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I. BEVEZETES

A poliszisztémds autoimmun betegségek nagy csoportjaba tobb betegség sorolhatd be,
igy pl. a szisztémads lupus erythematosus (SLE), a kevert kotdszoveti betegség (MCTD) és a
Sjogren-szindroma is (Ss). A Sjogren-szindromaban foként a konny-, nyal-, és egyéb exocrin
mirigyek miikodése karosodott, mind amellett, hogy maés szervek miikodése is zavart
szenvedhet. Primer és szekunder forméja ismert, utobbinal a rheumatoid arthritissel (RA),
SLE-vel vagy mas betegségekkel is tarsulhat.

Ezen autoimmun betegségek kialakulasdban tobb tényezd jatszik szerepet, igy az
immunregulacios zavart el6idézd komplex genetikai hattér, tovabba hormonalis tényezok,
valamint egyéb kiilsé és belsd faktorok (exogén, endogén és retrovirusok, UV-sugdrzas,
kémiai anyagok, gydgyszerek, stb.). Az Ss betegek széruma legtobbszor nukleéris antigének
ellen termel6dott antitesteket (ANA) tartalmaz. Az ANA-k nagy gyakorisaggal a
génexpresszioban kiillonbozd funkcidkat ellatd fehérjék ellen termelddnek, igy pl. a hnRNS
feldolgozasaban részt vevd fehérje, az RNS polimeraz III transzkripcios faktora, az La/SS-B
ellen. Az egyes betegségekre jellemzé marker autoantitestek - igy az anti-La/SS-B —
jelentdségét nem kérddjelezi meg senki, és mint ilyenek, igen fontos szerepet jatszanak a
betegség felismerésében, diagnosztikdjaban, de patologiai jelenségek, torténések
kialakitasaban is részt vehetnek.

Disszertaciomban azokat az eredményeket irtam le, melyeket az La autoantigén
molekularis biologiai modszerek felhasznaldsaval tortént tanulmanyozasa soran kaptunk,
hogy tovabb tisztazhassuk szerepét a Sjogren-szindroma patomechanizmusaban. Emellett
megkezdtilk a Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitésének elokészitését, illetve

tanulmanyoztuk a t(14;18) kromoszdéma transzlokacio jelentoségét a Sjogren-szindréma egyik



6 haldlozési okaként jelentkezd lymphoproliferativ szindromakkal kapcsolatban. Végiil pedig

crer

megvizsgaltuk az Oregedés altalanos folyamataival kapcsolatban, mely tovabbi elméleti

adalékokkal szolgalhat a betegség etiopatogenezisének felderitéséhez.



II. IRODALMI ATTEKINTES

A poliszisztémas autoimmun betegségek és a Sjogren-szindroma

A Sjogren-szindroma (Sjogren, 1933; Moutsopoulos és Youinou, 1991; Zeher 1990,
Zeher és Szegedi, 1998) olyan tobb szervrendszert érintd betegség, melyre leginkabb a szem-
¢s sz4j szarazsaga hivja fel a figyelmet. Az autoimmun gyulladdsos folyamat kovetkeztében a
konny-, nyal-, és egyéb exocrin mirigyek mitkddése karosodik, valadékot termeld képességiik
csOkken. A nyalmirigyek megduzzadnak, fajdalmasak lehetnek. Mindezek mellett non-erosiv
polyarthritis, vasculitis, myositis, kozponti idegrendszeri kéarosodasra utald tiinetek
(Alexander és mtsai, 1981), vese ¢és tiidOelvaltozasok alakulhatnak ki. A Ss primer ¢és
szekunder formdjat kiilonitjiik el. A primer forma esetén a betegség keratoconjuctivitis sicca,
egy¢b glanduléris (1égzdszervi eltérések, gastrointestinalis tiinetek, xeroderma ¢és a genitalis
traktus elvaltozasai), és extraglandularis tlinetek (polyarthritis, vasculitis, idegrendszeri
eltérések, myositis, pneumonitis, lymphadenopathia, veseelvaltozasok) egyiittesébdl all.
Szekunder formarol akkor beszéliink, ha a klasszikus sicca komplex egyéb poliszisztémas
autoimmun betegséggel (pl. rheumatoid arthritis, systemas lupus erythematosus, stb.) egytitt
jelenik meg.

A Sjogren-szindroma gyakorisdga eléri az 1%-ot, a rheumatoid arthritissel kozel
azonos gyakorisaggal figyelhetjiilk meg. Elsdsorban 40-50 év kozotti ndket érint, a ndk férfiak
aranya 9:1. A menopausa ¢éveiben kialakuladsara lényegesen nagyobb az esély, de néhany
gyermekkori esetrdl is beszamoltak.

A Ss a poliszisztémas autoimmun betegségek csoportjdba tartozéd
multifaktoridlis betegség, melyben a target szovetek pusztulasat autoimmun jelenségek idézik

eld. Az exocrin mirigyekben és a parenchimas szervekben autoreaktiv, cytotoxikus T sejtek



szaporodnak fel, melyek szdveti pusztulast idéznek eld. A CD4 és CDS5 pozitiv T sejtek és B-
sejtek (Zeher és mtsai, 1990) aktivalasaval lokalisan immunoglobulinok, autoantitestek, és
immunkomplexek termelését idézik eld, melyhez szamos citokin részvétele sziikséges (Zeher
¢s mtsai, 1997; Ogawa és mitsai, 1995). Bizonyos extraglandularis tiinetek, példaul a
vasculitisek kifejlodésében a két folyamat egylittesen figyelhetd meg. Az epithel sejteken
kialakul6 nem megfeleld6 HLA-DR expresszio (Moutsopoulos és mtsai, 1986; 1991) alapjan
feltételezhetd, hogy antigének prezentalasra képessé valnak. Az exocrin mirigyekben levo
fokalis lymphocytés infiltracid perzisztalasat és fokozasat a T sejtek csokkent Fas-ligand és
fokozott bcl-2 expresszidja segiti eld, mely mechanizmus szerepet jatszhat a malignus
lymphomék kialakuldsaban is. Az irodalmi adatok szerint a korban és nemben egyeztetett
kontroll csoporthoz képest a malignus lymphomdk kialakuldsa 40-szer gyakoribb a Ss
betegekben (Bunin és Talal, 1963; Talal és Bunim, 1964; Kassan ¢s mtsai, 1978; Zeher és
mtsai, 1998). A Sjogren-szindromds + non-Hodgkin lymphomas esetekre jellemzd, hogy a
lymphoma évekkel kdveti az autoimmun betegséget, altaldban az alacsony malignitdsu B-
sejtes formdk jelennek meg, melyek 50%-aban a talélés eléri az 5 évet. A lymphoma
képzddésében a virusok (HTLV-1, Herpesvirus 6, EBV, HCV), az o-6-methylguanin
mutacidja, a Bl sejtek hyperstimuldcioja, illetve a bcl-2 oncoprotein apoptdzis-gatlasa

valdszinisitheto.

A betegség kialakuldsaban tobb tényezd szerepét tételezik fel. Bizonyos kornyezeti
behatasokra (virusok, gyogyszerek, UV sugarzas), illetve sajatsagos genetikai hajlam esetén a
korkép teljes formdjaban évek alatt alakul ki. A Ss etiopathogenezisében a herpes (EBV,
CMV, Herpesvirus 6) ¢és retrovirusoknak (HIV-1, HTLV-1, human retrovirus 5)
tulajdonitanak szerepet, melyek, mint ubiquiter virusok a nyalmirigy epithelsejtjeiben

perzisztalnak és trigger szerepiik lehet az autoimmun gyulladasos folyamat elinditdsdban. A



Sjogren-szindromaban az SS-A/Ro és SS-B/La autoantigén ellen figyelheté meg autoantitest
képzodés (Harley ¢és mtsai, 1986). A Ro és La autoantitest szerepe teljes mértékig még nem
bizonyitott, de vannak olyan megfigyelések, hogy bizonyos extraglandularis tiinetek (pl.
vasculitis) megjelenésével szoros asszociacidot mutatnak, igy feltételezhetd, hogy a szoveti
karosodasok kialakitdsdban kozvetleniil is részt vesznek. Az utdbbi idében elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a Sjogren-szindromas betegek nyalmirigyében
kialakul6 acinus-, és ductus epithelsejtek karosodasaban nagy jelentdséget tulajdonitanak a
sejtek fas-medidlt apoptotikus karosodasanak is. Korabbi vizsgalatok a nyalmirigy acinusok
¢s ductusok epithel sejtjeinek pusztuldsdban az autoimmun gyulladasban résztvevo
lymphocyték direkt szerepét is feltételezik. Ezek alapjan tgynevezett autoimmun epithelitis
alakul ki, melynek eredményeként az epithel sejtek destrualéodnak. Hasonlo elvaltozast a Ss

betegek bronchus epithel sejtjein figyeltek meg.

Primer Sjogren-szindromdban régebben a HLA-BS8 antigénnel vald asszociacié volt ismert,
mig az Ujabb kutatasok alapjan szoros kapcsolat a DR3 alloantigénnel 4ll fenn. Ismert az is,
hogy a HLA-DQW1 el6éfordulasi gyakorisdga igen magas, mely azért jelentds, mert szerepet
a primer ¢és szekunder forma immungenetikai hattere (Moutsopoulos ¢és mtsai, 1975;
Manthorpe és mtsai, 1985), hiszen a szekunder formaban, ha az Ss rheumatoid arthritissel
kimutattdk, hogy a nemrégen felismert egyik allogén, a DRW52 mindkét Sjogren forma
esetén igen gyakran, 80-90%-ban kimutathat6. Mivel az immunreaktivitasi gének a D lokusz
antigénjeihez kotottek, érdekes az a megfigyelés, hogy egyes HLA antigének jelenléte
meghatarozhatja a Ss betegek fokozott antitest termeld képességét. Az anti-SS-A ellenanyag

pozitivitas a DR2 antigénnel, mig az anti-SS-B ellenanyag termelése a DR3 antigénnel mutat



szoros Osszefliggést. Kimutathat6 az is, hogy a HLA-DQ1/DQ2 heterozigétakban az anti-SS-

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

Klinikai tiinetek és diagnosztikus kritériumok
A primer Sjogren-szindroma klinikai tiineteit exocrin (glandularis) és non-exocrin
vagy extragladularis csoportba soroljuk (Talal és mtsai, 1987; Zeher ¢s mtsai, 1989). A

tiineteket 6sszefoglald ,,diagnosztikus kereket” mutatja az alabbi dbra:

rsc_udo-
ymphom#

A Sjogren-szindréma tlineteinek 6sszefoglalasa. Gl = gastrointestinalis; CNS = kézponti idegrendszer;

PNS = periférias idegek; CFS = kronikus faradtsag szindréma.

.....

kovetelménye a diagnosztikus kritériumoknak, hogy valamennyi tiinet jelen legyen.

A Sjogren-szindroma megallapitasanal hasznalt diagnosztikus tesztek eredményeit
kritériumrendszer formajaban értékeljiik. Tobb kritériumrendszer 1étezik (pl. Fox és mtsai,
1986), ma a Vitali és mtsai (1992) altal kimunkalt a legelfogadottabb. Az aldbbi &sszefoglald

tablazat jol szemlélteti ezeket a kritériumokat és kritériumrendszereket.



Munkacsoportok
Skandindv| Gordg | Amerikai | Japin
I. Xerophthalmia igazolt,ha | kettéa | 1-4. 2.654. (1. 2. 4.
jelen van 24-bdl
1. Szubjektiv panasz - + B +
2. Kéros Schirmer | <10 <5 <9 <10
(mm/5 perc)
3. Kéros konny film- <10 - .
felszakaddsi 1d6 (s)
4. Kéros bengalvoros festés <4 <4 <4 <4
{pontszdm)
Il. Xerostomia igazoll, kettda2]1.6.(7.)| 1.2.3.6.| 1.5
ha jelen van 4. 6-bol (6.)
1. Szubjektiv panasz — + + +
2. Csokkent nem stimuldlt =1,5/15 = =1,5/15 —
nyaltermelés (ml/perc)
3. Csokkent stimulilt parotig = 1/5 1,5/3
nyiltermelés (ml/perc)
4. Koros nydlmirigy- ¥ - +
scintigraphia
5. Kéros parotis sialogramm = + +
6. Kéros nyédlmirigyszovettan + + + +
7. Parotis duzzanat + 5 z
1L
1. Rheumafaktor-titer vagy 1:160
2. ANA-titer vagy 11160
3. Poziliv anli-SSA, anti-SSB +
Biztos Sjigren-szindréma L1 kett6az| L IL I | I, IT
igazolt, ha jelen van L., 1I/1. 6|
7-bil

A Sjogren-szindroma diagnosztikus kritériumai.

Terapias lehetoségek

A szemtiinetek kezelésére a mikonnyek, aktiv gyulladasos tlinetekre steroid €s nem
steroid tartalmu cseppek-, sulyos gyulladasos elvaltozasoknal lokalis Cyclosporin A vagy
szisztémas steroid és Cyclosporin A hasznélhat6. A sajat konny elfolyasanak meggatlasara a
konnycsatorndk elzarasat alkalmazzdk. A cornean kialakuld fekélyek fedésére terapias lagy
kontaktlencsék keriiltek forgalomba, a szaruhartyan keletkez6, nem gyogyuld fekélyeknél
szaruhartya atiiltetésre van sziikség. A szdjszaradas kezelésére miinyal és szajzselé¢ adhato, az
oralis candidiasist célzottan kezelni kell. Nagy jelentdségli a fogak konzervalasa. Sajat

tapasztalataink szerint az N-acetyl-cystein kuraszerii alkalmazédsa javitja a szajszarazsag



érzetet. Jelenleg kiprobalas alatt all a kis dozist, per os alkalmazott természetes interferon
alfa, mely az eddigi vizsgalatok alapjan szignifikdnsan fokozza a stimulalt nyalszekréciot, igy
a xerostomids tiinetek csokkenését eredményezi.

Immunszupressziv kezelést altaldban extraglandularis tiinetek jelentkezésekor
alkalmazunk. Megvalasztdsanal alapvetd jelent6ségli, hogy az adott tiinet milyen
immunologiai mechanizmus alapjan jon 1étre, igy T-sejtes folyamatnal a steroid gyulladas
gatlok, mig B-sejt medialta folyamatoknal Cyclophosphamidot hasznalunk.

Sajat megfigyelésiink alapjan a Sjogren-szindroma prognozisat alapvetden a belsd
szervi érintettség sulyossaga szabja meg. Nagy betegcsoporton elvégzett vizsgalatok alapjan
megallapithattuk, hogy a tiid6 érintettsége illetve a férfi-nem rossz prognosztikai faktor. Az
atlag népességnél gyakrabban kialakulé malignus lymphoma szintén rontja a talélési

esélyeket.

10



Az La autoantigén

Régota gyanitjak, hogy a Ss kialakuldsaban az La gén pathofizioldgiai szereppel is
birhat a Ro autoantigén mellett, mely a masik autoantigén, amit Osszefiiggésbe hoznak a
Sjogren-szindroma és mas autoimmun betegségek kialakuldsaval. Mind az La mind pedig a
Ro antigének ribonukleoprotein (RNP) komplexekben asszocialédnak. Az La RNP 6sszetevoi
az RNS polimeraz 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 példat az 1. abra.
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1. abra. Az La fehérje asszociaciéja 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 szdmos mas asszociacidban is megtalalhatd az La protein, ahogy Ul
RNS-sel, vagy egyes virus RNS-ekkel (pl. EBER; Chan és mtsai, 1989b) is, illetve az
endonukledz VII komplex részeként is azonositottak (Bachmann €és mtsai, 1983).

Az La fehérje elsdsorban a sejtmagban lokalizalodik, de kiilonboz6 stressz hatasok (pl.
UV-sugarzas) fokozott sejtfelszini megjelenést eredményezhet (Bachmann és mtsai, 1990a;

1992). A 408 aminosavbol Osszetevodd La fehérje két f6 doménbdl all (Chan és mtsai,
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1989a), melyet egy protedzokra érzékeny 130 aminosavbdl allo szakasz kapcsol Ossze (2.

abra).

RNA

X
28/29 kD

ccc

(8

MM M

\1/

2. abra. Az La fehérje szerkezeti modellje. A fehérie két f6 doménbdl (X, Y) all, melyet 130
aminosavbdl all6, proteazra érzékeny (nyilak) lanc kapcsol dssze. A metionin részek az X
doménre, a foszforilalt aminosav részek az Y doménre jellemz8ek. Az X doménen talalhat6 az

oligoU koétéhely, mig az Y-on a magszignal és a dimerizacis szignal.

Az La autoantigén szerepet jatszik az RNS polimeraz III altal irdnyitott transzkripcid
termindciojaban (Gottlieb és Steitz, 1989) és a terminacid belsd inicidlasaban, legaldbbis a
poliovirus esetében (Meerovitch és mtsai, 1989). A fehérje transzkripcids faktor 1évén
kiilonb6z6 (féleg RNS és DNS széttekerd) enzimaktivitdsokkal is rendelkezik (Bachmann ¢és
mtsai, 1990b). Maga az La gén a 2-es kromoszéman helyezkedik el és egy 11 exonbol 4llo,

1,47 kb hossztsagii RNS-t kodol (Chambers és mtsai, 1988).

Az La autoantigén splicing variansai és a 7-es exon forropont régioja

Az La autoantigén mRNS-ét tobb forrasbol is klonoztdk (Chan és mtsai, 1989b;
Semsei és mtsai, 1993), igy human sejtekbdl is. A Sjogren-szindromas beteg lymphocytéibol
torténd klonozast kdvetden megallapitottak (Troster és mtsai, 1994), hogy az RNS-nek tobb

splicing varidnsa is 1étezik (3. abra), s ezeknek 5° végei eltérd szekvencidjuak.

12
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3. abra. Az La antigén 5’ végének szerkezete és a rola képzddé 3 kiilonbdzé mRNS splicing-varians 5’
vége. a = exon 1, b = exon 1" és ¢ = exon 1” variansok a fehérje kezddéhelyek ATG-inek
bejelélésével, ahol az ATG,) a normal kezdbhely.

Az 1 és I tipust mRNS-ben az 1-es exon eltérd splicing utan alakul ki, mig az 1’ és 1"’
varians kozott csak 4 nukleotid (satirozott rész) kiilonbség van (Grolz és Bachmann, 1997).
Az exon 1’ és exon 1 mRNS-ek aranya, illetve az exon 17 és exon 1°-¢ is 1:5 koriili (Hilker
¢és mtsai, 1996; Grolz és Bachmann, 1997). A 4. dbra mutat egy példat ezekre az mRNS
aranyokra.

[bp]

1353
1078 x
O

872 ——

603

310 —

271 7
234 /

194

M 1 ro1

4. abra. Az La autoantigén 3 mRNS splicing variansanak mRNS szintjei human keratinocitakban. 1 =

La exon 1 forma; 1° = exon 1" mMRNS; 1” = La exon 1” mRNS forma; M = ®X174 DNS marker.
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Az 1’ tipusban a normal ATG kezddhely eldtt tobb masik ATG is taldlhatd, mely
lehetdséget nytjthat az N-terminalon modosult La fehérje kialakulasahoz. A médosult fehérje
pedig lehetéséget nytjthatna autoimmun reakciok kivaltdsdhoz, hiszen olyan epitopok
jOhetnek létre, melyeket az immunrendszer idegenként azonosithat. Azonban mindharom
kezdd ATG-t stop kodon kdvet, miel6tt még a normal kezddhelyet elérné a fehérje atirasa, s
igy mar nem alakulhat ki moddosult fehérje. Ismert azonban az a jelenség, hogy egyes
virusfert6zések hatdsara az mRNS-eknél keretugras torténhet a leolvasaskor, s ez lehetdséget
adhat az extra N-terminalis rész atirasa mellett a normal fehérje atirasara is. igy vagy egy
teljesen 1j fehérje keletkezik, vagy egy N-termindlison modosult La fehérje. In vitro
rendszerekben valoban ki is mutattdk modosult fehérjék keletkezését, noha csak igen kis
mennyiségben.

A kutatdsok késobbi fazisaiban az mRNS splicing varidnsok mellett tobb pszeudogént is

azonositottak (5. abra). Kialakulasuk 4-5 milli6 évvel ezeldttre tehetd (Lin és Chan, 1995).

Exon 1 mRNS
Exon 1' mRNS

Exon 1" mRNS

Pszeudogén 1
Pszeudogén 2
Pszeudogén 3

Delécio

Inzercio

szakaszokat figyelhetlink meg.
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Mindkét 6 mRNS tipushoz hasonlitd pszeudogén 1étezik, s ami feltiind volt ezekben a
génekben, hogy a 7-es exonban talalhatd egy forropont régié (Bachmann és mtsai, 1996), ahol
eltéré tagszamu oligoA szekvencidk taldlhatok a kiillonbozd pszeudogénekben. A késébbi
kutatasok soran egy SLE-ben és egy Sjogren-szindromaban szenvedd betegben olyan mRNS-
eket is sikerlilt azonositani, ahol az eredeti oligoA8 szekvencidval ellentétben —A delécio,
illetve +A inzerci6 van (6. abra).

fgy tehat az La gén 7-es exonjaban olyan forropont régiot talaltak, melynek mutaciéja
egyéb feltételek megléte nélkiil is uj epitopok kialakuldsat eredményezheti (6. dbra), s ezzel

autoimmun reakciok kiindulasi alapjaul szolgalhat.

A

CTGCAGTCTTAACTTTGTTCTCGTGAACTTAGCCTCTGTACTGTGTGTTGTTTAGGGACGATT
ACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAGCTA
AACAGTAAGTATGTTGAACTAATCACGACATAATTTGAATTC

A normal La fehérje La mutansok
28 kD N N N
I
—
23 kD c
+(A) -(A)

6. abra. Normal La fehérjék és a pontmutacidval keletkezé valtozatok.
A. Az La gén 7-es exonja a forrépont oligoA régioval. Az alahuzas jeldli az exont, annak intron
kdrnyezetében. A forrépont régiot vastagon irva kiemeltuk.
B. A keletkezd fehérjék, ahol a —(A) mutacional neo-epitdép, mig a +(A) mutacional kriptogén
epitdp keletkezik. A kis fehér téglalappal jelélt helyek a mar eddig talalt egyéb epitépokat

jelolik.
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A Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitése

A Dbetegségetiologidk hagyomanyos megkdzelitésénél legtobbszor egy-két gént
tanulmanyoznak, mely — el6zetes megfontoldsok alapjan - legvalosziniibben oki tényezdje
lehet a betegség kifejlodésének. Ezt a gént (géneket) minden szempontbdl megprobaljak
karakterizalni, valtozasukat megmérni kiilonb6zd faktorok hatisara, és Osszefiiggésbe
probaljak hozni legalabb a fenndllo betegséggel. A betegség génexpresszids okainak
szisztematikus megkozelitése a valtozok és paraméterek nagy szama miatt eddig nem is volt
lehetséges. A differential display (DD), vagy kiilonbség kimutatas (Liang és Pardie, 1992)
segitségével két RNS populacido Osszehasonlithatd, a mindségi és mennyiségi eltérések
regisztralhatok, majd a résztvevd gének azonosithatok (7. é&bra). A betegekbdl és az
egészségesekbll szeparalt két sejtpopuldcido Osszehasonlitdsaval meghatarozhatjuk azokat a
géneket, melyek az egyik esetben expresszalddnak a masikban nem (mindségi eltérés), vagy
az egyikben eltéré mértékii a génexpresszio a masikhoz viszonyitva (mennyiségi eltérés).

A reverz transzkriptaz-PCR-en alapulé DD-el mar tobb betegségtipus szisztematikus
megkozelitését elkezdték. Tobbek kozott a szisztémas sclerosist (Feghali és Wright, 1999),
borbetegségeket (Rivas €s mtsai, 1997) de tumoros elvaltozasok patomechanizmusat is
tanulmanyoztak ezzel a moddszerrel (Chen ¢és mtsai, 1996), illetve hasonléan komplex
problémaékat, mint az oregedést (Goyns €s mtsai, 1998) is DD-el probaltak tanulmanyozni.
Immunoldgiai betegségeket még féleg modellrendszerben vizsgaltak DD-el (Asling és mtsai,
1995), illetve kofaktorok, mint pl. a Sjogren-szindréma kialakulasdban is valdsziniileg
szerepet jatszd UV sugarzas hatasat (Voght €s mtsai, 1997) tanulmanyoztak a génexpressziora
nézve ezzel a modszerrel. Jelen munkdnkban ismertetjilk azt a DD modszert, mellyel a
Sjogren-szindroma patomechanizmusat kivanjuk vizsgélni az egészséges €s beteg donorok

génexpresszids mintazatanak tanulmanyozaséaval. Ez a két stacioner allapot kozotti kiilonbség
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joval konnyebben értelmezhetd, mint a komplex genetikai haldézatok idébeli vizsgalatanak
eredményei (McAdams és Shapiro, 1995), melyek legtobbszor csak DNS-csip technologiaval
(DeRisi ¢és mitsai, 1996) kozelithetok meg és csak bonyolult komputer programokkal
dolgozhatok fel. Mindamellett szamolnunk kell azzal, hogy a kimutatott kiilonbségek nem

feltétleniil primer 0sszetevoi a betegségetioldgianak.

E B
Sejtek szeparalasa Sejtek szeparalasa
RNS izolalas RNS izolalas
cDNS atiras cDNS atiras
PCR PCR
Elektroforézis
E B
] —_— 4 vvvvv
_> —
N —

}

Savok izolalasa, majd a gének azonositasa

7. abra. A differential display (kulonbség kimutatas) folyamatanak sematikus abrazolasa. Az
egészseéges (E) és beteg (B) sejtek génexpresszio-kiildnbségét oligodT és random primerekkel
végrehajtott reverz transzkriptdz polimeraz lancreakcioval mutatjuk ki, majd az eltéréen

17



expresszalodd géneket azonositjuk. A nyilakkal jelolt savokban kilonbség mutatkozik az mRNS
szintekben, ha az egészséges sejteket a beteg sejtekhez hasonlitjuk (baloldali nyil = minéségi

kllénbség; jobboldali nyilak = mennyiségi eltérés).

Az itt bemutatott differential display technikaval azonosithatok és utdna tanulmanyozhatok
azok a gének, melyek expressziobeli eltérést mutatnak az egészséges kontrollokhoz
hasonlitva. Ezzel a modszerrel igazolhatjuk az eddigi gén-kandidatusok tanulméanyozasanak
relevanciajat, de tjabb gének is a latokoriinkbe keriilnek, melyek valamilyen szereppel birnak
a betegség kivaltasaban, illetve lefolydsaban. A Sjégren-szindroéma esetében az La gént
tekinthetjiik kandidatusnak (Bachmann és mtsai, 1987; Semsei €s mtsai, 1993), mely génrol és
szerepérdl az utobbi idoben tobb munka is megjelent (Bachmann és mtsai, 1990b; Grolz és
mtsai, 1997; 1998). Elképzelhetéen a 3 La mRNS splicing varians eltérd expresszidja (Grolz
¢s mtsai, 1997b; Troster és mtsai, 1994), vagy a 7-es exonban jelenlévd pontmutacidk
eredmények értékelése azonban tobb Ujabb génre vilagithat rd, melyek a betegség
kivaltdsaban vagy lefolydsa sordn szerepet jatszanak. Mds immunologiai betegségek is
tanulmanyozhatok a DD modszerrel, és igen valoszinlien tobb olyan gén azonosithatd lesz,
mely sok immunologiai betegségben kozos szereppel bir. Ezek a gének kisziirhetéek
lennének, s csak a fennmaradokbol kellene valogatni; a megmaradt gének mar valdszintibben
a betegség kialakulasakor és nem lefolyasa soran valtoztatjak expresszidjukat.

A sejtek komplex genetikai halozata (Barkai és Leibler, 1997) eddig — a megfelelé mddszerek
hianya miatt - csak lassan és részleteiben volt tanulmanyozhat6. Emellett a génexpresszid
szabalyzasa kontrollalasanak elvi alapjait is ki kellett dolgozni (McAdams és Shapiro, 1995;
Tavazoie ¢és mtsai, 1999; McAdams és Arkin, 1997). A DNS-csip technologia (Fodor és
mtsai, 1993) alkalmas lehet a komplex génexpresszids valtozasok idébeli vizsgalatara: ezer

gén egyidejl vizsgalata is lehetségessé valik (Schena és mtsai, 1995), illetve akar a genom
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teljes expresszidjanak a tanulméanyozasa is (Eisen és mtsai, 1998; DeRisi és mtsai, 1996). igy
a komplex biologiai problémak, mint a malignus elvaltozasok is tanulmanyozhatokka valtak
(DeRisi és mtsai, 1997; Szallasi, 1998). Ha ilyen jellegli dinamikus valtozasok nem is, de egy-
egy betegség fennallasakor jelentkezd statikus allapot a DD-el is tanulmanyozhato. A DD
technikat ma mar oly mértékben tovabbfejlesztették (Ayala és mtsai, 1995; Haag ¢s Raman,
1994; Sung és Denman, 1997; Mou és mtsai, 1994) és tokéletesitették (Rotschild és mtsai,
1997; Mohr ¢és mtsai, 1997; Liang ¢és mtsai, 1992; Ikonomov ¢és mtsai, 1996; Sompayrac ¢€s
mtsai, 1995), hogy biztonsaggal, nagy pontossaggal ¢s szelektivitassal alkalmazhat6 a statikus
génexpressziobeli eltérések megallapitasara.

Az itt bemutatott modszerrel megkezdtik a Sjogren-szindroma génexpresszids okainak
szisztematikus felderitését. Hasonloan komplex problémak, mint az dregedést (Linskens és
mtsai, 1995; Salehi és mtsai, 1996; Wels és mtsai, 1995; Wu és Lee, 1997) illetve malignus
elvaltozasok (Chen és mtsai, 1999; Liang ¢és mtsai, 1992; Salesiotis és mtsai, 1995; Forestier
¢s mtsai, 1996) okait is ezzel a technikaval kozelitették meg, s ez a modszer mas

immunologiai betegségek patomechanizmusanak vizsgalataban is célszertinek tlinik.

A t(14;18) kromoszoma transzlokacio jelentosége

Az Ss betegek fo haladlozasi okai kozé sorolhatok a lymphoproliferativ szindromak
(Kassan és mtsai, 1978), igy a B-sejtes lymphomak is, melynek tobbsége follicularis
lymphoma, s ez a tipus t(14;18) kromoszéma transzlokacié jelenlétével jol jellemezhetd
(Merup és mtsai, 1996; Yunis és mtsai, 1982). Nem tisztdzott azonban, hogy a transzlokacio
direkt jelenléte milyen szerepet jatszhat a Sjogren-szindrémaban.

A t(14;18) kromoszoma transzlokacionak tobb tipusa ismert. A két f6 tipust lathatjuk a
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8. abran. Emellett még ismert a ver tipus is, ez azonban csak igen kis toredékét képezi az

Osszes transzlokacionak (Adachi és mtsai, 1989; 1990).

(A) (B)
18-as kromoszoma (bcl-2) 14-es kromoszoma (immunglobulin)
mbr mer
s TCH—n— ¥ 5> ——{IIIIm—{===} 1 ¥
>50 kb >30kb i Su Cu

t(14;18) transzlokacié (mbr)

s 3 ¥

I

S H - I 1 ¥

I

8. abra. A (14;18) kromoszéma transzlokacio két f6 tipusa: mbr (f6 torési régid), mer (kis torési

t(14;18) transzlokacio (mcr)

szakasz).

A transzlokédcid6 soran, a 18-as kromoszoméan (18q21.3) elhelyezkedd bcl-2 gén
transzlokalodik az immunglobulin ldnc (Ig) nehéz-, vagy koénnyiilancok génjeinek egyikéhez.
A 14-es kromoszoman (14q32.3) 1évé immunglobulin ldnc gén Jug szegmenséhez
transzlokalodik a bcl-2 gén, mely transzlokécid nem érinti a bel-2 fehérje kddold szakaszat.
Az mbr 1égid a 3’ nem transzlalodo régiotdl mintegy 2,5 kb-ra talalhatd, s egy kb. 500 bp-nyi
szakaszt Olel fel (Cleary és Sklar, 1985 Cleary és mtsai, 1986). Az mcr régido >30 kb-ra
talalhatdo a 3° irdnyban (Ngan ¢és mtsai, 1989). A transzlok4cid nem érinti ugyan a bcl-2
iranyitasa ala keriil, s igy a gén expresszidja viszont megndvekszik (Seto és mtsai, 1988; Seite
¢és mtsai, 1993b). Ez a folyamat az apoptozis gatldsan keresztiil (Hockenbery és mtsai, 1990;

Nguyen és mtsai, 1996) oki tényezd lehet a lymphomak kialakul4séban.
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Az autoimmunitas és az oregedés kapcsolata

Egyes betegségek Osszekapcsolddnak az idésebb korral, ezért elképzelhetd, hogy
magaval az 6regedés altalanos folyamataval is 0sszefiiggésben allnak (Semsei, 2000; 2002).
Tobbek kozott malignus és autoimmun betegségek egyes tipusai fokozottabban jelentkeznek a
kor eld6rehaladtaval (Beeson, 1987). Az oOregedd szervezet egyre fogékonyabb,
kiszolgaltatottabb a fertdz6 betegségekkel szemben és bizonyos o6roklédd betegségek is
gyakrabban fordulnak eld 1d6sebb korban. Az emlitett két betegségtipus — fert6zo és 6roklott
— mellett is vannak betegségek melyeknek kozos gyokerei lehetnek az dregedés folyamataval
¢és/vagy kozvetleniil az oregedési folyamat kdvetkezményei. A malignus elvaltozasok egyes
tipusait mar eddig is 0sszefiiggésbe hoztak az dregedés gyokereivel (Cutler és Semsei, 1989;
Semsei ¢€s Cutler, 1989; Semsei ¢és mtsai, 1989), és az (auto)immun folyamatok valtozasai is
szoros kapcsolatot mutatnak az oOregedési folyamatokkal (Rose, 1994; Hartwig, 1992;
Schoenfeld, 1997).

Az emberi szervezetnek kiillonbozd védvonalai vannak a kiilsé és belsd karositd
faktorok hatasainak kivédésére. Kiilonbozo szervek, rendszerek és sejtes mechanizmusok
veszik fel a kiizdelmet a karosit6é elemekkel, hogy fenntarthassék a szervezet homeosztazisat,
adaptacidés képességét €s az adott informdacios szintjét. Az egyik legfontosabb védo
mechanizmus az immunrendszer, mely egyes kornyezeti karositd tényezdk ellen hat
(fertézések, bizonyos kémiai dgensek, stb.), és egy idében a nem kivant belsd komponenseket
is eliminalja, hogy fenntarthato legyen a szervezet belsd integritdsa. Az autoimmun reakcidok
kialakulasat féleg az utobbi faktor okozza, de bizonyos kornyezeti elemek is befolyasolhatjak,
mint pl. keresztreaktivitas, mimikri, vagy a kiils6 hatasra megvaltozott belsé komponensek.
Fontos azonban elkiiloniteniink az autoimmunitas két agat, a fizioldgias autoimmunitast és az
autoimmun betegségeket. Sziikséges ez tobbek kozott azért is, mert a kivaltdé mechanizmusok

folyamatai kiilonb6z6 szabalyzasi rendszerek befolyasai alatt allnak. Erre utal az is, hogy a
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népességnek csak mintegy 3%-a szenved valamilyen autoimmun betegségben (Feltkamp,
1999), mig a normalis clearence a teljes populacional jelen van.

Az autoimmun betegségeket tovabbi két kategdridba oszthatjuk: primer és szekunder
formak. A szekunder tipus csak atmeneti jellegli és normal immunrendszer jellemzi, s csak
ritkin a megvaltozott antigének. A primer betegségekben viszont rendszerint Orokletes
mint az oregedés. Mindkét tipus kozos jellemzdje, hogy egyéb tényezokkel egyiitt - mint az
oregedés altal kivaltott faktorok és a fiziologids clearence hatdsai - hozzajarulhatnak mas
betegségek kialakulasahoz (Semsei €s mtsai, 2002).
diszkuttalni, hogy a Sjogren-szindroma kialakulasa milyen oki kapcsolatban allhat magaval az

altalanos dregedési folyamatokkal.
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III. CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintésben ismertetett eredmények - melyek mar elég részletességgel
tartak fel az La gént - arra inspirdltak benniinket, hogy a Sjogren-szindromat molekularis
alapjainak tanulmanyozasaval kozelitsik meg. Ennek megfeleléen célkitiizéseink a

kovetkezdk voltak:

1. A Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitéséhez kivantunk olyan modszert
talalni, mely nemcsak egyedi gének tanulmanyozasa révén tudnd a gének és a betegség

kozotti kapesolatokat felfedni.

2. Tanulményozni kivantuk, hogy az La gén 7-es exonjaban taldlhatok-e olyan

mutaciok, melyek eredményeként autoimmun reakciok kivaltdsdban szerepet jatszo fehérjék

keletkezhetnek.

3. Adatokat kivantunk gyijteni a Sjogren-szindroma egyik f6 haldlozéasi okéaval a

lymphoproliferativ szindroémakkal vald kapcsolatarol a t(14;18) transzlokacié tekintetében.

4. Mivel a Sjogren-szindroma is az €letkor elérehaladtaval jelentkezik fokozottabban, az

crer
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IV. BETEGEK ES MODSZEREK

BETEGEK:

A vizsgalt primer Sjogren-szindromaban, SLE-ben, RA-ban és MCTD-ben szenvedd
betegek a III. sz. Belgyogyaszati Klinika gondozottai. A betegek diagndzisat a széles korben
elfogadott nemzetkdzi kritériumrendszer alapjan allapitottdk meg a klinika orvosai. Az Ss
betegek atlagéletkora a betegség felismerésekor 54,4 év, a betegség atlagos fennallasi ideje a
vizsgalatok idopontjaban 6 év volt. A kontrollként hasznalt lymphocitakat olyan egészséges
véradoktol nyertiik, akik semmilyen panasszal nem fordultak orvoshoz. A follicularis
lymphoméban szenvedd betegeket a Semmelweiss Koérhaz-Rendeldintézet (Miskolc) II. sz.
Belgybogyaszati és Haematologiai Osztalyan kezelik, és a Pécsi Egyetem, Malignus

Lymphoma Referencia Centrumaval egyiittmikodve diagnosztizaltak.

MODSZEREK:

a. Sejtizolalas: A kiilonbozd forrasokbol nyert vérmintdkbol lymphocytakat szeparaltunk

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

b. DNS szeparalasa: A DNS-t a lymphocytakbdl detergenssel és proteinaz K-val torténd

emésztésével tartuk fel a polimeraz lancreakciohoz (Kawasaki, 1990).

c. Differential display
Egészséges donorok és Ss betegek izolalt lymphocytdibdl totdl RNS-t izolaltunk Trizol

(guanidin-tiocianat-fenol) mddszerrel (Semsei €s mtsai, 1989). Az RNS tisztasiga és
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intaktsaga igen fontos tényezd, amit UV méréssel (260/280 és 260/235 nm-es aranyok =~
2) és agaroz elektroforézissel (18S:28S = 2:1) ellendriztiink.

Ezt kovetéen az RNS-t reverz transzkriptdzzal cDNS-be irtuk at Superscript
polimerazzal, 0,3 pg DNaz mentes RNS-b6l, 42 °C-on, 1 6ran keresztiil a kovetkezd
oligodT felhasznalasaval: T52(AGC)(AGCT), majd a terméket 95 °C-on 5’-ig
denaturéltuk.

A kovetkezd 1épcsdben végrehajtott specidlis PCR folyamatban (Urban és mtsai, 2000)
tobb random primer és oligodT primer (1-1 uM) felhasznalasaval a két populacio mRNS-

eit felszaporitottuk (1. Tablazat).

1. tablazat. A differential display soran atkalmazott random és
oligodT primerek

oligodT primerek

DDT1 5 gCATTATGCTGAGTQATATCT A ~3' (31)

DDT2 5 gCATTATQCTgAQTQATATCT 49 =3’ (31)
DDT3  5'- gCATTATGCTQAQTQATATCT, G -3’ (31)

DDT4 5'- gCATTATgCTgAGTQATATCT,, -3’ (31)
random primerek

DDA1  5'- gCATTAACCCTCACTAAATGCTgggTg -3 (27)
DDA2  5'- gCATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC -3°  (27)
DDA3  5'- gCATTAACCCTCACTAAATgTgggAgC—3’ (
DDA4  5'- gCATTAACCCTCACTAAAGTTCQATC —3' 27)
DDA5S  §- gCATTAACCCTCACTAAAGACCQCTTg -3 (

A reakciot Amplitaq (Perkin Elmer) és AGSGold (Hybaid) polimerazokkal (1-1 U)
végeztiik standard (Perkin Elmer) reakcio-dsszetételben, TaqStart (Sigma) antitesteket
alkalmazva a hot-start reakciohoz. A radioaktiv jelzéshez **P-a-dCTP-t hasznaltunk. A
kezdeti denaturacios 1épcsét kovetden (95 °C, 5°) az els6 két ciklus 40 °C-on (30”) ment
végbe, majd azt még 30 ciklus kovette: 60 °C, 30”; 72 °C, 30”; 94 °C, 30”. A reakcidsort

a 72 °C, 10’-es 1épcsé zarta le (Semsei és mtsai, 2000a).
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Ez utan az elektroforézis soran a két populaciobol erdsitett DNS-eket szétvalasztottuk és
Osszehasonlitottuk, majd az eltéréen expresszaldédé DNS-eket azonositottuk (Semsei €s
mtsai, 2000a). A szeparalashoz 4,5 és 6 %-os denatural6é (8 M urea) poliakrilamid gélt
hasznaltunk (Genomix szekvenald gél), a futtatds 3000 V-on 2-3 o6rdig tortént. Az
elektroforézissel szétvalasztott PCR termékeket a gélszaritast kovetéen autoradiografiaval
tettiik lathatova. A késébbiekben nem hasznaltunk radioaktiv jelzést, s ekkor a PCR

termékeket eziist-festéssel (Promega) mutattuk ki.

d. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Konvencionalis PCR. DNS szakaszokat amplifikaltunk az arra a szakaszra jellemz6 primerpar
segitségével, a hagyomanyos PCR technologia eljarasa szerint (Semsei és mtsai, 1998),
25 pl végtérfogatban, Amplitaq polimerazzal, Perkin Elmer 9600 PCR késziilékben. A
7-es exon mutacidinak kimutatasanal a kovetkezd primerpart alkalmaztuk: 5° primer:
ATACTTTTCAAGGACGATTCGTTTGCC; 3’ primer: TAACTTTTGTTTTGCTT
CTTGCTCCTG. Az amplifikdlds az elsd denaturalasi lépcsé utan 40 ciklusban a
kovetkezd koriilmények kozott tortént: 94 °C, 157; 65 °C, 157; 72 °C, 30” (Bessenyei és
mtsai, 2000a). Az erésitett DNS-t rendszerint agaréz gélen etidium-bromiddal UV

fényben mutattuk ki.

Nested-PCR. A PCR er6sités érzékenységének és specifikussaganak novelése érdekében az
egyszer mar felerdsitett DNS darabbol ujabb, belsé primerek segitségével egy masodik
amplifikacidét is végeztiink. A reakcidkoriilmények a konvencionalis PCR-hez
hasonlitottak, az alkalmazott primerek fiiggvényében (Takacs és mtsai, 1998; 2000a, b;
Bessenyei és mtsai, 2000a). A t(14;18) kromoszéma transzlokacié kimutatdsa soran 1

ug DNS-t 25 ul végtérfogatban Amplitaq (Boehringer) polimerazzal, Perkin Elmer
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9600 PCR késziilékkel amplifikaltunk. Az erdsités ciklusai: 94 °C, 15"; 55 °C, 30"; 72
°C, 30". Az els6 30 ciklust a kovetkezd primerekkel végeztik: mbrl: 5'-AAATCTA
TGGTGGTT TGACCTTTAGA G-3"(abcl-2 mbr régidjanak kiilsd
primere), J: 5-AACATGGTCCAGTCCGCCAGGTC -3 (az
immunglobulin kiils6 primere). A kovetkezé erdsités 30 ciklusat pedig az alabbi
primerekkel végeztik: mbr2: 5-GAGTTGCTTTACGTGGCCTGTTTC-
3' (a belsé mbr primer); JCO1: 5'- (AT) (TA)CT(TC)ACCTGAGGAGACG
G T G A C C-3' (az immunglobulin J exonok konszenzus primere) az elsd reakciobol
kivett 0.5 pl mintabol. Az erdsités eredményét 3%-os agaroz gélen elektroforézissel,
majd az azt kovetd ethidium-bromidos festéssel tettiik lathatova UV fényben. A
fényképfelvétel Polaroid kameraval vagy CCD kameras képfeldolgozd rendszerrel

késziilt.

e. Egyszala DNS konformacios polimorfizmus (SSCP)

Az SSCP modszer soran a PCR-rel felerdsitett, denaturdlt DNS-t elektroforézissel
valasztottuk szét, kontrollalt hdmérsékleti koriilmények k6zott. Ez a modszer lehetoveé
teszi, hogy ugyanolyan hosszisagt DNS darabok is kiilonb6z6 futdsi sebességet
mutassanak — igy elkiilonithetok legyenek - amennyiben polimorfizmus, vagy mutéacids
eltérés van a DNS-ek kozott (Bessenyei és mtsai, 2000b). A DNS-t 60% formamidban
94 °C-on 5’-ig denaturaltuk. A kontrollalt hdmérsékleten végrehajtott poliakrilamid
gélelektroforézisnél 6%-os denaturald (Genomix) gélt (0,8 mm) hasznaltunk. A futtatés
1200V-on 2-3 6ran keresztiil tortént 18 °C-on. A DNS festéséhez ,,Silver Staining Kit”-

et (Promega) hasznaltunk. A standardokhoz olyan plazmidokbol erdsitettiik a 7-es
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exont, melyekbe a mar szekvenalassal igazolt normal és mutans formak voltak illesztve.

A fenti koriilmények kozott a 3 forma a gélen torténd futas alapjan jol elkiilonitheto.

f. Szekvenalas

A PCR terméket alacsony olvadaspontu agardzon izolaltuk és a tisztitast kovetden vektorba
illesztettiik. A vektort E. coliba transzformaltuk, majd a plazmidot izolaltuk. A
szekvenalas Sequenase 2.0 segitségével tortént. A szekvencia-analizisben a GeneBank

adatbazis szolgalt segitségiinkre.
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V. EREDMENYEK

1. A Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitése

ey

gént tanulmanyoznak, mely —elézetes megfontoldsok alapjan — legvalosziniibben oki
tényezOje lehet a betegség kifejlodésének. Ezt a gént (géneket) minden szempontbol
megprobaljak karakterizalni, valtozasait megmérni kiillonb6zo faktorok hatisara, ¢és
Osszefiiggésbe probaljak hozni a fennallé betegséggel. A betegség génexpresszios okainak
szisztematikus megkozelitése a valtozok és a paraméterek nagy szama miatt eddig nem is volt
lehetséges. A differential display — vagy kiillonbség kimutatas — segitségével viszont két RNS
résztvevo gének azonosithatok. Munkank arra iranyult, hogy ezt a modszert beallitsuk, és a

Sjogren-szindroma pathogenezisének kutatasara hasznalhassuk.
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9. abra. Példak a kiilonbdzéképpen expresszalodd gének kimutatasara. Az egészséges (E) és beteg

(B) donorok (1-3) sejtjeinek génexpressziobeli kilonbségei lathatok a nyillal jelzett helyeken.
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Eredményeink azt mutatjak, hogy ez a mddszer jol hasznalhat6 két populacio —egészséges ¢€s
beteg — génexpresszids mintdzatdban jelentkezé eltérések megallapitasara (9. dbra). A nyillal
jelzett helyeken a betegekben a gének sokkal nagyobb mértékben expresszalodnak, mint az
egészségesekben. A 10. abra 1l-es panelje viszont egy olyan esetet mutat, ahol az

egészségesek egyes génjeinek szintje magasabb, mint a betegeké.

1 2
‘_- o e wm
caa I i o
' L Y
f 3

T —— ._- £ b

A;A)A; BB, B, A; Ay A; BB, By

10. abra. Eltér6en expresszalddo gének egészséges és beteg egyedek génexpresszios mintazataban.
Mig az 1-es panelnél az egészségesek egyes génjeinek szintje magasabb, addig a 2-es panel

ellenkez6 esetre mutat példat.

A tobbi savozas igen hasonld mindkét esetben, igy nem allapithatunk meg expresszio-eltérést
mas géneknél ezeken a képeken. A bemutatott képek a teljes gél olyan részletei, ahol eltérést
lehet latni. Attol fiiggden, hogy melyik primert illetve primerkombinaciot hasznéljuk, mas és
mas lesz a gél mintdzata. Az azonositott sdvokat kivagjuk a gélbdl és tovabbi amplifikalas
utan szekvenaljuk. Sok esetben azonban a kivagott sav tobb kisebb sdv egyiittesének
mutatkozik, melybdl a dominal6 savot SSCP elektroforézissel valogathatjuk ki. A szekvenalas
vagy ismert gén szekvencidjat adja meg, s akkor a tovabbi munka leegyszertisodik, vagy
eddig ismeretlen génrél van sz6, s ebben az esetben a gén klonozasaval, majd

karakterizalassal (pl. Northern blottal) folytatjuk a vizsgéalatokat.
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2. Az La gén 7-es exon forropont mutacioi

A szisztematikus megkozelités mellett tovabb folytattuk az La gén szerepének
tanulmanyozasat is a Sjogren-szindroma patomechanizmusénak tisztazasahoz.
Az La génnek Sjogren-szindromas beteg lymphocitdibdl tortént klonozasa utan felfedett 7-es
exon forrépont régioban eldzetes kisérletek sordn egy SLE-s, s egy Ss betegben ki tudtak
mutatni pontmutéciot. Kisérleteink arra irdnyultak, hogy az SSCP modszer felhasznéalasaval
tovabbi olyan betegeket azonositsunk, akik a mutaciot hordozzak. A PCR-SSCP technika
segitségével egyszerl elektroforézissel ki lehet mutatni mutacidkat, vagy akar polimorfizmust
is. A rendelkezésiinkre alloé plazmidokbdl az La gén 7-es exonjanak forré-pont kdrnyezetét
amplifikaltuk, és az SSCP koriilményeit gy allitottuk be, hogy mindhdrom forma futasi
sebessége eltérd legyen, igy ezeket konnyen azonositani tudjuk (11. dbra). Ezek a standardok
lehetdvé teszik, hogy a betegekbdl erdsitett DNS-t is azonositani tudjuk anélkiil, hogy kiilon-

kiilon minden esetben szekvenalni kelljen az erdsitett génszakaszokat.

e
———
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11. abra. Az La gén 7-es exon forrépont régiodjanak erdsitése PCR-SSCP maddszer segitségével. A

normal formatol (8A) eltéré pozicidban lokalizalodik a —A (7A) és +A (9A) mutacio.

Vizsgalatainkba 10 SLE-ben és 3 Sjogren-szindromaban szenvedd beteget vontunk be a 10
egészséges kontroll mellett. A 10 SLE-s esetében nyolcban, mig mindharom Sjogrenes
betegben is mutaciot talaltunk. A 12. abra szemlélteti 5 SLE-s és egy Sjogren-szindromas

beteg PCR-SSCP vizsgalatat. A két szélen elhelyezkedd A7 jelzi a —(A) muténs, mig az A8 a

crer
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az A9 forma (a +A mutans) jelenléte is észlelhetd, tehat egy kevert sejtpopulaciot jelez, ahol a
normal gént hordozo sejtek mellett az La gén 7-es exonjanak mutansat expresszaléd sejtek is
jelen vannak a vérkeringésben. Az L2 esetben mar szinte kivétel nélkiill a +A mutans van
jelen. Az L3 betegben is tobbnyire a mutins sejtek dominalnak, egy kevés normal sejt
jelenléte mellett, hasonloan az L5-hoz. Az L4 betegben viszont a —A muténs van jelen

dont6 tobbségében amellett, hogy a +A varidns is megjelenik. Itt az egészségesekre jellemzd

A8 forma szinte nem is detektalhatd, ez esetben tehat két kiilonb6z6 mutacio is megjelenik.
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12. abra. Az SLE-ben és Sjogren-szindromaban szenvedé betegek pontmutacidjanak kimutatasa az
La gén 7-es exon forrépont régidjaban PCR-SSCP modszer segitségével. 7A és 8A =

standardok, L1-L5 = SLE-s betegek, Ss = Sjoégren-szindromas beteg.

A maradék 3 pozitiv SLE-s beteg is hasonld képet mutat, mint az itt ismertetett 5, mig 2
esetben csak tisztan a normdl populaciot lehetett detektalni, hasonloan a 10 egészséges
kontrollhoz, amelyeknél mutéaciot hordozo sejtek jelenléte nem volt lathato.

A Sjogren-szindromas beteg esetében a dontd mennyiségli normal 8A forma mellett kis
mennyiségben, de egyértelmiien a 9A mutans is megjelenik, ahogy azt a masik 2 esetben is
tapasztaltuk (a kép nem mutatja).

A mutacio jelenlétét szekvenalassal is bizonyitottuk a 13. dbra SLE-ben szenvedd betegek

esetében.
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8A S TA

13. abra. OligoA mutacié kimutatasa SSCP-vel egy SLE-s betegben. 8A = normal forma; S = SLE-s
beteg; 7A mutans standard.

Ezzel az eredménnyel tovabb nétt azon betegek szama, akik bizonyithatéan hordozzak a

mutans RNS formakat.

3. A t(14:18) kromoszoma transzlokacio kapcsolata a Sjogren-szindromaval

Ahhoz, hogy t(14;18) kromoszoma transzlokéacié gyakorisagat mérhessiik Sjogren-
szindromés betegekben a transzlokacié kimutatasara kellett bedllitanunk egy alkalmas

modszert. A 14. abra szemlélteti a modszer beallitasanak eredményét.

1353~ [bp]
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872 — 501
603 — / 404
310 \ ? 353
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\ 67
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14. abra. A t(14;18) kromoszéma transzlokacié kimutatasa polimeraz lancreakciéval centroblastos-
centrocitas follikularis lymphomaban. 1 = ®X174 DNS marker (SIGMA). 2 = Kontroll periférias

lymphocyta DNS. 3 = Kontroll csontveld lymphocyta DNS. 4 = A beteg vérébdl szeparalt
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periférias lymphocyta DNS. 5 = A beteg csontvelejébdl szeparalt lymphocyta DNS. 6 = pUC18
DNS marker (SIGMA). 7 = 1 hénappal a radiotherapia utan a periférias lymphocyta DNS. 8 = 1

honappal a radiotherapia utan a csontveld lymphocyta DNS. 9 = Kontroll, DNS nélkl.

A vizsgalatok eredményeként nagy érzékenységgel és szelektivitassal sikeriilt kimutatni az
mbr tipusu transzlokéciot hordozé sejtek jelenlétét follicularis lymphomas betegek periférias
lymphocytaiban.

A t(14,18) transzlokacio kimutatdsanak kifejlesztése utan a transzlokacié megjelenését
nem csak follikularis lymphomaban szenvedd betegekben végeztiik el, hanem tébb mas tipusu

betegség esetén is sikeriilt kimutatnunk (15. abra).
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15. abra. A t(14;18) kromoszoéma transzlokacio jelenléte kilénb6zé forrasokbodl szeparalt periférias
lymphocytakban. 1 = pUC18 DNS standard; 2 és 3 = Sjogren-szindromas betegek; 4 =
centroblastos-centrocitas follicularis lymphomas beteg; 5 = negativ kontroll; 6 = Whipple-koéros

beteg; 7 = "egészséges" donor; 8 = ®X174 DNS marker.

A follicularis lymphoméban szenvedd betegek mellett Whipple-koros beteg és Sjogren-
szindromas betegek periférids vérének lymphocytaiban is kimutattuk transzlokaciét hordozo

sejtek jelenlétét, illetve egyes esetekben, egészséges donorokban is. Annak bizonyitasara,
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hogy a kimutatott erdsitések valdban a t(14;18) transzlokaci6 jelenlétét jelzik az erOsitett
DNS-t szekvenaltuk, ahogy egy példajat a 16. abra is szemlélteti:

Plazmid - BMB - Bcl-2
GAATTCGGCTT - GAGTTGCTTTACGTGGCCTGTTTC - AACACAGACCCACCCAG
AGCCCCTCCTGCCCTCCTTCCGC-CGGAGTTACAATTAC-ACTACTACTACTACGG
- N - J6
TATGGACGTCTGGGGGCAAGGGACCAC- GGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTT -
- JCOl1

16. abra. Az egyik Sjogren-szindromas beteg (15. abra, 2. oszlop) lymphocytaiban jelenlévd
transzlokacio PCR-er@sitett DNS-ének szekvencigja. A "plazmid" a szekvenalashoz alkalmazott
plazmid DNS-b8l szarmazik mig az BMB és a JCO1 szekvenciak a hasznalt belsé primerek, a
bcl-2 és immunglobulin géneknek megfeleléen. A megszakitastdl kezdédik az erésitett bcl-2
génszakasz, mely az eredeti nukleotid szekvencia 2997-3060 bazisainak felel meg. A J6 az
immunglobulin nehézlanc J6 exonjanak egy darabja. A bcl-2 és J6 szekvenciak kozotti 15
nukleotid a kapcsolé N régidhoz tartozik, mely transzlokaciok esetén a két gén kdzé épulhet

(altalaban 0-t6l néhany 10 bazis hosszusagban).

Az eldzetes vizsgalatokat kdvetden megvizsgaltuk a transzlokacid gyakorisagat 100
Sjogren-szindromés beteg periférias vérében. Azt talaltuk, hogy 5 beteg transzlokacio

hordozé volt (17. abra).

[bp]
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17. abra. A t(14;18) transzlokacié kimutatasa PCR-rel Sjogren-szindromas betegekben. 5 kilénb6zd

esetben mas és mas helyen torténtek a térések, ami a felerésitett fuzids génszakasz hosszabdl
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is latszik. ® = ®X174 DNS marker; 1-5 transzlokacié-hordozé betegek; P = PUC 18 DNS standard.

fgy az egészségesekhez viszonyitva — ahol csak 1%-ban lehetett transzlokaciot kimutatni, a
Sjogren-szindromasoknal a transzlokéacid 5-szords gyakorisagu volt. Az 5 esetbdl kettOben
csontveldi pozitivitast is ki tudtunk mutatni, s a transzlokacié éveken keresztiil is kimutathato
volt. Ezekben a betegekben az id6 elérehaladtaval follikularis lymphoma megjelenésével lehet

majd szamolni.

4. A t(14:18) kromoszoma transzlokacio kapcsolata egyes tiidokarcinomakkal

Korabbi vizsgalatok a nyalmirigy-acinusok és -ductusok epithelsejtjeinek
pusztulasaban az autoimmun gyulladdsban részt vevo lymphocitak direkt szerepét is
feltételezik. Ezek alapjan az tigynevezett autoimmun epithelsejtek destrualédnak. Hasonlo
elvaltozast Sjogren-szindromas betegek bronchusepithelsejtjein is megfigyeltek. Talan a
gyakrabban eldoforduld tiidokarcinomak kifejlédésében ezen elvaltozdsok is szerepet
jatszhatnak. Az irodalom alapjan 0Osszefiiggést kerestiink a bcl-2 expresszid és egyes
tiildokarcindémak kozott.

Bcl-2 protein expresszidt észleltek dohdnyt ragd betegeknél Indidban. Nemcsak a
szajliregi lapham carcinomaban szenvedd betegeknél volt észlelhetd a bcl-2 expresszid,
hanem a szajiiregi laesioban szenveddknél is (Tanuja és m.tarsai 2002). Munkajuk soran 63
szajliregi laphdm carcinomaban szenvedd beteget és 31 praecancerosus esetet vizsgaltak.
Tumor-specifikus, citoplazmatikus bcl-2 taltermelddést észleltek a daganatos betegek 56 %-
aban és a szdjliregi nyalkahartya fekélyek 43 %-aban. Ugyancsak p53 expressziot észleltek

ezeknél a betegeknél. A daganatos betegek 30 %-a p53 + bcl-2 pozitiv mintat mutatott.
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Vizsgalatokban ramutattak arra, hogy a megvaltozott bcl-2 expresszid szerepet jatszhat a
szajiiregi daganatok tumorgenesisében.

A nem kissejtes tlidorakokban bcl-2 protein jelenlétét monoklondlis antitestekkel
nagyszamban Francesco Pezzella és munkatarsai vizsgaltak 1992: Napankangas, 1999). Ok
122 mitott beteget vizsgaltak kik koziil 80 beteg laphdm carcinomaban szenvedett, és 42
adenocarcinomaban. Vizsgalatuk soran arra probaltak magyardzatot talalni, hogy a bcl-2
expresszio korrelal-e a taléléssel. Lapham carcinomdban szenvedd betegeknél 25 %-ban
tudtak bel-2 proteint kimutatni (80 esetbdl 20) és 12 %-ban adenocarcinomas betegeknél. (42-
bél 5). Megfigyelték azt is, hogy a normalis horgényalkahartyanak csak a bazalis sejtjeiben
mutathato ki bel-2. Azt talaltdk, hogy az 5 éves tulélés magasabb volt azokban az esetekben,
akik bcl-2 pozitivak voltak. Az egész vizsgalati csoportra viszonyitva praecarcinomaban
szenvedd betegeknél ez az arany a kdvetkezd volt: 42-bdl 5 eset. Leirtak emellett még, hogy a
normalis horgdényalkahartydnak csak a bazalis sejtjeiben mutathato ki bel-2. Azt talaltak, hogy
az 5 éves tulélés magasabb volt, azokban az esetekben, akik bcl-2 pozitivak voltak. Az egész
vizsgalati csoportra viszonyitva (P< 0,1) és a lapham carcinomaban szenvedd betegeknél (P<
0,02). Azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a bcl-2 proto-onkogén a nem Kkissejtes
tiidékarcinomdas betegnél abnormalisan expresszalodik, €s ennek prognosztikus fontossaga
lehet.

Napankangas (1999) nem kissejtes carcinomas betegek apoptdzisat vizsgalva
megallapitotta, hogy a normalis horgényalkahartya bcl-2 pozitivitdsa csak a bazalis sejtekben
figyelhetd meg, ugyanakkor mas tipusu epitheliumban a bcl-2 pozitivitas az egész epithelium
vastagsagaban megfigyelhetd. Bcl-2 protein kumulacidot nemcsak magaban a tumorban észlelt,
hanem a nyirokcsomokban is. 18 esetben talalt erds immunreaktivitast (Miizes és Igaz, 1997).
Vizsgalatai szerint bcl-2 géncsoport expresszidja nemcsak a nem kissejtes tiidérakokban

figyelhetd meg, hanem a praecancerosus allapotokban is.
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5. Az oregedés szerepe az autoimmunitas etiologiajaban

A betegségek tobb tipusa — koztiik néhany autoimmun betegség, ahogy a Sjogren-
szindroma is — kapcsolhat6 az altalanos dregedési folyamatokkal, hiszen ezek a betegségek
egy jol meghatarozhat6 idésebb életkor-tartomanyban jelentkeznek a legfrekventaltabban.

A szervezet immunvédekezése egyrészt a kiilsé agensek ellen irdnyul, masrészt pedig
belsd, egyes nem kivanatos valtozasok meggatlasat segiti el6. Ezen beliil azonban kiilonbséget
kell tenniink a normalis (fizioldgias) folyamatok €s az autoimmun betegségek kozott, jollehet
mindkettére hatassal vannak az oregedés altalanos folyamatai. Az autoimmun betegségek
etiologidja egyik kulcselemének tiinik a thymus és annak Oregkori valtozésai, bar mas
sejttipusok, illetve ezek Oregedése is jelentds szereppel birhat. Mind a fiziologias
autoimmunitasnak, mind pedig az autoimmun betegségeknek fontos tényez6i a spontan
genetikai instabilitds, az Oregedés soran szerzett genetikai valtozasok, illetve a szervezet
informdcios szintjében bekovetkezett dregedéssel kapcsolt valtozasok egyiittese. Azonban
mig a fizioldgias autoimmunitast tobbnyire természetes faktorok iranyitjak, mint az altalanos
oregedés és az apoptozis, addig a primer autoimmun betegségeket viszont fleg az dregedés

altal felerdsitett genetikai instabilitas segitheti eld.

A fentieknek megfelelden az aldbbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. Az immunrendszerben bekovetkezett valtozasok a szervezet dregedésének csak egy
részéért feleldsek.

2. A thymus jelentds szerepet jatszhat a szervezet teljes immunrendszerének
oregedésében.

3. A megemelkedett fiziologids autoimmunitas tobbnyire a megndvekedett apoptdzis

¢s a korral ndvekvo sejtpusztulas eredménye.
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4. Tobb autoimmun betegség is lehet olyan genetikai valtozas eredménye, melyet vagy

a genom ,,fluiditasa”, vagy az dregedéssel jelentkezo altalanos valtozasok valtanak ki.

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az oregedéssel és a betegségekkel

Az egy nukleotidnyi polimorfizmus (SNP) tobb mint 3 millid6 bazisparnyi
eltérést eredményez két ember genomja kozott. Ezeket az eltéréseket egyre jobban sikeriil
feltérképezni, s mind tobb tény utal arra, hogy ez a variabilitas felelds lehet tobb ismert
bioldgiai jelenségért. Egyéni nukleotid eltérések bizonyos betegségekre valod fogékonysagot
eredményezhetnek, azaz egyes nukleotidok gyakrabban fordulnak eld bizonyos betegségben
szenvedoknél, mint ugyanabban a pozicidban a populacié egészénél. Ezek az SNP-k sokszor
kifejezett valtozast idéznek eld a sejtekben, pl. megvaltozik az illetd génhez tartozd enzim
aktivitdsa, maskor viszont hatisuk nem ennyire egyértelmii. Az utobbi idében tobb
megfigyelés eredménye mutatja, hogy egyes SNP-k megléte a magas életkort megért
emberekhez is rendelhetdk. Ezek az eredmények, ha nem is vezetnek a maximalis élettartam
kitolasdhoz, ravezethetnek benniinket arra, hogy mely géneknek lehet fokozott szerepiik az
¢lethossz alakitasaban. Ebben a megkdzelitésben az SNP-ket olyan faktoroknak tekinthetjiik,
melyek befolydsolhatjak az egyén sejtjeinek informacids szintjét, s ezért az SNP-ket az
oregedési folyamat egyik meghatarozojanak tekinthetjiik. Mivel 1éteznek bizonyos korfiiggd
betegségtipusok, a korfiiggd és betegségfiiggd SNP-k felderitése kozelebb vihet benniinket az

oregedés és ezen betegségek kozos gyokereinek feltarasahoz is.
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VI. MEGBESZELES

1. A Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitése

A Sjogren-szindroma patomechanizmusanak feltarasdhoz a kandidatus-gén
megkozelités mellett kerestiik a lehetOséget a probléma szisztematikus megkozelitésére. A
ndifferential display” (DD), vagy kiilonbség kimutatds technikaja lehet6vé teszi a Sjogren-
szindromas beteg total génexpresszidjanak Osszehasonlitdsat az egészséges kontrolléval.
Ebben az esetben tehat nem csak egy kivalasztott gén szerepének tisztdzasa valik lehetové,
hanem mindazon gének azonositdsa, melyek expresszidja szignifikansan megvaltozott a Ss-s
betegekben. Kisérleteink azt mutatjadk, hogy a DD alkalmazasaval ezek a gének jol
azonosithatdéak. Ebben az esetben viszont a nagyobb nehézség a gének azonositasaban és
szerepuk tisztazasaban rejlik, mindamellett, hogy a DNS csip alkalmazisa ma mar sokkal
eredményesebben lesz alkalmazhatd ezen a teriileten is. Kevesebb anyag, energia és ido
felhasznalasaval azonosithatok az eltéréen expresszalodd gének, s szereplik tisztazasa is
gyorsabban lesz lehetséges.

Az itt bemutatott példakon lathattuk, milyen egyszeriien felfedhetok expressziobeli
eltérések a kontrollok és a betegekbdl izolalt RNS-bdl. Elég sok primert alkalmazva
gyakorlatilag minden eltérden expresszalodd gén azonosithato. Esetenként tobb sav egyazon
génhez tartozhat, annak tobb részletét reprezentalja. A koriilmények helyes megvalasztasaval
(polimerazok, primerek, reakciokoriilmények, stb.; Haag és Raman, 1994) a kisebb szamban
atirod6 mRNS-ek is megfeleléen reprezentalhatok (Ikonomov és Jacob, 1996). Ha tobb —
esetlinkben 3-3 - kiilonbozoé egyedet hasonlitunk Ossze -elkeriilhetd, hogy az egyedi
variaciobol eredd génexpresszio-eltéréseket a betegségtdl fiiggonek azonositsuk (Mohr ¢€s

mtsai, 1997) (a bemutatott részleteknél is lathatjuk, hogy egy-két esetben expresziobeli
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kiugrasok egyénektdl fliggdek is lehetnek). A kiilonb6zé mértékben expresszalodott gének
savjait folyamatosan gytjtjiik a tovabbi azonositas céljabol.

A DD modszer publikalasa ota (Liang ¢és Pardie, 1992) rengeteg uj apré moddositas tortént,
hogy a technika a kiillonb6zoképpen expresszalodod Osszes gént megbizhatoan ki tudja mutatni
(Giumaraes és mtsai, 1995; Mou ¢és mtsai, 1994; Sompayrac ¢és mtsai, 1995). A masik
oldalrdl viszont azt kellet elérni, hogy csak a valoban eltéré génexpressziok jelenjenek meg,
hiszen ezzel igen nagy mennyiségii munkat lehet a késébbiekben megtakaritani. A modszer
ma mar mindkét kritériumnak megfelelden eleget tesz, de még igy is igen hosszadalmas ¢és
munkaigényes folyamat a gének kimutatidsa, majd késdbbi azonositasa. A mi mddszeriink
kombinalja az RNS-fingerprinting és DD technikékat (Rotschild és mtsai, 1997), mellyel a
fenti kovetelmények fokozottan kielégithetdek. Ugyanakkor az 0Osszes valtozd gént
azonositani lehet, mellyel lehetévé valik egyrészt az eddig fontosnak tartott gének szerepének
megerdsitése, masrészt olyan Ujak keriilhetnek a latokoriinkbe, melyekre eddig nem is
Tobb kutatési teriileten alkalmaztak mar ezt a moddszert, mely esetenként eddig ismeretlen
gének felfedezéséhez illetve karakterizalasahoz vezetett. Az egyik ilyen teriilet az
oregedéskutatas (Goyns és mtsai, 1998), ahol a szamtalan oki tényezd miatt a szisztematikus
megkozelités nélkiil a feladat szinte megoldhatatlan. Ugyanigy daganatos betegségek
kutatdsaban is sikerrel alkalmaztak mar a modszert (Chen és mtsai, 1996) vagy szisztémas
szklerdzis (Feghali és Wright, 1999), illetve az apoptozis folyamatanak tanulmanyozasahoz is,
de betegségek kivaltd tényezdinek (pl. UV sugarzéds; Abst és mtsai, 1997) expressziot
befolyasold hatasat is megkozelithetjiik DD-el. Nyilvanvaloan nagy szerepet jatszhat a DD az
embriogenezis és ontogenezis tanilmanyozasanal tovabba olyan folyamatoknal, ahol ) gének

ki-be kapcsolasa torténik (pl. osztodasnal, sejtciklus valtozéasainal, transzplantacional, stb.).
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Immunolégiai folyamatokat is elkezdtek tanulmanyozni a DD-el (Ashling és mtsai, 1995),
noha még csak modell szinten. A Sjogren-szindréma egyik kofaktoranak, az UV sugéarzasnak
a hatasat is vizsgaltak DD-el (Voght és mtsai, 1997), de magéat a betegséget még nem kezdték
el szisztematikusan tanulmdnyozni. Munkénk elsddleges célja egy olyan adatbazis
kidolgozdsa az eltéréen expresszalodd gének felderitésével, melybol késébb a
legfontosabb(ak) azonosithatok lennének a tovabbi tanulmdnyozds céljabol a
patomechanizmus végso felderitéséig. Nyilvanvalo, hogy nem csak a betegség kivaltasaban és
fenntartasaban szerepet jatszoé géneket fogjuk megtaldlni, hanem olyanokat is melyek a
fontosabb gének miikodésébol fakado egyéb valtozasok, de lesznek a betegségtdl teljesen
fiiggetlen valtozok is. A matematikai modellezés eszkozei és fejlddése (Chen és mtsai, 1999;
Eisen és mtsai, 1998; Tamayo és mtsai, 1999) azonban egyre jobban megkonnyitik a kapott
adatok értékelését, addig is, mig rendelkezéslinkre nem allnak korszeriibb modszerek, mint a
példaul a DNS-csip technoldgia (Schena és mitsai, 1995), mellyel a betegségetiologidk

felderitése nagymértékben felgyorsulhat.

2. Az La gén 7-es exon pontmutacioi

A szisztematikus megkdzelités mellett folytattuk az La autoantigén tanulmanyozasat,
hiszen ez az antigén igen valosziniien nem csak diagnosztikai jelentdséggel bir, de szerepet
jatszhat a Sjogren-szindroma patomechanizmusdban is. Az La autoantigén 7-es exon
vizsgalt esetek mintegy 90%-aban (SLE = 80%, SS = 100%) kimutathatok voltak olyan
sejtek, melyek mutaciot hordoznak, s igy alapul szolgédlhatnak autoimmun folyamatok
beindulasdhoz. Az is lathatd, hogy az esetek nagy részénél kevert sejtpopulacio talalhato, ahol

tobbnyire az egészséges sejtek jelenléte is észlelhetd. A kisérleteinkben azonositott mutaciok,
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szolgalhatnak egyes autoimmun reakciok kialakulasahoz (18. dbra).
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18. abra. Az La fehérjék képz6dése kilonb6zd La mRNS-ekrél. A. A normal La fehérje. B. Lehetséges
La fehérjék az alternativ splicinggel keletkezd La 1° mRNS-rél. C. Az La fehérje keletkezése a 7-

es exon mutacioja esetén. D. Az 6sszes megvaltozott La fehérje keletkezése.

A mutaciot hordozd sejtek tehat olyan mRNS-t expresszalnak (C panel), melyekrdl
funkcionalitasukban sériilt fehérjék irodhatnak at, hiszen ha a C terminalis rész eltlinik,
megszinik a fehérje maglokalizacids szignalja (Bachmann és mtsai, 1996; 1997), s ez
lehetdvé teszi a citoplazmaba (ill. mas faktorok megléte esetén a sejtfelszinre) torténd
vandorlast (Bachmann ¢és mtsai, 1990b; 1992). A mutaci6 kovetkeztében a fehérje C
terminalisan raadasul kriptogén (+A mutacid) €s neo-epitop (-A mutéacid) johet létre, mely a
fehérjét autoimmun folyamatok beinditasara predesztinalhatja. Minden bizonnyal - ahogy az
elsé két esetben is - kimutathatd lesz azon autoantitestek jelenléte is a betegek periférias
vérében, melyek a mutacid kovetkeztében keletkezd epitopokkal reagalnak (Troster €s mtsai,

1995). Az epitop-,,spreading” jelenségének kovetkeztében pedig tovabbi autoantitestek
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megjelenése lesz varhaté (Chan és mtsai, 1989a; Orth és mtsai, 1998), mely mar a fehérje
normal részével is reagal, ahogy ez az La antigén esetében is kimutathato.

A kisérleti eredmények jelentosége egyeldre csak becsiilhetd. Még ha nem is sikeriilne
teljes egészében visszavezetni az autoimmun reakcio kifejlodését a mutaciok megjelenésére,
egy Uj diagnosztikai lehetdség is nyilhat a mutacidok kimutatdsaval. A 2 negativ SLE-s beteg
koziil egyet csak frissen diagnosztizaltak, igy lehetséges, hogy még nem jutott abba a
stadiumba, mikor a mutacid egyértelmiien jelentkezik, esetleg éppen az adott modszer korlatai
miatt. A masik eset felhivhatja figyelmiinket az autoimmun betegek differencial-
diagnosztikdjanak fontossagara, a helyes diagnosztikus kritériumrendszer finomitasanak,
illetve az alcsoportoknak a jelentdségére. A negativ esetekben ugyanis mas tipusu bortiinetek
voltak jelen, mint a pozitiv esetekben, noha a megfelelés nem teljesen 100%-os. Sziikségiink
van tehat a betegségek alcsoportjainak differencialasara (pl. SCLE, DLE), hogy egyértelmiien
meghatarozhassuk, mely eseteket jellemez a mutacio(k) megléte. SLE-ben a betegek allapotat
jellemzd adatok, mint az autoantitest pozitivitds (Ro-SS/A, La-SS/B, anti DNA, anti SM),
vasculitis, antifoszfolipid-szindroma, akut ill. kronikus allapotot leiré pontrendszer, egyéb
szervi érintettség (kiilonleges bOrtiinetek, vese, idegrendszeri tlinetek) koziil a szervi
érintettség €s a bor fényérzékenysége tlinik szinte teljesen egybevagonak a pozitivitassal. Ez
is indokolja az alcsoportok tovabbi vizsgalatat.

A fényérzékenység esete hangstlyozhatja egyes faktorok, mint pl. az UV sugarzas
hatasanak fontossagat. A laboratériumunkban végzett vizsgalataink azt mutatjak, hogy az UV
sugarzas befolyasolja tobbek kozott az La kiilonb6zd splicing varidnsainak €s Ro mRNS-
mellett a genomban is mutaciok 1éphetnek fel, pontosan olyan régiokban, mint az La gén 7-es
exonjanak forropont régidja. Ha ezeket a muticiokat nem javitja ki a sejt ,,DNS-repair”

mechanizmusa, mas faktorok megléte mellett elszaporodhatnak a mutaciot hordozo sejtek. A
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mutaciok megjelenése (ill. azok kijavitasanak hidnya) az egyedi érzékenység mellett a sejtek
diszdifferencidlodasanak eredménye is lehet (Cutler és Semsei, 1989), mely koztudottan az
oregedés elore haladasaval parhuzamosan jelentkezik. Nem meglepd tehat, hogy sok
autoimmun betegség (ahogy az SLE ¢és a Sjogren-szindroma is) egy meghatarozott kor
elérésekor jelentkezik egyre nagyobb aranyban (Beeson, 1987). Igy tehat a daganatos
betegségek korral vald Osszefliggése mellett (Cutler, 1982; Semsei és Cutler, 1989) egyre
inkabb alatamasztast nyer, hogy a sejtek, a szervezet elsodrodéasa a helyesen differencialodott
allapottol hozzajarulhat egyes autoimmun betegségek megjelenéséhez is (Semsei és mtsai,
2000a).

Az itt ismertetett eredményeket csak két autoimmun betegségcsoportban vizsgaltuk,
mivel ebben a kettében volt valoszintsitheté a mutaciok megléte. Ugyanakkor a tovabbiakban
meg kell vizsgalnunk azt is, hogy valtozik-e id6ben, - esetleg éppen a betegség akut
fazisainak megfeleléen - a mutacidt hordozo sejtek szamaranya, illetve a sejtek mennyisége
Osszefliggésbe hozhato-e az adott beteg pillanatnyi allapotaval. Ezért az elkdvetkezdkben
hosszu tava vizsgalatokat is terveziink, illetve mérni kivanjuk a mutans sejtek aranyat a
betegek kezelésének fliggvényében is. Emellett nem zarhat6 ki az sem, hogy mas autoimmun
betegség-csoportok, mint az MCTD, rheumatoid arthritis is jellemezhetdé a mutdciok
kialakulasaval. Ez is a kozeljovo kisérleteinek targya lesz, mint ahogy a nem differencialt
autoimmun szindroméban szenvedd betegeket is be kivanjuk vonni a vizsgéalatok korébe.
Nagy jelentdsége lehet a differencialdiagnosztikdban, ha bebizonyosodik, hogy ezen
betegségcsoportba sorolt betegek vizsgalataval kdnnyebben és hamarabb eldonthetd lesz mely
autoimmun szindroma kifejlédése varhato az id6 eldre haladtaval.

Tovabbi kisérleteink annak tisztdzasara iranyulnak, hogy a mutacié megjelenése
egyértelmiien 0sszefliggésbe hozhato-e a specifikus antitestek megjelenésével. Mindemellett

vizsgalni kivanjuk, hogy in vitro kisérletekben (pl. HaCaT sejteken) az UV sugérzas hatdsara
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eredmények és a tervezett kisérletek hozzdjarulhatnak néhany autoimmun betegség
patomechanizmusanak teljesebb megértéséhez is, melyet a Sjogren-szindroma szisztematikus
megkozelitése is tovabb segiti (Semsei és mtsai, 2000a; Urban és mtsai, 2000).

Az alternativ splicinggel keletkezett mRNS-ekrdl (B panel) csak keretugrassal irodhat at
aberrans fehérje, hiszen az La 1° mRNS-szekvenciaban stop kodonok taladlhatok. Ez a
keretugras egyes virusinfekciok hatasara 1étre is johet, s igy modositott La fehérje keletkezhet,
s ez kiindulasi alapul szolgéalhat autoimmun reakciok kialakulasahoz. A 7-es exonban létrejott
mutaciok hatdsara azonban (C panel) kozvetleniil is alternativ fehérjemolekuldk irédnak at,
melyek a kriptikus és neo-epitdpok miatt autoimmun reakcidt valthatnak ki a sejtekben.
Toliink fliggetleniil és mas modszerrel is azonositottadk a mutaciokat hordozé lymphocytakat
Sjogren-szindromés ¢€s SLE-ben szenvedd betegekben, egy USA-ban miikodd

laboratériumban (M. Bachmann személyes kozlése).

3. A t(14;18) kromoszéoma transzlokacio kapcsolata a Sjogren-szindromaval

Megallapitottuk, hogy a Sjogren-szindréméas betegek haldlozasaban jelentds
tényezoként szerepld lymphoproliferativ szindromak kialakuldséval parhuzamosan, az egyes
non-Hodgkin lymphomékra jellemzd t(14;18) kromoszoma transzlokéaciok gyakorisaga
jelentésen megemelkedett a Ss-s betegekben, az egészségesekhez viszonyitva. A
lymphomékat és leukaemidkat gyakran kiséri valamilyen genetikai rendellenesség, gyakran
transzlokaci6. A follicularis lymphomakra a t(14;18), a Burkitt lymphomakra a t(8;14) (Dalla-
Favera ¢és mtsai, 1982), a kdpenysejtes lymphomara a t(11;14) transzlokaciéo (Matolcsy és
mtsai, (1994) jelenléte a jellemzd stb. A legtobb esetben egyik oldalon valamelyik onkogén

(bel-1, bel-2, c-mye, c-abl, c-mos, c-fes stb.) a mésik oldalon pedig az immunglobulin gén (a
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nehézlanc, vagy a konnyi A illetve « lanc) szerepel transzlokacids partnerként. Szamos
lymphoméban/leukaemidban a betegek tobbségében (85-90%) transzlokacidt hordozo sejteket
lehet kimutatni, mint ahogy a follicularis lymphoménal is. Tanulmanyok jelzik, hogy egyes
gyulladésos folyamatok alatt is detektalhatok transzlokacios sejtek (Limpens és mtsai, 1991;
1995), de egészségesnek latszd donorokndl is pozitivitast lehet megallapitani egyes esetekben
(Ji és mtsai, 1995; Liu és mtsai, 1994). Laboratériumunkban pedig azt mutattuk ki, hogy
Whipple-kéros beteg is hordozhat t(14;18) transzlokacios sejteket a periféridban, de a
csontveldben is (Sebdk és mtsai, 1997), noha el6z6 munkék csak bcl-2 génatrendezédésrol
szamoltak be de transzlokaciérél nem (Fest és mtsai, 1996). A lymphoma és egyéb
transzlokacio-pozitiv esetek kozott a legfobb kiilonbség az, hogy csak a lymphoméban
mutattak ki eddig csontveldi érintettséget, mig a gyulladasos folyamatoknal ill. egészséges
donorokban csak a periférids vér lymphocytai voltak pozitivak (Gribben, 1994; Limpens és
mtsai, 1995), és az utobbi esetek csak atmenetileg mutattak pozitivitast, bar az "atmeneti"
jelleg esetenként akar 5 honapig is eltartott (Liu és mtsai, 1994).

Viszonylag magas szdmban fejlodik ki lymphoma a pSs betegeknél (Kassan és mtsai,
1978; Pisa és mtsai, 1991; Talal és Bunim, 1964) ha szamukat az egészséges populacidhoz
hasonlitjuk. A mi méréseinkben 5 %-ban taldltunk olyan betegeket, akik transzlokacio-
pozitivak voltak, de mindezidaig egyikiiknél sem volt diagnosztizalhat6 lymphoma. Azonban
az a tény, hogy a Sjogren-szindromas betegeknél mintegy 40-szeres a lymphoma kifejlodés
gyakorisaga - az egészséges kontrollokhoz viszonyitva - korrelal a relative nagy szazalékban
¢észlelt transzlokacioval (Kassan és mtsai, 1978). Azaz mig - feltételezhetéen a normalis
immunregulacié miatt - a transzlokaciot hordozo sejtek eltiinhetnek a periférias vérbol egyes
betegségek esetében, ahol csak akut gyulladas 1€p fel, autoimmun betegségeknél (igy a
Sjogren-szindromanal) kronikusan termelddhetnek a transzlokaciét hordozd sejtek. Ez a

jelenség, vélhetdleg mas feltételek egybeesése esetén, hozzdjarulhat a lymphoma gyakori
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kialakulasdhoz ezeknél a betegeknél. A betegség extraglanduléris tiinetei kozott fedezhetjiik
fel, ugyanis a periférids nyirokmirigyek epizodikus megduzzadasat és a 1ép megndvekedését:
tehat a lymphadeno- ¢és splenomegalia kialakulasa predispositiot jelenthet a malignus
lymphomaék kialakuldsara. A Sjogren-szindromds betegeink periférids vérébdl és hosszabb
tavon esetleg csontvelejébdl a t(14;18) kromoszoma transzlokacié korai kimutatast ill.
¢szlelést a fentiek figyelembevételével azért tartjuk nagy jelentdséglinek, mert teljes
haematologiai, ill. oncologiai diagnosztikus repertoarunkat idejében bevethetjik a
betegséghez tarsuld malignus lymhoma korai felismerése, korrektebb staddium beosztasa,
ezaltal eredményesebb kezelése ¢érdekében. Az egyes betegben, - akinek csontveldi
lymphocitdiban is kimutathatd volt PCR-rel a transzlokacié - rovidebb-hosszabb idé mulva
igen valdsziniien follicularis lymphoma alakulhat ki (Semsei és mtsai, 2002b). Itt jelentkezik
a PCR technika igen nagy eldnye, hiszen a lymphoma korai diagnézisa megnovelheti a
kezelés eredményességét. A lymphoma a hosszan tartd lappangd periddus utan alakul ki, -
amikor még csak a periférias vér lymphocitdi hordozzék a transzlokaciot - a transzlokaciot
hordozd sejtek csontvelébe torténd beszlirddésével. A transzlokacid megjelenésének
mechanizmusa feltételezhetéen mas, mint a mar kialakult folliculdris lymphomanal, ahol a
csontveldi besziirddés egyik honaprol a masikra is Ujra kialakul. A pSs betegeknél az
allandéan megismétlédé gyulladasos folyamatok kivaltotta transzlokéacid stiri megjelenése
oka lehet - mas faktorok megléte mellett - a lymphomas megbetegedés kialakulasanak.
Feltind azonban, hogy a bcl-2 pozitiv betegcsoportban nem fordult elé nyalmirigy duzzanat, -
ami a malignus lymphoma jelentkezésére predispositiot jelentd klinikai tiinet - annak ellenére,
hogy a teljes vizsgalt betegcsoportban a nyalmirigy duzzanat gyakorisaga elérte a 25%-ot. Ez
a megfigyelés is alatdmasztja, hogy a pSs betegek esetén a csontveldi sejtekben is
megfigyelheté bcl-2 pozitivitds a malignus lymphoma olyan korai szakaszanak markere,

amikor a betegség még jellegzetes klinikai tiinetekben nem nyilvanul meg. Mindenképp
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fontosnak tartjuk ezen betegek folyamatos klinikai €s laboratoriumi kovetését, ami sziikséges
is az eredmények tovabbi klinikai értékeléséhez.

A follicularis lymphomaban a t(14;18) kromoszoéma transzlokacié megvaltoztatja a
bcl-2 onkogén expresszidjat (Nguyen és mtsai, 1996; Seite és mtsai, 1993b; Seto és mitsai,
1988). Mai tudasunk szerint ez a mennyiségi valtozas a bcl-2 onkogén esetében (Seto ¢és
mtsai, 1988) a sejt metabolizmusara erésen kihat, amely a normalis apoptotikus folyamatok
(Marchetti és mtsai, 1996) zavarahoz vezet (Hockenbery ¢és mtsai, 1990), igen valosziniien a
mitokondrium transzmembran potencidljanak stabilizalasa, fenntartdsa révén (Marchetti és
mtsai, 1996). Legujabb kutatasok szerint azonban mindségi eltérés is lehetséges (Matolcsy ¢€s
mtsai, 1996), pl. pontmutaciokat fedeztek fel DLL-nél (ami aminosav kicserélddéshez vezetett
a bcl-2 génben), vagy follicularis lymphomanal a bel-2-ben deléciot mutattak ki éppen abban
a régioban, ahol a gén transzkripcidjanak inicidlasa torténik (Seite és mtsai, 1993a). A Bcl-2
tulexpresszaldsa mono- és poliklonalis lymphoproliferacio kifejlédésének esélyét hordozza
magaban, melyhez hozzajarulhatnak a fas génben bekovetkezett valtozasok is (Rieux-Laucat
¢s mtsai, 1995), amikor szintén megvaltozik a sejt képessége a normadlis metabolikus
folyamatok biztositasaban. Ezek a torténések egyiittesen végiil autoimmun ¢&s/vagy
lymphoproliferativ szindromak kifejlodéséhez vezethetnek (Moutsopoulos ¢€s mtsai, 1975).
Mindezen valtozdsok szerepet jatszhatnak a lymphomak patomechanizmusaban, melynek

tisztazasa tovabbi erdfeszitéseket igényel.

4. A t(14;18) kromoszéoma transzlokacio kapcsolata egyes tiidokarcinomakkal

A Sjogren-szindrémaban t(14;18) kromoszéma-transzlokacio (bcl-2 gén transzlokacid)
eredményeképpen tobbszordsére ndhet a malignus lymphomaék eléforduldsanak gyakorisaga.

Feltehetéen ezen gén felelds a Sjogren-szindromaban el6forduld autoimmun epithelitis
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a nem kissejtes tiidédaganatok kozotti dsszefliggés is nyilvanvalo. Nemcsak a nem kissejtes
tiidokarcinomakban de a praecancerosus allapotokban is kimutathat6 bcl-2 protein pozitivitas.
Izgalmas feladat lenne a bcl-2 transzlokacidé (t(14;18)) vizsgalata, tiidokarcinomaban
szenvedd betegeknél, illetve mitéten és és/vagy citosztatikus kezelésen atesett betegeknél a
transzlokacio utan-kovetése.

Az apoptotikus folyamatban harom alapvetd fazist lelhet elkiiloniteni: indukcios fazis,
effektor fazis, degradacios fazis (Fésls, 1996; Kroemer és Martinez, 1994; Lakos és Szegedi,
1998). Az effektor fazisban az elsé biokémiai valtozds — megelézve a sejtmag DNS-
tartalmanak endogén endonukledzokkal torténd hasitdsit — a mitokondriumok belsd
membranpotencialjanak leesése, amely a respiracidos lanc milkdddképtelenségét, az
energiatermelés felborulasat idézi eld (Susin és mtsai, 1996). A bcl-2 csaladba tartozo
proteinek a kiils6 mitokondridlis és a mag membranban helyezkednek el (Kopper és Mihalik,
1990). Kimutattdk, hogy a bcl-2 protein megakadalyozza egy apoptdzist indukalé faktor
felszabadulasat a mitokondriumokbol. Az apoptdzis irdnydba vald elkotelezodés a
mitokondrium illetve a kaszpdz rendszer tagjai kozotti egytittmiikddés folyamén alakul ki
(Yang és Korsmayer, 1996).

A bcl-2 —hoz hasonld apoptozist gatlo, vagy azt eldsegitd géntermékek altaldban a bel-
2-vel alkotnak heterodimert. Apoptozist gatlok: bcl-2, bel—Xi. Mcl-1, Al, LMWS5-HL
(viralis eredetlt), BHRF1 (virlis eredeti). Apoptozist eldsegitdk: bax, bel-Xs, bak, bad, bik,
(Féstis, 1996; Susin és mtsai, 1996). A sejthalalt gatlo és azt elésegitd molekulak, amelyek
homo-, vagy heterodimereket képezhetnek- relativ ardnya hatdrozza meg a sejthalal iranti
érzékenységet (Fésiis, 1996; Yang és Korsmayer, 1996). Az apoptdzist kivalto jel (pl.

novekedési faktor/talélési faktor megvonasa) utan az aktudlis bel-2/bax ardny dont(het)i el a

crer
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p53 kotési helyek vannak (Yang és Korsmayer, 1996). A bad lehetové teszi, hogy minél tobb
bax-bax homodimer képzddhessen azaltal, hogy a bax-ot felszabaditja a bcl-2/bax, vagy bcl-
X1/ bax heterodimerekbdl, ennél fogva a sejthalal egyik legfontosabb eldsegitdje (Fésiis,

1996).

srer

crer

mellett (pl. virus infekcid, hormonhatas, UV-sugarzas, stb.) az dregedés altalanos folyamatai
is kozrejatszhatnak a betegség kialakulasaban, hiszen egyes betegségek sszekapcsolodnak az
iddsebb korral, ezért elképzelhetd, hogy magéval az Oregedés altalanos folyamataval is
Osszefiiggésben allnak (Semsei, 2000; 2002). Szamos cikket jelentettek mar meg az
oregedésnek az immunrendszerre gyakorolt hatdsarol (pl.: Cinader és mtsai, 1994; Parham,
1997). Az oregedés altalanos folyamatai kdvetkeztében a szervezet minden része valtozik az
idével, melyet a kiilonbozd szervek, sejtrendszerek ¢és sejtek funkcidinak altaldnos
csOkkenéseként észleliink. Az immunrendszer sejtjei is hasonl6 valtozason mennek at, mint a
szervezet mas sejttipusai €s ez az immunfolyamatok altaldnos valtozasiaban oOlt testet.
Bizonyos karos tényezOk hatasai azonban akkumuldlédhatnak a novekvd korral (mint a
genom mutécioi is), de vannak olyan folyamatok is melyek fokozodnak a ndvekvd korral
(mint pl. a csontritkulas).

Az Oregedd thymus (Mariotti és mtsai, 1995) szerepét jelentOsnek tartjak az
véli, hogy a thymus involicidja és az ezzel parhuzamosan torténd valtozasok a
szabalyozasban, példaul a T sejtekre vonatkozdan, meghatarozoak lehetnek (Rose, 1994). A

klondlis egyensuly megbomldsa eredményeként csokken a szervezetnek a kiilsé faktorok
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elleni védekezo képessége, de ugyanakkor novekvd reakciot valt ki a sajat komponensek
ellenében. Tehat nem csak a memoriasejteknek a naiv sejtekhez viszonyitott aranya valtozik
az Oregedéssel, de novekszik az autospecifikus T sejtek ardnya is. Az antitest repertoarban
bekovetkezett valtozdsok miatt a cirkuldld antitest szint szintén megemelkedik, mely
megndvekedett autoimmunitast vonhat maga utan. A T sejt aranyok valtozasa a B sejteket is
befolyasolja, igy az aktivalt B sejtek szamanak novekedését is észleljiikk, s tobbek kodzott
megemelkedik az autoreaktiv B sejtek szdma is (Ben-Yehuda és mtsai, 1994). Ezzel
parhuzamosan azonban nem valtozik az IgM reaktivitas, mig az IgG valasz novekszik a kor
elérehaladtaval (Marchalonis és mtsai, 1993).

Az immunrendszernek az egész szervezet Oregedésében betoltott jelentds szerepének
felismerése vezetett szamos immun-Oregedési hipotézis megalkotasahoz (pl. Walford, 1983),
ahol az egész szervezet Oregedéséért az immunrendszerben bekovetkezett valtozasokat tették
feleldssé. Az immunrendszer Oregedése kétségteleniil igen fontos tényezd a szervezet
szempontjabol, azonban az oregedési folyamatok egészén beliil annak csak egy részét teszik
ki.

Az altalanos immunfunkciok — hasonléan az egész szervezetben bekovetkezett

valtozasokhoz — csokkend tendenciat mutatnak az dregedéssel (19. abra).
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19. abra. Néhany funkcio, éregedéssel torténd valtozasanak tendenciai.

Emellett az 4ltalanos tendencia mellett vannak olyan folyamatok is, melyek nem kdvetik az
altalanos trendet, ahogy ez az autoimmun reakcidok esetében is torténik. A immunrendszer
mikddésében bekovetkezett altalanos romlast mutatja a szervezet kiilsé agensekkel (virusok,
bakterialis fert6zések, stb.) szemben mutatott reakcidjanak csokkenése is, valoszinileg a
szervezet  altalanosan  csokkend  funkcidinak  kovetkezményeként (valtozasok a
génexpresszioban, fehérjeszintézisben, az intracellularis kornyezetben, stb.) (Semsei, 2000;
2002). Az autoimmun reakcidk azonban ndvekednek, s ezzel parhuzamosan a szervezet mas
folyamataiban is bekovetkezik emelkedés, novekedés. Itt most csak kettdt emlitliink: a gének
mutaciodit és az apoptdzist. A megndvekedett apoptdzis (Higami €s mtsai, 1997; Liu és mtsai,
2000) miatt, - melyet az oregedés altal kivaltott nem programozott sejthalal novekedése is
erésit — megemelkedik az eltavolitandd sejtkomponensek tomege, mely elvezethet a
fiziologias autoimmun reakciok emelkedéséhez. Ez jol manifesztalodhat az antitest titer
emelkedésében (mint pl. a nuklearis antitestek esetében; Xavier és mtsai, 1995), és ezeket a

reakciokat szamos fertézéses folyamat is erdsitheti (Jassel és mtsai, 1999). Ezen tendenciak
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mellett az oregedéssel jelentkezd genetikai mutdciok szdmanak emelkedése tovabbi trigger
faktorként jelenhet meg az antitest titer ndvekedésére: ebben az esetben azonban az antitest
repertoar is valtozik. Mindezek a valtozasok azonban nem feltétleniil vezetnek autoimmun
betegségek megjelenéséhez.

Szamos példa mutatja, hogy 6roklodo autoimmun betegségeket genetikai tényezok is
kivalthatnak (Peterson és mtsai, 1998). gy az 6regedés altal provokalt genetikai véaltozasok
(Strehler, 1986) is fontos szerepet jatszhatnak a triggereld faktorokra (mint pl. kiilsd
kornyezeti tényezok, ahogy az UV sugarzas is; belsé faktorok, mint a szabad gyokok és a
genom ,,fluid” karaktere) valo tekintet nélkiil is. A kovetkezé példa azt mutatja be, hogyan
jatszhat szerepet egy genetikai mutacié egy autoimmun betegség kialakulasaban.

Mar régota sejtik, hogy az autoantitestek nem csak diagnosztikai szereppel birnak, de
szerepet jatszhatnak autoimmun betegségek patomechanizmusaban is. Az La autoantigénrdl is
azt gondoljak, hogy bizonyos autoimmun betegségek — mint a Sjogren-szindroma, szisztémas
meglehetdsen jol karakterizaltdk (Bachmann és mtsai, 1990b; Troster és mtsai, 1994; Grolz és
Bachmann. 1997) és gy tlinik, hogy az La gén kiilonb6z6 mRNS splicing varidnsait (4/a.
abra) kiilonb6z6 faktorok szabalyozzak (Grolz és mitsai, 1998), melyek az altalanos és a
specifikus reakciokhoz kapcsolodnak. Az La gén 3 pszeudogénjét is izolaltak, ami azért
fontos, mert ramutatott az mRNS-ek 7-es exonjaban jelenlévd oligoA forrd pont régid
jelentdségére. Bebizonyitottak (Bachmann és mtsai, 1996; 1997), hogy Sjogren-szindromaban
¢s SLE-ben szenvedd betegek periférias vérének lymphocitdi valoban hordoznak mutaciot

ebben a régioban (20/a dbra).
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20. abra. Az La autoantigén genetikai variaciéi. A. Harom kulénb6z6 mRNS splicing varians létezik
egy oligo(A8) szekvenciaval a 7-es exonban. A harom pszeudogénben ez az oligo(A)
szekvencia kilonbdzd tagszamu. B. A transzldlédo La fehérjék, normal és —A valamint +A

mutaciokkal az oligo(A) szekvenciaban.

Ezen mutacidk kovetkezményeit szemlélteti a 20/b. é&bra, az atirodo La fehérjék
vonatkozasdban. Mind a —A, mind pedig a +A mutacié olyan, a C terminalisnal csonkolt La
fehérje keletkezéséhez vezet, melyek a mag. Es dimerizacids szignalt is elveszitették. A +A

mutacid esetében kriptikus epitop keletkezik, mig a —A mutdcional neoepitdép alakul ki a
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mutaciok kovetkezményeként. fgy tehat mindkét varidns autoimmun reakciok kivaltasat
eredményezheti (Urban és mtsai, 2002).

Az 6roklott genetikai problémakhoz hasonloan, az 6regedéssel megvaltozott genetikai
apparatus is autoimmun reakciok kivaltasat eredményezheti. Az id6 elérehaladasaval mind
tobb ¢és tobb korral kialakult valtozas alakitja a genomot és ezek a valtozasok, példaul olyan
funkcionalis valtozasokkal is jarhatnak, mint az La autoantigén megjelenése. Talan nem ez az
egyetlen specialis eset, mely az immunrendszer egy elemének jelentds valtozasat vonja maga
utan. Tovabbi vizsgalatok igazolhatjak, hogy ez a jelenség talan sokkal altalanosabb, mint azt

eddig gondoltuk (Semsei ¢és mtsai, 2002).

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az éregedéssel és a betegségekkel

A kiilonboz6 ¢éldlények genetikai felépitése mas és mas, a DNS hossza és nukleotid
elrendezddése fiigg az adott €é16lény fajatol, komplexitasatol: minél kozelebbi rokonsagban
vannak a fajok, annal hasonlobb ez a genetikai elrendezddés. Az emldsok kozotti hasonldsag
igen nagy, az ember ¢és a fOemlOsok genetikai allomanya mintegy 98%-ban hasonlit
egymashoz. Két ember DNS-e sem egyezik meg azonban, mert ha csak az egy nukleotidnyi
polimorfizmust (SNP: az angol single nucleotide polymorphism réviditése) tekintjiik is, tobb
mint 3 millié6 nukleotidnyi eltérést talalunk két egyén DNS-&ben, még azonos populacion
delécigjabol, vagy egyéb eltérésébdl all (duplikéciok, stb.), csupan az adott helyen az egyik
nukleotid helyett egy masik all (pl. G helyett T, vagy A helyett C, stb.). Mégis ez a

legjelentdsebb mértékii genetikai eltérések egyike (Vignal €s mtsai, 2002).
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Az SNP-k elhelyezkedésiik szerint keriilhetnek gént kodold szakaszon kiviil, ahol
befolyasolhatja) vagy nincs. A génen beliili SNP-knek is hasonld lehet a hatdsa, hiszen ha a
nukleotidnyi eltérés kovetkeztében nem valtozik meg az aminosav sorrend (szinonim
valtozasok), akkor hatdsa nem jelentkezik fehérjeszinten; vannak azonban olyan SNP-k is,
melyek mar a fehérjék aminosav sorrendjében is jelentkeznek (nem szinonim SNP-k). Ezek az
eltérések azutan kihathatnak a fehérje miikodésére is, vagy elenyészd hatast valtanak ki (pl.
konformacids valtozast), mely nem befolydsolja az adott fehérje — adott esetben enzim
aktivitasat — mikodését, vagy ismerlink olyan aminosav valtozasokat is, melyek jelentésen
befolyasoljak, illetve esetenként teljes egészében eltorlik az adott fehérje funkciojat.

Az emberi genom teljes feltérképezését kovetden most mar arra lehet koncentralni,
hogy az ember-ember kozotti kiillonbségeket megtalaljuk (Altshuler és mtsai, 2000; Cargill és
mtsai, 1999). Torténtek is mar ilyen jellegli vizsgalatok, feltérképezték az SNP-ket: a teljes
kromoszéman beliil (Mullikin és mtsai, 2000), a genom egy részében (Haga ¢és mtsai, 2002),
vagy egy betegség komplex (Emahazion és mtsai, 2001), vagy egyedi gén vizsgalata soran. A
teljes kortli, szisztematikus SNP-felderités azonban legaldbb akkora feladatot r6 majd a
kutatokra, mint maganak az emberi genomnak a feltardsa. Tokéletesednek azonban a
vizsgalati modszerek (Breen, 2002; Holden, 2002; Tsucihashi és Dracopoli, 2002), az
automatizalassal és az egyéb gyakorlati és elméleti problémak megoldasaval felgyorsulhat
majd ez a folyamat (Aerts és mtsai, 2002; Hagmann, 1999; Heil és mtsai, 2002; Jordan ¢s
mtsai, 2002; Le-Hellard és mtsai, 2002; Lio és mtsai, 2003).

A genetikai variabilitds ismerete szdmos probléma megoldasdban lehet segitségiinkre.
Az SNP-k ismeretében nyomon kovethetiink evolucids valtozasokat, a természetes szelekciod
alakulésat (Akey és mtsai, 2002; Schmidt és mtsai, 2000), hiszen a legtobb valtozas a magas

rekombinacioju régiokban lelhetd fel (Lercher és Hurst, 2002). Igy a fajok kozotti, illetve egy
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fajon beliili evolucioés valtozasok is nyomon kdvethetok (Schmidt és mtsai, 2000). Masik igen
fontos szerepe az SNP-nek a farmakoldgidban lehet. Ismert jelenség, hogy az egyének
kiilonbozoképpen reagalnak gydgyszerekre, vagy mas kornyezeti behatasokra (Bell és mtsai,
2002; Mrash és mtsai, 2002). Vannak, akik igen hevesen reagalnak egyes anyagokra (az
USA-ban pl. évente mintegy 100 ezren halnak meg anaphylaxids reakciok miatt,
(Pirmohamed ¢és Park, 2001)), de segitségiinkre lehet a metabolizal6é gének SNP-inek ismerete
a gyogyszerek hatdsmechanizmusanak megismerésében is.

Az SNP-k egyik legismertebb kérdéskore a betegségre vald fogékonysag
(szuszceptibilitds). Sok publikacié bizonyitja, hogy egyes nukleotid polimorfizmusok
Osszefliggésbe hozhatok a betegségek kialakulasaval, hiszen egyes embercsoportokra jellemzd
SNP-k esetén a betegség gyakorisaga szignifikansan nagyobb lehet, ha a betegségben nem
szenvedd csoport DNS szekvencidjaval hasonlitjuk ossze. Csak néhanyat megemlitve:
komplex betegségek, mint az Alzheimer kér (Emahazion és mtsai, 2001), vagy a sarlosejtes
anaemia (Waterfall és Cobb, 2001), hyperlipidémia (Osawa és mtsai, 2001), skizofrénia (Li és
mtsai, 2000), kiilonb6z6 daganatok, stb.

Igen fontos lehet az SNP-k ismerete az oregedés problémakdrének tanulményozésa
soran is, hiszen a hosszu életli emberek génjeinek Osszehasonlitdsa a rovidebb életliekkel
valaszt adhat arra a kérdésre, hogy mely gének, s azoknak mely valtozatai jatszhatnak fontos
szerepet a hosszu élet kialakitasaban. Mar vizsgaltak is modellrendszereket (Schmidt és mtsai,
2000), s tanulmanyoztak, pl. a DNS-javito gének SNP-inek jelentségét is (Ruttan és
Glickman, 2002), hiszen a DNS-hibak kijavitasa az 6regedés egyik kardinalis kérdése lehet.

Az irodalomban fellelhet6 eredmények azt mutatjak, hogy az Oregedést részben
meghataroz6 (Semsei, 2000; 2004) genetikai allomany eltéréseiként jelentkezd SNP-k
befolyadsolhatjdk az elérheté maximalis életkort. Ha tehat nem szlkitjiik le az Oregedés

okainak kutatdsat egyetlen okra (Semsei, 2002; 2003a), akkor a maximalisan elérhetd ¢letkort
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meghataroz6 tényezok kozé sorolhatjuk a genetikai allomadny variabilitdsat is (Semseli,
2003b). Hasznos lesz tehat az SNP-k korfiiggésének kutatasa, hiszen ha nem is talaljuk meg
az Oregedés okait az SNP-kben, meghatarozhatjuk, hogy mely gének SNP-inek van kifejezett
jelent6sége a hosszu életkor elérésében. Elképzelhetd, hogy sok esetben a magas életkorhoz
kotott SNP-k negativ korrelaciot mutatnak egyes betegségre vald fogékonysaggal, mint amit
az IL-10 esetében is lathatunk. Az azonban, hogy egyes SNP-k -nyilvanvaléan sok mas SNP,
illetve egyéb tényez0 megléte mellet — fokozottan hozzajarulhatnak a betegségek
kialakulasdhoz, magat az elérheté maximalis életkort negativan fogjak befolyasolni, amint a
betegség manifesztalodik (Semsei, 2003¢). Erdemes lesz tehat a tovabbiakban 6sszehasonlito
vizsgalatokat végezni az SNP-knél, hogyan befolyédsoljak a sikeres oOregedést, illetve

egyidejlileg a betegség szuszceptibilitast.
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VIL. OSSZEFOGLALAS

1. Magvar nyelvii 6sszefoglalo

A poliszisztémas autoimmun betegségek kozeé tartozd Sjogren-szindromaban foleg az
exocrin mirigyek karosodnak, de mas szervek miikodése is zavart szenvedhet. A betegség
kialakuldsdban az immunregulacids zavart eldidézé komplex genetikai hattér, hormonalis
tényezok valamint mas kiilsd és belsd faktorok mellett marker autoantitestek - igy az La
autoantigén - fontos szerepet jatszik a betegség felismerésében, de az etiopathogenezisben is
részt vehet.

Az autoimmun folyamatok kozvetlen elinditéi lehetnek az La mRNS splicing
ebben a folyamatban, a megvaltozott La fehérjék atirodasa révén. Munkdnkban Sjogren-
szindromaban (és szisztémds lupus erythematosusban) szenvedd betegek lymphocytaiban
mutattunk ki mutéciot a fenti régioban, PCR-SSCP technika segitségével. Emellett differential
display alkalmazasaval elkezdtiik a Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitését. Ezt
kovetden megallapitottuk, hogy a Sjogren-szindroma egyik fO haldlozasi okaként szerepld
lymphoproliferativ szindromak egyikét jellemzd t(14;18) kromoszoma transzlokacid
gyakorisadga 0tszords az egészséges kontrollokhoz viszonyitva, ami aldtdmasztja a magasabb
halalozéasi aranyt. Mivel a Sjogren-szindroma az életkor eldrehaladasaval jelentkezik

fokozottabban, az Oregedés szerepét is diszkuttaltuk egyes autoimmun folyamatok

crer

crer
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2. Angol nyelvii 6sszefoglalo

SUMMARY

Sjogren'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 Sjogren's patients (as well as in patients of systemic lupus
erythematosus) in this region using PCR-SSCP method. Besides we started to approach
Sjogren’s syndrome systematically by differential display. Moreover, we established that the
frequency of t(14;18) chromosome translocation in Sjogren’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 Sjogren'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 Sjogren’s syndrome.
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