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BEVEZETES

Az autoimmun folyamatok sordn az immunrendszer elvesziti a tolerans viselkedését a
sajat molekulakkal szemben. A tolerancia elvesztésének okai lehetnek centralisak (thymus) és
periféridsak (az autoreaktiv limfocitdk abnormalis szelekcidjanak vagy szabalyozasanak
eredménye). Az autoimmun betegségek patogenetikai lancolatdban nagy jelentdséget
tulajdonitanak az autoantigének szerkezeti, strukturdlis valtozasainak ¢és ezek

A Sjogren-szindréma (Ss) a poliszisztémas autoimmun betegségek kozé tartozik, mely
elsddlegesen az exokrin mirigyekben jut kifejezédésre, szem-és szajszarazsagban nyilvanul
meg. A betegség ezen két jellegzetessége, a keratoconjuctivitis sicca illetve a xerostomia a
konny-és nyalmirigyekben egy progressziv limfocitds infiltracio figyelheté meg, mely az
acinaris és duktalis epithélidlis sejtek leépiiléséhez és a mirigyparenchima elvesztéséhez
vezet. A Ss betegek szérumaban nagy gyakorisaggal jelennek meg ribonukleoprotein elleni
antitestek (antiRo/SSA, antiLa/SSB). A Ss B-sejt hiperaktivitassal ¢és hipergamma-
globulinémiaval jellemezhetd. A Sjogren-szindromanak primer (pSs) és szekunder formaja
ismert, aszerint, hogy tarsul-e a betegséghez valamilyen mas szisztémas autoimmun betegség
vagy sem. Néhany citokin, mint példaul az interleukin-1 (IL-1p), IL-6, IL-10, tumor nekrozis
faktor-a, interferon-y és néhany autoantitest is szerepet jatszhat ¢ betegség kialakulasaban.

Az Ro/SSA és La/SSB autoantigének ellen termelddd antitesteknek nemcsak az
autoimmun betegségek diagnosztikdjaban, hanem ezen betegségek patomechanizmuséaban is
szerepik van. Emellett egyéb faktorok, mint ahogy az ultraibolya sugérzas (UV) és a
hormonalis tényezdk is jol ismert kofaktorai a betegségeknek. Az antiRo/SSA és az

antiLa/SSB a Sjogren-szindréma jellegzetes autoantitestjei, de eléfordulnak szisztémas lupus



erythematosusban (SLE) és egyéb autoimmun betegségben is. Mig a Ro/SSA t6bb autoimmun
betegségben is kimutathato (SLE, SCLE, Ss/SLE, NLE), addig az La/SSB Ss-ben és SLE-ben
talalhat6 meg. A Ro/SSA esetében harom gént azonositottak, melyek 60, 46 és 52 kDa méret
antigéneket koédolnak. A 46 kDa méreti Ro protein elsésorban az endoplazmatikus
retikulumban talalhaté meg, a masik két Ro antigén intraccitoplazmatikusan és a sejtmagban
helyezkedik el. UVB-re, illetve 0sztrogén kezelés és bizonyos virusok hatisara ezek a
fehérjék a sejtfelszinre transzlokalodhatnak, ahol képesek megkdtni a keringd Ro/SSA
autoantitesteket. Az La/SSB antigén, mely els6sorban a sejtmagban lokalizalodik, részt vesz a
human YRNS osztaly molekulainak szintézisében, érésében, nukledris exportjadban. Az
La/SSB mRNS-ének haromféle splicing variansat, az exon 1-t, exon 1°-t és exon 17-t irtak le.
Az exonl’ varidns esetében az exonl-t egy alternativ 5° vég helyettesiti, mig az 1’ és 17’
varians k6zott minddssze 4 nukleotid a kiilonbség.

Munkank sordn egyrészt azt vizsgaltuk, hogy transzformalt humén keratinocita
sejtvonalban (HaCaT) detektalhato-e a haromféle Ro/SSA antigén mRNS-e, illetve az La/SSB
kiilonb6z6 splicing variansai. Vizsgaltuk tovabba az UVB és az 0Osztrogén hatdsat is
vizsgaltuk a Ro/SSA ¢és La/SSB antigén mRNS-ek expresszidjara.

Az autoimmun betegségekben szdmos esetben figyeltek meg rendellenes citokin
mintazatot. A proinflammatoérikus citokinek (IL-1B, TNFa, IL-2, IL-6, IL-15) mellett ismertek
az ugynevezett regulativ citokinek, melyek részt vesznek az inflammatorikus valasz
szabalyozasaban, példaul ilyen citokin az interleukin 10 (IL-10). Az IL-10 olyan pleiotropikus
citokin, melyet tobbféle sejt (monocitak, dendritikus sejtek, T sejtek) termel. Képes gatolni a
T helper 1-es tipusu (Thl) sejtek citokintermelését, monocitak és makrofadgok TNFa, IL-1, 6,
12 termelését, az [FNy valamint a T sejtek IL-2 szekrécigjat. Az IL-10-et a Thl sejtek és a
makrofagok citokin termelésére kifejtett hatdsa miatt az anti-inflammatorikus citokinek

csoportjaba soroljuk. Emellett szabalyozza a T sejt aktivaciot azaltal, hogy csokkenti az MHC



IT molekulainak expressziojat az antigénprezentalo sejteken, de ugyanakkor stimulalo hatassal
van a B sejtekre az MHC II expresszidt, a cellularis proliferaciot, differenciaciot indukalva.
Az IL-10-et kodolo gén az 1-es kromoszoéman helyezkedik el, promoter régidja tobb mint 4 kb
hosszisagu. Szamos genetikai eltérést, polimorfizmust irtak mar le ezen a szakaszon. A
proximalis teriileten hdrom SNP-t (Single Nucleotide Polymorphism) is azonositottak: a
transzkripcids kezdohelytdl szamitott -1082 G/A, -819 C/T és a -592 C/A pozicidkban. Ennek
megfelelden haromféle haplotipus fordul eld a kaukdzusi populaciéban: GCC, ACC és ATA.
Az IL-10 termelést a -1082-es pozicidban levé G nukleotid befolyasolja. Ennek megfelelden a
kaukazusi populacioban magas IL-10 termeléssel jellemezheté GG ¢és alacsony IL-10
termeléssel jellemzheté AA genotipusokat kiillonboztethetiink meg. Az inflammatorikus és
humorélis immunvalaszok egyensulyanak kontrolldldsa révén az interleukin-10 szintje
kritikus tényez6 az immunszabalyozasban. A normalistol eltérd IL-10 szintet mértek mar tobb
autoimmun betegségben, példaul Sjogren szindroémaban, rheumatoid arthritisben, SLE-ben is.

polimorfizmusat és a szolubilis IL-10 szinteket Sjogren szindromas betegek és egészségesek
csoportjaban. Meghatdroztuk a genotipus gyakorisaigokat PCR-RFLP mddszerrel, illetve
tanulmanyoztuk az IL-10 polimorfizmus ¢és a betegség klinikai ¢és immunologiai

jellegzeteségeinek Gsszefiiggéseit is.



CELKITUZESEK

Az antiLa/SSB ¢és az antiRo/SSA a Sjogren-szindroma jellegzetes autoantitestjei. Mig
az antiRo/SSA Onmagaban is eléfordulhat a szérumban, addig az antiLa/SSB éaltaldban az
antiRo/SSA antitest mellett jelenik meg a betegekben. A Sjogren-szindroma tobbnyire noknél
jelentkezik, igy valésziniisitheté a n6éi nemi hormonok hatdsa a betegség etiopatogenezisében.
Az Osztrogén metabolizmus koros elvaltozasat Ss-ben klinikai és kisérleti eredmények is
alatdmasztjak. Kimutattak, hogy a Ro és La autoantigének kotddése keratinocitak feliiletéhez
megnd, ha a sejteket 0sztradiollal kezelik. Ugyanakkor megfigyelték, hogy UVB besugarzas
hatasara a keratinocita sejtek felszinén Ro/SSA és La/SSB antigének jelennek meg, igy a
keringd antitestek a sejtfelszini antigénekhez kotddhetnek. A kisérleteinkhez HaCaT sejteket
valasztottunk, mivel ez a kotédés csak gyorsan osztodd, nem differencialodott sejtekben
mutathatd ki, s ez a sejtvonal az erdsen proliferalodd, bazalis keratinocitdk in vitro
modelljének tekinthetd. A fentieknek megfelelden a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e mekkora a HaCaT sejtek Ro/SSA és La/SSB antigén mRNS alapszintje,

e van-e valamilyen hatasa az UVB sugarzasnak ¢és a 17-B-6sztradiolnak a Ro/SSA
¢s La/SSB antigén mRNS expressziojara,

e van-e, ha igen akkor milyen 0Osszefiiggés all fenn a Ro/SSA és La/SSB
autoantigén mRNS-ek expresszidja és az Osztradiol illetve az UVB sugarzas
betegségben jatszott szerepe kdzott?

Tobb betegség esetében taldltak osszefiiggést az interleukin-10 gén polimorfizmusa és a
betegség kialakulésa, illetve a betegségre valo fogékonysag kozott. Az IL-10 polimorfizmus
jelentdségét hangstlyozzak szdmos autoimmun betegség esetén is, igy pl. autoimmun
hepatitisben. Ezen betegségek mellett tobb malignus elvaltozas is kapcsolhatd a kiilonbdzd

IL-10 genotipusokkal és IL-10 szintekkel. Az a megfigyelés, hogy a magas IL-10 termeld



képesség genetikailag kodolt, fontos tényezd lehet az autoimmunitds és a malignitas
tanulmanyozasaban.

Munkank soran az IL-10-el kapcsolatban azt kivantuk vizsgalni, hogy prognosztikai
szempontb6l mennyire indokolt az egyes betegcsoportokon beliill megkiilonboztetni az
irodalom szerint kiilonboz6é IL-10 termeld képességgel jellemezhetd genotipusokat, azaz az
alacsony (AA), kozepes (GA) és magas (GG) citokintermeld genotipust. A kovetkezo
kérdésekre kerestiik a valaszt vizsgéalatainkkal:

e van-e¢ Osszefliggés a betegségek és az IL-10 gén promoter nt -1082 polimorfizmusa
kozott,

e van-e kapcsolat a genotipusok és a szolubilis IL-10 szintek kozott,

e lehet-e prognosztikai szerepe a genotipusnak, illetve az IL-10 szintnek a betegségek

lefolyasaban, illetve kialakulasukban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

A Ro/SSA és La/SSB autoantigének mRNS expressziojdnak vizsgdlata

A human keratinocita sejtek és a HaCaT sejtek teljes tapfolyadékban, CO,
inkubatorban torténé tenyésztése utan 17-béta-sztradiol kezelésben (10°*M koncentracioban)
¢és UVB (200 J/m”* dozisban) besugarzasban részesiiltek. A mintak feldolgozasara a kezelést
kovetd 12, 24, 48 és 72 ora elteltével keriilt sor.

A sejtekbél Chomczinsky - guanidin-tiocianat-fenol alapti - modszer segitségével
RNS-t izolaltunk, majd az izolalt RNS-bdl SuperScript II Preamplification Kit segitségével
tortént meg a cDNS szintézis. PCR technika alkalmazasaval mértiik az mRNS szinteket a

kiilonbozo6 kezelések utan.

IL-10 promoter polimorfizmus vizsgdlata

135 egészséges kontroll személyt ¢és 99 primer Sjogren-szindromas beteget
vizsgaltunk meg az IL-10 polimorfizmus tekintetében. A vizsgalt személyek periférias
vérének limfocitaibol szarmazdé DNS izolalast kovetden az egyedi nukleotidot érintd
RFLP modszerrel tortént.

A szolubilis IL-10 szinteket, a vizsgalt személyek szérumabol, klasszikus szendvics
ELISA moédszerrel lett hataroztuk meg.

Az IL-10 szinteket Kruskal-Wallis teszt segitségével hasonlitottuk 6ssze, a varianciat
kétmintds Student-t teszt segitségével hatdroztuk meg. A genotipus gyakorisagok

sszehasonlitasanal a Yates altal modositott y° tesztet alkalmaztunk.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A Ro/SSA és La/SSB autoantigének mRNS expresszidjdnak vizsgdlata

Az epidermalis keratinocitdk -foleg a bazélis sejtek- az immunolodgiai kérosodas
célpontjai példaul a fényérzékeny SLE-ben is. A HaCaT sejtek spontan transzformalodott
human keratinocitdk a bazalis epidermdlis keratinocitdk fobb jellegzetességeivel.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a HaCaT sejtekben megtalalhato a Ro/SSA antigén
mindharom mRNS formdja (46, 52, 60 kDa). A 60 kDa-os forma mRNS szintje alacsonyabb
volt, mint a kalretikulin (46 kDa) és az 52 kDa-os forma mRNS szintje, mely eredmény
megegyezik mas munkacsoport eredményeivel.

Ss betegekbdl szarmazé periférids limfocitakban mar azonositottak az La/SSB antigén
mRNS-ének két alternativ formajat, melyek alternativ splicing révén jonnek létre. HaCaT
sejtekben szintén kimutathatéoak ezek az La/SSB mRNS alternativ splicing variansok, az
La/SSB exonl’ és az La/SSB exonl’’, mint a leggyakoribb La/SSB varians formak. Az
La/SSB exonl’ mRNS szintje jelentdsen alacsonyabb volt HaCaT sejtekben, mint a Ss
betegek periférias limfocitaiban.

Feltételezték, hogy a normadlis kortiilmények kozott a citoplazmaban és a sejtmagban
levé Ro/SSA és La/SSB antigének UVB hatésara a sejtfelszinre orientdlodnak. A tenyésztett
keratinocitadk UVB besugarzasa apoptotikus valtozasokat és az autoantigének sejtfelszinen
valé csoportosodasat (clustering) indukalta, mely kisebb csoportokat (blebs) eredményez
Ro/SSA antigénbdl, kalretikulinbol, riboszomakbol ¢és endoplazmatikus retikulumbol,
valamint nagyobbakat Ro/SSA ¢és La/SSB antigénekbdl és nukleoszémas DNS-bdl. Van
azonban egy masik lehetséges utja a Ro/SSA ¢és La/SSB antigének sejtfelszinen vald

megjelenésének. Fiziologids UV dozis -féleg UVB- szdmos olyan molekula termelédését



eredményezi az epidermalis keratinocitdkban, melyek borgyulladast indithatnak el
apoptétikus valtozasok nélkiil. Szamos ilyen molekula kozvetleniil az UV sugarzas hatdsara
termelddik, miutan aktivalodnak a transzkripcidos faktoraik egy oxigén-fliggd
mechanizmusban. Lehetséges, hogy az UV sugarzas hatasara a Ro/SSA és La/SSB proteinek
regulator transzkripcios faktorai aktivalodnak, s ennek eredménye a fehérjék sejtfelszinen
valé megjelenése. Ezen molekuldk szabalyoz6 mechanizmusdban bekovetkezd barmiféle
genetikai eltérés szerepet jatszhat bizonyos autoimmun betegségek (pl: fényérzékeny SLE)
kialakulésaban.

M¢ég nem bizonyitott, hogy amikor a keratinocitdkat sugéarzas éri, a Ro/SSA
proteineket kodolo Gsszes gén vagy csak a komplex néhany tagja upregulalodik. Vizsgaltuk a
haromféle Ro/SSA polipeptid mRNS expressziojat 12h, 24h, 48h, és 72h UVB besugarzas
utan. A fiziologids dozis esetén szignifikdnsan magasabb kalretikulin mRNS szintet
detektaltunk HaCaT sejtekben 24 6ras besugarzas utan, de nem volt valtozas az 52 és 60 kDa
méretli Ro/SSA mRNS szintekben. Kiilonbség volt tapasztalhaté az mRNS szintekben 24h és
48h utan a kontroll sejtekben is, bar a besugarzott sejtekben magasabb volt az mRNS szint,
mint a kontroll sejtekben. Az eltérd kalretikulin mRNS szintek nehezen magyarazhatok, mivel
a kalretikulin szintje szdmos kiillonbozé faktor eredménye, példaul hatassal van rd a stressz
(hdsokk), perturbaci6 az endoplazmatikus retikulumban , a nehéz fémek stb.

A Ro/SSA ¢és La/SSB antigének elleni autoantitestek elsésorban bizonyos autoimmun
betegségben szenveddkben termelddnek. Szamos bizonyiték van arra, hogy ezen
autoantitestek nemcsak diagnosztikai szerepet jatszhatnak, de patholdgiai szerepiik is lehet az
autoimmun betegségekben. A legtobb bizonyiték példaul az NLE-s (neonatal lupus
erythematosus)és SCLE-s (szisztémas cutaneous lupus erythematosus) betegek vizsgalatabol

szarmazik. NLE-ben az ujsziilott borbetegségének kialakuldsa az anyai IgG antiRo/SSA



antitesteknek koszonhetd, ugyanakkor a szivblokk kialakulasa is szoros kapcsolatban van
olyan antitestek jelenlétével, melyek ugyanezen antigén ellen termelédnek.

UVB sugarzas utan a Ro/SSA és La/SSB autoantigének megjelenése a normal human
keratinocitak felszinén, valamint a cirkulald antiRo/SSA és antiLa/SSB autoantitestek
antigénjeikhez vald kotddése komplement-medidlt lizisen keresztiil eredményezhet
szovetkarosodast vagy antitest-dependens sejt-medialt citotoxicitdst is. Eredményeink
korrelalnak mas kisérletek eredményeivel, azaz a kalretikulin nagy valdszinliséggel kritikus
komponense a Ro/SSA komplexnek, annak a komplexnek, mely a keratinocitak sejtfelszinén
jelenik meg UVB hatésara.

A hormonalis kornyezet, a ndi nemi hormonok szintén fontos szerepet jatszhatnak a
Ro/SSA ¢és La/SSB asszocialt betegségekben. Ugyanakkor a ndi dominancia szamos
autoimmun betegségben, példaul az SLE-ben, Ss-ben mar bizonyitott. Megfigyelték, hogy
ezen betegségek aktivitdsa fokozdodik a menstruacid és fogamzasgatlo tablettdk szedése alatt.
Tovabba egerekben végzett kisérletek szerint az androgén kezelés késlelteti az autoimmun
betegség megjelenését illetve a betegség sulyosssaganak mértékét csokkenti. A tenyésztett
keratinocitak esetén is az 0sztrogén kezelés fokozott Ro/SSA és La/SSB antigén expressziot
eredményezett a sejtek felszinén. Az Osztradiol kezelésbdl szarmazd eredményeink azonban
eltértek masok altal leirt eredményektSl, miszerint a 10° és 107 M 17-béta-6sztradiol
indukalja mind az 52 kDa-os, mind a 60 kDa-os Ro/SSA mRNS-ek expresszidjat human
keratinocitakban (mégpedig 6tszords ardnyban) a kezeletlen sejtekkel 6sszehasonlitva. HaCaT
kalretikulin, sem az 50, sem a 60 kDa-os Ro/SSA proteinek mRNS szintjében. Még kérdéses,
hogy a HaCaT sejtek miért mutatnak eltérd viselkedést a sejttenyésztett human

keratinocitakhoz képest 6sztrogén hatasara, mig UVB hatdsara hasonldan reagalnak.
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A kiilonb6z6 La/SSB mRNS szinteket illetden nem tapasztaltunk valtozast az exonl’ mRNS
szintekben UVB hatdsara, mig Osztradiol hatasara csokkent az exonl’ mRNS szintje. Egy
korabbi kozleményben beszamoltak arrdl, hogy az NF-kappaB elem jelen van az exonl’
variansok regulator helyein, igy szerepet jatszhat ezen mRNS-ek expresszidjanak
szabalyozasaban. Az NF-kappaB elem valdszintileg aktiv oxigén formak hatdsara aktivalodik,
melyek példaul UV sugarzas hatdsara termelédnek, de kiilonb6zé hormonok is szerepet
jatszhatnak szabalyozasaban.

Osszefoglalva tehat, kimutattuk a haromféle Ro/SSA antigén format és a harom,
alternativ splicing La/SSB variansokat is a human keratinocitdkban. UVB sugarzas hatdsara a
kalretikulin mRNS szintek ndvekedtek, mig 6sztradiol kezelés hatdsara fokozatos csokkenést
tapasztaltunk az La/SSB exonl’ mRNS szintekben. Eredményeink aldtdmasztjadk azt a
feltevést, miszerint a Ro/SSA ¢és La/SSB antigének szerepet jatszhatnak a kiilonbozo

autoimmun betegségek patogenezisében.

1IL-10 promdter polimorfizmus vizsgdlata

A SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tobb mint 3 millid6 béazisparnyi eltérést
eredményez két ember genomja kdzott még azonos populacion beliil is. Ez az eltérés nem
hanem egy adott pozicidban az egyik nukleotid helyett egy masik all (példaul G helyett A).
Meégis ez a legjelentdsebb mértékii genetikai eltérések egyike.

Az SNP-k elhelyezkedésiik szerint elédfordulhatnak kodold szakaszon kiviil, ahol vagy
szabalyozasat befolydsolhatjak, vagy eldfordulhat, hogy nincs semmiféle hatasuk.

El6fordulhatnak nukleotid eltérések génen beliil is. Amennyiben a nukleotid eltérés
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kovetkeztében nem valtozik meg az aminosavsorrend (szinonim valtozas), akkor az eltérés
hat4sa nem jelentkezik fehérjeszinten, illetve vannak olyan SNP-ek is (non-szinonim), melyek
hatasa mar fehérjeszinten is jelentkezik, megvaltoztatva az aminosav sorrendet. Léteznek
olyan aminosavvaltozasok is, melyek jelentés mértékben befolyasoljak vagy akar teljes
mértékben el is torolhetik az adott fehérje funkcidjat.

A genetikai variabilitas ismerete szdmos probléma megoldasaban nyujthat segitséget.
Az SNP-k ismeretében nyomon kovethetdk az evolucids valtozasok, a természetes szelekciod
alakulasa, mivel a legtobb véltozas a fokozott rekombinaciéju régiokban fordul eld. Igy a
fajok kozotti, illetve a fajon beliili evolicios valtozasok is nyomon kovetheték. Fontos
szerepe lehet az SNP-k ismeretének a farmakologidban, mivel ismert jelenség, hogy az
emberek kiilonbozOképpen reagalnak ugyanazon gyodgyszerekre, illetve fontos lehet a
gyogyszerek metabolizacigjaban szerepet jatszo gének SNP-¢inek ismerete is a gyogyszerek
hatdsmechanizmuséanak feltérképezése szempontjabol.

Az SNP-k egyik legismertebb kérdéskore azonban a betegségre valod fogékonysag, a
szuszceptibilitds. Szamos kozlemény bizonyitja, hogy egyes nukleotid polimorfizmusok
Osszefliggésbe hozhatdk a betegségek kialakulasaval, mivel egyes nukleotidok gyakrabban
fordulnak el bizonyos betegségben szenved6knél, mint ugyanabban a pozicidban a populécio
egészénél. Azaz bizonyos SNP-k jelenléte esetén egy adott betegség gyakorisaga
szignifikansan nagyobb lehet 6sszehasonlitva ezen betegségben nem szenvedd csoporttal.
melyet alatdmaszt az a tény, hogy ndvekvd gyakorisaggal fordul el a betegség a mar pSs-ben
szenvedd betegek rokonsagaban. Szamos tanulmany vizsgalta mar a lehetséges Osszefiiggést
az IL-10 polimorfizmusa és bizonyos autoimmun betegségek kozott, példaul SLE-ben,
rheumatoid arthritis esetén. A vizsgélatok szerint magas IL-10 szintet detektaltak a pSs

betegek periférias vérének monocitaiban ¢és a nyalmirigyekben, két ujabb vizsgélat pedig az
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IL-10 gén promoterének polimorfizmusait tanulmanyozta Ss betegekben. Megnovekedett
GCC haplotipus gyakorisagot és csokkent ACC haplotipus gyakorisagot talaltak a vizsgalt Ss
betegcsoportban, de nem talaltak 0sszefliggést az extraglandularis manifesztaciok és az IL-10
haplotipusok kozott, valamint nem taldltak szignifikans kiilonbségeket a klinikai és
immunologiai paraméterek esetén sem a betegekben.

Szamos megfigyelés mutatja, hogy egyes SNP-k megléte a magas életkort megért
emberekkel is 0sszefliggésbe hozhatok. Ezek az eredmények, ha nem is vezetnek a maximalis
¢lettartam kitolasahoz, megmutathatjak, hogy mely géneknek lehet nagyobb szerepiik az
¢lethossz alakitasaban. Ebben a megkdzelitésben az SNP-ket olyan faktoroknak tekinthetjiik,
melyek befolydsolhatjak az egyén sejtjeinek informacids szintjét, s ezért az SNP-ket az
oregedési folyamat egyik meghatarozojanak tekinthetjiik. A Sjogren szindroma a korfiiggd
betegségek kozé tartozik, hiszen a gyakorisdga -hasonléan egyes malignus elvaltozasokhoz-
né a kor elérehaladtaval, igy felmeriilt, hogy a betegségnek kozos gyokerei lehetnek az
oregedéssel is. Az IL-10 promoter régidjanak -1082-es polimorfizmusat részletesen
tanulmanyoztdk mind az Ss, mind az Oregedés tekintetében. A -1082G allél szignifikansan
gyakoribb az idds férfi populacioban, mig a GCC/ATA genotipus aranya nagyobb a Ss-as
nékben. A vizsgalataink szerint a -1082-es pozicidban a Sjogren szindromaban gyakoribb az
AA homozigoéta tipus, mint a kontroll csoportban, ugyanakkor a betegek csoportjaban a GG
homozigota ndk szama kisebb az AA genotipusti n6kénél, a kontroll csoportban ez a két szam
egyenld. Nyilvanvald, hogy sem a betegségre vald fogékonysagot, sem a magas életkort nem
lehet egy nukleotid polimorfizmusaval magyardzni, de ugyanakkor egyértelmiinek tiinik, hogy
a -1082G allél férfiakban inkabb a magas ¢életkorhoz, mig a néknél a -1082A allél a Ss
megjelenési esélyének novekedéséhez kothetd.

A DEOEC III. sz. Belgyogyaszati Klinikdjan gondozott pSs betegcsoportban

vizsgéltuk az IL-10 gén promoterének polimorfizmusat a -1082 nt pozicioban. A GG
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genotipus gyakorisdga szinte azonos, az AA genotipus gyakorisdga kismértékben nagyobb
volt a pSs betegek korében dsszehasonlitva a kontroll csoport genotipus gyakorisadgaival.
Ezek az eredmények megegyeznek egy japan vizsgalat eredményeivel, ahol a GCC haplotipus
-mely a fehér populécioban predominans- kevésbé volt gyakori a japan pSs betegekben,
ugyanakkor az AA genotipus gyakorisaga nagyobb volt. A genotipus gyakorisag
meghatarozasa mellett mértiik a szolubilis IL-10 szinteket is a betegek szérumaban. A betegek
esetében az IL-10 szint szignifikdns mértékben magasabb volt, amely eredmény korreldl
mononukledris sejteken végzett vizsgalatok eredményeivel, miszerint emelkedett IL-10
mRNS és fehérje szinteket detektaltak pSs betegek periférids mononuklearis sejteiben. Egy
finn kutatocsoport altal végzett vizsgalat szerint azon személyeknél tapasztaltak emelkedett
IL-10 szinteket, akik negativak voltak az A allélra a -1082-es pozicidban, dsszehasonlitva az
A allél pozitiv személyekkel, ezzel szemben mi jelentds mértékben emelkedett szolubilis IL-
10 szintet detektaltunk az A allélt hordozoknal dsszehasonlitva az A allélra negativ személyek
IL-10 szintjével. Az IL-10 szintje fontos faktor, mert az IL-10 és az IL-6 kdzponti szerepet
jatszik a B sejtek és a plazma-sejtek érésében is, az immunglobulinok szintézisének
aktivacigjaban. Mi nem taldltunk kozvetlen Gsszefliggést az IL-10 szintek és az IgG szintek
kozott SSA/SSB antitestek jelenléte, vagy hianya esetén sem, de lehetséges, hogy az
emelkedett IL-10 szint hozzajarul a hipergammaglobulinémidhoz, mely az Ss egyik
jellegzetessége, illetve az autoantitestek termelddését aktivalja, mely szintén jellemzd a Ss-re.
A pSs betegeknek nagyobb az esélyiik, hogy limfomak alakuljanak ki szervezetiikben, s
lehetséges, hogy a hosszu tdvon magas szolubilis IL-10 szint fokozza az esélyét ezen
limfomak kialakulasanak.

Egy vizsgélat szerint azon pSs betegek korében, akik GCC haplotipus hordozok
voltak, a betegség hamarabb, fiatalabb korban manifesztalédott. Mi nem taldltunk ilyen

Osszefiiggést a betegség megjelenése és a genotipusok kozott. Mindemellett vizsgéltuk a
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kiilonbségeket a klinikai és az immunoldgiai paraméterek tekintetében is a haromféle IL-10
prométer genotipus alapjan csoportositott betegek esetén. Emelkedettnek talaltuk a szisztémas
érintettség gyakorisagat a GG genotipust hordozé betegek korében. Az irodalom alapjan is
valdsziniinek tiinik, hogy mérhetd hatasa van a primer Sjogren-szindroma klinikai
megjelenésére is az IL-10 promoter polimorfizmusnak.

Osszefoglalva tehat, magas szolubilis IL-10 szintet detektaltunk a Sjdgren szindromas
betegek korében az egészséges kontroll személyekkel dsszehasonlitva, a -1082 GG genotipus
nem felelés ezért a fenotipusért. Emelkedett A allél és AA genotipus gyakorisagot
detektaltunk a Ss betegekben hasonldan egy japan vizsgalathoz. Mindazonaltal az IL-10 gén
polimorfizmusa fontos komponense lehet a betegség genetikai hatterének, a betegségre valo
fogékonysagnak ¢és a betegség klinikai expresszidjanak, de tovabbi atfogd genetikai

vizsgalatok sziikségesek, melyek magukba foglaljak az IL-10 gén mas polimorfizmusait is.
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OSSZEFOGLALAS

Az autoimmun betegségek igen Osszetett korképek, szamos tényezd befolyasolja a
kialakulasukat: kiillonb6z0 genetikai eltérések, példaul az SNP-k (pl: IL-10), a kiilonbozo
autoantitestek (tObbek kozott: antiRo/SSA, antila/SS), s az Oregedés is szerepet jatszhat,
hiszen sok autoimmun betegség megjelenése ¢letkorhoz kothetd.

A Ro/SSA ¢és La/SSB autoantigének ellen termeldddé antitesteknek nemcsak a
diagnosztikdban, hanem az autoimmun betegségek patomechanizmusaban is szerepiik van.
Tobb mas tényezd mellett az UVB besugarzas €s a hormonalis hatasok is ismert kofaktorai
ezen betegségeknek. A célunk az volt, hogy tanulmanyozzuk a haromféle Ro/SSA ¢s a kétféle
La/SSB alternativ splicing formainak kiilonb6z6 mRNS szintjeit transzformalt human
keratinocitakban UVB besugarzas ¢€s 17-béta-Osztradiol kezelés hatasara. PCR technika
segitségével hatdroztuk meg a kiilonb6z6 mRNS szinteket 24, 48, 72 o6ras UVB besugarzas
utan. A kalretikulin mRNS szintje megnovekedett, mig az 52 és 60 kDa Ro/SSA mRNS—ek
szintje nem valtozott. Osztradiol kezelés hatdsara nem volt valtozas a Ro/SSA és az La/SSB
exonl mRNS szintekben, de csokkent az La/SSB exonl’ mRNS szint. A két varidns (exonl ¢és
exonl’) aranydnak szerepe mar bizonyitott Sjogren szindromaban, s a mi eredményeink is
megerdsiik azt a feltételezést, miszerint a Ro és La antigének részt vesznek a kiillonbozo
autoimmun betegségek pathogenezisében, igy a Sjogren szindromaéban is.

10 szinteket vizsgaltuk Sjogren szindromds betegek és egészségesek csoportjaban. PCR-
RFLP modszert alkalmaztunk a genotipusok meghatarozasahoz, a szérum IL-10 szintjét
ELISA modszerrel mértiik. Az IL-10 szignifikansan magasabb volt a Ss betegek (36,4 + 57,5
pg/ml) esetén, mint a kontroll személyekben (9,9 + 20,3 pg/ml; p=10°). A magas

citokintermeld képességgel jellemezhetd fenotipus és a nagyobb G allél gyakorisag kozott
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nem talaltunk Osszefiiggést a Ss betegekben szemben a korabbi vizsgalatok eredményeivel,
viszont a kontroll csoportban emelkedett IL-10 szinteket detektaltunk azok kozott, akik GG
genotipus hordozok voltak (17,7 £ 23,2 pg/ml), 0sszehasonlitva a masik két genotipust
hordoz6 csoporttal (AA: 8,98 £ 16,5 pg/ml; GA: 8,5 £ 21,1 pg/ml; p=0,01). Vizsgalataink
nem tamasztjak ald a korabbi vizsgalatokat, miszerint Ss-ben Osszefiiggés lenne a magas G
allél gyakorisag és a szabdlyozatlan IL-10 szekrécio kozott. Az eredményeink szerint viszont
a GG homozigdtasag kapcsolatban van az emelkedett IL-10 szinttel az egészséges
populacidban, de ez nem magyardazza az 1L-10-zel Osszefiiggésbe hozhatd azon specifikus
betegség paramétereket, melyeket altalaban vizsgalnak Ss-ben. Valosziniileg mas genetikai
faktorok is részt vesznek a betegség klinikai spektruménak kialakitdsdban a magyar beteg

populacidban.
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SUMMARY

Autoimmune diseases have a very complex clinical picture, several factors may play a
role in the onset of the autoimmune disease and the disease susceptibility such as genetic
polymorphisms (e.g. interleukins), autoantibodies (antiRo/SSA, antiLa/SSB, etc.) and aging
may play a role in it as well, since the onset of several autoimmune diseases is age-dependent.

Antibodies produced against the Ro/SSA and La/SSB autoantigens are not only of
diagnostic value but they may even play a role in the pathogenesis of several autoimmune
diseases (Sjogren’s syndrome, subacute cutaneous lupus erythematosus, neonatal lupus
erythematosus and systemic lupus erythematosus). Among other factors, such as ultraviolet
(UV) radiation and also the hormonal milieu are well-known cofactors in the pathogenesis of
these autoimmune diseases. The goal of our research was to study the possible alterations in
mRNA levels of three different Ro antigens and that of two La species produced by
alternative splicing in transformed human keratinocytes (HaCaT cells) after UVB irradiation
as well as after 17-B-estradiol treatment. The polymerase chain reaction technique was used to
determine the mRNA levels of the Ro and La species after 24, 48, and 72 hours of irradiation.
mRNA levels of calreticulin increased as a function of time after UV irradiation but mRNA
levels of Ro 52 kDa and 60 kDa Ro mRNAs were unaltered. After treating the cells with 17-
B-estradiol, there was no change observed in the levels of Ro mRNAs or La exonl mRNA,
but a gradual decrease was noted in the mRNA levels of La exonl’. The importance of
alterations in the ratio of La exonl to exonl’ is supported by the observations in patients with
Sjogren’s syndrome, and our results strengthen their role in the pathogenesis of different
autoimmune diseases.

A further aim of our study was to investigate the frequency of the -1082

polymorphism of the interleukin-10 (IL-10) gene and soluble IL-10 levels in Hungarian

18



primary Sjogren’s syndrome (Ss) patients. Ninety-nine Ss patients and 135 healthy volunteers
were examined. Samples were analyzed by the PCR-RFLP method and IL-10 plasma levels
were assesed by a commercial ELISA assay. IL-10 plasma levels were higher in the primary
Ss patients (36.4 £ 57.5 pg/ml n=99) compared with healthy subjects (9.9 + 20.3 pg/ml,
n=135, p=10°). The elevated IL-10 phenotype of Ss patients was not associated with
increased G allele frequency as reported earlier, while in the control group, we found higher
IL-10 levels among the subjects who were carriers of the GG genotype (17.7 + 23.2 pg/ml) as
compared to the other two genotype carriers (AA 8.98 + 16.5 and GA 8.5 = 21.1 pg/ml,
p=0.01). Our data do not support some previous observations that indicated an association
between deregulated IL-10 secretion in Ss and higher G allele frequency. However, our
results clearly demonstrate that GG homozygosity is associated with elevated IL-10 levels in
apparently healthy subjects, but this can not account for the IL-10 related specific disease
features observed in Ss. Thus, other genetic factors contribute to the clinical spectrum of this

heterogeneous disease at least in the Hungarian population.
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