka betegségnek tekinthetd. A betegséget sajnos nem minden esetben ismerik fel
idOben, vagy csak akkor keriil felismerésre, amikor a beteg EBV-vel talalkozik és a
virusfertdzést kovetden kialakulnak az XLP sulyosabb kovetkezményei. Mivel a betegség

mortalitasa az EBV fertdzést kovetden magas, ezért nagyon fontos a korai felismerés.

Kutatomunkankban két magyar fiigyermek esetérdl szamolunk be, akiknél sulyos
XLP fenotipus volt megfigyelhetd. A molekularis genetikai vizsgéalat soran egy 1j,

irodalomban és mutacids adatbazisban nem szerepld splicing mutaciot azonositottunk.

A testvérpar i1ddsebbik tagjanal a splicing mutéaciot (c.137+5G>A) hemizigota
formaban talaltuk Sanger szekvenalassal, az édesanya és az anyai nagymama heterozigdta
formaban hordozza a mutaciét. Az édesanyandl a masodik terhessége soran prenatalis
vizsgalatot végeztiink, a magzatnal ugyanazt a mutaciot azonositottuk hemizigota formaban,
mint az idésebb testvérnél, ezért a gyermek megsziiletése elétt mar elkezdddhetett a donor

keresés a csontveld transzplantaciohoz, melyen a gyermek sikeresen atesett (Toth, 2015).

Korabban irodalomban beszamoltak eredményesen transzplantalt betegekrdl (Lankester,

2005; Marsh, 2014).

A genotipus ¢€s fenotipus kozott maig nem taldltak Osszefliggést, ahogy korabbi
megfigyelésekben ezt mar feltételezték (Morra, 2001; Siimegi, 2000). Ezt aladtdmasztja
jelenlegi megfigyeléseink is, mely szerint ugyanabban a pozicioban bekdvetkezett, bar eltérd

mutéaciok (c.137+5G>C és c.137+5G>A) eltérd fenotipusok kialakulasahoz vezet.

Korabban beszamoltak egy splicing mutéciorol, ¢.137+5G>C, ami ugyanazon intron
pozicioban talalhatd, mint az altalunk analizalt genetikai eltérés. A beteg fenotipusara a
visszatérd 1égzdszervi fertdzések és agammaglobulinemia volt jellemzd. Annak ellenére, hogy
nem volt a beteg szervezetében detektalhatd mennyiségli immunglobulin, a beteg B sejtjei
tudtak osztodni és differencidlodni antitesttermeld plazmasejtekké in vitro koriilmények
kozott. A mutacido a SH2D1A gén transzkripcidjara hatott, de a mRNS splicing

mechanizmusara nem, ugyanis normal hossziisagu és szekvencidjii mRNS-t talaltak. A SAP
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fehérje expresszidja alacsony mértékben kimutathatdo volt Western blotmodszerrel. (Recher,

2013).

Ezzel ellentétben a mi betegiink esetében stilyos XLP fenotipust figyeltiink meg. Az
idésebb fiigyermeknek thrombocitopéniaja, neutropénidja, anémiaja, majd pancitopénidja
alakult ki. Hemofagocitozisa utalt a mononucleosisra (FIM) és a lazzal jar6 betegség
kovetkezményeként elhunyt. A fiatalabb testvér egy komplikaciomentes terhességbol
szlletett, de szintén hordozta a mutaciét hemizigota formaban. Részletes molekuléris
vizsgalatokat végeztiink, annak felderitésére, hogy az 10j intronikus varians patogénnek
tekintheté e. A SH2D1A cDNS szekvencidjanak vizsgalatakor egy 22 bp kiesést tapasztaltunk
az egyes exonon (116 _137del22bp), melyet nem taldltunk meg sem az egészséges kontrollban
sem az édesanya esetében. Ezt kdvetden valos idejii PCR-t terveztiink, hogy megnézziik az
SH2D1A relativ expressziojat, a vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy a betegnél teljesen
hidnyzott a MRNS expresszio, mig az édesanyanal csokkent expresszidt mutatott. A
c.137+5G>A nukleotid eltérés a cDNS szekvenciagjaban okoz valtozasokat, ezért ugy
gondoltuk, hogy fehérje szinten is ki tudjuk mutatni a cDNS 22 bazisparnyi deléciojat. Ennek
bizonyitasara Western blot modszert valasztottunk. A beteg leukoblasztjaiban egyaltalan nem
detektaltunk SAP fehérje expressziot. Az édesanya leukoblasztjaiban csokkent fehérje
termelddést tapasztaltunk, ami utalhat a hordozo allapotra, ezzel ellentétben az egészséges
¢desapa esetén normal mennyiségii SAP fehérjét detektaltunk. Mivel a CD8+ T ¢és NK
sejteknek fontos szereplik van az EBV-fert6zott B sejtek eltavolitasaban (Latour, 2001), ezért
kovetkezd 1épésként aramlasi citométerrel hataroztuk meg ezen sejtek SAP fehérje
expressziojat (Marsh, 2013 a). A beteg CD8+ T (CD3+CD8+CD56-), NK (CD3-CD56+) és
CD56+ T (CD3+CD56+) sejtjeiben nem volt kimutathato a SAP fehérje az egészséges
kontrollhoz viszonyitva. Az eredmény alatamasztotta azt a hipotézist mely szerint a
c.137+5G>A genetikai eltérés az oka annak, hogy nem termelddik SAP fehérje és nem alakul
ki a SAP-medialt CD8+ T és NK-sejtek altali citotoxicitas az Epstein-Barr virussal fert6zott B
sejtek ellen. Ha lecsokken az NKT sejtek szama, akkor a betegeknél hozzajarul a
Hemophagocitikus lymphohistiocytosis-hoz (Latour, 2007). Tehat az exon-intron hatartol

tavolabb talalhatd genetikai mutaciok is okozhatnak stilyos XLP fenotipust.

Osszefoglalva az eredményeinket elmondhatjuk, hogy az 0j SH2D1A gént érinté
splicing mutacio kovetkeztében nem termelddik SAP fehérje a beteg szervezetében, és ez

okozhatja a stlyos X kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség kialakulasat.
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8 UJ EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Kilenc kronikus mucocutan candidiasisos beteg esetében sikeriilt azonositanunk a
STAT1 (jelatvivd ¢€s transzkripcid aktivalo 1) génen bekovetkezett mutacidkat,

amelyek a betegség kialakulasaért tehetok feleldssé.

2. Két uj, mutaciés adatbazisokban és irodalomban nem szerepelt STAT1 szekvencia
varians azonositottunk. A két Gj STAT1 mutéacié esetében igazoltuk, hogy a STATI

protein fokozott miikodését eredményezi.

3. Tovabbi két beteg esetében bizonyitottuk, hogy a STAT1 génen bekovetkezett
mutaciok funkcionyerd foszforildciohoz ¢és a defoszforilacid kéarosodasidhoz

vezethetnek.

4. A STAT1 funkcionyerd mutacié az IL-17+ T és IL-22+ T helper sejtek kialakulasanak
¢s differencidlodasdnak  karosodasat eredményezi a kronikus mucocutan

candidiasisban szenvedd betegeknél.

5. A STAT1 mutaciot hordozd betegekben alacsonyabb IL-17A és IL-22 citokin
szekréciot tapasztaltunk, ami Osszefliggésben 4ll a gomba elleni immunvalasz

csokkenésével.

6. X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegségben szenvedd magyar testvérpar

esetében 1j, intronban elhelyezkedd mutéciot azonositottunk a SH2D1A génen.

7. A ¢.137+5G > A nukleotid csere hasitasi defektust okozva karositja a SAP protein
expressziojat. A SAP protein hidnya tehetd feleldssé az X-kromoszoémahoz kotott

lymphoproliferativ betegség kialakulasaért.
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9 OSSZEFOGLALAS

A cellularis (T sejtes) immunvalasz hidnyara vagy csokkent miikodésére utalhatnak a
gyakori és visszatéré intracellularis patogén (pl. Candida albicans) vagy virus (pl. Epstein-
Barr virus) fertézések (Cooper, 2003). Az IL-17+ T sejtes immunitas karosodik a STAT1
funkcionyerd genetikai defektusanak kovetkeztében, ezaltal a szervezet védekezOképessége
lecsokken a gombafertdzésekkel szemben és kialakul a kronikus mucocutan candidiasis
betegség (CMCD) (Puel, 2012). Az X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegségben
(XLP) az Epstein-Barr virusfertdzést kovetéen a természetes 616 sejtek nem képesek a
szervezetbdl eltavolitani a kontrollalatlan osztoddsnak indult B sejteket és a CD8+ T és NK
sejtek altali citotoxicitas sem alakul ki. Mind a CMCD, mind a XLP az elsddleges

immunhidny betegségek k6z¢é sorolhatd (Marodi és Notarangelo, 2007).

KutatOmunkdm sordn vizsgaltam a CMCD ¢és XLP molekularis patologiai
mechanizmusait. Mindkét esetben bidirekcionalis DNS szekvenalassal erdsitettiik meg a
betegségek kialakulasaért felelds genetikai eltéréseket, sejtes vizsgalatokkal és kiilonbozo

molekularis bioldgiai modszerekkel bizonyitottuk a mutacidok patogenitasat.

Kilenc beteg esetében azonositottunk heterozigdta missense mutaciokat a STAT1
génen. Az azonositott mutaciok koziil egy esetben a mutacio a DNS-koté domént (DBD)
érinti, 8 betegnél olyan mutaciokat azonositottunk, ami a STAT1 gén kettds tekercs doménjére
(CCD) hat. A kilenc beteg koziil kett6 esetben 1j, mutacios adatbazisokban és irodalomban
nem leirt mutaciokat talaltunk. Kettd beteg esetében PMA (phorbol 12-myrisztat 13-acetat) €s
IMC (ionomycin) kezelés utan csokkent IL-17+ T sejteket (4dramlési citometriaval) és
Candida stimulust kdvetden elhanyagolhaté mennyiségii IL-17A és IL-22 szekréciot (ELISA-
val) figyeltiink meg egészséges kontrollokhoz képest. A differencialtatott IL-17+ T sejteket
PMA/IMC-vel kezeltiik, az j mutaciot hordozo beteg esetén alacsony koncentracioban volt
jelen az IL-17A és IL-22 citokin az egészséges kontrollhoz képest. A CMCD betegek és
egészséges kontrollok Epstein-Barr virus (EBV)- transzformalt sejtvonalat IFN-y-val
stimulaltuk és tirozin-kinaz gatldo kezelést kovetden a betegek sejtjeibdl kivont nuklearis
extraktumban magasabb mértékben detektaltunk foszforilalt STAT1 fehérjét, a defoszforilacio
képességének elvesztése miatt. Luciferaz transzkripcios riporter rendszer alkalmazéasa sordn

az ) mutaciot hordozd plazmidot tartalmazd U3C sejtvonalban IFN-y stimulus hatasara
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magasabb luciferdz aktivitast tudtunk kimutatni a kontrollhoz (vad tipusti plazmid) képest,

ami szintén aldtamasztotta a funkcionyerés tényét.

Jelen munkéaban egy XLP-s testvérpar esetében azonositottunk 11j, korabban még nem
leirt intronikus mutaciot, az édesanya és az anyai nagymama heterozigdta a mutaciora nézve.
A SH2DI1A relativ expresszidja a betegnél teljesen hianyzott, az anyanal csokkent volt az
egészséges kontrollhoz viszonyitva. A SAP fehérje expresszidja a betegnél nem Vvolt
kimutathaté sem Western blot mdédszerrel, sem aramlasi citometriaval, az anyanal csokkent

fehérje expressziot detektaltunk, ami utalt a hordoz6 allapotra.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a STAT1 gént ért mutaci6 fokozza a STATI
funkciojat, fokozodik az IL-17+ T sejtek differencialodasanak a gatlasa. Az IL-17+ T sejtek

csokkent jelenléte fokozza a beteg Candida fertézések iranti érzékenységet.

A SH2D1A gént érintett mutacio vizsgalatanak eredményeként azt kaptuk, hogy nem
alakul ki SAP fehérje, tehat nem jon létre az EBV-fert6zott B sejtek citotoxikus eltavolitasa
NK és CD8+ T sejtek altal, ami hozzajarul a sulyos XLP fenotipus kialakuldsahoz.
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10 SUMMARY

The frequent and recurrent intracellular pathogens (e.g. Candida albicans) and viral
(e.g. Epstein-Barr virus) infections may cause the lack or impaired function of cellular
immune responses (T cell deficiency). The IL-17+ T cell immunity is impaired due to the
gain-of-function STAT1 genetic defects, leading to the reduction of host defense against
fungal infections and the development of chronic mucocutaneous candidiasis disease
(CMCD). In X-linked lymphoproliferative disease (XLP) after Epstein-Barr virus infection,
the natural killer cells are not able to remove uncontrollably multiplied B cells, and CD8 + T
and NK cells — mediated cytotoxicity may not be developed. Both CMCD and the XLP can be

classified as primary immunodeficiency diseases.

In my research work, the molecular pathological mechanisms of CMCD and XLP
were examined. In both cases, the genetic alterations responsible for the development of
diseases were confirmed by bi-directional DNA sequencing and the pathogenicity of

mutations was proven by cell assays and various molecular biology methods.

Heterozygous missense mutations were identified on STAT1 gene in nine patients with
CMCD. Two mutations to DNA binding domain (DBD) and eight mutations were affected to
the coil-coiled domain (CCD) of STAT1. Two genetic alterations were not described earlier in
mutation databases, so novel sequence variants were determined. In two patients, decreased
level of IL-17+ T cells after treatment of PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) and IMC
(ionomycin) was measured by flow cytometry and negligible secretion of IL-17A and IL-22
cytokines were analysed by ELISA after stimulation of heat-killed Candida compared to
healthy controls. The differentiated IL-17+ T cells treated with PMA/IMC secreted low levels
of IL-17A and IL-22 cytokines in the patient carrying the novel allele compared to healthy
control. Epstein-Barr virus (EBV) - transformed cell lines from CMCD patients and healthy
controls were stimulated with IFN-y and treated with tyrosine kinase inhibitor, the nuclear
extract extracted from cells higher phosphorylated STAT1 protein was deteced due to the loss
of dephosphorylation. Higher luciferase activity was detected after IFN-y stimulus from U3C
cell line transfected with plasmid carrying novel mutation by Luciferase reporter assay

compared to wild-type plasmid which is confirmed the fact of gain-of-function.

In the present work, we identified a novel and previously not described intronic

mutation in siblings with siblings; the mother and maternal grandmother were heterozygous
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for this mutation. The SH2D1A relative expression was completely missing in the patient, and
was decreased in the mother compared to healthy control. Expression of the SAP protein was
not detected by Western blot or flow cytometry from the sample of patient, decreased protein
expression was detected from the sample of the mother, indicating she is a carrier.

These results show the mutation occurred on STAT1 gene has enhances the function of
STAT]1, leading to the inhibition of IL-17 + T cell differentiation. The low percentage of IL-
17+ T cells increases the patient's susceptibility to Candida infections.

The consequence of SH2D1A gene mutation showed no SAP protein expression was
found thereby the cytotoxicity of EBV-infected B cells by NK and CD8 + T cells was
diminished contributing to the severe phenotype XLP.
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