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OSSZEFOGLALAS

Az La/SS-B és RoISS-A autoantigének ellen termel6dd an-
titestek nem csupdn diagnosztikai értékiiek, de patogeneti-
kai szerepet is jdtszhatnak tobb autoimmun betegségben
(Sjogren-szindréma, subacut cutan lupus erythematosus
sthb.), ahol az UV-sugadrzds kdzismerten indukdlé kofaktor-
ként szerepel. Célul tiztiik ki annak tanulmdnyozdsat,
hogy 20 mJicn’ UV-B sugdrdézis hatdsdra gogyan vdlto-
zik a HaCaT sejtekben a Ro ill. az La antigén expresszié-
ja. Ennek sordn 3 Ro [46 kD (kalretikulin), 52 kD, 60
kD], valamint az La alternativ mRNS-vdgds sordn kelet-
kezd 2 La forma mRNS szintjének vdltozdsat vizsgdltuk. A
kiilonbozé mRNS-ek bazdlis szintjének megdllapitdsa utdn
a polimerdz ldncreakcié technikdval végrehajtott mérése-
ink eredményei azt mutatjak, hogy az 52 kD és 60 kD Ro-
mRNS szintek vdltozatlanok maradnak a besugdrzdst ko-
vetd 48 ora eltelte utdn is, mig a kalretikulin mRNS szintje
emelkedik, az La exon 1’ forma szintje pedig enyhe csék-
kenést mutat az idd eldrehaladdsdaval. Mivel az La exon 1’
mRNS az NF-kB transzkripcids faktor szabdlyozdsa alatt
all, az UV-sugdrzds indukdlta aktiv oxigénfajtak szerepet
Jjatszhatnak az mRNS szint vdltozdsdban. Ismervén az NF-
kB elemnek és az La autoantigénnek immunbetegségekben
betltott szerepét, az La exon I’ mRNS szintben végbe-
ment eltérés része lehet egyes autoimmun betegségek etio-
logidjanak.

Kulcsszavak:
autoimmun betegségek - La és Ro antigének -
UV sugarzas - génexpresszio
- keratinocita

SUMMARY

Antibodies produced against the Ro/SS-A and La/SS-B
autoantigens are not only of diagnostic value but they
may even play a role in the pathogenesis of several auto-
immune diseases (Sjogren’s syndrome, systemic subacut
cutan lupus erythematosus etc.) where UV irradiation is
a well known cofactor. The goal of our research was to
study the possible alterations of mRNA levels of 3 diffe-
rent Ro species [46 kD (calreticulin), 52 kD, 60 kD] and
that of 2 La species produced by alternative splicing in
human keratinocytes and HaCaT cells after 20 mlicm’
dose of UV-B irradiation. After establishing the basic
mRNA levels of the Ro and La species, the results of our
research done by using polymerase chain reaction tech-
nique show unaltered levels of 52 kD and 60 kD Ro
mRNAs studied after 48 hrs of irradiation, but the mRNA
levels of calreticulin increases, and a slight decrease of
the La exon I’ mRNA levels has been revealed as a func-
tion of time. Since the La exon I’ mRNA is under the
control of NF-kB transcription factor the active oxygen
species induced by UV irradiation may play a role in the
change of the mRNA levels. Knowing the roles of NF-kB
and La autoantigen in immune diseases the altered
mRNA levels of La exon 1’ could contribute to the etio-
logy of certain autoimmune diseases.

Key words:
autoimmune diseases - La and Ro antigens -
UV irradiation - gene expression -
keratinocytes

A Ro/SS-A és La/SS-B autoantigének ellen termel6dé
antitestek az autoimmun betegségek egy csoportjaban
igen nagy gyakorisdggal fordulnak el6. Ide sorolhaté a
neonatdlis lupus erythematosus (NLE), primer Sjogren-
szindréma (pSS), a subacut cutan lupus erythematosus

(SCLE), az antinukledris antitest (ANA) negativ sziszté-
mds lupus erythematosus (SLE) és a homozigéta C2, C4
deficiencidhoz tarsulé SLE (27). Az utébbi évek kutats-
sai alapjan bizonyossd vélt, hogy ezen antitestek nem
csupdn diagnosztikai értékdek a felsorolt kérképekben,
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toimmun betegségekben jat-
szott szerepe kozott. Ennek
sordn vizsgaltuk, hogy az La
mRNS  kiilénb6z6 formai
expresszdlédnak-e  normal
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HaCaT sejtekben, valamint
mértik a Ro és La mRNS
formdk expresszidjdnak ba-
zalis értékét ezekben a sejtti-
pusokban. Ezt kovetden az
UV-B sugérzdsnak a kiilon-
bozé Ro és La mRNS-ekre
kifejtett hatdsét kivantuk ta-
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1.dbra zsirszovetét eltdvolitottuk, majd

Az La autoantigén hdrom kiilonboz6 mRNS formdja. A 3 forma keletkezési
folyamatédnak védzlatos bemutatdsa az alternativ mRNS-végds sordn, valamint a 3 mRNS  ,
szerkezetének szemléltetése az 5 termindlisndl. a = exon 1 forma; b = exon 1’ forma;
exon 17 forma. A fehérjekdolé szakasz kezdé ATG-jét (exon 2) és a tobbi
lehetséges kezd6 ATG-ket bejelsltik. A +, — és 0 jelek a 2-es exon ATG-jéhez

CcC =
viszonyitott pozicideltéréseket jelolik.

de patogenetikai szerepet is jitszanak a tiinetek kialaku-
lasdban (36, 24). Ezt tdmasztja ala pl. az a tény is, hogy
NLE-ben az anyabdl a placentan 4tjuté kering6 anti-Ro
antitestek a magzat szervezetében velesziiletett sziv in-
geriiletvezetési zavarhoz és SCLE-hez hasonlé bdrtiine-
tek kialakuldsdhoz vezetnek, és néhdny hénap utdn az
anyai antitest szintjének csokkenésével parhuzamosan a
bértiinetek nyomtalanul eltinnek (22). Emellett immun-
deficiens egerekbe iv. adott Ro ellenes antitestek kot6d-
nek a beiiltetett humén bér bazdlis keratinocitdihoz, és
SCLE-hez hasonlé immunfluorescens képet hoznak 1ét-
re, s ez a kotédés UV fény hatdsdra fokozodik (21). Az
UV sugdrzas szerepét az emlitett autoimmun betegségek
patomechanizmusdban szamos vizsgélati eredmény mér
korédbban is megalapozta (12, 23 stb.).

A Ro antigének normdl esetben a sejtmagban €s a citop-
lazméban, az La antigének pedig csak a sejtmagban loka-
lizalédnak, noha az La kivandorolhat a citoplazméba, s
esetenként mindkét antigén a sejtfelszinre is kijut, pl. UV
fény hatdsdra (3). Az antigénkomplexumok kismolsilyd
RNS-bél, valamint La és Ro fehérje komponensekbdl
épiilnek fel (28). A Ro-nak 3 kiilonboz6 gén éltal kédolt
46, 52 és 60 kD-os formdi vannak (17, 13, 27), melyekbdl
a 46 kD-os forma homol6gnak bizonyult a kalretikulinnal
(26). El6z6 munkdnk szerint (37) az La antigénnek is 1é-
teznek kiilonboz6 alakjai, de ezek alternativ mRNS-végas
termékei (1. dbra).

Célul tiiztik ki annak tanulméanyozdsit, hogy milyen
Osszefiiggés allhat fenn az La és Ro mRNS-ek esetleges
expresszi6 véltozasa és az UV sugdrzdsnak az emlitett au-

az 5 x 5 mm-es darabjait tripszin-
ben (0,25%) emésztettitk. Mdsnap
epidermiszbSl  szuszpenzilt
nyertiink, melyet mddositott
DMEM (Sigma) tdpfolyadékban
(DMEM + 10% borjisavé (GIB-
CO), 4 mM L-glutamin, 1% anti-
biotikum-antimikotikum)  mos-
tunk és a keratinocitdkat KBM
(Sigma) tdpoldatban tenyésztettiik tovabb. A HaCaT sejteket pedig a
madositott DMEM oldatban tenyésztettiik.

A primer kultdrakat és a HaCaT sejteket UV-B sugérforrdssal
(Saalman Multitester) 20 mJ/cm’® d6zissal sugéroztuk be.

RNS izoldlds és cDNS dtirds
Az RNS-t a tenyésztett keratinocitdkb6l és HaCaT sejtekbdl Ultra-
turrax-szal tartuk fel Trizolban (Sigma), mely Chomczynski guani-
din-tiociandt — fenol mddszerén alapul (9, 10). Az RNS-t tovibb
tisztitottuk guanidin-hidrokloriddal (32).

Az RNS-bél reverz transzkriptiz segitségével cDNS-t készitet-
tiink SuperScript készlet (GIBCO) segitségével.

Polimerdz lancreakcié

1. A Ro 46 kD-hoz tartozé (kalretikulin) mRNS er8sitése: a kovet-
kez8 primerpért haszndltuk a reakcihoz: 5°: GAAACATGAGCA-
GAACATCGACTGTG; 3: CAAAGTTATCATAGGCATAGA-
GATACTGG, mely az eredeti cDNS szekvencia (25) 356 bazisitol
1000 bazisig terjedGen fogta kozre az erdsitendS génszakaszt, s igy
a termék 644 bp hosszi lett.

2. A Ro 52 kD-hez tartozé mRNS-hez az aldbbi primereket alkal-
maztuk: 5:  TCTAGGATTCACGCAGAGTTTGTGC; 3™
ATCTCTCTTTCATTTCCAGGTATGCTC. Az erésitett génsza-
kasz hossza 448 bo, az eredeti szekvencia 526-973 bazisdig (8).

3. A Ro 60 kD-hoz tartozé6 mRNS-nél a kovetkezé primerparral
végeztik az erdsitést: 51 AGTCATTTAGTCAAGAAGGCAGA-
ACC; 3”: GACCTGTCTTAAGTTTCTAATGCG. Az eredeti cDNS
szekvencia (5) 417 bazisatol az 1187 bazisig terjed az erdsitett rész,
ami 771 bp hosszi terméket eredményez.

4. Az La 1 exon mRNS-nél alkalmazott primerpdrok a kovetke-
z6k voltak: 5°: CTTCTGTGGGCCGGAACCTTAAAG; 3%
CTGTTGTTAGACGGTTCAACCTGTTG, ahol a 3’ primer a tobbi
La forma 3’ primere is volt. Az eredeti cDNA szekvencidban (37) a
—31-es poziciStél a 190 bézisig terjedt az erSsitett rész, igy 221 bp
hosszii lett az erdsitett DNS.

5. Az La 1’ exon mRNS-hez az 5° primer az aldbbi volt:
TTCTAGTCTCACCG-AAGGCTTGTG. A primer poziciéjabol
eredGen (—237) az erSsitett rész 427 bp hosszi (37).
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2. dbra
A Ro és LA mRNS-ek PCR-rel torténé kimutatasa.

A. Az La autoantigén mRNS-einek kimutatdsa PCR-rel humdn keratinocitdkban. A
jelintenzitas kifejezi az RNS szintek ardnyat i. M =
1= exon 1 forma; 1’ =exon 1’ forma; 17 = exon 1” forma.

B. A Ro és La autoantigén mRNS-einek kimutatdsa PCR-rel humdn keratinocitdkban.
M = ®X174 marker (Sigma); La = az La 1 és 1’ mRNS-ei; R5 = Ro 52 kD-os

forma; R6 = Ro 60 kD-os forma; CR = kalretikulin.

6. Az La 1” exon mRNS-nél alkalmazott 5° primerként a kovetke-
z6 oligot haszndltuk: TTTCAGTGTGAAACGGGAAAACGTG. Az
erdsitett DNS 428 bp hossza.

Az erGsitésnél alkalmazott kériilmények az aldbbiak voltak: dena-
turdlds: 94 °C, 15”; hozzdillesztés: 65-71 °C (a primerektSl fiiggs-
en), 157; szintézis: 72 °C, 307, és 40-45 ciklusban végeztiik a DNS
erbsitését Perkin Elmer 9600 késziilékben, 25 pl végtérfogatban,
Amplitaq/Stoffel polimerdzzal (Perkin Elmer), annak standard olda-
tosszetételében.

Az erGsitésekben kapott DNS-t 3%-o0s agaréz gélen futtattuk,
majd etidinm-bromiddal festve UV fényben tettiik lathatéva. A fut-
tatds eredményét polaroid kamerdval rogzitettiik.

Eredmények

Keratinocitdkban és HaCaT sejtekben az La antigén-
mRNS 3 kiilonboz6 formdjat (2/a. dbra) elsSként sikeriilt
kimutatnunk, ahol az La 1’ forma expresszidja iényegesen
kisebb, ha azt lymphocytakhoz hasonlitjuk (nem mutatott).
Kimutattuk a Ro antigén-mRNS mindhdrom formajat is,
ahol a bazdlis expresszi6 értéke az La 1 formdhoz viszo-
nyitva mindhdrom Ro esetben kisebb volt (2/b. dbra), és a
60 kD-os mRNS szintje bizonyult a legkisebbnek.

Az UV sugérzas hatdsit a besugarzast kovetd 1, 3, 6 és
12 éra elteltével vizgsaltuk el8szor, de nem tapasztaltunk
valtozast az mRNS szintekben. Ezt kéveten 24 és 48 6ra
elteltével néztiik az UV sugarzas hatisdt HaCaT sejtekben,

ahol azt tapasztaltuk, hogy
megnovekedett a kalretikulin
mRNS szintje a besugdrozat-
lan kontrollokhoz  képest
(3/d. dbra). Emellett némileg
lecsokkent az La exon 1’
mRNS szintje a besugirzas
utdni 24 és 48 ora elteltével
(3/a. dbra), mig az La 1 for-
ma expresszidja nem vélto-
zott. Nem lattunk szamottevd
véltozast a Ro 52 és 60 kD-
os formdinak mRNS szintjé-
ben sem (3/b. és c. dbrak).

Megbeszélés

Elészor 1969-ben Clark és
mtsai (11) mutattdk ki human
szoveti extraktumban im-
mundiffiiziés mddszerrel egy
Uj antigén jelenlétét, mely
SLE-s és Sjogren-szindromas
betegek szérumaval adott re-
akci6t. Azéta az Ro/SS-A an-
tigén 3 kiilonb6z6 génjét, ha-
sonldan az La antigének kii-
16nboz6 formaihoz, mér rész-
leteiben is lefrtdk (37, 33,
15). A Ro és La antigének
autoimmun  betegségekben
betdltott patogenetikai szere-
pe azonban még tavolrél sem
tisztazott.

Régoéta ismert az a megfigyelés, miszerint SCLE-s és
NLE-s betegek bértiinetei exacerbaciét mutatnak UV
fény, elsésorban UV-B hatdsara (35, 20). Kimutattik,
hogy UV-B besugdrzdst kévetGen mind a Ro/SS-A,
mind az La/SS-B antigének megjelennek a keratinocitak
felszinén, ezaltal lehetGséget adva arra, hogy a keringd
antitestek a sejtfelszini antigénjeikhez kapcsolédhassa-
nak (3, 14). Az antigén-antitest kot6édés utan ADCC re-
akcié vagy komplement medialt lizis kialakuldsa kovet-
keztében a sejt pusztuldsa, szovetkdrosodds johet létre.
Nem csupdn a bértiinetek kialakuldsa hatterében jut pa-
togenetikai szerep- az emlitett autoantitesteknek, de
NLE-ben a komplett szivblokk kialakuldsdban is szere-
pet jatszanak (38).

Vizsgilataink azt mutatjdk, hogy az egészséges egye-
dektS] szdrmazé tenyészett primer keratinocitdkban és a
HaCaT sejtekben jelen van az La mRNS 3 kiilonboz6
formdja és a Ro mRNS-ek bazdlis szintje is jo! mérhetd.
A HaCaT sejteket — melyek spontédn transzformélt humdn
keratinocitdk és a bazdlis epidermis sejtjeinek jellemvo-
nasait hordozzdk — j6 kezelhetGségiik miatt igen sok ku-
taté vizsgalja (19). Az alkalmazott UV sugdrzds hatdsdra
a HaCaT sejtekben az 52 és 60 kD-os Ro, valamint az La
exon 1 formdinak mRNS szintje nem véltozott. A kalreti-

$X174 marker (Sigma);
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3. dbra

Az UV sugdrzas hatdsa a Ro és La mRNS-einek expresszidjara HaCaT sejtekben.

A. Az Lal exonill. 17 exon mRNS-ek szintjének valtozdsa.
C2 = kontroll 24 6ras (besugarzas nélkiil); C4 = kontroll 48 6ris; U2 = UV-besu-
garzott HaCaT sejtek 24 6rdval a besugérzést kovetéen; U4 = UV besugérzott Ha-
CaT sejtek 48 6raval a besugdrzas utan; S = SCLE-s beteg boréb6l izolalt keratinocy-

tak, UV besugarzas nélkiil. M = molekulasily marker.
B. A Ro 52 kD-os forma mRNS szintjének valtozasa.

A jelzések a 3/a. dbra jelzéseivel megegyeznek.
C. A Ro. 60 kD-os forma mRNS szintjének valtozisa.

A jelzések a 3/a. dbra jelzéseivel megegyeznek.
D. A kalretikulin mRNS szintjének valtozasa.

A jelzések a 3/ardbra jelzéseivel megegyeznek, kivéve, hogy itt nincs SCLE-s min-

ta.

kulin mRNS szintje azonban a besugédrzds utdn maga-
sabb, mint a kontrollokban, ami j6 megegyezést mutat
Kawashima és mtsai. (19) eredményeivel. Ok a kalretiku-
lin fehérje expresszidjanak novekedését észlelték egy
masik transzformdlt human epidermalis keratinocita vo-
nalon (A431), méar 24 érdval a besugérzast kovetGen.
Nemcsak a fehérjeszint valtozasat figyelték meg, de no-
vekedett a sejfelszini antigén reprezentdcié is, amit a
megnovekedett specifikus  antiszérum-kotédés  jelzett.

C2C4a2048 M

2424 M

Nem mutattak ki viltozdst
azonban az 52 és 60 kD-os
Ro fehérjék expresszi6jaban
és sejtfelszini megjelenésé-
ben. Az La exon 1 formdhoz
tartoz6 mRNS szintje nem
valtozott UV sugdrzds hatd-
sdra, viszont az exon 1’ for-
ma mRNS szintje némi
csokkenést mutat. Kordbbi
munkdnkban Ostradiol keze-
lés eredményeként is csok-
kenést tapasztaltunk az 1’
forma expresszidjaban (34),
s koztudottan mindkeét faktor
patogenetikai jelentGséggel
bir az emlitett autoimmun
betegségeknél. A létrejott
csokkenés nem lehet sejt-
pusztulds  kovetkezménye,
hiszen a Kawashima ¢&s
mtsai dltal (15 mJ/m°) és az
altalunk (20 mJ/m®) alkalma-
zott dézisndl még csak igen
kis szazalékban figyelhet6
meg a sejtek apoptdzisa (6).
A kapott eredmények jelen-
téségét aldtdmasztia, hogy
Sjogren-szindromés  bete-
gekben is megfigyeltiik az
exon 1’ forma mRNS-ének
alacsonyabb szintjét (nem
publikilt eredmények).

Az észlelt mRNS-szint néve-
kedés és csokkenés hatteré-
ben egyarant allhatnak gén-
expressziét szabalyoz6 té-
nyez6k és fehérjeszintézist
befolydsold faktorok. Elkép-
zelhet6en a kalretikulin meg-
novekedett sejtfelszini jelen-
léte indukalta az mRNS szin-
tézisét, ami elGszér az
mRNS szint nodvekedését,
majd a hozza tartoz6 fehérje
szintézisének novekedését is
eredményezte.

Legijabb kutatasaink szerint
az La exon 1’ mRNS ex-
presszidjat az NF-kB transzkripcids elem szabdlyozza
(15). A transzkripcids elemre az aktiv oxigén fajtak (7,
30, 1) és a sejt redox allapota (31, 2) egyarant befolyast
gyakorol, s az UV sugérzdsnal koéztudottan megjelennek
a szabadgyokok, és megvaltozik a sejt redox éllapota is.
Szdmos tovabbi munka is arrél taniskodik, hogy az NF-
kB elem az immunrendszer egyik jelent8s szabdlyzo ele-
me (4, 29, 18). A megvaltozott exon 1 és exon 1° ardny
pedig valamilyen formédban hathat egyes autoimmun fo-
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lyamatok patolégiai torténéseire, amit a Sjogren-szindro-
mas betegeknek az egészségesektSl eltérd exon 1 : exon
1’ ardnya is jelzi. Méarészr8l viszont az mRNS szint csok-
kenése fokozott fehérjeszintézist is jelezhet, hiszen az in-
tenziv antigénprezenticiés folyamatokat a génexpressziot
reguldlé folyamatok nem feltétleniil tudjak azonnal kom-
penzélni.

Koszonetnyilvanitas:

Munkénkat az ETT (343/96, T-11), OTKA (T 19631; F 16689) és
Mecenatiira (DOTE 4/96) tdmogatisok tették lehet6vé.
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