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TUDOMANYOS ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

A poliszisztémas autoimmun betegségek nagy csoportjaba tobb betegség sorolhato be,
igy pl. a szisztémas lupus erythematosus (SLE), a kevert kotészdveti betegség (MCTD) és a
Sjogren-szindroma is (Ss). A Sjogren-szindromaban foként a konny-, nyal-, és egyéb exocrin
mirigyek muikodése karosodott, mind amellett, hogy mas szervek miikodése is zavart
szenvedhet. Primer és szekunder formdja ismert, utébbinal a rheumatoid arthritissel (RA),
SLE-vel vagy mas betegségekkel is tarsulhat.

Ezen autoimmun betegségek kialakulasaban tobb tényezd jatszik szerepet, igy az
immunregulacios zavart el6idézé komplex genetikai hattér, tovabba hormonalis tényezok,
valamint egyéb kiilsé és belsé faktorok (exogén, endogén és retrovirusok, UV-sugarzas,
kémiai anyagok, gyogyszerek, stb.). A Ss-s betegek széruma legtobbszor nuklearis antigének
ellen termelddott 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 jellemzd 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 patoldgiai jelenségek, torténések
kialakitasaban is részt vehetnek.

Régota gyanitjadk, hogy a Ss kialakuldsdban az La gén pathofiziologiai szereppel is
birhat. Ez a fehérje els6sorban a sejtmagban lokalizalodik, de kiillonbozd stresszhatasok (pl.
UV-sugarzas) fokozott sejtfelszini megjelenést eredményezhet. Az La fehérje két f6
doménbdl all, melyet egy protedzokra érzékeny 130 aminosavbol allé szakasz kapcsol Ossze.
A fehérje transzkripcios faktor 1évén kiilonbozé (féleg RNS és DNS széttekerd)

enzimaktivitasokkal is rendelkezik. Maga az La gén a 2-es kromoszoéman helyezkedik el és



egy 11 exonbol 4110, 1,47 kb hosszusagi RNS-t kodol. Ujabb kutatasok azt mutatjak, hogy az
RNS 3 splicing varidnsa expresszalodik tobb sejttipusban (1. abra), s ezek megfeleld feltételek
esetén aberrans fehérjék kialakuldsdhoz vezethetnek, mely az autoimmun folyamatok

elinditoja lehet.
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1. abra. Az La antigén 5’ végének szerkezete és a réla képz6dé 3 kiilonb6zé mRNS splicing-varians 5’ vége.
a =-exon 1, b = exon 1" és ¢ = exon 1” varidnsok a fehérje kezdéhelyek ATG-inek bejelélésével, ahol az ATG,) a

normal kezdbhely.

Emellett az La gén 7-es exonjdban olyan forrépont régidt talaltak, melyek mutacidja egyéb
feltételek megléte nélkill is ) epitopok kialakuldsat eredményezhetik (2. 4bra), s ezzel

autoimmun reakciok kiindulasi alapjaul szolgalhatnak.
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2. dbra. Normal La fehérjék és a pontmutécioval keletkezd valtozatok.



A. A keletkez6 fehérjék, ahol a —(A) mutaciénal neo epitép, mig a +(A) mutacional kriptogén epitdp keletkezik. A kis
fehér téglalappal jelolt helyek a mar eddig talalt egyéb epitdpokat jeldlik.
B
CTGCAGTCTTAACTTTGTTCTCGTGAACTTAGCCTCTGTACTGTGTGTTGTTTAGGGACGATT
ACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAGC
TAAACAGTAAGTATGTTGAACTAATCACGACATAATTTGAATTC

B. Az La gén 7-es exonja a forropont oligo-A régiéval. Az alahluzas jeldli az exont, annak intron kérnyezetében. A
forropont régiét vastagon irva kiemeltik.

A Ss-s betegek f6 halalozasi okai kdz¢é sorolhatdk a lymphoproliferativ szindrémak, igy
a B-sejtes lymphomadk is, melynek tobbsége follicularis lymphoma, s igy az a t(14;18)
kromoszéma transzlokéacio jelenlétével jellemezhetd. Nem tisztazott azonban, hogy a

transzlokacio direkt jelenléte milyen szerepet jatszhat a Sjogren-szindromaban.

Mindezen fenti eredmények - melyek mar elég részletességgel tartak fel az La gént -
arra  inspirdltak  benniinket, hogy a Sjogren-szindromat molekularis alapjainak

tanulmanyozasaval kozelitsiik meg. Ennek megfelelden célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1. A Sjogren-szindroma szisztematikus megkdzelitéséhez kivantunk olyan modszert
talalni, mely nem csak egyedi gének tanulmanyozasa révén tudnd a gének és a betegség
kozotti kapcsolatokat felfedni.

2. Tanulmanyozni kivantuk, hogy az La gén 7-es exonjaban talalhatok-e olyan
mutaciok, melyek eredményeként autoimmun reakciok kivaltasaban szerepet jatszo fehérjek
keletkezhetnek.

3. Adatokat kivantunk gytijteni a Sjogren-szindroma egyik fO0 haldlozasi okaval a
lymphoproliferativ szindromakkal valé kapcsolatarol a t(14;18) transzlokacio tekintetében.

4. Mivel a Sjogren-szindroma is az €letkor eldrehaladtaval jelentkezik fokozottabban, az
oregedés szerepét kivantuk diszkuttalni egyes autoimmun folyamatok etiologidjaban. Emellett
azt kivantuk megvizsgalni, hogy az 6regedés €s bizonyos betegségtipusok kialakuldsa hogyan

fligg 6ssze egyes genetikai tényezok, mint a polimorfizmusok jelenlétével.
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BETEGEK ES MODSZEREK

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 lymphocitadkat olyan egészséges
véradotol nyertiik, akik semmilyen panasszal nem fordultak orvoshoz. A follicularis
lymphoméban szenvedd betegeket a Semmelweiss Korhaz-Rendeldintézet (Miskolc) II. sz.
Belgyogyaszati és Haematologiai Osztalyan kezelik, és a Pécsi Egyetem, Malignus

Lymphoma Referencia Centrumaval egyiittmikodve diagnosztizaltak.

Differential display

Egészséges donorok és Ss betegek izolalt lymphocitaibol total RNS-t izolaltunk, majd
ezt reverz transzkriptazzal cDNS-be irtuk at. Az ezt kovetden végrehajtott specialis PCR
folyamatban t6bb random primer és oligodT primer felhasznaldsaval a két populdci6 mRNS-
eit felszaporitottuk. Ez utan az elektroforézis soran a két populaciobol erdsitett DNS-eket
szétvalasztottuk &és Osszehasonlitottuk, majd az eltéréen expresszaloddo DNS-eket

azonositottuk [5].

Polimeraz lancreakciéo (PCR)

Konvencionalis PCR. DNS szakaszokat amplifikaltunk az arra a szakaszra jellemzo
primerpar segitségével, a hagyomanyos PCR technologia eljarasa szerint, 25 ul
végtérfogatban, Amplitaq polimerazzal, Perkin Elmer 9600 PCR késziilékben. Az erdsitett

DNS-t rendszerint agar6z gélen etidium-bromiddal UV fényben mutattuk ki [11].



Nested-PCR. A PCR erdsités érzékenységének ¢és specifikussagdnak ndvelése
érdekében az egyszer mar felerdsitett DNS darabbol tijabb, belsé primerek segitségével egy
masodik amplifikaciot is végeztiink. A reakciokoriilmények a konvencionalis PCR-hez

hasonlitottak, az alkalmazott primerek fliggvényében [6].

Egvyszalu DNS konformacios polimorfizmus (SSCP)

Az SSCP modszer soran a PCR-rel feler6sitett, denaturalt DNS-t elektroforézissel
valasztottuk szét, kontrollalt (16 °C) hémérsékleti koriilmények kozott. Ez a modszer lehetévé
teszi, hogy ugyanolyan hosszisagii DNS darabok is kiilonb6z6 futdsi sebességet mutassanak —
igy elkiilonithetdk legyenek - amennyiben polimorfizmus, vagy mutacios eltérés van a DNS-

ek kozott [11].

Szekvenalas

A PCR terméket alacsony olvadasponti agarézon izolaltuk és a tisztitdst kdvetden
vektorba illesztettiikk. A vektort E. coli-ba transzformaltuk, majd a plazmidot izolaltuk. A
szekvenalas Sequenase 2.0 segitségével hatdroztuk meg. A szekvencia-analizisben a

GeneBank adatbazis szolgalt segitségilinkre.

EREDMENYEK

1. A Sjogren-szindroma szisztematikus megkozelitése

crer

gént tanulmanyoznak, mely —elézetes megfontolasok alapjan — legvaldsziniibben okozati

tényezOje lehet a betegség kifejlodésének. Ezt a gént (géneket) minden szempontbol



megprobaljak karakterizalni, valtozasait megmérni kiillonb6zé 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
populacié Osszehasonlithatd és a mindségi és mennyiségi eltérések kimutathatok, majd a
résztvevo gének azonosithatok. Munkank arra iranyult, hogy ezt a mddszert beallitsuk, s a
Sjogren-szindroma pathogenezisének kutatdsara hasznalhassuk. Eredményeink azt mutatjak,
hogy ez a mddszer jol hasznalhaté két populacid —egészséges és beteg — génexpresszios

mintazataban jelentkezo eltérések megallapitasara (3. abra).

;, Y -
= '
3 J-v —

L oeee -

=

- -
- -
E
E] E2 E3 B] B2 B3 E] E2 E3 Bl B2 B3

3. abra. Példak a kiilénbdzdképpen expresszalddd gének kimutatasara. Az egészséges (E) és beteg (B) donorok (1-3)

sejtieinek génexpresszidbeli killdnbségei lathatok a nyillal jelzett helyeken.

Emellett azonban tovabb folytattuk a Sjogren-szindroma etiologiajaban nagy szerepet

tulajdonitott La gén tanulmanyozasat is.

2. Az La gén 7-es exon forropont mutacioi

Az La génnek Sjogren-szindromas beteg lymphocitdibol tortént klonozasa utan

felfedett 7-es forrépont régioban, eldzetes kisérletek soran egy SLE-s és egy Ss betegben ki
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tudtak mutatni pontmutaciot. Kisérleteink arra iranyultak, hogy az SSCP modszer
felhasznalasaval tovabbi olyan betegeket azonositsunk, akik a mutaciét hordozzak. Tiz-tiz
SLE-ben, Ra-ban, MCTD-ben és Ss-ban szenvedd beteget vizsgaltunk meg, s egy SLE-s

betegben a normal 8A oligo szakasztol eltérd 7A-t azonositottunk (4. abra).
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4. abra. OligoA mutacio kimutatasa SSCP-vel egy SLE-s betegben. 8A = normal forma; S = SLE-s beteg; 7A mutans

standard.

Ezzel az eredménnyel tovabb nétt azon betegek szdma, akik bizonyithatoan hordozzék a

mutans RNS formakat.

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

A t(4,18) transzlokacio kimutatdsanak kifejlesztése utan a transzlokacio megjelenését
nem csak follikularis lymphomaban szenvedd betegekben végeztiik el, de megvizsgaltuk
jelenlétét Sjogren-szindromds betegekben is. Ugyanis nem csak a Sjogren-szindroma
gyakorisaga de a t(14;18) transzlokacié megjelenése is novekszik a kor elére haladtaval. A
szaz vizsgalt esetbdl 5-ben talaltunk transzlokaciot a periférids vér lymphocitaiban. Igy az
egészségesekhez viszonyitva — ahol csak 1%-ban lehetett transzlokéciot kimutatni, a Sjogren-
szindromasoknal a transzlokacio 5-sz0ros gyakorisagl volt. Az 5 esetbdl kettében csontveldi

pozitivitast is ki tudtunk mutatni, s a transzlokaci6 éveken keresztiil is kimutathat6 volt.
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Ezekben a betegekben az id6 elore haladtaval follikularis lymphoma megjelenésével lehet

majd szamolni.

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

Tobb malignus elvaltozas visszavezethetd valamely gén(ek)ben tortént valtozas(ok)ra,
sok esetben transzlokaciora. Esetlinkben a follikularis lymphomaban szenvedd betegek jol
jellemezhetok a t(14;18) kromoszoma transzlokacié meglétével, ahol a bcl-2 gén
transzlokalodik egy immunglobulin lanchoz, s ezaltal megvaltozik a bcl-2 gén expresszidja, s
ezért zavart szenvednek a normalis apoptotikus folyamatok is. Tobb betegségben, pl. a
Sjogren-szindroméaban szenvedd betegeknél is fokozottan jelentkeznek ezek a malignus
elvaltozasok, ¢éppen a fenti genetikai valtozasok kovetkeztében. A bcel-2  gén

crer

egyes tiildokarcindmakban is szerepe lehet.

5. Az oregedés szerepe az autoimmunitas etiologiajaban

Tobb betegségtipus kozott egyes autoimmun betegségek is szoros kapcsolatban
allhatnak az 6regedés altalanos folyamataval, hiszen példaul a Sjogren-szindroma is egy jol
koriilhatarolt korcsoportban jelentkezik a leggyakrabban. Az immunrendszer kétiranyu
védekezést folytat, egyrészt a kiils agensek ellen, masrészt egyes belsd elvaltozasok ellen.
Kiilonbséget kell tenniink azonban normalis (fiziologiai) clearence ¢€s az autoimmun
betegségek kozott. Ugy tinik, hogy a thymus Oregedése az autoimmunitis egyik
kulcsfontossagl eleme, bar mas sejttipusok, illetve ezek oregedése is fontos szerepet jatszhat

a folyamatban. Mind a fizioldgids autoimmunitdsban, mind pedig az autoimmun betegségek



crer

szerzett mutaciok, €s a szervezet informacids szintjében bekodvetkezett egyéb elvaltozasok.
Azonban mig a fiziologiai autoimmunitdst természetes tényezok, - mint az oregedés és az
apoptdzis — befolyasoljak, addig az elsddleges autoimmun betegségek kialakulasaban a

genetikai instabilitas jatszik valoszintileg a legjelentOsebb szerepet.

6. A genetikai polimorfizmus kapcsolata az oregedéssel és a betegségekkel

Az egy nukleotidnyi polimorfizmus (SNP) tobb mint 3 millié bazisparnyi eltérést
eredményez két ember genomja kozott. Ezeket az eltéréseket egyre jobban sikeriil
feltérképezni, s mind tobb tény utal arra, hogy ez a variabilitds felelés lehet tobb ismert
bioldgiai jelenségért. Egyéni nukleotid eltérések bizonyos betegségekre vald 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 hatasuk 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.



MEGBESZELES

A Sjogren-szindroma pathomechanizmusanak feltarasdhoz a kandidatus-gén megkozelités
mellett kerestiik a lehetdséget a probléma szisztematikus megkozelitéséhez. A , differential
display” (DD), vagy kiilonbség kimutatas technikdja lehetévé teszi a Sjogren-szindromaban
szenvedo beteg total génexpresszidjanak Osszehasonlitasat az egészséges kontrolléval. Ebben
az esetben tehat nem csak egy kivalasztott gén szerepének tisztazasa valik lehetévé, hanem
mindazon gének azonositdsa, melyek expresszidja szignifikdnsan 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 azonositisaban és
szerepilk tisztazdsdban rejlik, mindamellett, hogy a DNS csip alkalmazasa ma mar sokkal
eredményesebben lesz alkalmazhatd ezen a teriileten is. Kevesebb anyag, energia és idd
felhasznalasaval azonosithatok az eltéréen expresszalodd gének, s szereplik tisztazasa is
gyorsabban lesz lehetséges.

A kisérleteinkben azonositott mutaciok, melyek az La gén 7-es exonjanak forrd pont

régidjaban talalhatok, magyarazatul szolgalhatnak egyes autoimmun reakciok kialakuldséhoz

(5. &bra).
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5. abra. Az La fehérjék képzbédése kiilonb6zé La mRNS-ekrél. A. A normal La fehérje. B. A lehetséges La
fehérjék az alternativ splicing-gal keletkezd La 1° mRNS-rél. C. Az La fehérje keletkezése a 7-es exon

mutacioja esetén. D. Az 6sszes megvaltozott La fehérje keletkezése.
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Az alternativ splicinggel keletkezett mRNS-ekrdl (B panel) csak keretugrassal irodhat at
megvaltozott fehérje, hiszen az La 1° mRNS-szekvencidban stop kodonok talalhatok. 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) kdzvetleniil is alternativ fehérjemolekuldk irédnak at,
melyek a kriptikus és neoepitopok miatt autoimmun reakciot valthatnak ki a sejtekben.
Toliink fiiggetleniil és mas modszerrel is azonositottdk a mutacidokat hordozé lymphocitakat
Sjogren-szindromas ¢€s SLE-ben szenvedd betegekben, egy USA-ban miikodo
laboratériumban.

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. Az egészségek
donorokban is jelentkezd transzlokacidval ellentétben azonban a betegeknél csontveldi
érintettséget is ki tudtunk mutatni, s a transzlokacié hosszabb id6n keresztiil is detektalhato
volt. Ezek az eredmények lehetdvé tehetik a follicularis lymphoma igen korai kialakulasanak
jelzését a Sjogren-szindromas betegekben. Ez végiil is elvezethet a lymphoma eredményesebb
kezeléséhez, esetleg az igen korai kezelés meg is gatolhatja a ma még gydgyithatatlan
betegség teljes kifejlodését.
mellett (pl. virus infekcio, hormonhatas, UV-sugarzas, stb.) az éregedés altalanos folyamatai
is kozrejatszhatnak a betegség kialakuldsdban. Szerepe lehet az oOregedéssel fokozottan
jelentkez6 genetikai eltérések kialakulasanak is a betegségben, amit a kiils6 és belsd tényezok,
koztiik a genom sajat instabilitdsa is eredményezhet. Mindemellett igen valdszinii, hogy az

egyének eltérd genetikai elrendezddései (pl. polimorfizmus) is fontos tényezdi lehetnek a
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betegség iranti fogékonysagnak, ahogy a hormonalis szabalyzas is, hiszen dontd tobbségében
(kb. 90%) no6k az érintettek. Az eddigi eredmények szerint tehat a szuszceptibilitds, az
oregedéssel és egyéb tényezd hatasara kialakuld genetikai rendellenességek és tobb kiilso és

bels6 faktor egyidejii fennallasa eredményezheti a Sjogren-szindroma kialakulasat.
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