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1 ÁLTALÁNOS BEVEZETÉS 

 

A szervezetünkbe jutott kórokozókkal (baktériumokkal, vírusokkal, gombákkal, 

parazitákkal) szembeni védelmet az immunrendszerünk biztosítja. A vírusok vagy gomba 

bejutását követően, a mintázat felismerő receptorokhoz (PRR; pattern recognition receptor) 

bekötődnek a patogének, ezt követően aktiválódnak a veleszületett immunrendszer sejtjei, 

segítségükkel az adaptív immunrendszer sejtjei végrehajtó sejtekké alakulnak és eliminálják a 

vírusokat és gombákat (Mogensen, 2009; Swain, 2012). 

Ha a szervezetünkben valamilyen hiba következtében a naív CD4+ sejtek 

differenciációja különböző effektor T sejtekké elmarad, akkor a szervezet ellenállása a 

vírusokkal és parazitákkal szemben lecsökken vagy teljesen elmarad, és különböző 

betegségek kialakulásához vezethet. Öröklötten vagy szerzetten már újszülöttkorban és 

gyermekkorban megjelenhet. Ha a szervezetünkben valamilyen génhiba következtében az IL-

17-mediált immunitás károsodik, akkor candidiasis alakul ki (Puel, 2010; 2011; 2012). 

Megfelelő citokin jelenlétében (IL-2) kialakulnak a citotoxikus CD8+ T sejtek és a 

fertőzött területekre vándorolnak, ahol a vírusfertőzött sejteket elpusztítják (Swain, 2012). 

EBV hatására EBV specifikus természetes ölő sejtek (NK; natural killer), CD4+ és CD8+ T 

sejtek meggátolják fertőzött limfociták osztódását. X kromoszómához kötött 

lymphoproliferatív betegségben szenvedő betegek esetében EBV fertőzést követően a 

természetes ölő sejtek (NK) nem képesek eltávolítani a kontrollálatlan osztódásnak indult B 

sejteket. Az IgG izotípus váltás is zavart szenved, így nem alakul ki a humorális immunválasz 

az EBV-vel szemben és a citotoxikus CD8+T sejtek is elvesztik a funkciójukat (Seemayer, 

1995; Maródi és Notarangelo, 2007). 

A kutatómunkám során tágabb értelemben a T sejt defektusok közé tartozó két 

elsődleges immunhiány betegség, a STAT1 funkciónyerő (GOF; gain of function) mutációnak 

köszönhetően kialakult krónikus mucocutan candidiasis (CMC; chronic mucocutaneous 

candidiasis) és az X-hez kötött lymphoproliferatív betegség (XLP; X-linked 

lymphoproliferative syndrome) hátterében álló genetikai eltérések és molekuláris 

pathomechanizmusok vizsgálatát tűztem ki célul. 

A krónikus mucocutan candidiasis (CMC) heterogén genetikai háttérrel rendelkezik, 

viszont fenotípusában egymással összekapcsolódó kórképként jelenik meg, amelyre jellemző 
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a bőr, a nyálkahártyák és a körmök perzisztáló és visszatérő gombás fertőzése különböző 

Candida fajokkal, főként Candida albicans-szal (Maródi, 1997; Puel, 2012; Soltesz, 2013). 

A CMC olykor az egyetlen fenotípusos megjelenés izolált krónikus mucocutan candidiasis 

(CMCD) esetében, ebbe a csoportba tartozik a STAT1 GOF mutációk is (Puel 2012). A 

Candida fertőzésekkel szembeni érzékenység hátterében a lecsökkent IL-17-mediált 

immunitás állhat (Maródi, 2012; Puel, 2012; Cypowyj, 2012). Az IL-17+ T sejtek 

differenciációjára ható citokinek jelátviteli útvonalában fontos szerepe van a STAT1 

molekulának, az IFN-α/β, IFN-γ és az IL-27 citokinek a STAT1 függő szignalizációs 

útvonalon keresztül gátolják a naiv T-limfociták IL-17+ T sejtekké történő érését, és az IL-

17+ T sejtek és az általuk termelt citokineknek fontos szerepük van a gomba elleni 

immunitásban (Maródi, 2012; Maródi, 2013; Liu 2011; Soltész, 2013). 

 X-kromoszómához kötötten öröklődő elsődleges immunhiányos betegség során az 

EBV fertőzés súlyos, gyakran halálos kimenetelű infektív mononucleosissal (FIM) jár vagy 

másodlagosan haemophagocytás lymphohistiocytosis (HLH) alakul ki. XLP1 betegségben 

szenvedő betegek 75%-a meghal 10 éves koruk előtt, alig 4% volt a túlélés esélye, ezért 

nagyon fontos, hogy a betegséget időben ismerjük fel (Seemayer, 1995). Az XLP1 

kialakulásáért a SAP fehérjét kódoló SH2D1A gén mutációja felelős, a gén promoterében és 

intronjában elhelyezkedő mutációk is kialakíthatnak XLP betegséget (Recher, 2013). A SAP 

olyan citokinek termelését irányítja a CD4+ T sejtekben, amelyek szükségesek az EBV- 

fertőzött sejtek CD8+ T- illetve NK-sejtes citotoxikus eltávolításához (Latour, 2003). 
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2 CÉLKITŰZÉSEK 

 

1. A krónikus mucocutan candidiasisban (CMC) szenvedő betegek és családtagjaik 

molekuláris genetikai vizsgálata. 

 

2. Új, mutációs adatbázisokban nem szereplő STAT1 szekvencia variánsok 

patogenitásának igazolása. 

Az új mutációk STAT1 protein funkciójára gyakorolt hatásának vizsgálata.  

 

3. A krónikus mucocutan candidiasisban szenvedő betegek CD4+IL-17+ és CD4+IL-22+ 

T sejtek arányának vizsgálata.  

 

4. A CMC betegek Candida ellenes citokin válaszainak tanulmányozása.  

 

5. Az X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív (XLP) betegségben szenvedő betegek 

és családtagjaik molekuláris genetikai vizsgálata. 

 

6. A SH2D1A gén intronikus szakaszában azonosított új mutáció patogenitásának 

igazolása XLP1-ben szenvedő betegnél. 
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3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

A Debreceni Egyetem Általános Orvostudományi Kar Etikai Bizottsága (Debreceni 

Egyetem Regionális és Intézményi Kutatásetikai Bizottsága) által meghatározott 

követelményeknek megfelelően a vizsgálatok megkezdése előtt megtörtént a vizsgálandó 

személyek és/vagy törvényes képviselőjük tájékoztatása és a beleegyező nyilatkozatok 

aláírása. A közép- és kelet- európai országok illetékes hatóságai engedélyt adtak a genetikai 

és klinikai kutatásokhoz. 

3.1 Betegek 

Krónikus mucocutan candidiasisban szenvedő betegek 

Kilenc CMC-ben szenvedő beteg (P1-P9) esetében végeztük el a STAT1 gén mutáció 

analízisét. A betegek klinikai tünetei és immunológiai eredményei a krónikus mucocutan 

candidiasis diagnózisát vetették fel. A betegek a következő országokból érkeztek: három 

beteg Csehországból, kettő Magyarországról, kettő Oroszországból és kettő beteg Ukrajnából. 

X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben szenvedő betegek 

Kettő magyarországi testvérpár esetében vizsgáltuk a SH2D1A gént. A betegek 

immunológiai eredményei és klinikai tünetei alapján a X-kromoszómához kötött 

lymphoproliferatív betegség diagnózisára következtettünk. 

Az egészséges kontrollok tünetmentes személyek voltak. 

3.2 Laboratóriumi vizsgálatok 

A vérvétel aszeptikus körülmények között történt. A klinikai kémiai és immunológiai 

paraméterek meghatározását rutin laboratóriumi tesztekkel a vérvétel napján végezték el. 

3.3 DNS izolálás 

Etilén-diamin-tetraacetáttal (EDTA) alvadásgátolt perifériás vérmintából genomiális 

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

St. Louis, Missouri, USA) segítségével a gyártó utasításainak megfelelően.  
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3.4 Amplifikációs polimeráz láncreakció (PCR) és agaróz gélelektroforézis 

A STAT1 és az SH2D1A gének proteint kódoló szakaszának és az exon-intron határok 

vizsgálatát végeztük el bidirekcionális DNS szekvenálással. Polimeráz láncreakcióval (PCR) 

specifikus intronikus primer párok használatával felsokszoroztuk a vizsgálni kívánt DNS 

szakaszokat.  

3.5 Szekvenálási PCR 

A szekvenálási PCR folyamán a már felsokszorosított kétszálú DNS 

fragmentumokhoz csak a primer pár egyik tagját adjuk, így a reakció során egyszálú DNS 

szakaszt sokszorozunk fel. A célzott szekvenálás ABI 3130 DNS automata szekvenáló 

készülék (Applied Biosystems) segítségével történt. 

3.6 Szekvenálási adatok (szekvenogrammok) kiértékelése 

Az eredmények kiértékeléséhez a GenBank adatbázisát használtuk (STAT1: Ensembl 

ENSG00000115415; SH2D1A: Ensembl ENSG00000183918). A cDNS iniciációs 

kodonjának (ATG) adeninje felel meg az első nukleotidnak a sorrend számításakor. A 

mutációk leírásához den Dunnen and Antonarakis 2001-ben megjelent tudományos 

közleményüket vettük alapul. Az azonosított mutációkat a Human Gene Mutation Database 

Professional (HGMD) mutációs adatbázisban található mutációkkal hasonlítottuk össze. 

3.7 cDNS vizsgálata és real-time PCR 

A teljes RNS-t PBMC sejtekből Trizol reagenst (Invitrogen Life Technology, 

Carlsbad, California, USA), kloroformos extrakciót és etanolos kicsapást alkalmazva 

izoláltuk. A reverz transzkriptáz reakcióhoz (RT-PCR) Superscript III first-strand synthesis 

supermixet (Invitrogen) és random hexamert használtunk. A quantitatív real-time PCR-t 

TaqMan assay (Hs00158978_m1; Applied Biosystems) segítségével végeztük.  

3.8 Perifériális vér mononukleáris sejtek izolálása 

A betegek és egészséges kontrollok heparinal alvadásgátolt perifériális vérmintájából 

sűrűség grádiens centrifugálással (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) mononukleáris 

sejteket (PBMC; peripheral mononuclear cells) izoláltunk. 
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3.9 B sejtek immortalizálása Epstein-Barr vírussal 

A PBMC sejteket RPMI-ben (kiegészítve FBS-sel és cyclosporin A-val (CyA; Sigma-

Aldrich)) szuszpendáltuk fel és hozzáadtunk EBV szuszpenziót, majd 37°C-on, 5% CO2-t 

tartalmazó termosztátban tenyésztettük 3 hétig. 

3.10 Candida szuszpenzió készítése és PBMC sejtek stimulálása Candida szuszpenzióval 

Candida albicans-t (ATCC 10231) Sabouraud dextróz agaron tartottuk, majd 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) –ba oltottuk át, ami penicillint és 

streptomycint tartalmazott. A gomba sejtek hőinaktiválását követően a Candida sejt 

szuszpenzió sűrűségét McFarland densitométerrel állítottuk be. 

A PBMC-t Krebs-Ringer foszfát pufferrel törtnő mosást követően DMEM médiumban 

szuszpendáltuk fel a sejteket, ezt követően Candida gombaszuszpenziót adtunk hozzá, 

inkubálás után a felülúszót összegyűjtöttük. 

3.11 Termelődött citokinek koncentrációjának meghatározása enzim-kötött 

immunszorbens vizsgálat (ELISA) segítségével 

IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-17A és IL-22 citokinek koncentrációját Candida-stimulált 

PBMC sejtek felülúszójából határoztuk meg szendvics enzim-kötött immunszorbens vizsgálat 

(Quantikine, R&D Systems, Minnesota, USA) segítségével.  

3.12 Luciferáz teszt 

U3C (STAT1-hiányos fibrosarcoma sejtvonal) sejteket riporter plazmiddal (Cignal 

GAS Reporter Assay kit, SA Biosciencies) és a normál valamint a mutációt hordozó STAT1 

gént tartalmazó  plazmidokkal (c.537C>A, c.821G>A és c.854A>G STAT1 allélok) 

transzfektáltuk Lipofectamine LTX (Invitrogen) jelenlétében. A transzfektált sejteket IFN-γ-

val stimuláltuk és luciferáz tesztet végeztünk a Dual-Glo Lucifase Assay System (Promega, 

Madison, Wisconsin, USA) segítségével. A vizsgálat kollaboráció keretében történt Prof. Dr. 

Jean-Laurent Casanova laboratóriumában.  

3.13 IP-10 termelés vizsgálata ELISA módszerrel 

Az EBV-transzformált sejteket IFN-γ-val stimuláltuk, majd a felülúszóból 

meghatároztuk a termelődött IP-10 mennyiségét ELISA módszerrel (Quantikine, R&D 

Systems).  
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3.14 IL-17+ T sejtek differenciáltatása 

Betegek és egészséges kontrollok perifériás mononukleáris sejtjeit RPMI médiumban 

(10% FBS és 1% Pen-Strep) szuszpendáltuk, a nem-adherens limfocitákat anti-CD3 antitesttel 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) aktiváltuk és különböző citokineket 

tartalmazó koktéllal kezeltük. A differenciáltatást követően a sejteket phorbol 12-mirisztát 13-

acetáttal (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma-Aldrich) és ionomicin-nel 

(ionomycin, IMC; Sigma-Aldrich) kezeltük Golgi stop (Sigma-Aldrich) jelenlétében. 

3.15 STAT1 fehérje vizsgálata Western blot módszerrel 

Az EBV-transzformált B sejteket IFN-γ, IFN-α vagy IL-27 citokinekkel stimuláltuk és 

a Subcellular Protein Fractionation kit for Cultured Cells (Thermo Scientific, Rockford, 

Ilinois, USA) segítségével sejtmagi fehérjét vontunk ki a gyártó utasításainak megfelelően. A 

vizsgálataink következő részében a sejteket IFN-γ-val, majd staurosporinnal (Sigma-Aldrich) 

valamint foszfatáz gátló, pervanadáttal (Sigma-Aldrich) kezeltük az EBV-B sejteket, majd 

inkubáltuk IFN-γ-val és fent említett kit segítségével sejtmagi fehérjét izoláltunk. Elsődleges 

antitestként STAT1 nyúl IgG antitestet (Santa-Cruz), foszforilált human STAT1 (pY701) egér 

IgG1 antitestet (BD Biosciencies), Lamin B1 egér IgG1 antitestet (Santa-Cruz) használtunk, 

majd tormaperoxidáz-konjugált kecske anti-nyúl IgG másodlagos antitestet (Sigma-Aldrich) 

vagy tormaperoxidáz-konjugált bárány anti-egér IgG másodlagos antitestet (Sigma-Aldrich) 

adtunk a reakcióhoz. 

3.16 SAP fehérje vizsgálata Western blot módszerrel 

Western blot módszerrel vizsgáltuk a SAP fehérje jelenlétét. Mononukleáris sejteket 

teljes RPMI médiumban inkubáltuk phytohaemagglutinin (Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA) jelenlétében vagy hiányában. Indirekt jelölést használtunk a SAP fehérje 

kimutatásához. Elsődleges antitestként SAP-specifikus nyúl szérumot, másodlagos antitestnek 

tormaperoxidáz-konjugált szamár anti-nyúl IgG másodlagos antitestet (GE Healthcare, Little 

Chalfont, United Kingdom) használtunk. Kemilumineszcenciás (Thermo Science, Rockford, 

IL, USA) módszert alkalmaztunk a detektáláshoz. Aktin kontroll mellett végeztük a kísérletet 

(aktinra specifikus nyúl poliklonális antitest; Sigma-Aldrich). A vizsgálat Dr. Lányi Árpád 

laboratóriumában, kollaborációs vizsgálat keretében történt. 
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3.17 IL-17+ T sejtek meghatározása áramlási citometria segítségével 

A sejtfelszíni jelöléshez a már differenciáltatott IL-17+ T sejteket allophycocianin 

(APC)-konjugált egér anti-hCD4 IgG1 monoklonális antitesttel (mAb) (BD, San Jose, 

California, USA) vagy fluoreszcein izotiocianát (FITC)-konjugált egér anti-CD3 IgG1 

antitesttel (BD) inkubáltuk. Intracelluláris jelöléshez a sejteket phycoerythrin (PE)-konjugált 

egér anti-human IL-17A IgG1 antitest (R&D Systems, Minneapolis, Minneapolis, USA) és 

fluoreszcein izotiocianát-konjugált anti-human IL-22 IgG1 monoklonális antitest (R&D 

Systems) jelenlétében inkubáltuk. Accuri C6 áramlási citométerrel mértük meg a 

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

3.18 SAP protein expressziójának vizsgálata áramlási citometriával 

Sejtfelszíni jelölésként peridinin-chlorophyll fehérje-konjugált egér anti-CD3 

(Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA), phycoerythrin-konjugált egér anti-CD8 (Sigma-

Aldrich) és allophyocyanin-konjugált egér anti-CD56 (Beckton Dickinson) antitesteket 

használtunk. Fixálás után a sejteket patkány IgG1 isotípus kontrollal (Beckton Dickinson) 

vagy patkány anti-SH2D1A nem-konjugált monoklonális antitesttel (klón: KST-3) inkubáltuk. 

FACS Calibur áramlási citométert használtunk a méréshez (BD Biosciencies, San Jose, CA, 

USA).  A vizsgálatok a DE KK III. Belgyógyászati Intézet Immunológiai Laboratóriumával 

kollaborációban történtek. 

3.19 Foszforilált-STAT1 vizsgálata áramlási citometriával 

EBV-transzformált limfocita sejteket IFN-γ-val inkubáltuk. A sejteket staurosporin-nal 

(Sigma-Aldrich) kezeltük. Az elsődleges antitest anti-pSTAT1 (pY701, Beckton Dickinson) 

volt, majd másodlagos antitestként Alexa Fluor 488 konjugált anti-egér IgG (Cell Signaling) 

használtunk. Accuri C6 áramlási citométerrel mértük meg a pSTAT1 expresszióját. 
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4 EREDMÉNYEK 

4.1 IL-17-mediált immunitás és krónikus mucocutan candidiasis 

4.1.1 A STAT1 gén molekuláris genetikai vizsgálata 

A CMC klinikai tüneteit mutató betegekben meghatároztuk a STAT1 gén fehérjét 

kódoló szakaszának és az exon-intron határok nukleotid sorrendjét automata DNS 

szekvenálóval. A kilenc betegben aminosav cserével járó pont mutációkat azonosítottunk 

heterozigóta formában. A mutációk a kettős csavart domént (CCD) és a DNS-kötő domént 

(DBD) érintették. 

A kilenc beteg közül hét esetben korábban már leírt mutációkat azonosítottunk és kettő 

esetben (P1, P7) új mutációkat találtunk. A P4, P5 betegek (Tóth, 2012) és P9 beteg (Liu, 

2011) esetében az eredmények korábban már közlésre kerültek. A P1 betegben azonosított 

heterozigóta citozin-adenin csere a STAT1 protein 179-es aminosav pozíciójában aszparagin-

lizin cserét eredményez a kettős tekercs doménen belül. A P7 beteg esetében szintén új 

mutációt azonosítottunk, az adenin-guanin csere következtében megváltozik a bázistriplet és 

glutamin helyett arginin kódolódik a protein 285 aminosav pozíciójában, ami a kettős csavart 

domént érinti. 

A P2 beteg a P3 beteg édesanyja, a P4 és P5 betegek szintén családtagok, a P5 

lánygyermek édesanyja a P4 beteg, az ő esetükben, irodalomban szereplő, ismert mutációt 

azonosítottunk. A P6, P8 és P9 betegeknél is ismert STAT1 szekvencia variánsokat 

detektáltunk. 

4.1.2 Új, mutációs adatbázisban nem szereplő STAT1 szekvencia variánsok 

patogenitásának az igazolása 

Az általunk azonosított 2 új STAT1 genetikai eltérés (N179K, Q285R) patogenitásának 

igazolása vált szükségessé. Első lépésként megnéztük, hogy a két mutáció szerepel-e 

adatbázisokban, mint az egészséges populációban jelenlévő polimorfizmus. Az NCBI SNP és 

az ExAc (Exome Aggregation Consortium) adatbázis egyikében sem szerepelt a N179K és 

Q285R mutáció a polimorfizmusok között (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/) predikciós szoftvert használtuk (Adzhubei, 2010). A 

PolyPhen-2 szoftver a N179K és Q285R aminosav cseréket „jóindulatú” eltérésként 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000115415
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prediktálta, illetve a N179 és Q285 aminosav pozíciókban magas fokú konzerváltságot 

láttunk. 

4.1.3 Az N179K és Q285R mutációk STAT1 protein funkciójára gyakorolt hatásának 

vizsgálata (Luciferáz teszt) 

A STAT1 kettős tekercs doménjét érintő N179K és Q285R mutáns STAT1fehérjék γ-

aktivált faktor (GAF)-függő sejtválaszait luciferáz teszt segítségével vizsgáltuk. IFN-γ 

stimulust követően vizsgáltuk γ-aktivált faktor (GAF)-függő sejtválaszokat. A citokinre adott 

válaszokat a riporter gén luciferáz aktivitásának mérésével határoztuk meg. A két új mutáció 

(N179K és Q285R) és a pozitív kontrollként használt, korábban bizonyítottan CMCD-t okozó 

allél (R274Q) esetében kétszer-háromszor magasabb luciferáz aktivitást mértünk, a vad típusú 

és ismerten MSMD-t okozó funkcióvesztő Y701C (Ives, 2013; Hirata, 2013) allélokhoz 

képest. A kapott eredmények mutatják, hogy az új mutációk funkciónyerő STAT1 mutációk. A 

vizsgálatok kollaborációban Prof. Dr. Jean-Laurent Casanova professzor úr által vezetett 

laboratóriumban történtek.  

4.1.4 IP-10 termelés vizsgálata CMCD betegekben 

Az IP-10 termelés a P4 (R274W), P5 (R274W) és P8 (T385M) betegek EBV-

transzformált limfocitái által sokkal magasabb volt, mint egészséges kontrollok esetében. A 

magas IP-10 termelés utal arra, hogy a mutációk funkciónyerő STAT1 mutációk, ugyanis az 

IP-10 a STAT1 ”downstream” célpontja. A magas IP-10 mennyiséget korábban Takezaki és 

munkatársai igazolták funkciónyerő STAT1 mutáció esetén (Takezaki, 2012).  

4.1.5 CMCD betegek STAT1 defoszforilációs és foszforilációs képességének vizsgálata 

Western blot módszerrel 

Az EBV-transzformált limfocita vonalakat (P4 és P8) különböző citokinekkel (IFN-γ, 

IFN-α és IL-27, amik aktiválják a STAT1 molekulát; Liu, 2011) aktiváltuk és vizsgáltuk az 

expresszálódott STAT1 protein és a foszforilálódott STAT1 (pSTAT1) fehérje mennyiségét. 

A R274W és a T385M mutáció esetében nagyobb mennyiségben volt kimutatható a pSTAT1 

fehérje a kontroll mintához képest a sejtmagi fehérje extraktumban, ami a funkciónyerő 

STAT1 foszforiláció domináns megnyilvánulására utal. 

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

pSTAT1 mennyiségét lecsökkentette viszont ez nem következett be a R274W és T385M 
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mutáns allélt hordozó betegek esetében, ugyanis a funkciónyerő mutációnak köszönhetően 

elveszthetik a defoszforilációs képességet. 

Ezzel ellentétben a foszfatáz inhibitor, pervanadát hatására a T385M és R274W 

allélok STAT1 foszforilációja hasonló volt az egészséges kontrollhoz. 

Az eredményeink alátámasztják a feltételezésünk, mely szerint a R274W és T385M 

STAT1 mutáns aminosav cserék a STAT1 hiperfoszforilációjához vezetnek, melynek a 

hátterében a defoszforiláció károsodása állhat. 

4.1.6 Foszforilált-STAT1 vizsgálata áramlási citometriával 

Magasabb IFN-γ indukált pSTAT1 intenzitást mértünk a CMCD betegeknél (R274W 

és T385M), mint egészséges kontroll esetén Accuri C6 áramlási citométerrel. Ahogy Western 

blot módszert alkalmazva már tapasztaltuk egészséges kontroll esetén a staurosporin hatására 

a pSTAT1 szintje lecsökkent, a betegeknél a pSTAT1 intenzitása alig változott staurosporin 

kezelés hatására. Feltételezésünk szerint a foszforiláció elhúzódik, tovább tart a betegeknél, 

tehát a defoszforiláció folyamatának károsodása állhat a háttérben.  

4.1.7 Candida-stimulált mononukleáris sejtek citokin termelése 

A T385M mutáns allélt hordozó beteg (P8) és a kontroll sejtek közel hasonló 

mennyiségben termeltek IFN-γ, IL-1β és IL-6 citokineket, viszont az IL-17A és IL-22 

citokinek mennyisége jelentősen kevesebb volt a P8 beteg esetén, mint a kontroll sejteken. A 

R274W (P4 és P5) allélt hordozó betegek esetén szintén nagyon alacsony mértékben 

detektáltunk IL-17A, IL-22 citokineket egészséges kontrollokhoz képest, habár az IFN-γ 

szekréció a P4 és P5 betegek esetében az egészséges kontrollnak megfelelő volt. Az 

eredményeink jól működő, normál „Th1-típusú” válaszokat mutattak, ugyanis az IL-6 és IL-

1β citokinek mennyisége hasonló volt, mint a kontroll sejtekben Candida stimulálást 

követően, viszont csökkent „Th17-típusú” válaszokat feltételeztünk P4, P5 és P8 betegek 

esetében köszönhetően a nagyon alacsony IL-17A és IL-22 citokin koncentrációnak. 

4.1.8 A CMCD betegek CD4+IL-17+ és CD4+IL-22+ T sejtek arányának vizsgálata 

A R274W és T385M mutáns allélokat hordozó betegek „IL-17-termelő” és „IL-22-

termelő” T sejtjeinek aránya alacsonyabb volt egészséges kontrollokéhoz képest, amely 

összhangban áll az alacsonyabb IL-17A és IL-22 citokinek mennyiségével.  
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4.2 X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegség 

4.2.1 Az SH2D1A gén molekuláris genetikai analízise 

Az SH2D1A génen azonosítottunk egy új intronikus mutációt (c.137+5G>A) 

hemizigóta formában P10 beteg esetében teljes vérből izolált genomiális DNS-t használva. Ez 

a mutáció megtalálható volt heterozigóta formában az anyánál és az anyai nagymamánál. A 

P10 beteg édesapja vad típusú volt az azonosított mutációra nézve. A P11 beteg esetében 

prenatális genetikai vizsgálattal már magzati korban detektáltuk a mutációt hemizigóta 

formában. A P11 beteg édesapja nem volt elérhető genetikai vizsgálat céljából. Az SH2D1A 

cDNS amplikonok agaróz gélelektroforézissel történő vizsgálatakor egy kisebb méretű sáv 

(352 bp) volt látható a P11 beteg esetében a kontrollhoz képest, az édesanyánál az egészséges 

kontrollnak megfelelő (374 bp) sávot láttunk. A cDNS szekvenálása, egy 22 bp-t érintő 

deléciót mutatott (116_137del22bp) a P11 beteg esetében, egészséges kontrollnál és az 

édesanyánál normál szekvenciát figyeltünk meg.  

Nagy valószínűséggel a c.137+5G>A genetikai eltérés egy alternatív donor hasító 

helyet eredményez, aminek következtében megváltozik a cDNS szekvenciája és nem 

megfelelő fehérje expresszióhoz vezet. 

Az SH2D1A relatív expresszióját quantitatív real-time PCR módszerrel határoztuk 

meg, a vizsgálat során az SH2D1A csökkent expresszióját mértük az édesanyában, míg a P11 

beteg esetében a teljes hiányát mutattuk ki.  

4.2.2 A SAP fehérje expressziójának kimutatása Western blot módszerrel és áramlási 

citometriával 

A beteg (P11) esetében a SAP fehérje teljes hiánya volt megfigyelhető, míg a 

heterozigóta édesanyánál egy vékonyabb fehérje sávot láttunk. A Western blot során aktin 

jelölést, mint háztartási fehérjét („housekeeping protein”) használtunk kontrollnak. A 

vizsgálat Dr. Lányi Árpád laboratóriumában, kollaborációs vizsgálat keretében történt. 

Áramlási citometriával a beteg (P11) sejtjeiben elhanyagolható mennyiségben 

detektáltunk SAP fehérje expressziót az egészséges kontrollhoz viszonyítva a 

CD3+CD8+CD56- (CD8 sejtek), CD3-CD56+ (NK sejtek), CD3+CD56+ (CD56 T sejtek) 

sejteken belül. A vizsgálatok a DE KK III. Belgyógyászati Intézet Immunológiai 

Laboratóriumával kollaborációban történtek. 
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5 ÚJ EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK 

1. Kilenc krónikus mucocutan candidiasisos beteg esetében sikerült azonosítanunk a 

STAT1 (jelátvivő és transzkripció aktiváló 1) génen bekövetkezett mutációkat, 

amelyek a betegség kialakulásáért tehetők felelőssé. 

 

2. Két új, mutációs adatbázisokban és irodalomban nem szerepelt STAT1 szekvencia 

variánst azonosítottunk. A két új STAT1 mutáció esetében igazoltuk, hogy a STAT1 

protein fokozott működését eredményezi. 

 

3. További két beteg esetében bizonyítottuk, hogy a STAT1 génen bekövetkezett 

mutációk funkciónyerő foszforilációhoz és a defoszforiláció károsodásához 

vezethetnek. 

 

4. A STAT1 funkciónyerő mutáció az IL-17+ T és IL-22+ T helper sejtek kialakulásának 

és differenciálódásának károsodását eredményezi a krónikus mucocutan 

candidiasisban szenvedő betegeknél. 

 

5. A STAT1 mutációt hordozó betegekben alacsonyabb IL-17A és IL-22 citokin 

szekréciót tapasztaltunk, ami összefüggésben áll a gomba elleni immunválasz 

csökkenésével. 

 

6. X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben szenvedő magyar testvérpár 

esetében új, intronban elhelyezkedő mutációt azonosítottunk a SH2D1A génen. 

 

7. A c.137+5G > A nukleotid csere hasítási defektust okozva károsítja a SAP protein 

expresszióját. A SAP protein hiánya tehető felelőssé az X-kromoszómához kötött 

lymphoproliferatív betegség kialakulásáért. 
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6 ÖSSZEFOGLALÁS 

A celluláris (T sejtes) immunválasz hiányára vagy csökkent működésére utalhatnak a 

gyakori és visszatérő intracelluláris patogén (pl. Candida albicans) vagy vírus (pl. Epstein-

Barr vírus) fertőzések (Cooper, 2003). Az IL-17+ T sejtes immunitás károsodik a STAT1 

funkciónyerő genetikai defektusának következtében, ezáltal a szervezet védekezőképessége 

lecsökken a gombafertőzésekkel szemben és kialakul a krónikus mucocutan candidiasis 

betegség (CMCD) (Puel, 2012). Az X-kromoszómához kötött lymphoproliferatív betegségben 

(XLP) az Epstein-Barr vírusfertőzést követően a természetes ölő sejtek nem képesek a 

szervezetből eltávolítani a kontrollálatlan osztódásnak indult B sejteket és a CD8+ T és NK 

sejtek általi citotoxicitás sem alakul ki. Mind a CMCD, mind a XLP az elsődleges 

immunhiány betegségek közé sorolható (Maródi és Notarangelo, 2007). 

Kutatómunkám során vizsgáltam a CMCD és az XLP molekuláris patológiai 

mechanizmusait. Mindkét esetben bidirekcionális DNS szekvenálással erősítettük meg a 

betegségek kialakulásáért felelős genetikai eltéréseket, sejtes vizsgálatokkal és különböző 

molekuláris biológiai módszerekkel bizonyítottuk a mutációk patogenitását. 

Kilenc beteg esetében azonosítottunk heterozigóta missense mutációkat a STAT1 

génen. Az azonosított mutációk közül egy esetben a mutáció a DNS-kötő domént (DBD) 

érinti, 8 betegnél olyan mutációkat azonosítottunk, ami a STAT1 gén kettős tekercs doménjére 

(CCD) hat. A kilenc beteg közül kettő esetben új, mutációs adatbázisokban és irodalomban 

nem leírt mutációkat találtunk. Kettő beteg esetében PMA (phorbol 12-myrisztát 13-acetát) és 

IMC (ionomycin) kezelés után csökkent IL-17+ T sejteket (áramlási citometriával) és 

Candida stimulust követően elhanyagolható mennyiségű IL-17A és IL-22 szekréciót (ELISA-

val) figyeltünk meg egészséges kontrollokhoz képest. A differenciáltatott IL-17+ T sejteket 

PMA/IMC-vel kezeltük, az új mutációt hordozó beteg esetén alacsony koncentrációban volt 

jelen az IL-17A és IL-22 citokin az egészséges kontrollhoz képest. A CMCD betegek és 

egészséges kontrollok Epstein-Barr vírus (EBV)- transzformált sejtvonalát IFN-γ-val 

stimuláltuk és tirozin-kináz gátló kezelést követően a betegek sejtjeiből kivont nukleáris 

extraktumban magasabb mértékben detektáltunk foszforilált STAT1 fehérjét, a defoszforiláció 

képességének elvesztése miatt. Luciferáz transzkripciós riporter rendszer alkalmazása során 

az új mutációt hordozó plazmidot tartalmazó U3C sejtvonalban IFN-γ stimulus hatására 

magasabb luciferáz aktivitást tudtunk kimutatni a kontrollhoz (vad típusú plazmid) képest, 

ami szintén alátámasztotta a funkciónyerés tényét. 
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Jelen munkában egy XLP-s testvérpár esetében azonosítottunk új, korábban még nem 

leírt intronikus mutációt, ami kimutatható volt az édesanya és az anyai nagymama esetében is 

heterozigóta formában. A SH2D1A relatív expressziója a betegnél teljesen hiányzott, az 

anyánál csökkent volt az egészséges kontrollhoz viszonyítva. A SAP fehérje expressziója a 

betegnél nem volt kimutatható sem Western blot módszerrel, sem áramlási citometriával, az 

anyánál csökkent fehérje expressziót detektáltunk, ami utalt a hordozó állapotra. 

Az eredményeink azt mutatják, hogy a STAT1 gént ért mutáció fokozza a STAT1 

funkcióját, fokozódik az IL-17+ T sejtek differenciálódásának a gátlása. Az IL-17+ T sejtek 

csökkent jelenléte fokozza a beteg Candida fertőzések iránti érzékenységet. 

A SH2D1A gént érintett mutáció vizsgálatának eredményeként azt kaptuk, hogy nem 

szintetizálódik SAP fehérje, tehát nem jön létre az EBV-fertőzött B sejtek citotoxikus 

eltávolítása NK és CD8+ T sejtek által, ami hozzájárul a súlyos XLP fenotípus 

kialakulásához. 
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