
EGYETEMI  DOKTORI /Ph.D./ ÉRTEKEZÉS 

 

 

 

 

 

A SJÖGREN-SZINDRÓMA MOLEKULÁRIS BIOLÓGIAI 

MEGKÖZELÍTÉSE 

 

 

 

DR. URBÁN LÁSZLÓ 
 

 

 

TÉMAVEZETP: DR. SEMSEI IMRE 

PROGRAMVEZETP: PROF. DR. SZEGEDI GYULA 

 
 

 

Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudományi Centrum 

III. sz. Belgyógyászati Klinika 

Molekuláris Biológiai Kutató Laboratórium 

Debrecen, 2004 



 
 

1

TARTALOMJEGYZÉK 
 

 
oldal 

I. BEVEZETÉS                        3 

II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS           5 

A poliszisztémás autoimmun betegségek és a Sjögren-szindróma      5 

Az La autoantigén           11 

Az La autoantigén splicing variánsai és a 7-es exon forrópont régiója     12 

A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítése       16 

A t(14;18) kromoszóma transzlokáció jelentQsége       19 

Az autoimmunitás és az öregedés kapcsolata        21 

 

III.  CÉLKIT^ZÉSEK            23 

 

IV. BETEGEK ÉS MÓDSZEREK          24 
 

1. Betegismertetések           24 

2. Módszerek            24 

a. Sejtizolálás          24 

b. DNS szeparálás          24 

c. Differential display         24 

d. Polimeráz láncreakció         26 

e. Egyszálú DNS konformációs polimorfizmus (SSCP)     27 

f. Szekvenálás          28 

 



 
 

2

V. EREDMÉNYEK            29 
 

1. A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítése       29 

2. Az La gén 7-es exon forrópont mutációi        31 

3. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata a Sjögren-szindrómával    33 

4. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata egyes tüdQkarcinómákkal 36 

5. Az öregedés szerepe az autoimmmunitás etiológiájában      38 

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az öregedéssel és betegségekkel    39 

 

VI. MEGBESZÉLÉS           40 

 

VII. ÖSSZEFOGLALÁS           60 
 

Magyar nyelv_           60 

Angol nyelv_           61 

          

VII. IRODALOMJEGYZÉK          62 

 

IX. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS         79 

 

X. FÜGGELÉK            80 

1. Rövidítések jegyzéke          80 

2. ElQadások jegyzéke          81 

3. Közlemények jegyzéke         83 

4. Közlemények másolatai         85 

 



 
 

3

 
 

I. BEVEZETÉS 

 

 A poliszisztémás autoimmun betegségek nagy csoportjába több betegség sorolható be, 

így pl. a szisztémás lupus erythematosus (SLE), a kevert kötQszöveti betegség (MCTD) és a 

Sjögren-szindróma is (Ss). A Sjögren-szindrómában fQként a könny-, nyál-, és egyéb exocrin 

mirigyek m_ködése károsodott, mind amellett, hogy más szervek m_ködése is zavart 

szenvedhet. Primer és szekunder formája ismert, utóbbinál a rheumatoid arthritissel (RA), 

SLE-vel vagy más betegségekkel is társulhat. 

Ezen autoimmun betegségek kialakulásában több tényezQ játszik szerepet, így az 

immunregulációs zavart elQidézQ komplex genetikai háttér, továbbá hormonális tényezQk, 

valamint egyéb külsQ és belsQ faktorok (exogén, endogén és retrovírusok, UV-sugárzás, 

kémiai anyagok, gyógyszerek, stb.). Az Ss betegek széruma legtöbbször nukleáris antigének 

ellen termelQdött antitesteket (ANA) tartalmaz. Az ANA-k nagy gyakorisággal a 

génexpresszióban különbözQ funkciókat ellátó fehérjék ellen termelQdnek, így pl. a hnRNS 

feldolgozásában részt vevQ fehérje, az RNS polimeráz III transzkripciós faktora, az La/SS-B 

ellen. Az egyes betegségekre jellemzQ marker autoantitestek - így az anti-La/SS-B – 

jelentQségét nem kérdQjelezi meg senki, és mint ilyenek, igen fontos szerepet játszanak a 

betegség felismerésében, diagnosztikájában, de patológiai jelenségek, történések 

kialakításában is részt vehetnek. 

Disszertációmban azokat az eredményeket írtam le, melyeket az La autoantigén 

molekuláris biológiai módszerek felhasználásával történt tanulmányozása során kaptunk, 

hogy tovább tisztázhassuk szerepét a Sjögren-szindróma patomechanizmusában. Emellett 

megkezdtük a Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítésének elQkészítését, illetve 

tanulmányoztuk a t(14;18) kromoszóma transzlokáció jelentQségét a Sjögren-szindróma egyik 
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fQ halálozási okaként jelentkezQ lymphoproliferatív szindrómákkal kapcsolatban. Végül pedig 

az öregedéssel fokozottabban jelentkezQ Sjögren-szindróma etiológiájának összefüggéseit is 

megvizsgáltuk az öregedés általános folyamataival kapcsolatban, mely további elméleti 

adalékokkal szolgálhat a betegség etiopatogenezisének felderítéséhez. 
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

A poliszisztémás autoimmun betegségek és a Sjögren-szindróma

        

 A Sjögren-szindróma (Sjögren, 1933; Moutsopoulos és Youinou, 1991; Zeher 1990, 

Zeher és Szegedi, 1998) olyan több szervrendszert érintQ betegség, melyre leginkább a szem- 

és száj szárazsága hívja fel a figyelmet. Az autoimmun gyulladásos folyamat következtében a 

könny-, nyál-, és egyéb exocrin mirigyek m_ködése károsodik, váladékot termelQ képességük 

csökken. A nyálmirigyek megduzzadnak, fájdalmasak lehetnek. Mindezek mellett non-erosiv 

polyarthritis, vasculitis, myositis, központi idegrendszeri károsodásra utaló tünetek 

(Alexander és mtsai, 1981), vese és tüdQelváltozások alakulhatnak ki. A Ss primer és 

szekunder formáját különítjük el. A primer forma esetén a betegség keratoconjuctivitis sicca, 

egyéb glanduláris (légzQszervi eltérések, gastrointestinális tünetek, xeroderma és a genitális 

traktus elváltozásai), és extraglanduláris tünetek (polyarthritis, vasculitis, idegrendszeri 

eltérések, myositis, pneumonitis, lymphadenopathia, veseelváltozások) együttesébQl áll. 

Szekunder formáról akkor beszélünk, ha a klasszikus sicca komplex egyéb poliszisztémás 

autoimmun betegséggel (pl. rheumatoid arthritis, systemás lupus erythematosus, stb.) együtt 

jelenik meg. 

 A Sjögren-szindróma gyakorisága eléri az 1%-ot, a rheumatoid arthritissel közel 

azonos gyakorisággal figyelhetjük meg. ElsQsorban 40-50 év közötti nQket érint, a nQk férfiak 

aránya 9:1. A menopausa éveiben kialakulására lényegesen nagyobb az esély, de néhány 

gyermekkori esetrQl is beszámoltak.  

 A Ss a poliszisztémás autoimmun betegségek csoportjába tartozó 

multifaktoriális betegség, melyben a target szövetek pusztulását autoimmun jelenségek idézik 

elQ. Az exocrin mirigyekben és a parenchimás szervekben autoreaktív, cytotoxikus T sejtek 
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szaporodnak fel, melyek szöveti pusztulást idéznek elQ. A CD4 és CD5 pozitív T sejtek és B-

sejtek (Zeher és mtsai, 1990) aktiválásával lokálisan immunoglobulinok, autoantitestek, és 

immunkomplexek termelését idézik elQ, melyhez számos citokin részvétele szükséges (Zeher 

és mtsai, 1997; Ogawa és mtsai, 1995). Bizonyos extraglanduláris tünetek, például a 

vasculitisek kifejlQdésében a két folyamat együttesen figyelhetQ meg. Az epithel sejteken 

kialakuló nem megfelelQ HLA-DR expresszió (Moutsopoulos és mtsai, 1986; 1991) alapján 

feltételezhetQ, hogy antigének prezentálásra képessé válnak. Az exocrin mirigyekben levQ 

fokális lymphocytás infiltráció perzisztálását és fokozását a T sejtek csökkent Fas-ligand és 

fokozott bcl-2 expressziója segíti elQ, mely mechanizmus szerepet játszhat a malignus 

lymphomák kialakulásában is. Az irodalmi adatok szerint a korban és nemben egyeztetett 

kontroll csoporthoz képest a malignus lymphomák kialakulása 40-szer gyakoribb a Ss 

betegekben (Bunin és Talal, 1963; Talal és Bunim, 1964; Kassan és mtsai, 1978; Zeher és 

mtsai, 1998). A Sjögren-szindrómás + non-Hodgkin lymphomás esetekre jellemzQ, hogy a 

lymphoma évekkel követi az autoimmun betegséget, általában az alacsony malignitású B-

sejtes formák jelennek meg, melyek 50%-ában a túlélés eléri az 5 évet. A lymphoma 

képzQdésében a vírusok (HTLV-1, Herpesvírus 6, EBV, HCV), az o-6-methylguanin 

mutációja, a B1 sejtek hyperstimulációja, illetve a bcl-2 oncoprotein apoptózis-gátlása 

valószín_síthetQ. 

 

A betegség kialakulásában több tényezQ szerepét tételezik fel. Bizonyos környezeti 

behatásokra (vírusok, gyógyszerek, UV sugárzás), illetve sajátságos genetikai hajlam esetén a 

kórkép teljes formájában évek alatt alakul ki. A Ss etiopathogenezisében a herpes (EBV, 

CMV, Herpesvírus 6) és retrovírusoknak (HIV-1, HTLV-1, human retrovírus 5) 

tulajdonítanak szerepet, melyek, mint ubiquiter vírusok a nyálmirigy epithelsejtjeiben 

perzisztálnak és trigger szerepük lehet az autoimmun gyulladásos folyamat elindításában. A 
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Sjögren-szindrómában az SS-A/Ro és SS-B/La autoantigén ellen figyelhetQ meg autoantitest 

képzQdés (Harley és mtsai, 1986). A Ro és La autoantitest szerepe teljes mértékig még nem 

bizonyított, de vannak olyan megfigyelések, hogy bizonyos extraglanduláris tünetek (pl. 

vasculitis) megjelenésével szoros asszociációt mutatnak, így feltételezhetQ, hogy a szöveti 

károsodások kialakításában közvetlenül is részt vesznek. Az utóbbi idQben elvégzett 

immunhisztokémiai vizsgálatok alapján a Sjögren-szindrómás betegek nyálmirigyében 

kialakuló acinus-, és ductus epithelsejtek károsodásában nagy jelentQséget tulajdonítanak a 

sejtek fas-mediált apoptótikus károsodásának is. Korábbi vizsgálatok a nyálmirigy acinusok 

és ductusok epithel sejtjeinek pusztulásában az autoimmun gyulladásban résztvevQ 

lymphocyták direkt szerepét is feltételezik. Ezek alapján úgynevezett autoimmun epithelitis 

alakul ki, melynek eredményeként az epithel sejtek destruálódnak. Hasonló elváltozást a Ss 

betegek bronchus epithel sejtjein figyeltek meg. 

 

Primer Sjögren-szindrómában régebben a HLA-B8 antigénnel való asszociáció volt ismert, 

míg az újabb kutatások alapján szoros kapcsolat a DR3 alloantigénnel áll fenn. Ismert az is, 

hogy a HLA-DQW1 elQfordulási gyakorisága igen magas, mely azért jelentQs, mert szerepet 

tulajdonítanak neki a poliklonális B-sejt aktiváció regulációjában. Világossá vált, hogy eltérQ 

a primer és szekunder forma immungenetikai háttere (Moutsopoulos és mtsai, 1975; 

Manthorpe és mtsai, 1985), hiszen a szekunder formában, ha az Ss rheumatoid arthritissel 

társul, ez utóbbira jellemzQ DR4 antigén asszociációja figyelhetQ meg. Legújabban 

kimutatták, hogy a nemrégen felismert egyik allogén, a DRW52 mindkét Sjögren forma 

esetén igen gyakran, 80-90%-ban kimutatható. Mivel az immunreaktivitási gének a D lokusz 

antigénjeihez kötöttek, érdekes az a megfigyelés, hogy egyes HLA antigének jelenléte 

meghatározhatja a Ss betegek fokozott antitest termelQ képességét. Az anti-SS-A ellenanyag 

pozitivitás a DR2 antigénnel, míg az anti-SS-B ellenanyag termelése a DR3 antigénnel mutat 
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szoros összefüggést. Kimutatható az is, hogy a HLA-DQ1/DQ2 heterozigótákban az anti-SS-

A, anti-SS-B és a reuma faktor igen magas titerben jelenik meg. 

 

Klinikai tünetek és diagnosztikus kritériumok 

 
 A primer Sjögren-szindróma klinikai tüneteit exocrin (glanduláris) és non-exocrin 

vagy extragladularis csoportba soroljuk (Talal és mtsai, 1987; Zeher és mtsai, 1989). A 

tüneteket összefoglaló „diagnosztikus kereket” mutatja az alábbi ábra:  

 

A Sjögren-szindróma tüneteinek összefoglalása. GI = gastrointestinális; CNS = központi idegrendszer; 

PNS = perifériás idegek; CFS = krónikus fáradtság szindróma. 

 

A diagnosztikus kereken feltüntetett tünetek bármilyen variációja elQfordulhat, de nem 

követelménye a diagnosztikus kritériumoknak, hogy valamennyi tünet jelen legyen. 

A Sjögren-szindróma megállapításánál használt diagnosztikus tesztek eredményeit 

kritériumrendszer formájában értékeljük. Több kritériumrendszer létezik (pl. Fox és mtsai, 

1986), ma a Vitali és mtsai (1992) által kimunkált a legelfogadottabb. Az alábbi összefoglaló 

táblázat jól szemlélteti ezeket a kritériumokat és kritériumrendszereket. 
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A Sjögren-szindróma diagnosztikus kritériumai. 

 

Terápiás lehetQségek 

 

 A szemtünetek kezelésére a m_könnyek, aktív gyulladásos tünetekre steroid és nem 

steroid tartalmú cseppek-, súlyos gyulladásos elváltozásoknál lokális Cyclosporin A vagy 

szisztémás steroid és Cyclosporin A használható. A saját könny elfolyásának meggátlására a 

könnycsatornák elzárását alkalmazzák. A corneán kialakuló fekélyek fedésére terápiás lágy 

kontaktlencsék kerültek forgalomba, a szaruhártyán keletkezQ, nem gyógyuló fekélyeknél 

szaruhártya átültetésre van szükség. A szájszáradás kezelésére m_nyál és szájzselé adható, az 

orális candidiasist célzottan kezelni kell. Nagy jelentQség_ a fogak konzerválása. Saját 

tapasztalataink szerint az N-acetyl-cystein kúraszer_ alkalmazása javítja a szájszárazság 
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érzetet. Jelenleg kipróbálás alatt áll a kis dózisú, per os alkalmazott természetes interferon 

alfa, mely az eddigi vizsgálatok alapján szignifikánsan fokozza a stimulált nyálszekréciót, így 

a xerostomiás tünetek csökkenését eredményezi. 

Immunszupresszív kezelést általában extraglandularis tünetek jelentkezésekor 

alkalmazunk. Megválasztásánál alapvetQ jelentQség_, hogy az adott tünet milyen 

immunológiai mechanizmus alapján jön létre, így T-sejtes folyamatnál a steroid gyulladás 

gátlók, míg B-sejt mediálta folyamatoknál Cyclophosphamidot használunk. 

Saját megfigyelésünk alapján a Sjögren-szindróma prognózisát alapvetQen a belsQ 

szervi érintettség súlyossága szabja meg. Nagy betegcsoporton elvégzett vizsgálatok alapján 

megállapíthattuk, hogy a tüdQ érintettsége illetve a férfi-nem rossz prognosztikai faktor. Az 

átlag népességnél gyakrabban kialakuló malignus lymphoma szintén rontja a túlélési 

esélyeket. 
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Az La autoantigén 

 

 Régóta gyanítják, hogy a Ss kialakulásában az La gén pathofiziológiai szereppel is 

bírhat a Ro autoantigén mellett, mely a másik autoantigén, amit összefüggésbe hoznak a 

Sjögren-szindróma és más autoimmun betegségek kialakulásával. Mind az La mind pedig a 

Ro antigének ribonukleoprotein (RNP) komplexekben asszociálódnak. Az La RNP összetevQi 

az RNS polimeráz III transzkriptumai: 7S, 5S, tRNS, U6 RNS és Y (Ro) RNS-ek valamint az 

La illetve Ro antigének (Hendrick és mtsai, 1981; Pruijn és mtsai, 1990). Egy La RNP-re 

mutat példát az 1. ábra.  

 

1. ábra. Az La fehérje asszociációja a hY1 RNP-ben. A hY1 (Ro) RNS mellett az La fehérje az 52 kD-

os és 60 kD-os Ro proteinnel képez komplexet. 

 

Emellett azonban még számos más asszociációban is megtalálható az La protein, ahogy U1 

RNS-sel, vagy egyes vírus RNS-ekkel (pl. EBER; Chan és mtsai, 1989b) is, illetve az 

endonukleáz VII komplex részeként is azonosították (Bachmann és mtsai, 1983). 

Az  La fehérje elsQsorban a sejtmagban lokalizálódik, de különbözQ stressz hatások (pl. 

UV-sugárzás) fokozott sejtfelszíni megjelenést eredményezhet (Bachmann és mtsai, 1990a; 

1992). A 408 aminosavból összetevQdQ La fehérje két fQ doménbQl áll (Chan és mtsai, 
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1989a), melyet egy proteázokra érzékeny 130 aminosavból álló szakasz kapcsol össze (2. 

ábra).  

 

2. ábra. Az La fehérje szerkezeti modellje. A fehérje két fQ doménbQl (X, Y) áll, melyet 130 

aminosavból álló, proteázra érzékeny (nyilak) lánc kapcsol össze. A metionin részek az X 

doménre, a foszforilált aminosav részek az Y doménre jellemzQek. Az X doménen található az 

oligoU kötQhely, míg az Y-on a magszignál és a dimerizácis szignál. 

 

Az La autoantigén szerepet játszik az RNS polimeráz III által irányított transzkripció 

terminációjában (Gottlieb és Steitz, 1989) és a termináció belsQ iniciálásában, legalábbis a 

poliovírus esetében (Meerovitch és mtsai, 1989). A fehérje transzkripciós faktor lévén 

különbözQ (fQleg RNS és DNS széttekerQ) enzimaktivitásokkal is rendelkezik (Bachmann és 

mtsai, 1990b). Maga az La gén a 2-es kromoszómán helyezkedik el és egy 11 exonból álló, 

1,47 kb hosszúságú RNS-t kódol (Chambers és mtsai, 1988).  

 

Az La autoantigén splicing variánsai és a 7-es exon forrópont régiója 
 

 Az La autoantigén mRNS-ét több forrásból is klónozták (Chan és mtsai, 1989b; 

Semsei és mtsai, 1993), így humán sejtekbQl is. A Sjögren-szindrómás beteg lymphocytáiból 

történQ klónozást követQen megállapították (Tröster és mtsai, 1994), hogy az RNS-nek több 

splicing variánsa is létezik (3. ábra), s ezeknek 5’ végei eltérQ szekvenciájúak.  
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DNS

RNS

 

3. ábra. Az La antigén 5’ végének szerkezete és a róla képzQdQ 3 különbözQ mRNS splicing-variáns 5’ 

vége. a = exon 1, b = exon 1’ és c = exon 1” variánsok a fehérje kezdQhelyek ATG-inek 

bejelölésével, ahol az ATG(La) a normál kezdQhely. 

 

Az 1 és 1’ típusú mRNS-ben az 1-es exon eltérQ splicing után alakul ki, míg az 1’ és 1’’ 

variáns között csak 4 nukleotid (satírozott rész) különbség van (Grölz és Bachmann, 1997).  

Az exon 1’ és exon 1 mRNS-ek aránya, illetve az exon 1’’ és exon 1’-é is 1:5 körüli (Hilker 

és mtsai, 1996; Grölz és Bachmann, 1997). A 4. ábra mutat egy példát ezekre az mRNS 

arányokra. 

 M     1       1’    1’’

[bp]

1353

1078

 872

 603

 310

 271

 234

 194

 

4. ábra. Az La autoantigén 3 mRNS splicing variánsának mRNS szintjei humán keratinocitákban. 1 = 

La exon 1 forma; 1’ = exon 1’ mRNS; 1’’ = La exon 1’’ mRNS forma; M = HX174 DNS marker. 
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Az 1’ típusban a normál ATG kezdQhely elQtt több másik ATG is található, mely 

lehetQséget nyújthat az N-terminálon módosult La fehérje kialakulásához. A módosult fehérje 

pedig lehetQséget nyújthatna autoimmun reakciók kiváltásához, hiszen olyan epitópok 

jöhetnek létre, melyeket az immunrendszer idegenként azonosíthat. Azonban mindhárom 

kezdQ ATG-t stop kodon követ, mielQtt még a normál kezdQhelyet elérné a fehérje átírása, s 

így már nem alakulhat ki módosult fehérje. Ismert azonban az a jelenség, hogy egyes 

vírusfertQzések hatására az mRNS-eknél keretugrás történhet a leolvasáskor, s ez lehetQséget 

adhat az extra N-terminális rész átírása mellett a normál fehérje átírására is. Így vagy egy 

teljesen új fehérje keletkezik, vagy egy N-terminálison módosult La fehérje. In vitro 

rendszerekben valóban ki is mutatták módosult fehérjék keletkezését, noha csak igen kis 

mennyiségben. 

A kutatások késQbbi fázisaiban az mRNS splicing variánsok mellett több pszeudogént is 

azonosítottak (5. ábra). Kialakulásuk 4-5 millió évvel ezelQttre tehetQ (Lin és Chan, 1995). 

 

5. ábra. La mRNS-ek és pszeudogének. A 7-es exon oligoA régiójában különbözQ tagszámú oligoA 

szakaszokat figyelhetünk meg. 
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Mindkét fQ mRNS típushoz hasonlító pszeudogén létezik, s ami felt_nQ volt ezekben a 

génekben, hogy a 7-es exonban található egy forrópont régió (Bachmann és mtsai, 1996), ahol 

eltérQ tagszámú oligoA szekvenciák találhatók a különbözQ pszeudogénekben.  A késQbbi 

kutatások során egy SLE-ben és egy Sjögren-szindrómában szenvedQ betegben olyan mRNS-

eket is sikerült azonosítani, ahol az eredeti oligoA8 szekvenciával ellentétben –A deléció, 

illetve +A inzerció van (6. ábra). 

 Így tehát az La gén 7-es exonjában olyan forrópont régiót találtak, melynek mutációja 

egyéb feltételek megléte nélkül is új epitópok kialakulását eredményezheti (6. ábra), s ezzel 

autoimmun reakciók kiindulási alapjául szolgálhat. 

A 
 

CTGCAGTCTTAACTTTGTTCTCGTGAACTTAGCCTCTGTACTGTGTGTTGTTTAGGGACGATT
ACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAGCTA
AACAGTAAGTATGTTGAACTAATCACGACATAATTTGAATTC 
 

      B 

 
 

6. ábra. Normál La fehérjék és a pontmutációval keletkezQ változatok. 

A. Az La gén 7-es exonja a forrópont oligoA régióval. Az aláhúzás jelöli az exont, annak intron 

környezetében. A forrópont régiót vastagon írva kiemeltük. 

B. A keletkezQ fehérjék, ahol a –(A) mutációnál neo-epitóp, míg a +(A) mutációnál kriptogén 

epitóp keletkezik. A kis fehér téglalappal jelölt helyek a már eddig talált egyéb epitópokat 

jelölik. 

 

A norm ál La fehérje La m utánsok

N NN

C
+(A) -(A)

X

Y

28 kD

23 kD
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A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítése 

 
 

A betegségetiológiák hagyományos megközelítésénél legtöbbször egy-két gént 

tanulmányoznak, mely – elQzetes megfontolások alapján - legvalószín_bben oki tényezQje 

lehet a betegség kifejlQdésének. Ezt a gént (géneket) minden szempontból megpróbálják 

karakterizálni, változásukat megmérni különbözQ faktorok hatására, és összefüggésbe 

próbálják hozni legalább a fennálló betegséggel. A betegség génexpressziós okainak 

szisztematikus megközelítése a változók és paraméterek nagy száma miatt eddig nem is volt 

lehetséges. A differential display (DD), vagy különbség kimutatás (Liang és Pardie, 1992) 

segítségével két RNS populáció összehasonlítható, a minQségi és mennyiségi eltérések 

regisztrálhatók, majd a résztvevQ gének azonosíthatók (7. ábra). A betegekbQl és az 

egészségesekbQl szeparált két sejtpopuláció összehasonlításával meghatározhatjuk azokat a 

géneket, melyek az egyik esetben expresszálódnak a másikban nem (minQségi eltérés), vagy 

az egyikben eltérQ mérték_ a génexpresszió a másikhoz viszonyitva (mennyiségi eltérés).  

A reverz transzkriptáz-PCR-en alapuló DD-el már több betegségtípus szisztematikus 

megközelítését elkezdték. Többek között a szisztémás sclerosist (Feghali és Wright, 1999), 

bQrbetegségeket (Rivas és mtsai, 1997) de tumoros elváltozások patomechanizmusát is 

tanulmányozták ezzel a módszerrel (Chen és mtsai, 1996), illetve hasonlóan komplex 

problémákat, mint az öregedést (Goyns és mtsai, 1998) is DD-el próbálták tanulmányozni. 

Immunológiai betegségeket még fQleg modellrendszerben vizsgáltak DD-el (Asling és mtsai, 

1995), illetve kofaktorok, mint pl. a Sjögren-szindróma kialakulásában is valószín_leg 

szerepet játszó UV sugárzás hatását (Voght és mtsai, 1997) tanulmányozták a génexpresszióra 

nézve ezzel a módszerrel. Jelen munkánkban ismertetjük azt a DD módszert, mellyel a 

Sjögren-szindróma patomechanizmusát kívánjuk vizsgálni az egészséges és beteg donorok 

génexpressziós mintázatának tanulmányozásával. Ez a két stacioner állapot közötti különbség 
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jóval könnyebben értelmezhetQ, mint a komplex genetikai hálózatok idQbeli vizsgálatának 

eredményei (McAdams és Shapiro, 1995), melyek legtöbbször csak DNS-csip technológiával 

(DeRisi és mtsai, 1996) közelíthetQk meg és csak bonyolult komputer programokkal 

dolgozhatók fel. Mindamellett számolnunk kell azzal, hogy a kimutatott különbségek nem 

feltétlenül primer összetevQi a betegségetiológiának. 

 

7. ábra. A differential display (különbség kimutatás) folyamatának sematikus ábrázolása. Az 

egészséges (E) és beteg (B) sejtek génexpresszió-különbségét oligodT és random primerekkel 

végrehajtott reverz transzkriptáz polimeráz láncreakcióval mutatjuk ki, majd az eltérQen 

E B
Sejtek szeparálása

RNS izolálás

cDNS átírás

   PCR

E B
Elektroforézis

Sejtek szeparálása

RNS izolálás

cDNS átírás

    PCR

Sávok izolálása, majd a gének azonosítása
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expresszálódó géneket azonosítjuk. A nyilakkal jelölt sávokban különbség mutatkozik az mRNS 

szintekben, ha az egészséges sejteket a beteg sejtekhez hasonlítjuk (baloldali nyíl = minQségi 

különbség; jobboldali nyilak = mennyiségi eltérés). 

 

Az itt bemutatott differential display technikával azonosíthatók és utána tanulmányozhatók 

azok a gének, melyek expresszióbeli eltérést mutatnak az egészséges kontrollokhoz 

hasonlítva. Ezzel a módszerrel igazolhatjuk az eddigi gén-kandidátusok tanulmányozásának 

relevanciáját, de újabb gének is a látókörünkbe kerülnek, melyek valamilyen szereppel bírnak 

a betegség kiváltásában, illetve lefolyásában. A Sjögren-szindróma esetében az La gént 

tekinthetjük kandidátusnak (Bachmann és mtsai, 1987; Semsei és mtsai, 1993), mely génrQl és 

szerepérQl az utóbbi idQben több munka is megjelent (Bachmann és mtsai, 1990b; Grölz és 

mtsai, 1997; 1998). ElképzelhetQen a 3 La mRNS splicing variáns eltérQ expressziója (Grölz 

és mtsai, 1997b; Tröster és mtsai, 1994), vagy a 7-es exonban jelenlévQ pontmutációk 

(Bachmann és mtsai, 1996) meghatározó szerep_ek lehetnek a betegség etiológiájában. A DD 

eredmények értékelése azonban több újabb génre világíthat rá, melyek a betegség 

kiváltásában vagy lefolyása során szerepet játszanak. Más immunológiai betegségek is 

tanulmányozhatók a DD módszerrel, és igen valószín_en több olyan gén azonosítható lesz, 

mely sok immunológiai betegségben közös szereppel bír. Ezek a gének kisz_rhetQek 

lennének, s csak a fennmaradókból kellene válogatni; a megmaradt gének már valószín_bben 

a betegség kialakulásakor és nem lefolyása során változtatják expressziójukat.  

A sejtek komplex genetikai hálózata (Barkai és Leibler, 1997) eddig – a megfelelQ módszerek 

hiánya miatt - csak lassan és részleteiben volt tanulmányozható. Emellett a génexpresszió 

szabályzása kontrollálásának elvi alapjait is ki kellett dolgozni (McAdams és Shapiro, 1995; 

Tavazoie és mtsai, 1999; McAdams és Arkin, 1997). A DNS-csip technológia (Fodor és 

mtsai, 1993) alkalmas lehet a komplex génexpressziós változások idQbeli vizsgálatára: ezer 

gén egyidej_ vizsgálata is lehetségessé válik (Schena és mtsai, 1995), illetve akár a genom 
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teljes expressziójának a tanulmányozása is (Eisen és mtsai, 1998; DeRisi és mtsai, 1996). Így 

a komplex biológiai problémák, mint a malignus elváltozások is tanulmányozhatókká váltak 

(DeRisi és mtsai, 1997; Szállási, 1998). Ha ilyen jelleg_ dinamikus változások nem is, de egy-

egy betegség fennállásakor jelentkezQ statikus állapot a DD-el is tanulmányozható. A DD 

technikát ma már oly mértékben továbbfejlesztették (Ayala és mtsai, 1995; Haag és Raman, 

1994; Sung és Denman, 1997; Mou és mtsai, 1994) és tökéletesítették (Rotschild és mtsai, 

1997; Mohr és mtsai, 1997; Liang és mtsai, 1992; Ikonomov és mtsai, 1996; Sompayrac és 

mtsai, 1995), hogy biztonsággal, nagy pontossággal és szelektivitással alkalmazható a statikus 

génexpresszióbeli eltérések megállapítására. 

Az itt bemutatott módszerrel megkezdtük a Sjögren-szindróma génexpressziós okainak 

szisztematikus felderítését. Hasonlóan komplex problémák, mint az öregedést (Linskens és 

mtsai, 1995; Salehi és mtsai, 1996; Wels és mtsai, 1995; Wu és Lee, 1997) illetve malignus 

elváltozások (Chen és mtsai, 1999; Liang és mtsai, 1992; Salesiotis és mtsai, 1995; Forestier 

és mtsai, 1996) okait is ezzel a technikával közelítették meg, s ez a módszer más 

immunológiai betegségek patomechanizmusának vizsgálatában is célszer_nek t_nik. 

 

 
A t(14;18) kromoszóma transzlokáció jelentQsége 

 

Az Ss betegek fQ halálozási okai közé sorolhatók a lymphoproliferatív szindrómák 

(Kassan és mtsai, 1978), így a B-sejtes lymphomák is, melynek többsége folliculáris 

lymphoma, s ez a típus t(14;18) kromoszóma transzlokáció jelenlétével jól jellemezhetQ 

(Merup és mtsai, 1996;  Yunis és mtsai, 1982). Nem tisztázott azonban, hogy a transzlokáció 

direkt jelenléte milyen szerepet játszhat a Sjögren-szindrómában. 

 A t(14;18) kromoszóma transzlokációnak több típusa ismert. A két fQ típust láthatjuk a  
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8. ábrán. Emellett még ismert a vcr típus is, ez azonban csak igen kis töredékét képezi az 

összes transzlokációnak (Adachi és mtsai, 1989; 1990). 

8. ábra. A (14;18) kromoszóma transzlokáció két fQ típusa: mbr (fQ törési régió), mcr (kis törési 

szakasz).  

A transzlokáció során, a 18-as kromoszómán (18q21.3) elhelyezkedQ bcl-2 gén 

transzlokálódik az immunglobulin lánc (Ig) nehéz-, vagy könny_láncok génjeinek egyikéhez. 

A 14-es kromoszómán (14q32.3) lévQ immunglobulin lánc gén JH szegmenséhez 

transzlokálódik a bcl-2 gén, mely transzlokáció nem érinti a bcl-2 fehérje kódoló szakaszát. 

Az mbr régió a 3’ nem transzlálódó régiótól mintegy 2,5 kb-ra található, s egy kb. 500 bp-nyi 

szakaszt ölel fel (Cleary és Sklar, 1985 Cleary és mtsai, 1986). Az mcr régió @30 kb-ra 

található a 3’ irányban (Ngan és mtsai, 1989). A transzlokáció nem érinti ugyan a bcl-2 

fehérjekódoló részét, de bcl-2 gén regulációja az immunglobulin gén enhancer régiójának 

irányítása alá kerül, s így a gén expressziója viszont megnövekszik (Seto és mtsai, 1988; Seite 

és mtsai, 1993b). Ez a folyamat az apoptózis gátlásán keresztül (Hockenbery és mtsai, 1990; 

Nguyen és mtsai, 1996) oki tényezQ lehet a lymphomák kialakulásában. 

5’ 3’

18-as kromoszóma (bcl-2) 14-es kromoszóma (immunglobulin)

mbr mcr

> 30 kb

5’ 3’

JH Su Cu

t(14;18) transzlokáció (mbr)

5’ 3’

5’

t(14;18) transzlokáció (mcr)

3’

(A) (B)

> 50 kb
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Az autoimmunitás és az öregedés kapcsolata 
 
 

Egyes betegségek összekapcsolódnak az idQsebb korral, ezért elképzelhetQ, hogy 

magával az öregedés általános folyamatával is összefüggésben állnak (Semsei, 2000; 2002). 

Többek között malignus és autoimmun betegségek egyes típusai fokozottabban jelentkeznek a 

kor elQrehaladtával (Beeson, 1987). Az öregedQ szervezet egyre fogékonyabb, 

kiszolgáltatottabb a fertQzQ betegségekkel szemben és bizonyos öröklQdQ betegségek is 

gyakrabban fordulnak elQ idQsebb korban. Az említett két betegségtípus – fertQzQ és öröklött 

– mellett is vannak betegségek melyeknek közös gyökerei lehetnek az öregedés folyamatával 

és/vagy közvetlenül az öregedési folyamat következményei. A malignus elváltozások egyes 

típusait már eddig is összefüggésbe hozták az öregedés gyökereivel (Cutler és Semsei, 1989; 

Semsei és Cutler, 1989; Semsei és mtsai, 1989), és az (auto)immun folyamatok változásai is 

szoros kapcsolatot mutatnak az öregedési folyamatokkal (Rose, 1994; Hartwig, 1992; 

Schoenfeld, 1997). 

Az emberi szervezetnek különbözQ védvonalai vannak a külsQ és belsQ károsító 

faktorok hatásainak kivédésére. KülönbözQ szervek, rendszerek és sejtes mechanizmusok 

veszik fel a küzdelmet a károsító elemekkel, hogy fenntarthassák a szervezet homeosztázisát, 

adaptációs képességét és az adott információs szintjét. Az egyik legfontosabb védQ 

mechanizmus az immunrendszer, mely egyes környezeti károsító tényezQk ellen hat 

(fertQzések, bizonyos kémiai ágensek, stb.), és egy idQben a nem kívánt belsQ komponenseket 

is eliminálja, hogy fenntartható legyen a szervezet belsQ integritása. Az autoimmun reakciók 

kialakulását fQleg az utóbbi faktor okozza, de bizonyos környezeti elemek is befolyásolhatják, 

mint pl. keresztreaktivitás, mimikri, vagy a külsQ hatásra megváltozott belsQ komponensek. 

Fontos azonban elkülönítenünk az autoimmunitás két ágát, a fiziológiás autoimmunitást és az 

autoimmun betegségeket. Szükséges ez többek között azért is, mert a kiváltó mechanizmusok 

folyamatai különbözQ szabályzási rendszerek befolyásai alatt állnak. Erre utal az is, hogy a 
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népességnek csak mintegy 3%-a szenved valamilyen autoimmun betegségben (Feltkamp, 

1999), míg a normális clearence a teljes populációnál jelen van. 

 Az autoimmun betegségeket további két kategóriába oszthatjuk: primer és szekunder 

formák. A szekunder típus csak átmeneti jelleg_ és normál immunrendszer jellemzi, s csak 

ritkán a megváltozott antigének. A primer betegségekben viszont rendszerint örökletes 

tényezQk is szerepet játszanak, illetve olyan faktorok is alakítják a betegségek etiológiáját, 

mint az öregedés. Mindkét típus közös jellemzQje, hogy egyéb tényezQkkel együtt - mint az 

öregedés által kiváltott faktorok és a fiziológiás clearence hatásai - hozzájárulhatnak más 

betegségek kialakulásához (Semsei és mtsai, 2002). 

Az öregedés és az autoimmunitás etiológiájának összefüggései kapcsán azt kívántuk 

diszkuttálni, hogy a Sjögren-szindróma kialakulása milyen oki kapcsolatban állhat magával az 

általános öregedési folyamatokkal.  
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III. CÉLKIT^ZÉSEK 

 

Az irodalmi áttekintésben ismertetett eredmények - melyek már elég részletességgel 

tárták fel az La gént - arra inspiráltak bennünket, hogy a Sjögren-szindrómát molekuláris 

alapjainak tanulmányozásával közelítsük meg. Ennek megfelelQen célkit_zéseink a 

következQk voltak: 

 

1. A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítéséhez kívántunk olyan módszert 

találni, mely nemcsak egyedi gének tanulmányozása révén tudná a gének és a betegség 

közötti kapcsolatokat felfedni. 

 

2. Tanulmányozni kívántuk, hogy az La gén 7-es exonjában találhatók-e olyan 

mutációk, melyek eredményeként autoimmun reakciók kiváltásában szerepet játszó fehérjék 

keletkezhetnek. 

 

3. Adatokat kívántunk gy_jteni a Sjögren-szindróma egyik fQ halálozási okával a 

lymphoproliferatív szindrómákkal való kapcsolatáról a t(14;18) transzlokáció tekintetében. 

 

4. Mivel a Sjögren-szindróma is az életkor elQrehaladtával jelentkezik fokozottabban, az 

öregedés szerepét kívántuk diszkuttálni egyes autoimmun folyamatok etiológiájában. 
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IV. BETEGEK ÉS MÓDSZEREK 

 

BETEGEK: 

A vizsgált primer Sjögren-szindrómában, SLE-ben, RA-ban és MCTD-ben szenvedQ 

betegek a III. sz. Belgyógyászati Klinika gondozottai. A betegek diagnózisát a széles körben 

elfogadott nemzetközi kritériumrendszer alapján állapították meg a klinika orvosai. Az Ss 

betegek átlagéletkora a betegség felismerésekor 54,4 év, a betegség átlagos fennállási ideje a 

vizsgálatok idQpontjában 6 év volt. A kontrollként használt lymphocitákat olyan egészséges 

véradóktól nyertük, akik semmilyen panasszal nem fordultak orvoshoz. A folliculáris 

lymphomában szenvedQ betegeket a Semmelweiss Kórház-RendelQintézet (Miskolc) II. sz. 

Belgyógyászati és Haematológiai Osztályán kezelik, és a Pécsi Egyetem, Malignus 

Lymphoma Referencia Centrumával együttm_ködve diagnosztizáltak. 

 

MÓDSZEREK: 

 

a. Sejtizolálás: A különbözQ forrásokból nyert vérmintákból lymphocytákat szeparáltunk 

standard ficoll-gradiens módszerrel (Peper és mtsai, 1968). 

 

b. DNS szeparálása: A DNS-t a lymphocytákból detergenssel és proteináz K-val történQ 

emésztésével tártuk fel a polimeráz láncreakcióhoz (Kawasaki, 1990).  

 

c.   Differential display 

 
Egészséges donorok és Ss betegek izolált lymphocytáiból totál RNS-t izoláltunk Trizol 

(guanidin-tiocianát-fenol) módszerrel (Semsei és mtsai, 1989). Az RNS tisztasága és 
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intaktsága igen fontos tényezQ, amit UV méréssel (260/280 és 260/235 nm-es arányok … 

2) és agaróz elektroforézissel  (18S:28S … 2:1) ellenQriztünk.  

Ezt követQen az RNS-t reverz transzkriptázzal cDNS-be írtuk át Superscript 

polimerázzal, 0,3 og DNáz mentes RNS-bQl, 42 oC-on, 1 órán keresztül a következQ 

oligodT felhasználásával: T52(AGC)(AGCT), majd a terméket 95 oC-on 5’-ig 

denaturáltuk. 

A következQ lépcsQben végrehajtott speciális PCR folyamatban (Urbán és mtsai, 2000) 

több random primer és oligodT primer (1-1 oM) felhasználásával a két populáció mRNS-

eit felszaporítottuk (1. Táblázat).  

 

 

A reakciót Amplitaq (Perkin Elmer) és AGSGold (Hybaid) polimerázokkal (1-1 U) 

végeztük standard (Perkin Elmer) reakció-összetételben, TaqStart (Sigma) antitesteket 

alkalmazva a hot-start reakcióhoz. A radioaktív jelzéshez 32P-c-dCTP-t használtunk. A 

kezdeti denaturációs lépcsQt követQen (95 oC, 5’) az elsQ két ciklus 40 oC-on (30”) ment 

végbe, majd azt még 30 ciklus követte: 60 oC, 30”; 72 oC, 30”; 94 oC, 30”. A reakciósort 

a 72 oC, 10’-es lépcsQ zárta le (Semsei és mtsai, 2000a). 
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Ez után az elektroforézis során a két populációból erQsített DNS-eket szétválasztottuk és 

összehasonlítottuk, majd az eltérQen expresszálódó DNS-eket azonosítottuk (Semsei és 

mtsai, 2000a). A szeparáláshoz 4,5 és 6 %-os denaturáló (8 M urea) poliakrilamid gélt 

használtunk (Genomix szekvenáló gél), a futtatás 3000 V-on 2-3 óráig történt. Az 

elektroforézissel szétválasztott PCR termékeket a gélszárítást követQen autoradiográfiával 

tettük láthatóvá. A késQbbiekben nem használtunk radioaktív jelzést, s ekkor a PCR 

termékeket ezüst-festéssel (Promega) mutattuk ki. 

 

d.   Polimeráz láncreakció (PCR) 

 
Konvencionális PCR. DNS szakaszokat amplifikáltunk az arra a szakaszra jellemzQ primerpár 

segítségével, a hagyományos PCR technológia eljárása szerint (Semsei és mtsai, 1998), 

25 ol végtérfogatban, Amplitaq polimerázzal, Perkin Elmer 9600 PCR készülékben. A 

7-es exon mutációinak kimutatásánál a következQ primerpárt alkalmaztuk: 5’ primer: 

ATACTTTTCAAGGACGATTCGTTTGCC; 3’ primer: TAACTTTTGTTTTGCTT 

CTTGCTCCTG. Az amplifikálás az elsQ denaturálási lépcsQ után 40 ciklusban a 

következQ körülmények között történt: 94 oC, 15”; 65 oC, 15”; 72 oC, 30” (Bessenyei és 

mtsai, 2000a). Az erQsített DNS-t rendszerint agaróz gélen etidium-bromiddal UV 

fényben mutattuk ki. 

 

Nested-PCR. A PCR erQsítés érzékenységének és specifikusságának növelése érdekében az 

egyszer már felerQsített DNS darabból újabb, belsQ primerek segítségével egy második 

amplifikációt is végeztünk. A reakciókörülmények a konvencionális PCR-hez 

hasonlítottak, az alkalmazott primerek függvényében (Takács és mtsai, 1998; 2000a, b; 

Bessenyei és mtsai, 2000a). A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kimutatása során 1 

og DNS-t 25 ol végtérfogatban Amplitaq (Boehringer) polimerázzal, Perkin Elmer 
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9600 PCR készülékkel amplifikáltunk. Az erQsítés ciklusai: 94 oC, 15''; 55 oC, 30''; 72 

oC, 30''. Az elsQ 30 ciklust a következQ primerekkel végeztük: mbr1: 5'- A A A T C T A 

T G G T G G T T  T G A C C T T T A G A G -3' (a bcl-2  mbr régiójának külsQ 

primere), J: 5'- A A C A T G G T C C A G T C C G C C A G G T C -3' (az 

immunglobulin külsQ primere).  A következQ erQsítés 30 ciklusát pedig az alábbi 

primerekkel végeztük: mbr2: 5'- G A G T T G C T T T A C G T G G C C T G T T T C -

3' (a belsQ mbr primer);  JCO1: 5'- (AT) (TA) C T (TC) A C C T G A G G A G A C G 

G T G A C C-3' (az immunglobulin J exonok konszenzus primere) az elsQ reakcióból 

kivett 0.5 ol mintából. Az erQsítés eredményét 3%-os agaróz gélen elektroforézissel, 

majd az azt követQ ethidium-bromidos festéssel tettük láthatóvá UV fényben. A 

fényképfelvétel Polaroid kamerával vagy CCD kamerás képfeldolgozó rendszerrel 

készült. 

 

 

e.   Egyszálú DNS konformációs polimorfizmus (SSCP) 

 

Az SSCP módszer során a PCR-rel felerQsített, denaturált DNS-t elektroforézissel 

választottuk szét, kontrollált hQmérsékleti körülmények között. Ez a módszer lehetQvé 

teszi, hogy ugyanolyan hosszúságú DNS darabok is különbözQ futási sebességet 

mutassanak – így elkülöníthetQk legyenek - amennyiben polimorfizmus, vagy mutációs 

eltérés van a DNS-ek között (Bessenyei és mtsai, 2000b). A DNS-t 60% formamidban 

94 oC-on 5’-ig denaturáltuk. A kontrollált hQmérsékleten végrehajtott poliakrilamid 

gélelektroforézisnél 6%-os denaturáló (Genomix) gélt (0,8 mm) használtunk. A futtatás 

1200V-on 2-3 órán keresztül történt 18 oC-on. A DNS festéséhez „Silver Staining Kit”-

et (Promega) használtunk. A standardokhoz olyan plazmidokból erQsítettük a 7-es 
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exont, melyekbe a már szekvenálással igazolt normál és mutáns formák voltak illesztve. 

A fenti körülmények között a 3 forma a gélen történQ futás alapján jól elkülöníthetQ.  

 

f.   Szekvenálás 
 
A PCR terméket alacsony olvadáspontú agarózon izoláltuk és a tisztítást követQen vektorba 

illesztettük. A vektort E. coliba transzformáltuk, majd a plazmidot izoláltuk. A 

szekvenálás Sequenase 2.0 segítségével történt. A szekvencia-analízisben a GeneBank 

adatbázis szolgált segítségünkre. 
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V. EREDMÉNYEK 

 

1. A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítése 

 

 Egy betegség etiológiájának hagyományos megközelítésénél legtöbbször csak egy-két 

gént tanulmányoznak, mely –elQzetes megfontolások alapján – legvalószín_bben oki 

tényezQje lehet a betegség kifejlQdésének. Ezt a gént (géneket) minden szempontból 

megpróbálják karakterizálni, változásait megmérni különbözQ faktorok hatására, és 

összefüggésbe próbálják hozni a fennálló betegséggel. A betegség génexpressziós okainak 

szisztematikus megközelítése a változók és a paraméterek nagy száma miatt eddig nem is volt 

lehetséges. A differential display – vagy különbség kimutatás – segítségével viszont két RNS 

populáció összehasonlítható és a minQségi és mennyiségi eltérések kimutathatók, majd a 

résztvevQ gének azonosíthatók. Munkánk arra irányult, hogy ezt a módszert beállítsuk, és a 

Sjögren-szindróma pathogenezisének kutatására használhassuk.  

9. ábra. Példák a különbözQképpen expresszálódó gének kimutatására. Az egészséges (E) és beteg 

(B) donorok (1-3) sejtjeinek génexpresszióbeli különbségei láthatók a nyíllal jelzett helyeken.  

  

I

E1   E2  E3  B1  B2 B3

II

E1  E2  E3  B1  B2 B3
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Eredményeink azt mutatják, hogy ez a módszer jól használható két populáció –egészséges és 

beteg – génexpressziós mintázatában jelentkezQ eltérések megállapítására (9. ábra). A nyíllal 

jelzett helyeken a betegekben a gének sokkal nagyobb mértékben expresszálódnak, mint az 

egészségesekben. A 10. ábra 1-es panelje viszont egy olyan esetet mutat, ahol az 

egészségesek egyes génjeinek szintje magasabb, mint a betegeké. 

10. ábra. EltérQen expresszálódó gének egészséges és beteg egyedek génexpressziós mintázatában. 

Míg az 1-es panelnél az egészségesek egyes génjeinek szintje magasabb, addig a 2-es panel 

ellenkezQ esetre mutat példát. 

 

A többi sávozás igen hasonló mindkét esetben, így nem állapíthatunk meg expresszió-eltérést 

más géneknél ezeken a képeken. A bemutatott képek a teljes gél olyan részletei, ahol eltérést 

lehet látni. Attól függQen, hogy melyik primert illetve primerkombinációt használjuk, más és 

más lesz a gél mintázata. Az azonosított sávokat kivágjuk a gélbQl és további amplifikálás 

után szekvenáljuk. Sok esetben azonban a kivágott sáv több kisebb sáv együttesének 

mutatkozik, melybQl a domináló sávot SSCP elektroforézissel válogathatjuk ki. A szekvenálás 

vagy ismert gén szekvenciáját adja meg, s akkor a további munka leegyszer_södik, vagy 

eddig ismeretlen génrQl van szó, s ebben az esetben a gén klónozásával, majd 

karakterizálással (pl. Northern blottal) folytatjuk a vizsgálatokat. 

1

A1 A2 A3  B1 B2  B3

2

A1  A2 A3  B1 B2  B3
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2. Az La gén 7-es exon forrópont mutációi 

 

 A szisztematikus megközelítés mellett tovább folytattuk az La gén szerepének 

tanulmányozását is a Sjögren-szindróma patomechanizmusának tisztázásához.  

Az La génnek Sjögren-szindrómás beteg lymphocitáiból történt klónozása után felfedett 7-es 

exon forrópont régióban elQzetes kísérletek során egy SLE-s, s egy Ss betegben ki tudtak 

mutatni pontmutációt. Kísérleteink arra irányultak, hogy az SSCP módszer felhasználásával 

további olyan betegeket azonosítsunk, akik a mutációt hordozzák. A PCR-SSCP technika 

segítségével egyszer_ elektroforézissel ki lehet mutatni mutációkat, vagy akár polimorfizmust 

is. A rendelkezésünkre álló plazmidokból az La gén 7-es exonjának forró-pont környezetét 

amplifikáltuk, és az SSCP körülményeit úgy állítottuk be, hogy mindhárom forma futási 

sebessége eltérQ legyen, így ezeket könnyen azonosítani tudjuk (11. ábra). Ezek a standardok 

lehetQvé teszik, hogy a betegekbQl erQsített DNS-t is azonosítani tudjuk anélkül, hogy külön-

külön minden esetben szekvenálni kelljen az erQsített génszakaszokat.  

   7 A  8 A     9 A
 

11. ábra. Az La gén 7-es exon forrópont régiójának  erQsítése PCR-SSCP módszer segítségével. A 

normál formától (8A) eltérQ pozícióban lokalizálódik a –A (7A) és +A (9A) mutáció. 

 

Vizsgálatainkba 10 SLE-ben és 3 Sjögren-szindrómában szenvedQ beteget vontunk be a 10 

egészséges kontroll mellett. A 10 SLE-s esetében nyolcban, míg mindhárom Sjögrenes 

betegben is mutációt találtunk. A 12. ábra szemlélteti 5 SLE-s és egy Sjögren-szindrómás 

beteg PCR-SSCP vizsgálatát. A két szélen elhelyezkedQ A7 jelzi a –(A) mutáns, míg az A8 a 

normál forma pozícióját. Az L1 esetben az A8 sávok mellett -mintegy hasonló mennyiségben- 
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az A9 forma (a +A mutáns) jelenléte is észlelhetQ, tehát egy kevert sejtpopulációt jelez, ahol a 

normál gént hordozó sejtek mellett az La gén 7-es exonjának mutánsát expresszáló sejtek is 

jelen vannak a vérkeringésben. Az L2 esetben már szinte kivétel nélkül a +A mutáns van 

jelen. Az L3 betegben is többnyire a mutáns sejtek dominálnak, egy kevés normál sejt 

jelenléte mellett, hasonlóan az L5-höz. Az L4 betegben viszont a –A mutáns van jelen  

döntQ többségében amellett, hogy a +A variáns is megjelenik. Itt az egészségesekre jellemzQ 

A8 forma szinte nem is detektálható, ez esetben tehát két különbözQ mutáció is megjelenik.  

 

 

        7A     8A      L1      L2     L3      L4     L5      Ss      8A     7A 
 
12. ábra. Az SLE-ben és Sjögren-szindrómában szenvedQ betegek pontmutációjának kimutatása az 

La gén 7-es exon forrópont régiójában PCR-SSCP módszer segítségével. 7A és 8A = 

standardok, L1-L5 = SLE-s betegek, Ss = Sjögren-szindrómás beteg. 

 

A maradék 3 pozitív SLE-s beteg is hasonló képet mutat, mint az itt ismertetett 5, míg 2 

esetben csak tisztán a normál populációt lehetett detektálni, hasonlóan a 10 egészséges 

kontrollhoz, amelyeknél mutációt hordozó sejtek jelenléte nem volt látható. 

A Sjögren-szindrómás beteg esetében a döntQ mennyiség_ normál 8A forma mellett kis 

mennyiségben, de egyértelm_en a 9A mutáns is megjelenik, ahogy azt a másik 2 esetben is 

tapasztaltuk (a kép nem mutatja). 

A mutáció jelenlétét szekvenálással is bizonyítottuk a 13. ábra SLE-ben szenvedQ betegek 

esetében. 
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           8A     S      7A 

13. ábra. OligoA mutáció kimutatása SSCP-vel egy SLE-s betegben. 8A = normál forma; S = SLE-s 

beteg; 7A mutáns standard. 

Ezzel az eredménnyel tovább nQtt azon betegek száma, akik bizonyíthatóan hordozzák a 

mutáns RNS formákat.  

 

 

3. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata a Sjögren-szindrómával 

 

 Ahhoz, hogy t(14;18) kromoszóma transzlokáció gyakoriságát mérhessük Sjögren-

szindrómás betegekben a transzlokáció kimutatására kellett beállítanunk egy alkalmas 

módszert. A 14. ábra szemlélteti a módszer beállításának eredményét.  

14. ábra. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kimutatása polimeráz láncreakcióval centroblastos-

centrocitás follikuláris lymphomában. 1 = HX174 DNS marker (SIGMA). 2 = Kontroll perifériás 

lymphocyta DNS. 3 = Kontroll csontvelõ lymphocyta DNS. 4 = A beteg vérébõl szeparált 
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perifériás lymphocyta DNS. 5 = A beteg csontvelejébõl szeparált lymphocyta DNS. 6 = pUC18 

DNS marker (SIGMA). 7 = 1 hónappal a radiotherapia után a perifériás lymphocyta DNS. 8 = 1 

hónappal a radiotherapia után a csontvelõ lymphocyta DNS. 9 = Kontroll, DNS nélkül. 

 

A vizsgálatok eredményeként nagy érzékenységgel és szelektivitással sikerült kimutatni az 

mbr típusú transzlokációt hordozó sejtek jelenlétét folliculáris lymphomás betegek perifériás 

lymphocytáiban.  

A t(14,18) transzlokáció kimutatásának kifejlesztése után a transzlokáció megjelenését 

nem csak follikuláris lymphomában szenvedQ betegekben végeztük el, hanem több más típusú 

betegség esetén is sikerült kimutatnunk (15. ábra). 

 

15. ábra. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció jelenléte különbözQ forrásokból szeparált perifériás 

lymphocytákban. 1 = pUC18 DNS standard; 2 és 3 = Sjögren-szindrómás betegek; 4 = 

centroblastos-centrocitás folliculáris lymphomás beteg; 5 = negatív kontroll; 6 = Whipple-kóros 

beteg; 7 = "egészséges" donor;  8 = HX174 DNS marker. 

 

A folliculáris lymphomában szenvedQ betegek mellett Whipple-kóros beteg és Sjögren-

szindrómás betegek perifériás vérének lymphocytáiban is kimutattuk transzlokációt hordozó 

sejtek jelenlétét, illetve egyes esetekben, egészséges donorokban is. Annak bizonyítására, 
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hogy a kimutatott erQsítések valóban a t(14;18) transzlokáció jelenlétét jelzik az erQsített 

DNS-t szekvenáltuk, ahogy egy példáját a 16. ábra is szemlélteti: 

Plazmid               -                     BMB                                    -                  Bcl-2 

GAATTCGGCTT - GAGTTGCTTTACGTGGCCTGTTTC - AACACAGACCCACCCAG 

AGCCCCTCCTGCCCTCCTTCCGC-CGGAGTTACAATTAC-ACTACTACTACTACGG 

                -  N      -    J6 

TATGGACGTCTGGGGGCAAGGGACCAC- GGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTT -         

       -    JCO1 

16. ábra. Az egyik Sjögren-szindrómás beteg (15. ábra, 2. oszlop) lymphocytáiban jelenlévQ 

transzlokáció PCR-erQsített DNS-ének szekvenciája. A "plazmid" a szekvenáláshoz alkalmazott 

plazmid DNS-bQl származik míg az BMB és a JCO1 szekvenciák a használt belsQ primerek, a 

bcl-2 és immunglobulin géneknek megfelelQen. A megszakítástól kezdQdik az erQsített bcl-2 

génszakasz, mely az eredeti nukleotid szekvencia 2997-3060 bázisainak felel meg. A J6 az 

immunglobulin nehézlánc J6 exonjának egy darabja. A bcl-2 és J6 szekvenciák közötti 15 

nukleotid a kapcsoló N régióhoz tartozik, mely transzlokációk esetén a két gén közé épülhet 

(általában 0-tól néhány 10 bázis hosszúságban). 

 

Az elQzetes vizsgálatokat követQen megvizsgáltuk a transzlokáció gyakoriságát 100 

Sjögren-szindrómás beteg perifériás vérében. Azt találtuk, hogy 5 beteg transzlokáció 

hordozó volt (17. ábra). 

17. ábra. A t(14;18) transzlokáció kimutatása PCR-rel Sjögren-szindrómás betegekben. 5 különbözQ 

esetben más és más helyen történtek a törések, ami a felerQsített fúziós génszakasz hosszából  
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is látszik. H = HX174 DNS marker; 1-5 transzlokáció-hordozó betegek; P = PUC 18 DNS standard. 

 

Így az egészségesekhez viszonyítva – ahol csak 1%-ban lehetett transzlokációt kimutatni, a 

Sjögren-szindrómásoknál a transzlokáció 5-szörös gyakoriságú volt. Az 5 esetbQl kettQben 

csontvelQi pozitivitást is ki tudtunk mutatni, s a transzlokáció éveken keresztül is kimutatható 

volt. Ezekben a betegekben az idQ elQrehaladtával follikuláris lymphoma megjelenésével lehet 

majd számolni. 

 

 

4. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata egyes tüdQkarcinómákkal 

 

Korábbi vizsgálatok a nyálmirigy-acinusok és -ductusok epithelsejtjeinek  

pusztulásában az autoimmun gyulladásban részt vevQ lymphociták direkt szerepét is 

feltételezik. Ezek alapján az úgynevezett autoimmun epithelsejtek destruálódnak. Hasonló 

elváltozást Sjögren-szindrómás betegek bronchusepithelsejtjein is megfigyeltek. Talán a 

gyakrabban elQforduló tüdQkarcinomák kifejlQdésében ezen elváltozások is szerepet 

játszhatnak. Az irodalom alapján összefüggést kerestünk a bcl-2 expresszió és egyes 

tüdQkarcinómák között. 

 Bcl-2 protein expressziót észleltek dohányt rágó betegeknél Indiában. Nemcsak a 

szájüregi laphám carcinomában szenvedQ betegeknél volt észlelhetQ a bcl-2 expresszió, 

hanem a szájüregi laesióban szenvedQknél is (Tanuja és m.társai 2002). Munkájuk során 63 

szájüregi laphám carcinomában szenvedQ beteget és 31 praecancerosus esetet vizsgáltak. 

Tumor-specifikus, citoplazmatikus bcl-2 túltermelQdést észleltek a daganatos betegek 56 %-

ában és a szájüregi nyálkahártya fekélyek 43 %-ában. Ugyancsak p53 expressziót észleltek 

ezeknél a betegeknél. A daganatos betegek 30 %-a p53 + bcl-2 pozitív mintát mutatott. 
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Vizsgálatokban rámutattak arra, hogy a megváltozott bcl-2 expresszió szerepet játszhat a 

szájüregi daganatok tumorgenesisében.  

A nem kissejtes tüdQrákokban bcl-2 protein jelenlétét monoklonális antitestekkel 

nagyszámban Francesco Pezzella és munkatársai vizsgáltak 1992: Napankangas, 1999). Pk 

122 m_tött beteget vizsgáltak kik közül 80 beteg laphám carcinomában szenvedett, és 42 

adenocarcinomában. Vizsgálatuk során arra próbáltak magyarázatot találni, hogy a bcl-2 

expresszió korrelál-e a túléléssel. Laphám carcinomában szenvedQ betegeknél 25 %-ban 

tudtak bcl-2 proteint kimutatni (80 esetbQl 20) és 12 %-ban adenocarcinomás betegeknél. (42-

bQl 5).  Megfigyelték azt is, hogy a normális hörgQnyálkahártyának csak a bazális sejtjeiben 

mutatható ki bcl-2. Azt találták, hogy az 5 éves túlélés magasabb volt azokban az esetekben, 

akik bcl-2 pozitívak voltak. Az egész vizsgálati csoportra viszonyítva praecarcinomában 

szenvedQ betegeknél ez az arány a következQ volt: 42-bQl 5 eset. Leírták emellett még, hogy a 

normális hörgQnyálkahártyának csak a bazális sejtjeiben mutatható ki bcl-2. Azt találták, hogy 

az 5 éves túlélés magasabb volt, azokban az esetekben, akik bcl-2 pozitívak voltak. Az egész 

vizsgálati csoportra viszonyítva (P> 0,1) és a laphám carcinomában szenvedQ betegeknél (P> 

0,02). Azt a következtetést vonták le, hogy a bcl-2 proto-onkogén a nem kissejtes 

tüdQkarcinomás betegnél abnormálisan expresszálódik, és ennek prognosztikus fontossága 

lehet.  

 Napankangas (1999) nem kissejtes carcinomás betegek apoptózisát vizsgálva 

megállapította, hogy a normális hörgQnyálkahártya bcl-2 pozitivitása csak a bazális sejtekben 

figyelhetQ meg, ugyanakkor más típusú epitheliumban a bcl-2 pozitivitás az egész epithelium 

vastagságában megfigyelhetQ. Bcl-2 protein kumulációt nemcsak magában a tumorban észlelt, 

hanem a nyirokcsomókban is. 18 esetben talált erQs immunreaktivitást (Müzes és Igaz, 1997). 

Vizsgálatai szerint bcl-2 géncsoport expressziója nemcsak a nem kissejtes tüdQrákokban 

figyelhetQ meg, hanem a praecancerosus állapotokban is.    
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5. Az öregedés szerepe az autoimmunitás etiológiájában 

  

A betegségek több típusa – köztük néhány autoimmun betegség, ahogy a Sjögren-

szindróma is – kapcsolható az általános öregedési folyamatokkal, hiszen ezek a betegségek 

egy jól meghatározható idQsebb életkor-tartományban jelentkeznek a legfrekventáltabban.  

A szervezet immunvédekezése egyrészt a külsQ ágensek ellen irányul, másrészt pedig 

belsQ, egyes nem kívánatos változások meggátlását segíti elQ. Ezen belül azonban különbséget 

kell tennünk a normális (fiziológiás) folyamatok és az autoimmun betegségek között, jóllehet 

mindkettQre hatással vannak az öregedés általános folyamatai. Az autoimmun betegségek 

etiológiája egyik kulcselemének t_nik a thymus és annak öregkori változásai, bár más 

sejttípusok, illetve ezek öregedése is jelentQs szereppel bírhat. Mind a fiziológiás 

autoimmunitásnak, mind pedig az autoimmun betegségeknek fontos tényezQi a spontán 

genetikai instabilitás, az öregedés során szerzett genetikai változások, illetve a szervezet 

információs szintjében bekövetkezett öregedéssel kapcsolt változások együttese. Azonban 

míg a fiziológiás autoimmunitást többnyire természetes faktorok irányítják, mint az általános 

öregedés és az apoptózis, addig a primer autoimmun betegségeket viszont fQleg az öregedés 

által felerQsített genetikai instabilitás segítheti elQ. 

 

A fentieknek megfelelQen az alábbi következtetéseket vontuk le: 

 1. Az immunrendszerben bekövetkezett változások a szervezet öregedésének csak egy 

részéért felelQsek. 

 2. A thymus jelentQs szerepet játszhat a szervezet teljes immunrendszerének 

öregedésében. 

 3. A megemelkedett fiziológiás autoimmunitás többnyire a megnövekedett apoptózis 

és a korral növekvQ sejtpusztulás eredménye. 
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4. Több autoimmun betegség is lehet olyan genetikai változás eredménye, melyet vagy 

a genom „fluiditása”, vagy az öregedéssel jelentkezQ általános változások váltanak ki. 

 

 

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az öregedéssel és a betegségekkel 

 

  Az egy nukleotidnyi polimorfizmus (SNP) több mint 3 millió bázispárnyi 

eltérést eredményez két ember genomja között. Ezeket az eltéréseket egyre jobban sikerül 

feltérképezni, s mind több tény utal arra, hogy ez a variabilitás felelQs lehet több ismert 

biológiai jelenségért. Egyéni nukleotid eltérések bizonyos betegségekre való fogékonyságot 

eredményezhetnek, azaz egyes nukleotidok gyakrabban fordulnak elQ bizonyos betegségben 

szenvedQknél, mint ugyanabban a pozícióban a populáció egészénél. Ezek az SNP-k sokszor 

kifejezett változást idéznek elQ a sejtekben, pl. megváltozik az illetQ génhez tartozó enzim 

aktivitása, máskor viszont hatásuk nem ennyire egyértelm_. Az utóbbi idQben több 

megfigyelés eredménye mutatja, hogy egyes SNP-k megléte a magas életkort megért 

emberekhez is rendelhetQk. Ezek az eredmények, ha nem is vezetnek a maximális élettartam 

kitolásához, rávezethetnek bennünket arra, hogy mely géneknek lehet fokozott szerepük az 

élethossz alakításában. Ebben a megközelítésben az SNP-ket olyan faktoroknak tekinthetjük, 

melyek befolyásolhatják az egyén sejtjeinek információs szintjét, s ezért az SNP-ket az 

öregedési folyamat egyik meghatározójának tekinthetjük. Mivel léteznek bizonyos korfüggQ 

betegségtípusok, a korfüggQ és betegségfüggQ SNP-k felderítése közelebb vihet bennünket az 

öregedés és ezen betegségek közös gyökereinek feltárásához is. 
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VI. MEGBESZÉLÉS 

 

1. A Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítése 

 

A Sjögren-szindróma patomechanizmusának feltárásához a kandidátus-gén 

megközelítés mellett kerestük a lehetQséget a probléma szisztematikus megközelítésére. A 

„differential display” (DD), vagy különbség kimutatás technikája lehetQvé teszi a Sjögren-

szindrómás beteg totál génexpressziójának összehasonlítását az egészséges kontrolléval. 

Ebben az esetben tehát nem csak egy kiválasztott gén szerepének tisztázása válik lehetQvé, 

hanem mindazon gének azonosítása, melyek expressziója szignifikánsan megváltozott a Ss-s 

betegekben. Kísérleteink azt mutatják, hogy a DD alkalmazásával ezek a gének jól 

azonosíthatóak. Ebben az esetben viszont a nagyobb nehézség a gének azonosításában és 

szerepük tisztázásában rejlik, mindamellett, hogy a DNS csip alkalmazása ma már sokkal 

eredményesebben lesz alkalmazható ezen a területen is. Kevesebb anyag, energia és idQ 

felhasználásával azonosíthatók az eltérQen expresszálódó gének, s szerepük tisztázása is 

gyorsabban lesz lehetséges. 

Az itt bemutatott példákon láthattuk, milyen egyszer_en felfedhetQk expresszióbeli 

eltérések a kontrollok és a betegekbQl izolált RNS-bQl. Elég sok primert alkalmazva 

gyakorlatilag minden eltérQen expresszálódó gén azonosítható. Esetenként több sáv egyazon 

génhez tartozhat, annak több részletét reprezentálja. A körülmények helyes megválasztásával 

(polimerázok, primerek, reakciókörülmények, stb.; Haag és Raman, 1994) a kisebb számban 

átíródó mRNS-ek is megfelelQen reprezentálhatók (Ikonomov és Jacob, 1996). Ha több – 

esetünkben 3-3 - különbözQ egyedet hasonlítunk össze elkerülhetQ, hogy az egyedi 

variációból eredQ génexpresszió-eltéréseket a betegségtQl függQnek azonosítsuk (Mohr és 

mtsai, 1997) (a bemutatott részleteknél is láthatjuk, hogy egy-két esetben expreszióbeli 
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kiugrások egyénektQl függQek is lehetnek). A különbözQ mértékben expresszálódott gének 

sávjait folyamatosan gy_jtjük a további azonosítás céljából. 

A DD módszer publikálása óta (Liang és Pardie, 1992) rengeteg új apró módosítás történt, 

hogy a technika a különbözQképpen expresszálódó összes gént megbízhatóan ki tudja mutatni 

(Giumaraes és mtsai, 1995; Mou és mtsai, 1994; Sompayrac és mtsai, 1995).  A másik 

oldalról viszont azt kellet elérni, hogy csak a valóban eltérQ génexpressziók jelenjenek meg, 

hiszen ezzel igen nagy mennyiség_ munkát lehet a késQbbiekben megtakarítani. A módszer 

ma már mindkét kritériumnak megfelelQen eleget tesz, de még így is igen hosszadalmas és 

munkaigényes folyamat a gének kimutatása, majd késQbbi azonosítása. A mi módszerünk 

kombinálja az RNS-fingerprinting és DD technikákat (Rotschild és mtsai, 1997), mellyel a 

fenti követelmények fokozottan kielégíthetQek. Ugyanakkor az összes változó gént 

azonosítani lehet, mellyel lehetQvé válik egyrészt az eddig fontosnak tartott gének szerepének 

megerQsítése, másrészt olyan újak kerülhetnek a látókörünkbe, melyekre eddig nem is 

gondoltunk, de akár meghatározó szereppel is bírhatnak a betegség etiológiájában. 

Több kutatási területen alkalmazták már ezt a módszert, mely esetenként eddig ismeretlen 

gének felfedezéséhez illetve karakterizálásához vezetett. Az egyik ilyen terület az 

öregedéskutatás (Goyns és mtsai, 1998),  ahol a számtalan oki tényezQ miatt a szisztematikus 

megközelítés nélkül a feladat szinte megoldhatatlan. Ugyanígy daganatos betegségek 

kutatásában is sikerrel alkalmazták már a módszert (Chen és mtsai, 1996) vagy szisztémás 

szklerózis (Feghali és Wright, 1999), illetve az apoptózis folyamatának tanulmányozásához is, 

de betegségek kiváltó tényezQinek (pl. UV sugárzás; Abst és mtsai, 1997) expressziót 

befolyásoló hatását is megközelíthetjük DD-el. Nyilvánvalóan nagy szerepet játszhat a DD az 

embriogenezis és ontogenezis tanúlmányozásánál továbbá olyan folyamatoknál, ahol új gének 

ki-be kapcsolása történik (pl. osztódásnál, sejtciklus változásainál, transzplantációnál, stb.). 
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Immunológiai folyamatokat is elkezdtek tanulmányozni a DD-el (Ashling és mtsai, 1995),  

noha még csak modell szinten. A Sjögren-szindróma egyik kofaktorának, az UV sugárzásnak 

a hatását is vizsgálták DD-el (Voght és mtsai, 1997), de magát a betegséget még nem kezdték 

el szisztematikusan tanulmányozni. Munkánk elsQdleges célja egy olyan adatbázis 

kidolgozása az eltérQen expresszálódó gének felderítésével, melybQl késQbb a 

legfontosabb(ak) azonosíthatók lennének a további tanulmányozás céljából a 

patomechanizmus végsQ felderítéséig. Nyilvánvaló, hogy nem csak a betegség kiváltásában és 

fenntartásában szerepet játszó géneket fogjuk megtalálni, hanem olyanokat is melyek a 

fontosabb gének m_ködésébQl fakadó egyéb változások, de lesznek a betegségtQl teljesen 

független változók is. A matematikai modellezés eszközei és fejlQdése (Chen és mtsai, 1999; 

Eisen és mtsai, 1998; Tamayo és mtsai, 1999) azonban egyre jobban megkönnyítik a kapott 

adatok értékelését, addig is, míg rendelkezésünkre nem állnak korszer_bb módszerek, mint a 

például a DNS-csip technológia (Schena és mtsai, 1995), mellyel a betegségetiológiák 

felderítése nagymértékben felgyorsulhat. 

 

2. Az La gén 7-es exon pontmutációi 

 

 A szisztematikus megközelítés mellett folytattuk az La autoantigén tanulmányozását, 

hiszen ez az antigén igen valószín_en nem csak diagnosztikai jelentQséggel bír, de szerepet 

játszhat a Sjögren-szindróma patomechanizmusában is. Az La autoantigén 7-es exon 

forrópont régiójában vizsgáltuk a mutációk jelenlétét. Az eredmények azt mutatják, hogy a 

vizsgált esetek mintegy 90%-ában (SLE = 80%, SS = 100%) kimutathatók voltak olyan 

sejtek, melyek mutációt hordoznak, s így alapul szolgálhatnak autoimmun folyamatok 

beindulásához. Az is látható, hogy az esetek nagy részénél kevert sejtpopuláció található, ahol 

többnyire az egészséges sejtek jelenléte is észlelhetQ. A kísérleteinkben azonosított mutációk, 
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melyek az La gén 7-es exonjának forró pont régiójában találhatók, magyarázatul 

szolgálhatnak egyes autoimmun reakciók kialakulásához (18. ábra). 

 

 

18. ábra. Az La fehérjék képzQdése különbözQ La mRNS-ekrQl. A. A normál La fehérje. B. Lehetséges 

La fehérjék az alternatív splicinggel keletkezQ La 1’ mRNS-rQl. C. Az La fehérje keletkezése a 7-

es exon mutációja esetén. D. Az összes megváltozott La fehérje keletkezése. 

 

A mutációt hordozó sejtek tehát olyan mRNS-t expresszálnak (C panel), melyekrQl 

funkcionalitásukban sérült fehérjék íródhatnak át, hiszen ha a C terminális rész elt_nik, 

megsz_nik a fehérje maglokalizációs szignálja (Bachmann és mtsai, 1996; 1997), s ez 

lehetQvé teszi a citoplazmába (ill. más faktorok megléte esetén a sejtfelszínre) történQ 

vándorlást (Bachmann és mtsai, 1990b; 1992). A mutáció következtében a fehérje C 

terminálisán ráadásul kriptogén (+A mutáció) és neo-epitóp (-A mutáció) jöhet létre, mely a 

fehérjét autoimmun folyamatok beindítására predesztinálhatja. Minden bizonnyal - ahogy az 

elsQ két esetben is - kimutatható lesz azon autoantitestek jelenléte is a betegek perifériás 

vérében, melyek a mutáció következtében keletkezQ epitópokkal reagálnak (Tröster és mtsai, 

1995). Az epitóp-„spreading” jelenségének következtében pedig további autoantitestek 
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megjelenése lesz várható (Chan és mtsai, 1989a; Orth és mtsai, 1998), mely már a fehérje 

normál részével is reagál, ahogy ez az La antigén esetében is kimutatható. 

A kísérleti eredmények jelentQsége egyelQre csak becsülhetQ. Még ha nem is sikerülne 

teljes egészében visszavezetni az autoimmun reakció kifejlQdését a mutációk megjelenésére, 

egy új diagnosztikai lehetQség is nyílhat a mutációk kimutatásával. A 2 negatív SLE-s beteg 

közül egyet csak frissen diagnosztizáltak, így lehetséges, hogy még nem jutott abba a 

stádiumba, mikor a mutáció egyértelm_en jelentkezik, esetleg éppen az adott módszer korlátai 

miatt. A másik eset felhívhatja figyelmünket az autoimmun betegek differenciál-

diagnosztikájának fontosságára, a helyes diagnosztikus kritériumrendszer finomításának, 

illetve az alcsoportoknak a jelentQségére. A negatív esetekben ugyanis más típusú bQrtünetek 

voltak jelen, mint a pozitív esetekben, noha a megfelelés nem teljesen 100%-os. Szükségünk 

van tehát a betegségek alcsoportjainak differenciálására (pl. SCLE, DLE), hogy egyértelm_en 

meghatározhassuk, mely eseteket jellemez a mutáció(k) megléte. SLE-ben a betegek állapotát 

jellemzQ adatok, mint az autoantitest pozitivitás (Ro-SS/A, La-SS/B, anti DNA, anti SM), 

vasculitis, antifoszfolipid-szindróma, akut ill. krónikus állapotot leíró pontrendszer, egyéb 

szervi érintettség (különleges bQrtünetek, vese, idegrendszeri tünetek) közül a szervi 

érintettség és a bQr fényérzékenysége t_nik szinte teljesen egybevágónak a pozitivitással. Ez 

is indokolja az alcsoportok további vizsgálatát. 

A fényérzékenység esete hangsúlyozhatja egyes faktorok, mint pl. az UV sugárzás 

hatásának fontosságát. A laboratóriumunkban végzett vizsgálataink azt mutatják, hogy az UV 

sugárzás befolyásolja többek között az La különbözQ splicing variánsainak és Ro mRNS-

eknek az expresszióját is (Szegedi és mtsai, 1998). FeltételezhetQ, hogy az expresszió változás 

mellett a genomban is mutációk léphetnek fel, pontosan olyan régiókban, mint az La gén 7-es 

exonjának forrópont régiója. Ha ezeket a mutációkat nem javítja ki a sejt „DNS-repair” 

mechanizmusa, más faktorok megléte mellett elszaporodhatnak a mutációt hordozó sejtek. A 
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mutációk megjelenése (ill. azok kijavításának hiánya) az egyedi érzékenység mellett a sejtek 

diszdifferenciálódásának eredménye is lehet (Cutler és Semsei, 1989), mely köztudottan az 

öregedés elQre haladásával párhuzamosan jelentkezik. Nem meglepQ tehát, hogy sok 

autoimmun betegség (ahogy az SLE és a Sjögren-szindróma is) egy meghatározott kor 

elérésekor jelentkezik egyre nagyobb arányban (Beeson, 1987). Így tehát a daganatos 

betegségek korral való összefüggése mellett (Cutler, 1982; Semsei és Cutler, 1989) egyre 

inkább alátámasztást nyer, hogy a sejtek, a szervezet elsodródása a helyesen differenciálódott 

állapottól hozzájárulhat egyes autoimmun betegségek megjelenéséhez is (Semsei és mtsai, 

2000a). 

Az itt ismertetett eredményeket csak két autoimmun betegségcsoportban vizsgáltuk, 

mivel ebben a kettQben volt valószín_síthetQ a mutációk megléte. Ugyanakkor a továbbiakban 

meg kell vizsgálnunk azt is, hogy változik-e idQben, - esetleg éppen a betegség akut 

fázisainak megfelelQen - a mutációt hordozó sejtek számaránya, illetve a sejtek mennyisége 

összefüggésbe hozható-e az adott beteg pillanatnyi állapotával. Ezért az elkövetkezQkben 

hosszú távú vizsgálatokat is tervezünk, illetve mérni kívánjuk a mutáns sejtek arányát a 

betegek kezelésének függvényében is. Emellett nem zárható ki az sem, hogy más autoimmun 

betegség-csoportok, mint az MCTD, rheumatoid arthritis is jellemezhetQ a mutációk 

kialakulásával. Ez is a közeljövQ kísérleteinek tárgya lesz, mint ahogy a nem differenciált 

autoimmun szindrómában szenvedQ betegeket is be kívánjuk vonni a vizsgálatok körébe. 

Nagy jelentQsége lehet a differenciáldiagnosztikában, ha bebizonyosodik, hogy ezen 

betegségcsoportba sorolt betegek vizsgálatával könnyebben és hamarabb eldönthetQ lesz mely 

autoimmun szindróma kifejlQdése várható az idQ elQre haladtával. 

További kísérleteink annak tisztázására irányulnak, hogy a mutáció megjelenése 

egyértelm_en összefüggésbe hozható-e a specifikus antitestek megjelenésével. Mindemellett 

vizsgálni kívánjuk, hogy in vitro kísérletekben (pl. HaCaT sejteken) az UV sugárzás hatására 
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keletkeznek-e valóban mutációk az La gén 7-es exonjának forró-pont régiójában. A fenti 

eredmények és a tervezett kísérletek hozzájárulhatnak néhány autoimmun betegség 

patomechanizmusának teljesebb megértéséhez is, melyet a Sjögren-szindróma szisztematikus 

megközelítése is tovább segíti (Semsei és mtsai, 2000a; Urbán és mtsai, 2000). 

Az alternatív splicinggel keletkezett mRNS-ekrQl (B panel) csak keretugrással íródhat át 

aberráns fehérje, hiszen az La 1’ mRNS-szekvenciában stop kodonok találhatók. Ez a 

keretugrás egyes vírusinfekciók hatására létre is jöhet, s így módosított La fehérje keletkezhet, 

s ez kiindulási alapul szolgálhat autoimmun reakciók kialakulásához. A 7-es exonban létrejött 

mutációk hatására azonban (C panel) közvetlenül is alternatív fehérjemolekulák íródnak át, 

melyek a kriptikus és neo-epitópok miatt autoimmun reakciót válthatnak ki a sejtekben. 

TQlünk függetlenül és más módszerrel is azonosították a mutációkat hordozó lymphocytákat 

Sjögren-szindrómás és SLE-ben szenvedQ betegekben, egy USA-ban m_ködQ 

laboratóriumban (M. Bachmann személyes közlése). 

 

3. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata a Sjögren-szindrómával 

 

 Megállapítottuk, hogy a Sjögren-szindrómás betegek halálozásában jelentQs 

tényezQként szereplQ lymphoproliferatív szindrómák kialakulásával párhuzamosan, az egyes 

non-Hodgkin lymphomákra jellemzQ t(14;18) kromoszóma transzlokációk gyakorisága 

jelentQsen megemelkedett a Ss-s betegekben, az egészségesekhez viszonyítva. A 

lymphomákat és leukaemiákat gyakran kíséri valamilyen genetikai rendellenesség, gyakran 

transzlokáció. A follicularis lymphomákra a t(14;18), a Burkitt lymphomákra a t(8;14) (Dalla-

Favera és mtsai, 1982), a köpenysejtes lymphomára a t(11;14) transzlokáció (Matolcsy és 

mtsai, (1994) jelenléte a jellemzQ stb. A legtöbb esetben egyik oldalon valamelyik onkogén 

(bcl-1, bcl-2, c-myc, c-abl, c-mos, c-fes stb.) a másik oldalon pedig az immunglobulin gén (a 
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nehézlánc, vagy a könny_ n illetve m"lánc) szerepel transzlokációs partnerként. Számos 

lymphomában/leukaemiában a betegek többségében (85-90%) transzlokációt hordozó sejteket 

lehet kimutatni, mint ahogy a follicularis lymphománál is. Tanulmányok jelzik, hogy egyes 

gyulladásos folyamatok alatt is detektálhatók transzlokációs sejtek (Limpens és mtsai, 1991; 

1995), de egészségesnek látszó donoroknál is pozitivitást lehet megállapítani egyes esetekben 

(Ji és mtsai, 1995; Liu és mtsai, 1994). Laboratóriumunkban pedig azt mutattuk ki, hogy 

Whipple-kóros beteg is hordozhat t(14;18) transzlokációs sejteket a perifériában, de a 

csontvelQben is (SebQk és mtsai, 1997), noha elQzQ munkák csak bcl-2 génátrendezQdésrQl 

számoltak be de transzlokációról nem (Fest és mtsai, 1996). A lymphoma és egyéb 

transzlokáció-pozitív esetek között a legfQbb különbség az, hogy csak a lymphomában 

mutattak ki eddig csontvelQi érintettséget, míg a gyulladásos folyamatoknál ill. egészséges 

donorokban csak a perifériás vér lymphocytái voltak pozitívak (Gribben, 1994; Limpens és 

mtsai, 1995), és az utóbbi esetek csak átmenetileg mutattak pozitivitást, bár az "átmeneti" 

jelleg esetenként akár 5 hónapig is eltartott (Liu és mtsai, 1994).  

 Viszonylag magas számban fejlQdik ki lymphoma a pSs betegeknél (Kassan és mtsai, 

1978; Pisa és mtsai, 1991; Talal és Bunim, 1964) ha számukat az egészséges populációhoz 

hasonlítjuk. A mi méréseinkben 5 %-ban találtunk olyan betegeket, akik transzlokáció-

pozitívak voltak, de mindezidáig egyiküknél sem volt diagnosztizálható lymphoma. Azonban 

az a tény, hogy a Sjögren-szindrómás betegeknél mintegy 40-szeres a lymphoma kifejlQdés 

gyakorisága - az egészséges kontrollokhoz viszonyítva - korrelál a relatíve nagy százalékban 

észlelt transzlokációval (Kassan és mtsai, 1978). Azaz míg - feltételezhetQen a normális 

immunreguláció miatt - a transzlokációt hordozó sejtek elt_nhetnek a perifériás vérbQl egyes 

betegségek esetében, ahol csak akut gyulladás lép fel, autoimmun betegségeknél (így a 

Sjögren-szindrómánál) krónikusan termelQdhetnek a transzlokációt hordozó sejtek. Ez a 

jelenség, vélhetQleg más feltételek egybeesése esetén, hozzájárulhat a lymphoma gyakori 



 
 

48

kialakulásához ezeknél a betegeknél. A betegség extraglanduláris tünetei között fedezhetjük 

fel, ugyanis a perifériás nyirokmirigyek epizodikus megduzzadását és a lép megnövekedését: 

tehát a lymphadeno- és splenomegalia kialakulása predispositiot jelenthet a malignus 

lymphomák kialakulására. A Sjögren-szindrómás betegeink perifériás vérébQl és hosszabb 

távon esetleg csontvelejébQl a t(14;18) kromoszóma transzlokáció korai kimutatást ill. 

észlelést a fentiek figyelembevételével azért tartjuk nagy jelentQség_nek, mert teljes 

haematologiai, ill. oncologiai diagnosztikus repertoárunkat idejében bevethetjük a 

betegséghez társuló malignus lymhoma korai felismerése, korrektebb stádium beosztása, 

ezáltal eredményesebb kezelése érdekében. Az egyes betegben, - akinek csontvelQi 

lymphocitáiban is kimutatható volt PCR-rel a transzlokáció - rövidebb-hosszabb idQ múlva 

igen valószín_en follicularis lymphoma alakulhat ki (Semsei és mtsai, 2002b). Itt jelentkezik 

a PCR technika igen nagy elQnye, hiszen a lymphoma korai diagnózisa megnövelheti a 

kezelés eredményességét. A lymphoma a hosszan tartó lappangó periódus után alakul ki, - 

amikor még csak a perifériás vér lymphocitái hordozzák a transzlokációt - a transzlokációt 

hordozó sejtek csontvelQbe történQ besz_rQdésével. A transzlokáció megjelenésének 

mechanizmusa feltételezhetQen más, mint a már kialakult folliculáris lymphománál, ahol a 

csontvelQi besz_rQdés egyik hónapról a másikra is újra kialakul. A pSs betegeknél az 

állandóan megismétlQdQ gyulladásos folyamatok kiváltotta transzlokáció s_r_ megjelenése 

oka lehet - más faktorok megléte mellett - a lymphomás megbetegedés kialakulásának. 

Felt_nQ azonban, hogy a bcl-2 pozitív betegcsoportban nem fordult elQ nyálmirigy duzzanat, - 

ami a malignus lymphoma jelentkezésére predispositiot jelentQ klinikai tünet - annak ellenére, 

hogy a teljes vizsgált betegcsoportban a nyálmirigy duzzanat gyakorisága elérte a 25%-ot. Ez 

a megfigyelés is alátámasztja, hogy a pSs betegek esetén a csontvelQi sejtekben is 

megfigyelhetQ bcl-2 pozitivitás a malignus lymphoma olyan korai szakaszának markere, 

amikor a betegség még jellegzetes klinikai tünetekben nem nyilvánul meg. Mindenképp 
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fontosnak tartjuk ezen betegek folyamatos klinikai és laboratóriumi követését, ami szükséges 

is az eredmények további klinikai értékeléséhez.  

 A follicularis lymphomában a t(14;18) kromoszóma transzlokáció megváltoztatja a 

bcl-2 onkogén expresszióját (Nguyen és mtsai, 1996; Seite és mtsai, 1993b; Seto és mtsai, 

1988). Mai tudásunk szerint ez a mennyiségi változás a bcl-2 onkogén esetében (Seto és 

mtsai, 1988) a sejt metabolizmusára erQsen kihat, amely a normális apoptotikus folyamatok 

(Marchetti és mtsai, 1996) zavarához vezet (Hockenbery és mtsai, 1990), igen valószín_en a 

mitokondrium transzmembrán potenciáljának stabilizálása, fenntartása révén (Marchetti és 

mtsai, 1996). Legújabb kutatások szerint azonban minQségi eltérés is lehetséges (Matolcsy és 

mtsai, 1996), pl. pontmutációkat fedeztek fel DLL-nél (ami aminosav kicserélQdéshez vezetett  

a bcl-2 génben), vagy folliculáris lymphománál a bcl-2-ben deléciót mutattak ki éppen abban 

a régióban, ahol a gén transzkripciójának iniciálása történik (Seite és mtsai, 1993a). A Bcl-2 

túlexpresszálása mono- és poliklonális lymphoproliferáció kifejlQdésének esélyét hordozza 

magában, melyhez hozzájárulhatnak a fas génben bekövetkezett változások is (Rieux-Laucat 

és mtsai, 1995), amikor szintén megváltozik a sejt képessége a normális metabolikus 

folyamatok biztosításában. Ezek a történések együttesen végül autoimmun és/vagy 

lymphoproliferatív szindrómák kifejlQdéséhez vezethetnek (Moutsopoulos és mtsai, 1975). 

Mindezen változások szerepet játszhatnak a lymphomák patomechanizmusában, melynek 

tisztázása további erQfeszítéseket igényel. 

 

4. A t(14;18) kromoszóma transzlokáció kapcsolata egyes tüdQkarcinómákkal 

 

 A Sjögren-szindrómában t(14;18) kromoszóma-transzlokáció (bcl-2 gén transzlokáció) 

eredményeképpen többszörösére nQhet a malignus lymphomák elQfordulásának gyakorisága. 

FeltehetQen ezen gén felelQs a Sjögren-szindrómában elQforduló autoimmun epithelitis 



 
 

50

kialakulásáért és a fibrotizáló mechanizmus indukciójáért is. A bcl-2 fehérje túltermelQdés és 

a nem kissejtes tüdQdaganatok közötti összefüggés is nyilvánvaló. Nemcsak a nem kissejtes 

tüdQkarcinomákban de a praecancerosus állapotokban is kimutatható bcl-2 protein pozitivitás. 

Izgalmas feladat lenne a bcl-2 transzlokáció (t(14;18)) vizsgálata, tüdQkarcinomában 

szenvedQ betegeknél, illetve m_téten és és/vagy citosztatikus kezelésen átesett betegeknél a 

transzlokáció után-követése.  

Az apoptótikus folyamatban három alapvetQ fázist lelhet elkülöníteni: indukciós fázis, 

effektor fázis, degradációs fázis (Fés_s, 1996; Kroemer és Martinez, 1994; Lakos és Szegedi, 

1998). Az effektor fázisban az elsQ biokémiai változás – megelQzve a sejtmag DNS- 

tartalmának endogén endonukleázokkal történQ hasítását – a mitokondriumok belsQ 

membránpotenciáljának leesése, amely a respirációs lánc m_ködQképtelenségét, az 

energiatermelés felborulását idézi elQ (Susin és mtsai, 1996). A bcl-2 családba tartozó 

proteinek a külsQ mitokondriális és a mag membránban helyezkednek el (Kopper és Mihalik, 

1990). Kimutatták, hogy a bcl-2 protein megakadályozza egy apoptózist indukáló faktor 

felszabadulását a mitokondriumokból. Az apoptózis irányába való elkötelezQdés a 

mitokondrium illetve a kaszpáz rendszer tagjai közötti együttm_ködés folyamán alakul ki 

(Yang és Korsmayer, 1996). 

 A bcl-2 –höz hasonló apoptózist gátló, vagy azt elQsegítQ géntermékek általában a bcl-

2-vel alkotnak heterodimert. Apoptózist gátlók: bcl-2, bcl—XL. Mcl-1, A1, LMW5-HL 

(virális eredet_), BHRF1 (virális eredet_). Apoptózist elQsegítQk: bax, bcl-Xs, bak, bad, bik, 

(Fés_s, 1996; Susin és mtsai, 1996). A sejthalált gátló és azt elQsegítQ molekulák, amelyek 

homo-, vagy heterodimereket képezhetnek- relatív aránya határozza meg a sejthalál iránti 

érzékenységet (Fés_s, 1996; Yang és Korsmayer, 1996). Az apoptózist kiváltó jel (pl. 

növekedési faktor/túlélési faktor megvonása) után az aktuális bcl-2/bax arány dönt(het)i el a 

sejt sorsát. Valószín_, hogy a bax szintézisét a vad p53 stimulálja, a bax promóter régiójában 
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p53 kötési helyek vannak (Yang és Korsmayer, 1996). A bad lehetQvé teszi, hogy minél több 

bax-bax homodimer képzQdhessen azáltal, hogy a bax-ot felszabadítja a bcl-2/bax, vagy bcl-

XL/ bax heterodimerekbQl, ennél fogva a sejthalál egyik legfontosabb elQsegítQje (Fés_s, 

1996). 

 

5. Az öregedés szerepe az autoimmunitás etiológiájában 

 

 A Sjögren-szindróma etiológiájában feltételezhetQen szerepet játszó számos tényezQ 

mellett (pl. vírus infekció, hormonhatás, UV-sugárzás, stb.) az öregedés általános folyamatai 

is közrejátszhatnak a betegség kialakulásában, hiszen egyes betegségek összekapcsolódnak az 

idQsebb korral, ezért elképzelhetQ, hogy magával az öregedés általános folyamatával is 

összefüggésben állnak (Semsei, 2000; 2002). Számos cikket jelentettek már meg az 

öregedésnek az immunrendszerre gyakorolt hatásáról (pl.: Cinader és mtsai, 1994; Parham, 

1997). Az öregedés általános folyamatai következtében a szervezet minden része változik az 

idQvel, melyet a különbözQ szervek, sejtrendszerek és sejtek funkcióinak általános 

csökkenéseként észlelünk. Az immunrendszer sejtjei is hasonló változáson mennek át, mint a 

szervezet más sejttípusai és ez az immunfolyamatok általános változásában ölt testet. 

Bizonyos káros tényezQk hatásai azonban akkumulálódhatnak a növekvQ korral (mint a 

genom mutációi is), de vannak olyan folyamatok is melyek fokozódnak a növekvQ korral 

(mint pl. a csontritkulás). 

 Az öregedQ thymus (Mariotti és mtsai, 1995) szerepét jelentQsnek tartják az 

immunsejtek differenciációjának és szelekciójának korfüggQ változásában. Számos kutató úgy 

véli, hogy a thymus involúciója és az ezzel párhuzamosan történQ változások a 

szabályozásban, például a T sejtekre vonatkozóan, meghatározóak lehetnek (Rose, 1994). A 

klonális egyensúly megbomlása eredményeként csökken a szervezetnek a külsQ faktorok 
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elleni védekezQ képessége, de ugyanakkor növekvQ reakciót vált ki a saját komponensek 

ellenében. Tehát nem csak a memóriasejteknek a naiv sejtekhez viszonyított aránya változik 

az öregedéssel, de növekszik az autospecifikus T sejtek aránya is. Az antitest repertoárban 

bekövetkezett változások miatt a cirkuláló antitest szint szintén megemelkedik, mely 

megnövekedett autoimmunitást vonhat maga után. A T sejt arányok változása a B sejteket is 

befolyásolja, így az aktivált B sejtek számának növekedését is észleljük, s többek között 

megemelkedik az autoreaktív B sejtek száma is (Ben-Yehuda és mtsai, 1994). Ezzel 

párhuzamosan azonban nem változik az IgM reaktivitás, míg az IgG válasz növekszik a kor 

elQrehaladtával (Marchalonis és mtsai, 1993).  

 Az immunrendszernek az egész szervezet öregedésében betöltött jelentQs szerepének 

felismerése vezetett számos immun-öregedési hipotézis megalkotásához (pl. Walford, 1983), 

ahol az egész szervezet öregedéséért az immunrendszerben bekövetkezett változásokat tették 

felelQssé. Az immunrendszer öregedése kétségtelenül igen fontos tényezQ a szervezet 

szempontjából, azonban az öregedési folyamatok egészén belül annak csak egy részét teszik 

ki. 

Az általános immunfunkciók – hasonlóan az egész szervezetben bekövetkezett 

változásokhoz – csökkenQ tendenciát mutatnak az öregedéssel (19. ábra).  
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19. ábra. Néhány funkció, öregedéssel történQ változásának tendenciái. 

Emellett az általános tendencia mellett vannak olyan folyamatok is, melyek nem követik az 

általános trendet, ahogy ez az autoimmun reakciók esetében is történik. A immunrendszer 

m_ködésében bekövetkezett általános romlást mutatja a szervezet külsQ ágensekkel (vírusok, 

bakteriális fertQzések, stb.) szemben mutatott reakciójának csökkenése is, valószín_leg a 

szervezet általánosan csökkenQ funkcióinak következményeként (változások a 

génexpresszióban, fehérjeszintézisben, az intracelluláris környezetben, stb.) (Semsei, 2000; 

2002). Az autoimmun reakciók azonban növekednek, s ezzel párhuzamosan a szervezet más 

folyamataiban is bekövetkezik emelkedés, növekedés. Itt most csak kettQt említünk: a gének 

mutációit és az apoptózist. A megnövekedett apoptózis (Higami és mtsai, 1997; Liu és mtsai, 

2000) miatt, - melyet az öregedés által kiváltott nem programozott sejthalál növekedése is 

erQsít – megemelkedik az eltávolítandó sejtkomponensek tömege, mely elvezethet a 

fiziológiás autoimmun reakciók emelkedéséhez. Ez jól manifesztálódhat az antitest titer 

emelkedésében (mint pl. a nukleáris antitestek esetében; Xavier és mtsai, 1995), és ezeket a 

reakciókat számos fertQzéses folyamat is erQsítheti (Jassel és mtsai, 1999). Ezen tendenciák 
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mellett az öregedéssel jelentkezQ genetikai mutációk számának emelkedése további trigger 

faktorként jelenhet meg az antitest titer növekedésére: ebben az esetben azonban az antitest 

repertoár is változik. Mindezek a változások azonban nem feltétlenül vezetnek autoimmun 

betegségek megjelenéséhez. 

 Számos példa mutatja, hogy öröklQdQ autoimmun betegségeket genetikai tényezQk is 

kiválthatnak (Peterson és mtsai, 1998). Így az öregedés által provokált genetikai változások 

(Strehler, 1986) is fontos szerepet játszhatnak a triggerelQ faktorokra (mint pl. külsQ 

környezeti tényezQk, ahogy az UV sugárzás is; belsQ faktorok, mint a szabad gyökök és a 

genom „fluid” karaktere) való tekintet nélkül is. A következQ példa azt mutatja be, hogyan 

játszhat szerepet egy genetikai mutáció egy autoimmun betegség kialakulásában. 

 Már régóta sejtik, hogy az autoantitestek nem csak diagnosztikai szereppel bírnak, de 

szerepet játszhatnak autoimmun betegségek patomechanizmusában is. Az La autoantigénrQl is 

azt gondolják, hogy bizonyos autoimmun betegségek – mint a Sjögren-szindróma, szisztémás 

lupus erythematosus (SLE), stb.- etiológiájában részt vehet. Az La autoantigént mára már 

meglehetQsen jól karakterizálták (Bachmann és mtsai, 1990b; Tröster és mtsai, 1994; Grölz és 

Bachmann. 1997) és úgy t_nik, hogy az La gén különbözQ mRNS splicing variánsait (4/a. 

ábra) különbözQ faktorok szabályozzák (Grölz és mtsai, 1998), melyek az általános és a 

specifikus reakciókhoz kapcsolódnak. Az La gén 3 pszeudogénjét is izolálták, ami azért 

fontos, mert rámutatott az mRNS-ek 7-es exonjában jelenlévQ oligoA forró pont régió 

jelentQségére. Bebizonyították (Bachmann és mtsai, 1996; 1997), hogy Sjögren-szindrómában 

és SLE-ben szenvedQ betegek perifériás vérének lymphocitái valóban hordoznak mutációt 

ebben a régióban (20/a ábra).  
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      A 
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20. ábra. Az La autoantigén genetikai variációi. A. Három különbözQ mRNS splicing variáns létezik 

egy oligo(A8) szekvenciával a 7-es exonban. A három pszeudogénben ez az oligo(A) 

szekvencia különbözQ tagszámú. B. A transzlálódó La fehérjék, normál és –A valamint +A 

mutációkkal az oligo(A) szekvenciában. 

Ezen mutációk következményeit szemlélteti a 20/b. ábra, az átíródó La fehérjék 

vonatkozásában. Mind a –A, mind pedig a +A mutáció olyan, a C terminálisnál csonkolt La 

fehérje keletkezéséhez vezet, melyek a mag. És dimerizációs szignált is elveszítették. A +A 

mutáció esetében kriptikus epitóp keletkezik, míg a –A mutációnál neoepitóp alakul ki a 
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mutációk következményeként. Így tehát mindkét variáns autoimmun reakciók kiváltását 

eredményezheti (Urbán és mtsai, 2002). 

 Az öröklött genetikai problémákhoz hasonlóan, az öregedéssel megváltozott genetikai 

apparátus is autoimmun reakciók kiváltását eredményezheti. Az idQ elQrehaladásával mind 

több és több korral kialakult változás alakítja a genomot és ezek a változások, például olyan 

funkcionális változásokkal is járhatnak, mint az La autoantigén megjelenése. Talán nem ez az 

egyetlen speciális eset, mely az immunrendszer egy elemének jelentQs változását vonja maga 

után. További vizsgálatok igazolhatják, hogy ez a jelenség talán sokkal általánosabb, mint azt 

eddig gondoltuk (Semsei és mtsai, 2002). 

 

 

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az öregedéssel és a betegségekkel 

 

 A különbözQ élQlények genetikai felépítése más és más, a DNS hossza és nukleotid 

elrendezQdése függ az adott élQlény fajától, komplexitásától: minél közelebbi rokonságban 

vannak a fajok, annál hasonlóbb ez a genetikai elrendezQdés. Az emlQsök közötti hasonlóság 

igen nagy, az ember és a fQemlQsök genetikai állománya mintegy 98%-ban hasonlít 

egymáshoz. Két ember DNS-e sem egyezik meg azonban, mert ha csak az egy nukleotidnyi 

polimorfizmust (SNP: az angol single nucleotide polymorphism rövidítése) tekintjük is, több 

mint 3 millió nukleotidnyi eltérést találunk két egyén DNS-ében, még azonos populáción 

belül is (Shastry, 2002). Ez az eltérés még csak nem is nukleotidok inzerciójából, 

deléciójából, vagy egyéb eltérésébQl áll (duplikációk, stb.), csupán az adott helyen az egyik 

nukleotid helyett egy másik áll (pl. G helyett T, vagy A helyett C, stb.). Mégis ez a 

legjelentQsebb mérték_ genetikai eltérések egyike (Vignal és mtsai, 2002).  
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 Az SNP-k elhelyezkedésük szerint kerülhetnek gént kódoló szakaszon kívül, ahol 

vagy van valamilyen hatásuk (pl. egy gén promóter régiójában, ahol a gén szabályzását 

befolyásolhatja) vagy nincs. A génen belüli SNP-knek is hasonló lehet a hatása, hiszen ha a 

nukleotidnyi eltérés következtében nem változik meg az aminosav sorrend (szinonim 

változások), akkor hatása nem jelentkezik fehérjeszinten; vannak azonban olyan SNP-k is, 

melyek már a fehérjék aminosav sorrendjében is jelentkeznek (nem szinonim SNP-k). Ezek az 

eltérések azután kihathatnak a fehérje m_ködésére is, vagy elenyészQ hatást váltanak ki (pl. 

konformációs változást), mely nem befolyásolja az adott fehérje – adott esetben enzim 

aktivitását – m_ködését, vagy ismerünk olyan aminosav változásokat is, melyek jelentQsen 

befolyásolják, illetve esetenként teljes egészében eltörlik az adott fehérje funkcióját. 

 Az emberi genom teljes feltérképezését követQen most már arra lehet koncentrálni, 

hogy az ember-ember közötti különbségeket megtaláljuk (Altshuler és mtsai, 2000; Cargill és 

mtsai, 1999). Történtek is már ilyen jelleg_ vizsgálatok, feltérképezték az SNP-ket: a teljes 

kromoszómán belül (Mullikin és mtsai, 2000), a genom egy részében (Haga és mtsai, 2002), 

vagy egy betegség komplex (Emahazion és mtsai, 2001), vagy egyedi gén vizsgálata során. A 

teljes kör_, szisztematikus SNP-felderítés azonban legalább akkora feladatot ró majd a 

kutatókra, mint magának az emberi genomnak a feltárása. Tökéletesednek azonban a 

vizsgálati módszerek (Breen, 2002; Holden, 2002; Tsucihashi és Dracopoli, 2002), az 

automatizálással és az egyéb gyakorlati és elméleti problémák megoldásával felgyorsulhat 

majd ez a folyamat (Aerts és mtsai, 2002; Hagmann, 1999; Heil és mtsai, 2002; Jordan és 

mtsai, 2002; Le-Hellard és mtsai, 2002; Lio és mtsai, 2003). 

 A genetikai variabilitás ismerete számos probléma megoldásában lehet segítségünkre.  

Az SNP-k ismeretében nyomon követhetünk evolúciós változásokat, a természetes szelekció 

alakulását (Akey és mtsai, 2002; Schmidt és mtsai, 2000), hiszen a legtöbb változás a magas 

rekombinációjú régiókban lelhetQ fel (Lercher és Hurst, 2002). Így a fajok közötti, illetve egy 
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fajon belüli evolúciós változások is nyomon követhetQk (Schmidt és mtsai, 2000). Másik igen 

fontos szerepe az SNP-nek a farmakológiában lehet. Ismert jelenség, hogy az egyének 

különbözQképpen reagálnak gyógyszerekre, vagy más környezeti behatásokra (Bell és mtsai, 

2002; Mrash és mtsai, 2002). Vannak, akik igen hevesen reagálnak egyes anyagokra (az 

USA-ban pl. évente mintegy 100 ezren halnak meg anaphylaxiás reakciók miatt, 

(Pirmohamed és Park, 2001)), de segítségünkre lehet a metabolizáló gének SNP-inek ismerete 

a gyógyszerek hatásmechanizmusának megismerésében is.  

 Az SNP-k egyik legismertebb kérdésköre a betegségre való fogékonyság 

(szuszceptibilitás). Sok publikáció bizonyítja, hogy egyes nukleotid polimorfizmusok 

összefüggésbe hozhatók a betegségek kialakulásával, hiszen egyes embercsoportokra jellemzQ 

SNP-k esetén a betegség gyakorisága szignifikánsan nagyobb lehet, ha a betegségben nem 

szenvedQ csoport DNS szekvenciájával hasonlítjuk össze. Csak néhányat megemlítve: 

komplex betegségek, mint az Alzheimer kór (Emahazion és mtsai, 2001), vagy a sarlósejtes 

anaemia (Waterfall és Cobb, 2001), hyperlipidémia (Osawa és mtsai, 2001), skizofrénia (Li és 

mtsai, 2000), különbözQ daganatok, stb. 

 Igen fontos lehet az SNP-k ismerete az öregedés problémakörének tanulmányozása 

során is, hiszen a hosszú élet_ emberek génjeinek összehasonlítása a rövidebb élet_ekkel 

választ adhat arra a kérdésre, hogy mely gének, s azoknak mely változatai játszhatnak fontos 

szerepet a hosszú élet kialakításában. Már vizsgáltak is modellrendszereket (Schmidt és mtsai, 

2000), s tanulmányozták, pl. a DNS-javító gének SNP-inek jelentQségét is (Ruttan és 

Glickman, 2002), hiszen a DNS-hibák kijavítása az öregedés egyik kardinális kérdése lehet. 

 Az irodalomban fellelhetQ eredmények azt mutatják, hogy az öregedést részben 

meghatározó (Semsei, 2000; 2004) genetikai állomány eltéréseiként jelentkezQ SNP-k 

befolyásolhatják az elérhetQ maximális életkort. Ha tehát nem sz_kítjük le az öregedés 

okainak kutatását egyetlen okra (Semsei, 2002; 2003a), akkor a maximálisan elérhetQ életkort 
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meghatározó tényezQk közé sorolhatjuk a genetikai állomány variabilitását is (Semsei, 

2003b). Hasznos lesz tehát az SNP-k korfüggésének kutatása, hiszen ha nem is találjuk meg 

az öregedés okait az SNP-kben, meghatározhatjuk, hogy mely gének SNP-inek van kifejezett 

jelentQsége a hosszú életkor elérésében. ElképzelhetQ, hogy sok esetben a magas életkorhoz 

kötött SNP-k negatív korrelációt mutatnak egyes betegségre való fogékonysággal, mint amit 

az IL-10 esetében is láthatunk. Az azonban, hogy egyes SNP-k -nyilvánvalóan sok más SNP, 

illetve egyéb tényezQ megléte mellet – fokozottan hozzájárulhatnak a betegségek 

kialakulásához, magát az elérhetQ maximális életkort negatívan fogják befolyásolni, amint a 

betegség manifesztálódik (Semsei, 2003c). Érdemes lesz tehát a továbbiakban összehasonlító 

vizsgálatokat végezni az SNP-knél, hogyan befolyásolják a sikeres öregedést, illetve 

egyidej_leg a betegség szuszceptibilitást.  
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VII. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

1. Magyar nyelv_ összefoglaló 

 

A poliszisztémás autoimmun betegségek közé tartozó Sjögren-szindrómában fQleg az 

exocrin mirigyek károsodnak, de más szervek m_ködése is zavart szenvedhet. A betegség 

kialakulásában az immunregulációs zavart elQidézQ komplex genetikai háttér, hormonális 

tényezQk valamint más külsQ és belsQ faktorok mellett marker autoantitestek - így az La 

autoantigén - fontos szerepet játszik a betegség felismerésében, de az etiopathogenezisben is 

részt vehet. 

Az autoimmun folyamatok közvetlen elindítói lehetnek az La mRNS splicing 

variánsai, de a 7-es exon forrópont régiójának mutációi közvetlenül is szerepet játszhatnak 

ebben a folyamatban, a megváltozott La fehérjék átíródása révén. Munkánkban Sjögren-

szindrómában (és szisztémás lupus erythematosusban) szenvedQ betegek lymphocytáiban 

mutattunk ki mutációt a fenti régióban, PCR-SSCP technika segítségével. Emellett differential 

display alkalmazásával elkezdtük a Sjögren-szindróma szisztematikus megközelítését. Ezt 

követQen megállapítottuk, hogy a Sjögren-szindróma egyik fQ halálozási okaként szereplQ 

lymphoproliferatív szindrómák egyikét jellemzQ t(14;18) kromoszóma transzlokáció 

gyakorisága ötszörös az egészséges kontrollokhoz viszonyítva, ami alátámasztja a magasabb 

halálozási arányt. Mivel a Sjögren-szindróma az életkor elQrehaladásával jelentkezik 

fokozottabban, az öregedés szerepét is diszkuttáltuk egyes autoimmun folyamatok 

etiológiájában. Emellett az öregedés és egyes betegségek kialakulását vizsgáltuk a genetikai 

polimorfizmus kapcsolatával is. Munkánk eredményei elQsegíthetik a Sjögren-szindróma 

etiológiájának jobb megértését. 
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2. Angol nyelv_ összefoglaló 

 

SUMMARY 

 

Sjögren's syndrome (Ss), which belongs to the polysystemic autoimmune diseases, is 

characterized mainly by the destruction of exocrine glands but other organs could be damaged 

as well. Besides the complex genetic background, hormonal factors and other external and 

internal factors - that result in the disorders of immune regulation in Ss - the La autoantigen 

plays not only a diagnostic role but it may participate in the pathogenesis of the disease as 

well. 

Certain La mRNA splicing variants could be indirect triggering factors of the 

autoimmune process; however the mutations in the hot-spot region of the La exon 7 may be 

directly involved in this process as it is directly translated into mutant proteins. We detected 

mutations in lymphocytes of Sjögren's patients (as well as in patients of systemic lupus 

erythematosus) in this region using PCR-SSCP method. Besides we started to approach 

Sjögren’s syndrome systematically by differential display. Moreover, we established that the 

frequency of t(14;18) chromosome translocation in Sjögren’s patients is 5 times higher than in 

healthy donors. This fact explains the higher mortality rate which is caused by 

lymphoproliferative disorders, one of the main causes of death of Ss patients. Since the 

appearance of Sjögren's syndrome is experienced mainly at late ages we discussed the role of 

aging in the etiology of autoimmune diseases as well. Moreover, the linkage between aging, 

diseases and single nucleotide polymorphisms were also reviewed. Results of this study could 

contribute to the better understanding of the pathomechanism of Sjögren’s syndrome. 
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ANA    nukleáris antigén elleni antitest 

DD                                         differential  display (külömbség kimutatás) 

DLE     discoid lupus erythematosus 

MCTD    kevert kötQszöveti betegség 

mtsai    munkatársai 

PCR    polimeráz láncreakció 

RA    rheumatoid arthritis 

RNP    ribonukleoprotein 

SLE    szisztémás lupus erythematosus 

Ss                                           Sjögren-szindróma  

SCLE    subacut cutan lupus erythematosus 

SSCP                            egyszálú konformációs polimorfizmus 
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