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1. Bevezetés

A kaukazusi populacioban a f6 hisztokompatibilitasi komplex
leggyakoribb haplotipusa a 8.1-es 8si Kkiterjesztett haplotipus
(AHS.1). Gyakorisaga ellenére a 8.1-es haplotipust eddig foként csak
immunpatologiai eltérésekkel (antitestek, autoantitestek, keringd
immunkomplexek, TNF-o magas szintje), valamint bizonyos
autoimmun betegségek (szisztémas lupus erythematosus, myasthenia
gravis, Sjogren-szindroma) kialakulasaval hoztak Osszefliggésbe.
Laki J. és munkatarsai ezzel szemben, mint lehetséges pozitiv
szelekcios tényezOt azonositotta az AHS8.1-et. Megfigyelésiik szerint
cisztas fibrozisban a 8.1-es Gsi haplotipus hordozasa a tiid6t érintd
bakterialis kolonizacidé ritkabb el6fordulasaval valamint ezen
kolonizaciok késleltetett kialakulasadval mutatott Osszefliggést.
Ezeket az eredményeket valoszinlileg a bakterilis infekciok elleni
hatékonyabb immunvalasznak koszonhetden lehetett megfigyelni.

A 8.1-es haplotipus infekciokban jatszott szerepének tovabbi
tanulmanyozasara egy olyan modellrendszert igyekeztiink valasztani,
amely bakterialis fertézést kovetden alakul ki, gyakori
hospitalizacioval rendelkezik és elsddlegesen a tiid6t érinti. A
felvazolt kritériumok figyelembevételével a pneumonia eredetli
stulyos szepszisre esett a valasztas. A vizsgalat tervezése a haplotipus
azonositdsa soran genotipizalt polimorfizmusok elemzését is
figyelembe vette, mivel koziiliik egyeseknek - funkcionalis
polimorfizmus révén - Onmagukban is jelentds hatasuk lehet a

szepszis lefolyésara.



Az 1l-es tipusi plazminogén-aktivator inhibitor (PAI-1) akut
fazis fehérjeként a fibrinolizis és az aktivalt protein C gatlasanak
egyik kulcs enzime. A megemelkedett PAI-1 szintet mar tSbb
vizsgélat is Osszekapcsolta az akut 1égzési elégtelenség (ALI) és a
sulyos pneumoénia rosszabb kimenetével. A PAI-1 szérumszintjét
talalhato 4G/5G inzercios/delécios polimorfizmus pedig az egyik
legigéretesebb genetikai prediktornak bizonyult nem csak a
fert6zéses tiidobetegségek, de a meningococcalis szepszis €s trauma

eredetli szepszis sulyosabb kimeneteivel is.

2. Célkitiizés

—  Osszefiiggésbe hozhaté-e a 8.1-es 6si haplotipus hordozasa a
pneumonia eredetli stlyos szepszis kedvezétlen kimeneteivel?
Amennyiben igen, akkor ez az AHS8.1 hatdsa vagy pedig a
meghatarozasa  soran  genotipizalt egyik  funkcionalis

polimorfizmusé?

— Befolyasolhatja-e a kronikus obstruktiv pulmonalis betegség
(COPD), mint az egyik gyakori pulmonalis tarsbetegség az
AHS.1 hatasat szepszisben?

— Az AHS8.1 hordozasa mutat-e Osszefiiggést valamelyik klinikai

paraméterrel?



— Az alacsonyabb PAI-1 szinttel jellemzett 5G allél és az 5G/5G
genotipus jelenléte Osszekothetd-e a léguti eredetli szepszis

kedvezobb kimeneteivel?

— Ha igen, akkor ez a genetikai faktor hogyan befolyasolja a 8.1-
es haplotipus és a sulyos szepszis kimenetele kozotti

kapcsolatot?

3. Modszerek

3.1. A vizsgalt csoport
A vizsgalatba 207 - tiidégyulladas kovetkeztében kialakult - a
Semmelweis Egyetem Aneszteziologiai és Intenziv Terapias

Klinikajan kezelt stlyos szepszises betegeket vontunk be.

3.2. Gén-polimorfizmusok meghatarozasa

A genomialis DNS-t a Miller és munkatarsai altal kozolt
kis6zasos modszernek megfeleléen periférias vérbdl szarmazo
mononuklearis sejtekbdl nyertem ki. Az LTA 252A/G (rs909253), a
HSP70-2 1267A/G (rs1061581) és a PAI-1 4G/5G (rs1799768) SNP-
k (Single Nukleotide Polimorphism) kimutatasa korabban kozolt
polimeraz lancreakcid - restrikcios fragmenthossz-polimorfizmus

(PCR-RFLP) moédszerek alapjan tortént kisebb modositasokkal. A



ITNF-a -308G/A (rs1800629) és az AGER -429T/C (rs1800625)
egypontos nukleotid polimorfizmusokat 5’nukleaz (TaqgMan) alapt
real-time PCR moddszerrel hataroztam meg. A C44 gén
képiaszamanak meghatarozasat munkacsoportunk altal kifejlesztett
real-time PCR mddszerrel végeztem ABI 7300 Real Time PCR

rendszerben

3.3. A HLA-B, HLA-DQB1 és HLA-DRBI1 allélek
vizsgalata

A HLA-B, HLA-DQBI1 ¢és HLA-DRBI1 allélek vizsgalatat

szekvencia  specifikus  primer-PCR  (SSP-PCR)  modszerrel

kollaboracios partnereink végezték.

3.4. Az AH8.1 meghatarozasa

Azokat az egyéneket tekintettiik AH8.1 hordozdknak, akikben a
kovetkezé allélek egyiittesen fordultak el6: HLA-DQB1*0201
(DQ2), HLA-DRB1#0301 (DR3), AGER -429C, C4A*Q0, HSP70-2
1267G, TNF-a -308A, LTA 252G, HLA-B*0801 (B8)

4. Eredmények

A vizsgalat soran sikeresen meghataroztam 207 pneumonia
eredetli sulyos szepszises beteg AGER -429T/C, HSP70-2 1267A/G,
TNF-o -308G/A, LTA 252A/G polimorfizmusainak genotipusait €s a



C44  gének szamat. A ritka allélek és a C4A*QO0 egyiittes
eléfordulasa valamint a HLA tipizalas alapjan 25 (12.1%)
feltételezett 8.1-es dsi haplotipus hordozot sikeriilt azonositani.

A meghatarozott 8.1-es 6si haplotipus frekvenciaja nem mutatott
eltérést a korabban a magyar populacioban megéallapitott
gyakorisaghoz képest. Emellett sem a haplotipus azonositasara
hasznalt polimorfizmusok, sem a C4A*QO0 allél frekvenciai nem
kiilonboztek a kaukazusi eredetli egészséges egyének allél
frekvenciaitol.

A 8.1-es 0si haplotipussal tortént vizsgalatok soran a pneumonia
eredeti stlyos szepszisben szenvedd, nem COPD-s betegek
csoportjaban a haplotipus hordozasa védoéfaktornak tiint a szeptikus
sokkal szemben. A szeptikus sokk tobbszempontos logisztikus
regresszios analizise soran — mely tartalmazta tobbek kozott a
COPD-t is — a haplotipus az egész betegcsoportra nézve is fiiggetlen
védofaktornak bizonyult a szeptikus sokkal szemben. Ezt a
védohatast ki lehetett mutatni a COPD-ben nem szenvedd betegek
regresszios analizise soran is. A klinikai paraméterek elemzésével
kimutattam, hogy az AHS8.1 az enyhébb szepszis jo prognosztikai
jelének szamitdé ~magasabb fehérvérsejt-szammal, vérnyomas
értékekkel valamint kevésbé agressziv lélegeztetési paraméterrel
mutatott Osszefliggést a nem-COPD-s pneumoénia eredetii sulyos
szepszises csoportban.

A haplotipus azonositdsa soran meghatdrozott AGER -429T/C,
HSP70-2 1267A/G, TNF-o -308G/A, LTA 252A/G polimorfizmusok

genotipus ¢és allél frekvencidinak eloszlasa valamint a C4A*Q0



hordozas a szeptikus sokkal dsszefiiggést nem mutatott. Az intenziv
osztalyos haldlozas vizsgalatakor egyedil az LTA 252A/G
polimorfizmus genotipus eloszlasaval mutattam ki szignifikans
kiilonbséget a tulélok és az elhunytak kdzott, de a vizsgalat fiiggetlen
prediktoraira adjusztalva ezt az Osszefiiggést mar nem tudtam

megerdsiteni.

A PAI-1 4G/5G-vel végzett vizsgalatok soran 207 pneumoénia
eredetii silyos szepszises beteg esetében sikeresen meghataroztam a
polimorfizmus genotipus és allél frekvenciait. Az irodalomban
fellelhetd kaukazusi eredetii egészséges egyének allél frekvenciditol
a PAI-1 4G/5G polimorfizmus allél frekvencidja kiillonbséget nem
mutatott.

A pneumoénia  szepszis fobb  kimeneteivel  végzett
egyszempontos analizis soran az alacsonyabb PAI-1 szinttel
jellemzett 5G/5G genotipus védéfaktornak bizonyult a szeptikus
sokkal szemben. A COPD-ben nem szenvedd betegeknél szintén
megfigyelhetd volt ez a védbhatds. Ezeket az Osszefliggéseket a
betegcsoport tobbszempontos logisztikus regresszids analizise utan is
meg tudtam erdsiteni. Emellett a klinikai paraméterek elemzésével
megfigyeltem, hogy a PAI-1 5G/5G genotipus az alacsonyabb
felvételkori DIC pontszammal, a magasabb vérnyomads értékekkel

valamint a stabilabb 1égz6érendszerrel is asszociaciét mutatott.

A 8.1-es 06si haplotipus és a PAI-1 4G/5G polimorfizmus

egyiittes vizsgalata soran az 5G/5G genotipust hordozok kizarasakor



az AHS8.1-el kapott eredmények megegyeztek a vizsgalat elején
tapasztaltakkal, vagyis a haplotipus hordozasa védéfaktornak tiint a
szeptikus sokkal szemben. Az 6t személy, akik egyszerre hordoztak
a szeptikus sokkal szemben védéfaktorként hatd haplotipust és az
5G/5G genotipust, nem rendelkeztek szignifikdnsan alacsonyabb
esélyhanyadossal azokhoz képest, akik valamelyik véddéhatasu
genetikai faktorbol legalabb eggyel rendelkeztek. A szeptikus sokk
logisztikus regresszids analiziseiben a két védohatasu genetikai
faktort egy modellbe épitve csak a 8.1-es 6si  haplotipussal
tapasztaltam fliggetlen védéhatast a nem COPD-s betegek korében.

5. Kovetkeztetés

A fenti eredménybdl arra kovetkeztetiink, hogy az azonositott
AHS8.1 mellett a meghatarozott polimorfizmusok genotipusai és a
C4A*Q0 sem hajlamositanak a pneumonia eredetii sulyos szepszis
kialakuldsara. Viszont az AH8.1-re jellemz6 modosult immunvalasz,
melyet eddig foként csak immunpatologia eltérésekkel hoztak
Osszefiiggésbe, hatékonyabb lehet a pneumodnia eredetii szepszis
soran fellépd sokkal szemben. Hogy a 8.1-es 6si haplotipus védd
hatasa a COPD-ben szenvedd betegeket is tartalmazo teljes vizsgalati
populacidban statisztikailag nem volt kimutathatd az valdszintileg a
COPD szepszisre gyakorolt negativ hatdsanak koszonhetjiik.
Megfigyelésiink illeszkedik az un. kétéli kard hipotézisbe, mely

szerint az  AHS8.1 genetikailag meghatdrozott  mddosult



immunvalasza magasabb kockazatot jelent bizonyos autéimmun és
tumoros betegségekre, viszont elonydsebb lehet mas fert6zéssel
kapcsolatos megbetegedéseknél, mint példaul a cisztas fibrozisnal és
most mar a pneumonia eredetli sulyos szepszisnél is.

Emellett vizsgalatunk rairanyitja a figyelmet az MHC régidban
talalhato polimorfizmusok haplotipus elemzésének a fontossagara is.
Ez kiilonosen érvényes az asszociacidos vizsgalatokban gyakran
eléforduld HSP70-2 1267A/G, TNF-a -308G/A, LTA 252A/G
polimorfizmusokra. A haplotipusokkal torténé elemzések az egyéni
SNP vizsgalatokkal szemben pontosabban tikrozik a biologiai
funkcié szempontjabol egységet képz0 génszakaszt és az olyan
Osszetett betegség esetén, mint a szepszis a hatékonyabb genetikai

elemzést teszik lehetové.

A PAI-1 4G/5G polimorfizmussal megfigyelt eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a polimorfizmusnak az alvadasi
rendszerre kifejtett hatasa jelentdsen befolyasolja a pneumonia
eredetli szepszis kimenetét. Ebben szerepet jatszhat egyrészt a PAI-1
szint szisztémas egész szervezetet érint0 hatdsa, masrészt fontos
tényezonek bizonyulhat a fehérje tiidében kifejtett lokalis szerepe is.
Ezen eredmények tovabb erdsitik azon megfigyelések sorozatat
miszerint az alvadasi rendszer zavara a sulyosabb szepszis és a

stlyosabb tiid6ébetegség negativ prediktora.

A 8.1-es 06si haplotipus és a PAI-1 4G/5G polimorfizmus

egyiittes vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy a 8.1-es Osi



haplotipussal kapott eredmények nem az 5G/5G védShatasanak
koszonhetden alakultak ki. A két genetikai faktor egyiitt
hordozasakor nem tudtunk additiv hatast megfigyelni a szeptikus
sokkal szemben. Valdsziniileg ebben az alacsony esetszam is
kozrejatszhatott. A 8.1-es 6si haplotipus a COPD-ben nem szenvedd
betegek korében erésebb véddfaktornak tiint a sokkal szemben, mint

a PAI-1 5G/5G genotipus.
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