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1 ALTALANOS BEVEZETES

A szervezetiinkbe jutott koérokozokkal (baktériumokkal, virusokkal, gombékkal,
parazitakkal) szembeni védelmet az immunrendszeriink biztositja. A virusok vagy gomba
bejutasat kovetden, a mintazat felismerd receptorokhoz (PRR; pattern recognition receptor)
bekotédnek a patogének, ezt kovetden aktivalodnak a velesziiletett immunrendszer sejtjei,
segitségiikkel az adaptiv immunrendszer sejtjei végrehajté sejtekké alakulnak és eliminaljak a
virusokat és gombakat (Mogensen, 2009; Swain, 2012).

Ha a szervezetinkben valamilyen hiba kovetkeztében a naiv CD4+ sejtek
virusokkal és parazitdkkal szemben lecsokken vagy teljesen elmarad, és kiilonbozo
betegségek kialakulasdhoz vezethet. Orokldtten vagy szerzetten mar ujsziildttkorban és
gyermekkorban megjelenhet. Ha a szervezetiinkben valamilyen génhiba kovetkeztében az IL-
17-medialt immunitas karosodik, akkor candidiasis alakul ki (Puel, 2010; 2011; 2012).

Megfelel6 citokin jelenlétében (IL-2) kialakulnak a citotoxikus CD8+ T sejtek és a
fert6zott teriiletekre vandorolnak, ahol a virusfertdzott sejteket elpusztitjak (Swain, 2012).
EBV hatasara EBV specifikus természetes 616 sejtek (NK; natural killer), CD4+ és CD8+ T
sejtek  meggatoljadk  fertdzott limfocitdk  osztdédasat. X = kromoszomahoz — kotott
lymphoproliferativ betegségben szenvedd betegek esetében EBV fertdzést kovetden a
természetes 616 sejtek (NK) nem képesek eltavolitani a kontrollalatlan osztodasnak indult B
sejteket. Az IgG izotipus valtés is zavart szenved, igy nem alakul ki a humoralis immunvélasz
az EBV-vel szemben ¢s a citotoxikus CD8+T sejtek is elvesztik a funkcidjukat (Seemayer,
1995; Marddi és Notarangelo, 2007).

A kutatbmunkam soran tagabb értelemben a T sejt defektusok kozé tartozd két
elsddleges immunhiany betegség, a STAT1 funkcionyerd (GOF; gain of function) mutdcionak
koszonhetden kialakult kréonikus mucocutan candidiasis (CMC; chronic mucocutaneous
candidiasis) és az X-hez Kkotott lymphoproliferativ  betegség (XLP; X-linked
lymphoproliferative syndrome) hatterében all6 genetikai eltérések ¢és molekularis
pathomechanizmusok vizsgalatat tliztem ki célul.

A kronikus mucocutan candidiasis (CMC) heterogén genetikai hattérrel rendelkezik,

viszont fenotipusaban egymassal dsszekapcsolddo korképként jelenik meg, amelyre jellemz6



a bor, a nyalkahartydk és a kormok perzisztald és visszatéré gombas fert6zése kiilonbozo
Candida fajokkal, foként Candida albicans-szal (Marodi, 1997; Puel, 2012; Soltesz, 2013).

A CMC olykor az egyetlen fenotipusos megjelenés izolalt kronikus mucocutan candidiasis
(CMCD) esetében, ebbe a csoportba tartozik a STAT1 GOF mutaciok is (Puel 2012). A
Candida fertézésekkel szembeni érzékenység hatterében a lecsokkent IL-17-medialt
immunitas allhat (Marodi, 2012; Puel, 2012; Cypowyj, 2012). Az IL-17+ T sejtek
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17+ T sejtek és az altaluk termelt citokineknek fontos szerepiik van a gomba elleni
immunitasban (Marédi, 2012; Marodi, 2013; Liu 2011; Soltész, 2013).

X-kromoszémahoz kototten 6roklddé elsddleges immunhidnyos betegség sordn az
EBV fert6zés stlyos, gyakran haldlos kimenetelli infektiv mononucleosissal (FIM) jar vagy
masodlagosan haemophagocytas lymphohistiocytosis (HLH) alakul ki. XLP1 betegségben
szenvedd betegek 75%-a meghal 10 éves koruk elétt, alig 4% volt a talélés esélye, ezért
nagyon fontos, hogy a betegséget id6ben ismerjik fel (Seemayer, 1995). Az XLP1
kialakulasaért a SAP fehérjét kodolo SH2D1A gén mutacidja felelds, a gén promoterében és
intronjaban elhelyezkedé mutaciok is kialakithatnak XLP betegséget (Recher, 2013). A SAP
olyan citokinek termelését iranyitja a CD4+ T sejtekben, amelyek sziikségesek az EBV-
fert6zott sejtek CD8+ T- illetve NK-sejtes citotoxikus eltavolitasahoz (Latour, 2003).
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CELKITUZESEK

1. A kronikus mucocutan candidiasisban (CMC) szenvedé betegek és csaladtagjaik

molekularis genetikai vizsgalata.

. Uj, mutaciés adatbazisokban nem szerepld STAT1 szekvencia variansok

patogenitasanak igazolasa.

Az 1) mutaciok STATI protein funkcidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

. A kronikus mucocutan candidiasisban szenvedé betegek CD4+1L-17+ és CD4+IL-22+

T sejtek aranyanak vizsgalata.

. A CMC betegek Candida ellenes citokin valaszainak tanulmanyozasa.

. Az X-kromoszoémahoz kotott lymphoproliferativ (XLP) betegségben szenvedd betegek

¢s csaladtagjaik molekularis genetikai vizsgalata.

. A SH2D1A gén intronikus szakaszdban azonositott j mutdcié patogenitasanak

igazolasa XLP1-ben szenvedo betegnél.



3  ANYAGOK ES MODSZEREK

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoményi Kar Etikai Bizottsaga (Debreceni
Egyetem Regionalis ¢és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga) 4altal meghatdrozott
kovetelményeknek megfelelden a vizsgalatok megkezdése eldtt megtortént a vizsgalando
személyek és/vagy torvényes képvisel6jik tajékoztatasa és a beleegyezd nyilatkozatok
alairasa. A kozép- és kelet- eurdpai orszagok illetékes hatdsagai engedélyt adtak a genetikai

és klinikai kutatasokhoz.

3.1 Betegek

Kronikus mucocutan candidiasisban szenvedo betegek

Kilenc CMC-ben szenvedd beteg (P1-P9) esetében végeztiik el a STAT1 gén mutacio
analizisét. A betegek klinikai tiinetei és immunologiai eredményei a kronikus mucocutan
candidiasis diagnozisat vetették fel. A betegek a kovetkezd orszagokbol érkeztek: harom

beteg Csehorszagbol, ketté Magyarorszagrol, kettd Oroszorszagbol és kettd beteg Ukrajnabol.
X-kromoszomdahoz kotott lymphoproliferativ betegségben szenvedo betegek

Kettd magyarorszagi testvérpar esetében vizsgaltuk a SH2D1A gént. A betegek
immunologiai eredményei és klinikai tiinetei alapjan a X-kromoszémahoz kotott

lymphoproliferativ betegség diagnozisara kovetkeztettiink.
Az egészséges kontrollok tiinetmentes személyek voltak.

3.2 Laboratériumi vizsgalatok

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

paraméterek meghatarozasat rutin laboratoriumi tesztekkel a vérvétel napjan végezték el.
3.3 DNS izolalas
Etilén-diamin-tetraacetattal (EDTA) alvadasgatolt periférias vérmintabol genomialis

DNS-t (gDNS) izolaltunk Gen ELUTE Blood Genomic DNA mini kit (Sigma-Aldrich Ltd.,

St. Louis, Missouri, USA) segitségével a gyarto utasitasainak megfeleléen.



3.4 Amplifikacios polimeraz lancreakciéo (PCR) és agaroz gélelektroforézis

A STAT1 és az SH2D1A gének proteint kodold szakaszanak és az exon-intron hatarok
vizsgalatat végeztiik el bidirekcionalis DNS szekvenaldssal. Polimeraz lancreakcidval (PCR)
specifikus intronikus primer parok haszndlataval felsokszoroztuk a vizsgalni kivant DNS

szakaszokat.

3.5 Szekvenalasi PCR

A szekvendlasi PCR folyaman a mar felsokszorositott kétszali DNS
fragmentumokhoz csak a primer par egyik tagjat adjuk, igy a reakcid soran egyszali DNS
szakaszt sokszorozunk fel. A célzott szekvendlds ABI 3130 DNS automata szekvenalod

késziilék (Applied Biosystems) segitségével tortént.
3.6 Szekvenalasi adatok (szekvenogrammok) kiértékelése

Az eredmények kiértékeléséhez a GenBank adatbazisat hasznaltuk (STAT1: Ensembl
ENSG00000115415; SH2D1A: Ensembl ENSG00000183918). A cDNS iniciacios
kodonjanak (ATG) adeninje felel meg az els6 nukleotidnak a sorrend szamitdsakor. A
mutaciok leirasahoz den Dunnen and Antonarakis 2001-ben megjelent tudomanyos
kozleménytiket vettiik alapul. Az azonositott mutadciokat a Human Gene Mutation Database

Professional (HGMD) mutaciés adatbazisban talalhaté mutaciokkal hasonlitottuk Gssze.

3.7 cDNS vizsgalata és real-time PCR

A teljes RNS-t PBMC sejtekb6l Trizol reagenst (Invitrogen Life Technology,
Carlsbad, California, USA), kloroformos extrakcidot és etanolos kicsapast alkalmazva
izolaltuk. A reverz transzkriptaz reakciohoz (RT-PCR) Superscript 1 first-strand synthesis
supermixet (Invitrogen) ¢és random hexamert hasznaltunk. A quantitativ real-time PCR-t

TaqMan assay (Hs00158978 m1l; Applied Biosystems) segitségével végeztiik.

3.8  Periférialis vér mononuklearis sejtek izolalasa

A betegek és egészséges kontrollok heparinal alvadasgatolt periféridlis vérmintdjabol
stiriség gradiens centrifugalassal (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) mononuklearis

sejteket (PBMC; peripheral mononuclear cells) izolaltunk.



3.9 B sejtek immortalizalasa Epstein-Barr virussal

A PBMC sejteket RPMI-ben (kiegészitve FBS-sel és cyclosporin A-val (CyA; Sigma-
Aldrich)) szuszpendaltuk fel és hozzaadtunk EBV szuszpenziot, majd 37°C-on, 5% CO,-t

tartalmazo termosztatban tenyésztettiik 3 hétig.

3.10 Candida szuszpenzio6 készitése és PBMC sejtek stimulalasa Candida szuszpenziéval

Candida albicans-t (ATCC 10231) Sabouraud dextr6z agaron tartottuk, majd
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) -ba oltottuk 4at, ami penicillint és
streptomycint tartalmazott. A gomba sejtek hdinaktivalasat kovetéen a Candida sejt
szuszpenzi6 striiségét McFarland densitométerrel allitottuk be.

A PBMC-t Krebs-Ringer foszfat pufferrel tértné mosast kovetéen DMEM médiumban
szuszpendaltuk fel a sejteket, ezt kovetden Candida gombaszuszpenziot adtunk hozza,

inkubdlés utan a feliiluszot 6sszegyijtottiik.

3.11 Termelodott citokinek  Kkoncentraciojanak  meghatiarozasa  enzim-kotott

immunszorbens vizsgalat (ELISA) segitségével

IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-17A ¢és IL-22 citokinek koncentracigjat Candida-stimulalt
PBMC sejtek feliiltszojabol hataroztuk meg szendvics enzim-kotdtt immunszorbens vizsgalat

(Quantikine, R&D Systems, Minnesota, USA) segitsé¢gével.

3.12 Luciferaz teszt

U3C (STAT1-hianyos fibrosarcoma sejtvonal) sejteket riporter plazmiddal (Cignal
GAS Reporter Assay kit, SA Biosciencies) és a normal valamint a mutaciot hordozo STAT1
gént tartalmazd  plazmidokkal (c.537C>A, c.821G>A ¢és c¢.854A>G STATI1 all¢élok)
transzfektaltuk Lipofectamine LTX (Invitrogen) jelenlétében. A transzfektalt sejteket IFN-y-
val stimulaltuk és luciferaz tesztet végeztiink a Dual-Glo Lucifase Assay System (Promega,
Madison, Wisconsin, USA) segitségével. A vizsgalat kollaboracio keretében tortént Prof. Dr.

Jean-Laurent Casanova laboratoriumaban.

3.13 IP-10 termelés vizsgalata ELISA modszerrel

Az EBV-transzformalt sejteket IFN-y-val stimuldltuk, majd a feliilluszobol
meghataroztuk a termelddott IP-10 mennyiségét ELISA modszerrel (Quantikine, R&D
Systems).



3.14 1L-17+ T sejtek differencialtatasa

Betegek ¢s egészséges kontrollok periférids mononuklearis sejtjeit RPMI médiumban
(10% FBS és 1% Pen-Strep) szuszpendaltuk, a nem-adherens limfocitakat anti-CD3 antitesttel
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) aktivaltuk és kiilonb6z6 citokineket
tartalmazé koktéllal kezeltiik. A differencialtatast kovetden a sejteket phorbol 12-mirisztat 13-
acetattal (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma-Aldrich) és ionomicin-nel
(tonomycin, IMC; Sigma-Aldrich) kezeltiik Golgi stop (Sigma-Aldrich) jelenlétében.

3.15 STATI fehérje vizsgalata Western blot mdédszerrel

Az EBV-transzformalt B sejteket [FN-y, IFN-a vagy IL-27 citokinekkel stimulaltuk és
a Subcellular Protein Fractionation kit for Cultured Cells (Thermo Scientific, Rockford,
Ilinois, USA) segitségével sejtmagi fehérjét vontunk ki a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A
vizsgalataink kovetkez6 részében a sejteket IFN-y-val, majd staurosporinnal (Sigma-Aldrich)
valamint foszfataz gatld, pervanadattal (Sigma-Aldrich) kezeltik az EBV-B sejteket, majd
inkubaltuk IFN-y-val és fent emlitett kit segitségével sejtmagi fehérjét izolaltunk. Elsédleges
antitestként STAT1 nyul IgG antitestet (Santa-Cruz), foszforilalt human STAT1 (pY701) egér
IgG; antitestet (BD Biosciencies), Lamin Bl egér IgG; antitestet (Santa-Cruz) hasznaltunk,
majd tormaperoxidaz-konjugalt kecske anti-nytl IgG masodlagos antitestet (Sigma-Aldrich)
vagy tormaperoxidaz-konjugalt barany anti-egér IgG masodlagos antitestet (Sigma-Aldrich)

adtunk a reakcidhoz.

3.16 SAP fehérje vizsgalata Western blot médszerrel

Western blot modszerrel vizsgaltuk a SAP fehérje jelenlétét. Mononuklearis sejteket
teljes RPMI médiumban inkubaltuk phytohaemagglutinin (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) jelenlétében vagy hidnyaban. Indirekt jelolést hasznaltunk a SAP fehérje
kimutatasahoz. Elsddleges antitestként SAP-specifikus nyul szérumot, masodlagos antitestnek
tormaperoxiddz-konjugalt szamar anti-nyul IgG masodlagos antitestet (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom) hasznaltunk. Kemilumineszcencias (Thermo Science, Rockford,
IL, USA) modszert alkalmaztunk a detektalashoz. Aktin kontroll mellett végeztiik a kisérletet
(aktinra specifikus nytl poliklonalis antitest; Sigma-Aldrich). A vizsgalat Dr. Lanyi Arpad

laboratoriumaban, kollaboracios vizsgalat keretében tortént.



3.17 1L-17+ T sejtek meghatarozasa aramlasi citometria segitségével

A sejtfelszini jeloléshez a mar differencialtatott IL-17+ T sejteket allophycocianin
(APC)-konjugalt egér anti-hCD4 1gG; monoklonalis antitesttel (mAb) (BD, San Jose,
California, USA) vagy fluoreszcein izotiocianat (FITC)-konjugalt egér anti-CD3 1gG;
antitesttel (BD) inkubaltuk. Intracellularis jeloléshez a sejteket phycoerythrin (PE)-konjugalt
egér anti-human IL-17A IgG; antitest (R&D Systems, Minneapolis, Minneapolis, USA) és
fluoreszcein izotiocianat-konjugalt anti-human IL-22 1gG; monoklonalis antitest (R&D
Systems) jelenlétében inkubaltuk. Accuri C6 &ramlasi citométerrel mértiik meg a

sejtaranyokat (BD Biosciencies, San Jose, CA, USA).

3.18 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. Fixalas utan a sejteket patkany 1gG; isotipus kontrollal (Beckton Dickinson)
vagy patkany anti-SH2D1A nem-konjugalt monoklonalis antitesttel (klon: KST-3) inkubaltuk.
FACS Calibur aramlasi citométert hasznaltunk a méréshez (BD Biosciencies, San Jose, CA,
USA). A vizsgalatok a DE KK III. Belgydgyaszati Intézet Immunologiai Laboratoriumaval

kollaboracidban torténtek.

3.19 Foszforilalt-STAT1 vizsgalata aramlasi citometriaval

EBV-transzformalt limfocita sejteket IFN-y-val inkubaltuk. A sejteket staurosporin-nal
(Sigma-Aldrich) kezeltik. Az elsddleges antitest anti-pSTATL (pY701, Beckton Dickinson)
volt, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 488 konjugalt anti-egér IgG (Cell Signaling)

hasznaltunk. Accuri C6 dramlési citométerrel mértilk meg a pSTAT1 expressziojat.
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4 EREDMENYEK
4.1 1L-17-medialt immunitas és kronikus mucocutan candidiasis
411 A STATI1 gén molekularis genetikai vizsgalata

A CMC Kklinikai tiineteit mutatd betegekben meghataroztuk a STAT1 gén fehérjét
kodold szakaszanak ¢és az exon-intron hatdrok nukleotid sorrendjét automata DNS
szekvenaloval. A kilenc betegben aminosav cserével jaré pont mutaciokat azonositottunk
heterozigdta formaban. A mutacidk a kettds csavart domént (CCD) és a DNS-kotd domént
(DBD) érintették.

A kilenc beteg koziil hét esetben korabban mar leirt mutacidkat azonositottunk és kettd
esetben (P1, P7) Gj mutacidkat talaltunk. A P4, PS5 betegek (Toth, 2012) és P9 beteg (Liu,
2011) esetében az eredmények korabban mar kozlésre keriiltek. A P1 betegben azonositott
lizin cserét eredményez a kettds tekercs doménen beliil. A P7 beteg esetében szintén Uj
mutaciot azonositottunk, az adenin-guanin csere kdvetkeztében megvaltozik a bazistriplet €s
domént érinti.

A P2 beteg a P3 beteg édesanyja, a P4 és P5 betegek szintén csaladtagok, a PS5
lanygyermek édesanyja a P4 beteg, az ¢ esetiikben, irodalomban szerepld, ismert mutaciot
azonositottunk. A P6, P8 és P9 betegeknél is ismert STATI1 szekvencia varidnsokat

detektaltunk.

412 Uj, muticiés adatbazisban nem szerepls STAT1 szekvencia variansok

patogenitasanak az igazolasa

Az altalunk azonositott 2 1j STAT1 genetikai eltérés (N179K, Q285R) patogenitasanak
igazolasa valt sziikségessé. Elsé 1épésként megnéztiik, hogy a két muticido szerepel-e
adatbazisokban, mint az egészséges populacioban jelenlévd 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

PolyPhen-2 szoftver a N179K ¢és Q285R aminosav cseréket ,joindulata” eltérésként
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prediktalta, illetve a N179 és Q285 aminosav poziciokban magas fokti konzervaltsagot

lattunk.

4.1.3 Az N179K és Q285R muticiok STAT1 protein funkcidjara gyakorolt hatasanak

vizsgalata (Luciferaz teszt)

A STATTI kettds tekercs doménjét érinté N179K és Q285R mutans STAT1fehérjék y-
aktivalt faktor (GAF)-fiiggd sejtvalaszait luciferaz teszt segitségével vizsgaltuk. IFN-y
stimulust kdvetden vizsgaltuk y-aktivalt faktor (GAF)-fiiggd sejtvalaszokat. A citokinre adott
valaszokat a riporter gén luciferaz aktivitdsanak mérésével hataroztuk meg. A két uj mutéaciod
(N179K és Q285R) és a pozitiv kontrollként haszndlt, korabban bizonyitottan CMCD-t okozo
allél (R274Q) esetében kétszer-haromszor magasabb luciferaz aktivitast mértiink, a vad tipusa
¢s ismerten MSMD-t okozd funkciovesztd Y701C (Ives, 2013; Hirata, 2013) allélokhoz
képest. A kapott eredmények mutatjak, hogy az ) mutaciok funkcionyerd STAT1 mutaciok. A
vizsgalatok kollaboracioban Prof. Dr. Jean-Laurent Casanova professzor ur altal vezetett

laboratoriumban torténtek.
4.1.4 1P-10 termelés vizsgalata CMCD betegekben

Az IP-10 termelés a P4 (R274W), P5 (R274W) és P8 (T385M) betegek EBV-
transzformalt limfocitai altal sokkal magasabb volt, mint egészséges kontrollok esetében. A
magas IP-10 termelés utal arra, hogy a mutaciok funkcionyeré STAT1 mutaciok, ugyanis az
IP-10 a STATI1 ”downstream” célpontja. A magas IP-10 mennyiséget koradbban Takezaki ¢s

munkatarsai igazoltak funkcionyeré STAT1 mutécio esetén (Takezaki, 2012).

415 CMCD betegek STAT1 defoszforilacios és foszforilacios képességének vizsgalata

Western blot modszerrel

Az EBV-transzformalt limfocita vonalakat (P4 és P8) kiilonboz6 citokinekkel (IFN-y,
IFN-a és IL-27, amik aktivaljak a STAT1 molekulat; Liu, 2011) aktivaltuk és vizsgaltuk az
expresszalodott STAT1 protein és a foszforilalodott STATL (pSTATL) fehérje mennyiségét.
A R274W ¢és a T385M mutécio esetében nagyobb mennyiségben volt kimutathaté a pSTATI
fehérje a kontroll mintahoz képest a sejtmagi fehérje extraktumban, ami a funkciényerd
STAT1 foszforilaciéo dominans megnyilvanulasara utal.

A staurosporin, mint tirozin-kindz inhibitor az egészséges kontroll sejtekben a

pSTATI1 mennyiségét lecsokkentette viszont ez nem kovetkezett be a R274W ¢és T385M
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mutans allélt hordozd betegek esetében, ugyanis a funkcionyerd mutacionak kdészénhetden
elveszthetik a defoszforilacios képességet.

Ezzel ellentétben a foszfataz inhibitor, pervanadat hatdsdra a T385M és R274W
allélok STAT1 foszforilacioja hasonld volt az egészséges kontrollhoz.

Az eredményeink aldtamasztjak a feltételezésiink, mely szerint a R274W ¢és T385M
STAT1 mutans aminosav cserék a STATI1 hiperfoszforilacidjahoz vezetnek, melynek a

hatterében a defoszforilacioé kdrosodésa allhat.
4.1.6 Foszforilalt-STAT1 vizsgalata aramlasi citometridval

Magasabb IFN-y indukalt pSTAT]1 intenzitast mértiink a CMCD betegeknél (R274W
¢s T385M), mint egészséges kontroll esetén Accuri C6 dramlési citométerrel. Ahogy Western
blot mddszert alkalmazva mar tapasztaltuk egészséges kontroll esetén a staurosporin hatasara
a pSTAT1 szintje lecsokkent, a betegeknél a pSTATI intenzitasa alig valtozott staurosporin
kezelés hatdsara. Feltételezésiink szerint a foszforilacid elhuzodik, tovabb tart a betegeknél,

tehat a defoszforilacio folyamatanak karosodasa allhat a hattérben.
4.1.7 Candida-stimulalt mononuklearis sejtek citokin termelése

A T385M mutans allélt hordoz6 beteg (P8) és a kontroll sejtek kozel hasonld
mennyiségben termeltek IFN-y, IL-1B és IL-6 citokineket, viszont az IL-17A és IL-22
citokinek mennyisége jelentdsen kevesebb volt a P8 beteg esetén, mint a kontroll sejteken. A
R274W (P4 ¢és P5) allélt hordozd betegek esetén szintén nagyon alacsony mértékben
detektaltunk IL-17A, IL-22 citokineket egészséges kontrollokhoz képest, habar az IFN-y
szekrécio a P4 és PS5 betegek esetében az egészséges kontrollnak megfeleld volt. Az
eredményeink jol miikodo, normal ,, Thl-tipusti” valaszokat mutattak, ugyanis az IL-6 és IL-
1B citokinek mennyisége hasonld volt, mint a kontroll sejtekben Candida stimulalast
kovetden, viszont csokkent ,,Th17-tipust™ valaszokat feltételeztiink P4, P5 és P8 betegek

esetében koszonhetden a nagyon alacsony IL-17A és IL-22 citokin koncentracionak.
4.1.8 A CMCD betegek CD4+I1L-17+ és CD4+IL-22+ T sejtek aranyanak vizsgalata

A R274W ¢és T385M mutans allélokat hordozo betegek ,,IL-17-termeld” és ,,IL-22-
termeld” T sejtjeinek ardnya alacsonyabb volt egészséges kontrollokéhoz képest, amely

Osszhangban 4ll az alacsonyabb IL-17A és IL-22 citokinek mennyiségével.
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4.2 X-kromoszomahoz kotott lymphoproliferativ betegség
4.2.1 Az SH2D1A gén molekularis genetikai analizise

Az SH2D1A génen azonositottunk egy Uj intronikus mutacidt (c.137+5G>A)
hemizigdta formaban P10 beteg esetében teljes vérbol izolalt genomidlis DNS-t hasznalva. Ez
a mutacidé megtalalhato volt heterozigota formaban az anyanal és az anyai nagymamanal. A
P10 beteg édesapja vad tipust volt az azonositott muticiora nézve. A P11 beteg esetében
prenatalis genetikai vizsgalattal mar magzati korban detektaltuk a muticiot hemizigota
formaban. A P11 beteg édesapja nem volt elérhetd genetikai vizsgalat céljabol. Az SH2D1A
cDNS amplikonok agaréz gélelektroforézissel torténd vizsgalatakor egy kisebb méreti sav
(352 bp) volt 1athato a P11 beteg esetében a kontrollhoz képest, az édesanyanal az egészséges
kontrollnak megfelelé (374 bp) savot lattunk. A ¢cDNS szekvenalasa, egy 22 bp-t érintd
deléciot mutatott (116 _137del22bp) a P11 beteg esetében, egészséges kontrollnal és az
¢desanyandl normal szekvenciat figyeltiink meg.

Nagy valoszinliséggel a ¢.137+5G>A genetikai eltérés egy alternativ donor hasito
helyet eredményez, aminek kdvetkeztében megvaltozik a cDNS szekvencidja és nem
megfeleld fehérje expresszidhoz vezet.

Az SH2D1A relativ expresszidjat quantitativ real-time PCR moddszerrel hatdroztuk
meg, a vizsgalat soran az SH2D1A csokkent expresszidjat mértiik az édesanyaban, mig a P11

beteg esetében a teljes hianyat mutattuk ki.

4.2.2 A SAP fehérje expressziojanak kimutatiasa Western blot modszerrel és aramlasi

citometriaval

A beteg (P11) esetében a SAP fehérje teljes hidnya volt megfigyelhetd, mig a
heterozigota édesanyanal egy vékonyabb fehérje savot lattunk. A Western blot soran aktin
jelolést, mint haztartasi fehérjét (,,housekeeping protein”) hasznaltunk kontrollnak. A

vizsgalat Dr. Lanyi Arpad laboratériumaban, kollaboraciés vizsgalat keretében tortént.

Aramlasi citometriaval a beteg (P11) sejtjeiben elhanyagolhaté mennyiségben
detektaltunk SAP fehérje expresszidt az egészséges kontrollhoz viszonyitva a
CD3+CD8+CD56- (CD8 sejtek), CD3-CD56+ (NK sejtek), CD3+CD56+ (CD56 T sejtek)
sejteken beliil. A vizsgalatok a DE KK III. Belgyogyészati Intézet Immunologiai

Laboratoriumaval kollaboracioban torténtek.
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5

UJ EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kilenc kronikus mucocutan candidiasisos beteg esetében sikeriilt azonositanunk a
STAT1 (jelatvivé és transzkripcid aktivalo 1) génen bekovetkezett mutaciokat,

amelyek a betegség kialakulasaért tehetok feleldssé.

. Két uj, mutacios adatbazisokban és irodalomban nem szerepelt STAT1 szekvencia

varianst azonositottunk. A két Gj STAT1 mutacid esetében igazoltuk, hogy a STATI1

protein fokozott miikodését eredményezi.

Tovabbi két beteg esetében bizonyitottuk, hogy a STAT1 génen bekdvetkezett
mutaciok funkcionyerd foszforilacidhoz ¢és a defoszforilacié karosodasahoz

vezethetnek.

. A STATL1 funkcidényeré mutacié az IL-17+ T és IL-22+ T helper sejtek kialakulasanak

¢s differencidlodadsanak  karosodasat eredményezi a kronikus mucocutan

candidiasisban szenvedd betegeknél.

. A STAT1 mutaciét hordozé betegekben alacsonyabb IL-17A és IL-22 citokin

szekréciot tapasztaltunk, ami Osszefliggésben all a gomba elleni immunvélasz

csokkenésével.

X-kromoszémahoz kotott lymphoproliferativ betegségben szenvedd magyar testvérpar

esetében 1j, intronban elhelyezkedé mutaciot azonositottunk a SH2D1A génen.

. A c.137+5G > A nukleotid csere hasitasi defektust okozva karositja a SAP protein

expressziojat. A SAP protein hidnya tehetd feleldssé az X-kromoszéméhoz kotott

lymphoproliferativ betegség kialakulasaért.
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6 OSSZEFOGLALAS

A cellularis (T sejtes) immunvalasz hianyéra vagy csokkent miitkddésére utalhatnak a
gyakori és visszatérd 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, ezéltal a szervezet védekezOképessége
lecsokken a gombafertdzésekkel szemben és kialakul a kronikus mucocutan candidiasis
betegség (CMCD) (Puel, 2012). Az X-kromoszomahoz ko6tott lymphoproliferativ betegségben
(XLP) az Epstein-Barr virusfert6zést kovetéen a természetes 016 sejtek nem képesek a
szervezetbdl eltavolitani a kontrollalatlan osztédasnak indult B sejteket €s a CD8+ T és NK
sejtek altali citotoxicitds sem alakul ki. Mind a CMCD, mind a XLP az elsédleges

immunhiany betegségek k6z¢é sorolhato (Marodi és Notarangelo, 2007).

Kutatdmunkdam soran vizsgiltam a CMCD ¢és az XLP molekularis patologiai
mechanizmusait. Mindkét esetben bidirekcionalis DNS szekvenalassal erdsitettik meg a
betegségek kialakulasaért felelés genetikai eltéréseket, sejtes vizsgalatokkal és kiillonbozo

molekularis bioldgiai modszerekkel bizonyitottuk a mutaciok patogenitasat.

Kilenc beteg esetében azonositottunk heterozigbta missense mutaciokat a STAT1
génen. Az azonositott mutaciok koziil egy esetben a mutiaci6 a DNS-k6td domént (DBD)
érinti, 8 betegnél olyan mutacidkat azonositottunk, ami a STAT1 gén kettds tekercs doménjére
(CCD) hat. A kilenc beteg koziil kett6 esetben uj, mutacios adatbazisokban és irodalomban
nem leirt mutacidkat talaltunk. Kettd beteg esetében PMA (phorbol 12-myrisztat 13-acetat) €s
IMC (ionomycin) kezelés utan csokkent IL-17+ T sejteket (4ramlasi citometriaval) és
Candida stimulust kovetden 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 ij mutaciot hordozo beteg esetén alacsony koncentracidban 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-kindz géatlo kezelést kovetden a betegek sejtjeibdl kivont nuklearis
extraktumban magasabb mértékben detektaltunk foszforilalt STATI1 fehérjét, a defoszforilacio
képességének elvesztése miatt. Luciferaz transzkripcids riporter rendszer alkalmazasa soran
az 1 mutdciét hordozo plazmidot tartalmazo U3C sejtvonalban IFN-y stimulus hatasara
magasabb luciferdz aktivitast tudtunk kimutatni a kontrollhoz (vad tipusti plazmid) képest,

ami szintén alatdmasztotta a funkcionyerés tényét.
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Jelen munkaban egy XLP-s testvérpar esetében azonositottunk uj, korabban még nem
leirt intronikus mutéaciot, ami kimutathat6 volt az édesanya €s az anyai nagymama esetében is
heterozigdta formaban. A SH2DI1A relativ expresszidja a betegnél teljesen hidnyzott, az
anyanal csokkent volt az egészséges kontrollhoz viszonyitva. A SAP fehérje expresszidja a
betegnél nem volt kimutathatdé sem Western blot modszerrel, sem aramlasi citometriaval, az

anyanal csokkent fehérje expressziot detektaltunk, ami utalt a hordozo éallapotra.

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

csokkent jelenléte fokozza a beteg Candida fert6zések iranti érzékenységet.

A SH2D1A gént érintett mutacio vizsgalatanak eredményeként azt kaptuk, hogy nem
szintetizalédik SAP fehérje, tehat nem jon létre az EBV-fertézott B sejtek citotoxikus
eltavolitisa NK ¢és CD8+ T sejtek altal, ami hozzdjarul a sulyos XLP fenotipus

kialakulasahoz.
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