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Bevezetés

A Fetuin-A (AHSG, Alpha 2-HS Glycoprotein) a cisztatin
szupercsaladba tartoz6 multifunkcionalis plazma fehérje. A jelenleg
rendelkezésre all6 és rohamosan novekvd szamu adatok birtokaban ugy
tinik, hogy a Fetuin-A szerepe igen Osszetett €s sokiranyt az
atherosclerosis  kialakulasanak folyamataban. Polimorfizmusainak
kapcsolata a myocardialis infarctussal, egyes kockézati tényezokkel
még kevéssé ismert.

Az SLE komplex poligénes betegség, melynek 6roklddése nem koveti a
Mendeli szabalyokat. A komplementrendszerrel Osszefiiggésben azt
talaltdk, hogy a klasszikus utvonalat érintd deficienciadk megndvekedett
kockazatot jelentenek az SLE kialakulasara. Az MBL szerepe az SLE
klinikai lefolyasat illetdleg még nem tisztazott, hajlamosité tényezd
lehet részben fert6zésekre, részben autoimmun betegségek
kialakitasara.

Célkitiizések

Munkank soran célul tiztik ki, hogy infarctust tulélt betegek (pMI
csoport) keresztmetszeti vizsgalataval elemezziik a Fetuin-A rs4917 és
rs4918 polimorfizmusainak eloszlasat, tovabba Osszefiiggéseit klinikai
jellegzetességekkel. Osszehasonlitottuk az rs4917 és rs4918 allélikus
eloszlasat egészségesek csoportjadban és myocardidlis infarctust talélt
betegekben. Osszefiiggést kerestiink az rs4917 és rs4918 allélok és a

szérum Fetuin-A szintek kozott, az elhizashoz rendelt paraméterekkel,



mint a BMI, lipid statusz, proinflammatorikus citokinek, adipokinek,
vércukorszint és inzulin.
Munkank soran célul thztik ki, hogy 315 szisztémds lupus
erythematosus miatt gondozott beteg, illetve fiiggetlen, egészséges
magyar populacio vizsgalataval leirjuk az MBL2 gén 1-es exon O
alléljainak (B all¢l, C all¢l, D allél), valamint a promoter régio -221-es
pozicidban talalhatdo polimorfizmusanak el6fordulasat. Az SLE-ben
szenvedd betegekben azt vizsgaltuk tovabb, hogy a haplotipusok milyen
Osszefiiggést mutatnak a betegség korai kezdetével. Elemezni kivantuk
az SLE betegek klinikai jellegzetességeit, szervi érintettségeit (cutan
lupus, arthritis, lupus nephritis, serositis (pleuritis, pericarditis), neuro-
pszichiatriai és hematologiai eltérések), s arra kerestiik a valaszt, hogy
az MBL2 gén polimorfizmusai és a klinikai kép kozott van-e
Osszefliggés.
Modszerek
A Fetuin-A 1s4917 ¢és 154918 polimorfizmusainak vizsgalatat
egészséges, normal testalkatti kontrollcsoportban (82 6, atlagéletkor:
60,1+£6,9 év), illetve a bevalasztast megel6z6 6-24 honapban ST-
elevacios myocardialis infarctust talélt betegeken (157 beteg, életkor:
59,4+12,2 év) vizsgaltuk. Az allélikus eloszlas vizsgalatahoz (239 f0,
¢letkoruk: 41,8 + 22,2 év) egyéb, nem kardiovaszkularis betegséghen
szenvedd beteg bevonasaval referenciacsoportot alkottunk.
Az infarctust kiallott betegek csoportja (pMI) 42 elhizott és 115 normal
testalkat egyénbdl allt. Elhizottnak 30 kg/m2 feletti BMI esetén
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tekintettiik a betegeket. 49 beteg 2-es tipusti cukorbetegségben is
szenvedett. Az inzulinhatas jellemzésére alkotott matematikai modell
(HOMA-IR, HOMA-A) Mathews nyoman a kdvetkezé képlet alapjan
keriilt kiszamitasra: IRpoma = (lo X Go)/ 22,5, ahol az lp az éhomi
plazma inzulin (IU), a Gy éhomi plazma gliikéz szint (mmol/l). A
HOMA-B, a béta-sejt-miikodés jellemzésére szolgalé index, a
kovetkez6é formula alapjan kertilt kiszamitasra: HOMA-B = 20 x I/ Gy
-3,5.

A homo- vagy heterozigota 1s4917 és 1s4918 polimorfizmusok
kimutatasara kompetitiv allélspecifikus PCR modszert alkalmaztunk. A
Fetuin-A szérumszintjét radialis immmundiffaziéval hataroztuk meg. A
vérkép és egyéb paraméterek meghatarozasa rutin laboratoriumi
modszerekkel tortént. A szérum TNFo szintet, rezisztin és leptin
értékeket egyarant ELISA segitségével hataroztuk meg. Az adiponektin
¢s C-peptid szérumszintjének meghatarozasa RIA-vel tortént. Az
inzulin koncentraciot direkt ELISA Kit felhasznaldsaval hataroztuk

meg.

Az MBL2 polimorfizmus vizsgalathoz harom centrumban: a

Semmelweis Egyetem III. Belgyogyaszati Klinikajan (A centrum), a

Semmelweis Egyetem Kozponti Immunoldgiai Laboratériumaban

(jelenleg: Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet, B

centrum) és a Pécsi Egyetem Immunologiai és Allergologiai Klinikdjan

(C centrum) gondozott SLE betegeket vontunk be a vizsgalatba. A
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vizsgéalatba bevont 315 beteg (26 férfi, 279 nd; atlagéletkoruk a
vizsgalat idején: 44 év, interkvartilis terjedelem 35,3-53,8 év volt)
mindegyike megfelelt az Amerikai Reumatoldgiai Téarsasag (ACR) altal
kidolgozott kritériumrendszernek (4 vagy tobb kritérium tiinet
jelentkezése). Az SLE aktivitasat a szisztémas lupus erythematosus
aktivitasi  index  (SLEDAI) segitségével hataroztuk  meg.
Szaznyolcvankettd egészséges egyén (75 férfi, 107 nd; atlagéletkoruk:
48,5 év, interkvartilis terjedelem 41-56 év volt) bevonasaval kontroll
csoportot alkottunk. Az MBL2 gén genotipizalasat a strukturalis
variansokra, mint B (kodon 54), C (kodon 57) és D (kodon 52) illetve
egy a promoter régioban down-regulald variansra Y/X (-221) tervezett
szekvencia-specifikus primerekkel PCR reakcioval végeztik. A PCR
reakciot Garred ¢és munkatarsainak leirdsa alapjan végeztik. A
strukturalis varians allélekbdl (B, C és D) egy csoportot képeztiink (O).
A normadl allélt A-nak nevezziikk. Az Y/X promoter varians csak a

normal A allél elott fordul elo, a varians allélek elott nem.

Eredmények

A vizsgalati csoportokban (egészséges, pMI és referencia csoport) az
rs4917 ¢és rs4918 allélikus eloszlasdban nem volt szignifikans
kiilonbség. Statisztikailag nem volt szignifikans kiilonbség a harom
vizsgalati csoportban a C/T, illetve C/G nukleotid frekvenciakban.

Az egészséges kontrollcsoportot vizsgalva az LDL koleszterin és a

TNFa szintekben taldltunk szignifikans kiilonbséget a kiilonbozd
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genotipusok tekintetében. A T allélt hordozdok esetében a szérum
Osszkoleszterin szint alacsonyabb (p=0,018). A T nukleotid jelenléte
alacsonyabb LDL koleszterin (2,28 £+ 0,32 vs. 3,39 £+ 0,44 mmol/l, p =
0,020) és TNFa szintekkel (3,90 + 0,021 vs. 4,10 = 0,24 pg/ml, p =
0,010) is parosult. CC homozigotadk a TT homozigotadkhoz képest
magasabb LDL koleszterin és TNFa szintekkel rendelkeznek (Mann-
Whitney U-teszt, p=0,017 mindkét paraméterre). A G-allélt nem
hordozokhoz képest a G-allél jelenléte alacsonyabb TNFa szintet
eredményezett (4,10 + 0,23 vs. 3,85 + 0.22 pg/ml, p = 0,003). A G-allélt
hordozoknal magasabb leptin (13,9 £ 9,23 vs. 10,7 + 9,19 ng/ml, p =
0,036), és magasabb adiponektin értékek voltak jellemzoek (12,4 + 3,14
vs. 14,3 £ 2,30 pg/ml, p = 0,047). A tobbi paraméter esetén nem
talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést. A szérum Fetuin-A
koncentraciok és a mért laboratoriumi paraméterek kozott nem talaltunk
Osszefliggést.

A pMI csoport egészét tekintve jellemzd volt, hogy Fetuin-A
szérumkoncentracidoja, a TNFa, ghrelin, leptin, C-peptid, C-
peptid/gliikoz, glik6éz és inzulin szintje magasabb, mig a HDL-
koleszterin szintje alacsonyabb wvolt. A kiilonb6z6é nukleotidok
jelenlétének fliggvényében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget e
paraméterek tekintetében.

A pMI csoportban azt talaltuk, hogy a T allélt hordozok derék- (102 =9
vs. 106 £ 8 cm, p = 0,003) és haskorfogata (101 = 12 vs. 103 = 10 cm,
p = 0,040), valamint BMI értékeik (27,2 + 4,6 vs. 28,6 + 3,8 kg/mz, p=
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0,019) is alacsonyabbak, mint a T allélt nem hordozoké. A genotipusok
alapjan megfigyeltik, hogy a TT genotipusuak koziil kevesebben
elhizottak, mint a CC genotipusuak koziil. Sem az egészséges kontroll
csoportra jellemzd alacsonyabb Osszkoleszterin, LDL-koleszterin,
TNFoa szintek, sem mdas paraméter nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a T-allélt hordozok és T-allélt nem hordozdk vizsgalatakor.
A G-allélt hordozok esetén megfigyelhetd a pozitiv kapcsolat, az
elhizottsagot mér6é paraméterckkel Osszefiiggésben a pMI csoportban.
Szignifikdnsan alacsonyabb BMI értékei vannak (27,3 + 4,6 vs. 28,6 =
3,8 kg/mz, p = 0,017) a G-allélt hordozoknak, az Osszefiiggés
megfigyelheté a derékkorfogat (102 = 9 vs. 106 = 8 cm, p = 0,002)
esetén 1s, a G-allélt nem hordozokkal dsszehasonlitva. A G minorallél
frekvenciaja sokkal magasabb volt a normal testalkatiiak (114/62), mint
elhizottak esetén (43/14) (x2: 5,957, RR=1,067, (95% CI=1,053-2,651,
p=0,015). Nem diabéteszes betegek esetén a G-allél frekvenciajaval
szoros linearitdst mutatnak az alacsonyabb BMI értékek. Az elhizott
betegek tovabbi vizsgalatakor azonban a kiilonbozé genotipusokhoz,
allélekhez nem tudtunk szignifikans kiilonbséget add antropometrikus
¢s metabolikus paramétereket rendelni.

A pMI csoportban Fetuin-A szérumkoncentracidja magasabb (673 =+
111 mg/l) volt a kontroll csoporthoz (619 + 97 mg/l) viszonyitva (p <
0,001).

A pMI betegek csoportjaban 49 vizsgalt beteg 2-es tipusu diabéteszben
szenvedett. Osszehasonlitva a 108 nem diabéteszes beteg vizsgalati
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eredményeivel, a szénhidrat haztartdsra vonatkozolag talaltunk
szignifikans kiilonbséget. A vércukorszintek 6sszehasonlitasban 7,19 +
2,13 vs. 5,03 £ 0,68 mmol/l, p < 0,001 értéket mutattak, az inzulin
szérumszintje 28,3 £ 16,3 vs. 21,7 + 14,08 uU/ml, p = 0,008 volt. A C-
peptid szérumszintjében talaltunk kiilonbséget (3,91 + 2,25 ng/ml vs.
3,00 £ 2,13 ng/ml, p = 0,008), illetve HOMA-IR modell (7,69 + 3,46 vs.
4,67 + 3,04, p < 0,001), ¢s HOMA-B (191 + 133 vs. 260 = 147, p =
0,004) értékekben. Az elhizassal kapcsolatos fizikalis paraméterekkel,
ugymint BMI, haskorfogat vagy derékkorfogat kapcsolatban nem
taldltunk szignifikdns kiilonbséget a cukorbeteg ¢és nem cukorbeteg
alcsoportokban. A cukorbetegek alacsonyabb szdma miatt nem volt
lehetséges a genotipusokhoz tartozo értékek és Osszefiiggések

vizsgalata.

Meghataroztuk az MBL2 gén éltalunk vizsgalt alléljainak eloszlasat a
kontroll és SLE-s betegek csoportjaban. Az allélek eloszlasa a vizsgalt
csoportokban nem kiilonbozik szignifikansan. Valamennyi genotipus-
és allélmegoszlas Hardy-Weinberg egyensulyban volt mindkét vizsgalt
csoportban.

Megvizsgaltuk az SLE-s betegekben az ¢letkori megoszlast az MBL2
genotipusok szerint, nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a
strukturalis varidnsok genotipusai és allélfrekvenciai tekintetében. Nem

adddott szignifikans kiilonbség az €letkor eloszlés ¢és az A/A, A/O vagy



O/O genotipust hordozok kozott, mint ahogy a B allélt hordozok és
nem-hordozok tekintetében sem.

Szignifikans kiilonbséget (p=0,017, Kruskal-Wallis teszttel szdmolva)
taldltunk az SLE kezdetének idOpontjara vonatkozdéan az X/X
homozigétak, X/Y heterozigotak és Y/Y homozigotak kozott. A
betegség megjelenéskori életkor median (interkvartilis tartomany) 23,0
(17,0-38,0) év; 33,5 (23,0-43,8) év; és 28,0 (21,5— 39,5) év volt a
harom csoportban.

Az SLE-ben szenvedd betegeket az ¢letkor alapjan két csoportra
osztottuk: a 20 éves vagy anndl fiatalabbak alkottdk a fiatalkorban
kezd6do SLE-s csoportot, mig a tobbi beteg alkotta a felnott
megjelenésli csoportot. Az X/Y varidns X/X genotipusa szignifikdnsan
gyakrabban fordult eld a korai megjelenésii csoport betegei kozt a
felndtt megjelenésii csoporttal 6sszehasonlitva (p=0,004). Mindemellett,
sokkal nagyobb szdmban (p=0,0003) alkottdk X/X homozigotak a korai
megjelenésli SLE csoportot (17,4%) az egészséges kontrollokhoz képest
(6,0%).

Ilyen szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a felnétt kori megjelenésti
SLE-s betegek csoportja (5,6%) és kontrollok kozott (p = 0,840).

A normal és strukturalis varidnsok vizsgalatakor nem észleltiink
szignifikans eltérést a két csoport kozott sem a genotipusok, sem az
allélfrekvenciak tekintetében.

A két SLE-s csoportban a relativ kockazattal is szorosan Osszefiiggd

es¢lyhanyadost szdmoltunk.



Arra szerettlink volna valaszt kapni, hogy a betegség korai
mint kockdzati tényezd mellett, X/Y vagy Y/Y genotipusokkal
Osszehasonlitva. Ebben az 0Osszehasonlitdsban is az X/X genotipus
Osszefliggést mutat a betegek életkoraval a diagndzis megsziiletésekor.
Az X/X hordozok esélyhanyadosa a korai SLE megjelenésre tobb mint
3, a tobbi SLE-s beteggel 6sszehasonlitva.
Amennyiben a vizsgalt csoportokat ujraképeztiik az életkori hatart 18
évben megadva, szintén a fent emlitett szignifikans kiilonbséget kaptuk
az XX genotipus tekintetében (p < 0,001). X/X homozigotak aranya a
korai megjelenésti, juvenilis SLE-s betegek csoportjaban 8/23 (34,8%)
ezzel szemben 24/292 (8,2%) a feln6ttkori megjelenésii csoportban.
Vizsgélataink soran az SLE klinikai jellegzetességei kozott is talaltunk
kiilonbséget a fiatal korban kezdéddé (<20 év) és a felndtt korban
kezddo (>20 év) betegcsoportok kozott. Adataink szerint az arthritis
szignifikdnsan gyakrabban (p=0,018) fordult el6 a fiatalkori SLE
betegekben ¢és hasonld tendenciat taldltunk a veseérintettség
vonatkozasaban is.
Hat SLE-ben klinikailag jellegzetes eltérés megjelenését (bortiinetek,
arthritis, veseérintettség, polyserositis (pleuritis/pericarditis), neuro-
pszichiatriai és haematologiai érintettség) és az MBL2 polimorfizmusok
Osszefiiggéseit is megvizsgaltuk. A normdl és strukturdlis variansok
genotipusai és a szervi tiinetek megjelenése kozott nem talaltunk
Osszefliggést.
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Ezzel szemben ugy talaltuk, hogy a szervi érintettség kialakuldsa az
X/Y promoter polimorfizmussal mutat Osszefliggést. A cutan
manifesztacid és a polyserositis 1étrejotte szignifikdnsan gyakrabban
fordult el6 az X/X homozigotakban (p=0,003 ill. p=0,013) és egy
hasonld, bar nem szignifikans tendencia volt megfigyelhetd a vese
manifesztdcid vonatkozasaban is, az XY vagy YY genotipusu
betegekhez képest. Ha az életkort, nemet, SLEDAI pontokat is
bevontuk a statisztikai elemzésbe, az X allél még mindig szignifikans
Osszefiiggést mutatott a bor érintettség kifejlodésével. Sem az
antifoszfolipid antitestek, sem az anti-DNS antitestek el6fordulasa nem

mutatott Osszefiiggést az altalunk vizsgalt MBL2 genotipusokkal.

Kovetkeztetések

Az rs4917 C/T variansok frekvenciai, illetve az rs4918 C/G variansok
frekvenciai beleillenek a korabbi europai vizsgalatok &ltal leirt sorba.
Mindkét allélra nézve a frekvencia: 0,65/0,35. Ismert eurdpai adatok:
0,6/0,4 (Nagy-Britannia); 0,79/0,2 (Ibéria). Az rs4917 polimorfizmus
minor T varidnsa elénydsebb antropometrikus paraméterekkel (BMI,
has- és derékkorfogat) tarsul az infarctust talélt betegcsoportban, mint a
C varians. Kiilondsen igaz ez a nem diabeteses alcsoportban. A T allélt
hordozok nagyobb eséllyel voltak normadl testalkatak. A T nukleotid
jelenléte az rs4917 polimorfizmusban kedvezdbb lipidprofillal és
alacsonyabb TNFo szinttel jar egyiitt egészséges egyénekben.

Kaukazusi populaciot tekintve (jelen esetben magyar) az 1s4918
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polimorfizmus minor G varidnsa elényosebb paraméterekkel téarsul,
mint a C allél, alacsonyabb TNFa szinteket eredményez, illetve
magasabb adiponectin €s leptin koncentraciot. A szivinfarctust tulélt
betegekben, a G allélt hordozokban a derékkorfogat és BMI értékeket
alacsonyabbnak talaltuk, mint C allélt hordozokban. A Fetuin-A
plazmaszintje emelkedett myocardialis infarctust tulélt betegekben. Bar
negativ akutfazis fehérje, szérum koncentracidja az infarctust talélt
betegekben az inflammatorikus citokinekkel nem mutat Gsszefiiggést.
Eredményeink jol korreldlnak azokkal az irodalmi adatokkal, melyek
szerint a Fetuin-A inkabb az obezitassal korrelal, mint a 2-es tipusu

diabetesszel.

Eredményeinket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy az MBL2 promoter -
az SLE szignifikansan fiatalabb életkorban jelent meg (p=0,017), és e
lokusz a szervi érintettségek kialakuldsaval is Osszefiiggést mutat.
XA/XA homozigotakban a fiatalkorban kezd6dé SLE (<20 év)
eléfordulasi gyakorisaga kiilonosen magas volt és gyakrabban lehetett
igazolni a bdér manifesztaciok (p=0,003) és a pleuritis/pericarditis

(p=0,013) kialakulasat.
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