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Bevezetés

A kardiovaszkularis betegségek korunk egyik legf6bb
népbetegségének szamitanak; a hatteriikben meghtiz6dé okok
feltarasa intenziv kutatas targya. Evtizedekkel ezel6tt munka-
csoportunk megfigyelte, hogy a C4B (a 4-es komplement
komponens B izotipusat kodold) gén hianyos, ugynevezett
C4B*Q0 hordozoé kromoszomakkal rendelkezd egészséges
egyének aranya lényegesen alacsonyabb az idések (>60
évesek) korében a fiatalokhoz (18-45 évesek) képest magyar
és izlandi populacioban egyarant. A késObbiek soran fény
deriilt arra, hogy a C4B gén hianyos haplotipusokat hordozo
személyek fokozottan hajlamosak miokardialis infarktusra,
stroke-ra és koronaria artéria betegségre is, illetve az infarktust
kovetben rosszabbak a rovid tava (a korhazi bent fekvés
idejére vonatkozd) életben maradasi esélyeik. Mindezek az
Osszefiiggések kiilondsen a dohanyzok esetében bizonyultak
erésnek.

A jelenség molekularis szintii magyarazata azonban
nem magatol értetd6. Bar a C4B*QO0 hordozokban az atlagos-
nal alacsonyabb 0ssz-C4B géndozis kovetkezteben a C4B
fehérje koncentracidja is relative alacsony, ez nem okoz aktivi-
tasbeli csokkenést a komplementrendszer mitkodésében.

Elméletileg elképzelhetd még, hogy a viszonylag alacsony C4



Szérumszint miatt zavart szenved az immunkomplexek
eliminacioja, gyulladasos folyamatokat és ezaltal érfalkaro-
sodast indukalva; erre attételesen tobb jel is utal. Ugyanakkor
a C4A gén hianyos haplotipusok hordozasa és a kardiovaszku-
laris morbiditas kozott nem sikeriilt Osszefiiggést kimutatni,
holott az immunkomplexek eltavolitasaban feltételezhetéen a
C4A izotipusu fehérjék jatszanak nagyobb szerepet a C4B
izotipushoz képest. Ezenkiviil — a C2 deficienciatdl eltekintve
— még a homozigdéta komplement hianyos egyének kapcsan
sem szamol be semminemil tanulmany fokozott kardiovaszku-
laris mortalitasrol illetve morbiditasrol.

Mindezek alapjan munkacsoportunk feltételezte, hogy
a C4B*QO0 hordozok megnovekedett kardiovaszkularis riziko-
janak hatterében nem kozvetleniil a viszonylag alacsony C4B
géndozis all, hanem valamely, a C4B gén hianyaval kapcsolt
genetikai variacio(k). Tekintve, hogy a C4 gének a nagyfoka
linkage disequilibriumrol nevezetes MHC régidban helyezked-
nek el, fennall a lehet6ség, hogy a C4B gén hianya kifejezetten
egy adott, hosszan konzervalt (6si), gyakori MHC haplotipusra
jellemz6. Amennyiben létezik ilyen haplotipus, a benne
megtalalhatd, egymassal kapcsolt tavoli polimorfizmusok
egyiittesen hozzajarulhatnak a sziv- és érrendszeri betegségek

iranti fokozott fogékonysaghoz.



Egy masik alternativa szerint a fent vazolt jelenség
oka a C4 géneket is magaba foglalo RCCX modularis
struktaraban keresend6. Az RCCX négy, fehérjetermékkel
rendelkezd génbdl all, amelyek mindig egyiitt duplikalodnak
vagy deletalodnak, mono-, bi-, tri- és ritkan quadrimodularis
szerkezeteket létrehozva. Normalis esetben a monomodularis
szerkezet kizarélag funkciondlis géneket tartalmaz, mig az
esetleges extra modulokban egyediill a C4 gének kddolnak
fehérjét. Az RCCX szerkezeten beliil helyezkednek el a
CYP21 gének is, melyek koziil az aktiv valtozat (CYP21A2) a
mellékvesekéreg kortizol- és aldoszteron-termeléséhez elen-
gedhetetlen 21-hidroxilaz enzimet kodolja. A leggyakrabban
elo6fordulo, bimodularis RCCX szerkezetekben a CYP21A2
gén C4B gén utan talalhat6, annak kozvetlen szomszédsaga-
ban. A C4B génen beliil harom kriptikus CYP21 regulacios
elemet is azonositottak, melyek szekvenciajat C4A génekben
mindezidaig nem vizsgaltak. Ezenkiviil A C4 és CYP21 gének
szorosan kapcsolt volta miatt elképzelhet6, hogy a C4B gén
hianya — legalabbis rendszerint — a CYP21A2 gén valamely
funkcionalis polimorfizmusaval tarsul. A 21-hidroxilaz enzim
optimalis mértékli expresszidja és aktivitasa a kortikoszteroid
hormonok mobilizacidjan keresztiil az adaptiv stresszvalasz
Iényeges eleme, marpedig ez utdbbi folyamat zavara ismert

rizikotényez6 a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban.



Célkitiizés

Munkam soran arra Kkerestem a valaszt, hogy a
C4B*QO0 haplotipusok hordozasa és a kardiovaszkularis riziko
kozotti Osszefiiggés hatterében allhat-e genetikai kapcsoltsag.

A konkrét célkitiizések az alabbiak voltak:

e A kaukdzusi populdcioban eldforduld6 MHC haplotipusok
Osszetételének és gyakorisaganak felmérése, illetve valasz-
keresés arra, hogy a C4B gén hianya jellemzbéen egyazon
vagy tobb 6si, kiterjesztett MHC haplotipusra jellemzo-e.

e A kaukazusi populacioban eléforduldé RCCX szerkezetek
részletes jellemzése és annak vizsgalata, hogy a C4B gén
hianya kothet6-e egy adott RCCX szerkezeti varianshoz.

e A C4A és C4B gének 35. intronjaban talalhato, CYP21
szabalyozo6 régiok Osszehasonlitasa, tekintettel arra, hogy
az aktiv CYP21A2 gén rendszerint C4B gén utan all.

e Nyugalmi és indukalt kortikoszteroid hormonszintek
Osszehasonlitaisa C4B*QO0 hordozok és nem-hordozok
kozott, abbol kiindulva, hogy a C4 mellett talalhatod
CYP21A2 gén polimorfizmusai kozvetlen kihatassal lehet-
nek a kortizol és az aldoszteron termelddésére, igy a

stresszvalaszra is.



Modszerek

Vizsgalt személyek

A kaukazusi populaci6 MHC haplotipusainak ¢és
RCCX szerkezeti varidnsainak vizsgalatat csaladfa-analizis
révén végeztilk, csontvel6-transzplanticiora vard leukémids
gyermekek, valamint egészséges sziileik és testvéreik (n=203)
bevonasaval. Az eredményeket egy egészséges, bostoni kauka-
zusi populacio adataival (2675 fuggetlen haplotipussal) vetet-
tiik Ossze.

A C4A és C4B gének 35. intronikus bazissorrendjének
Osszehasonlitasahoz a munkacsoportunk altal korabban gyiij-
tott egészséges- és betegpopulaciok (n=1505) tagjaibol valoga-
tott homozigota C4B*Q0 (n=12) illetve homozigdta C4A*QO0
hordozok (n=10) mintait elemeztiik.

A C4B*QO0 hordozas és a szteroid hormonszintek kap-
csolatat joindulat(, hormonalisan inaktiv mellékvese inciden-
talomaval diagnosztizalt betegcsoporton (N=76) tanulmanyoz-

tuk.



Genetikai polimorfizmusok meghatdrozdsa

A genomialis DNS-t a Miller és munkatarsai altal leirt
kis6zasos modszerrel vontuk Ki periférias vérbél szarmazo
fehérvérsejtekbol. A mellékvese incidentalomas betegcsoport,
tovabba jorészt a csaladvizsgalatos mintak esetében is eleve
tisztitott DNS preparatumokat kaptunk kollaboracios partnere-
inktol.

A HLA-A, -B, -DRB1 ¢és -DQB1 allélok vizsgalatat
kollaboracios partnereink végezték szekvencia-specifikus
amplifikacio (PCR-SSP) illetve reverz dot-blot technika alkal-
mazasaval.

Az egypontos nukleotid polimorfizmusok (SNP-k)
koziil a LTA 252A>G (rs909253), a HSPA1B 1267A>G
(rs1061581), a CFB S>F (rs641153) és az AGER -374T>A
(rs1800624) variaciokat polimeraz lancreakcio — restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) technikaval, az
AGER -429T>C (rs1800625) és a TNF -308G>A (rs1800629)
variaciokat TagMan proban alapuld alléldiszkriminacioval
vizsgaltuk.

A Kiilonb6z6 C4 génvariansok (C4A, C4B, CAL, C4S),
valamint a CYP21 aktiv- és pszeudogének kopiaszamat kvanti-

tativ real-time PCR modszerrel hataroztuk meg.



Az egyes haplotipusokon beliil a hosszu és rovid C4A
és C4B gének sorrendjét allélspecifikus long PCR reakciokkal
allapitottuk meg.

A C4 gének 35. intronjanak szekvenalasat a Szegedi
Biologiai Kozpontban végezték. A kromatogramokat CLC
DNA Workbench 5.6.1 szoftverrel értékeltiik ki.

Szteroid és ACTH hormonszintek analizise

A nyugalmi és indukalt hormonkoncentraciok megha-
tarozasat kollaboracids partnereink végezték elektrokemilumi-
neszcens- illetve radioimmunesszé modszerekkel, reggel 8:00
€s 9:00 ora kozott torténd vérvételt kovetden.

Az ACTH stimulaci6 1 mg szintetikus analog
(Cortrosyn) intramuszkularis beadédsaval tortént, a kortizol

termelés gatlasa 1 mg dexametazon oralis bevételével.

Statisztikai elemzések

A statisztikai analiziseket GraphPad Prism 4.0, SPSS
13.0 és Arlequin 3.1 szoftverekkel végeztiik.

A haplotipus-mintazatok Osszevetéséhez a korrelacios
egyiitthatot Pearson-teszttel hataroztuk meg. A kategorikus

értékek osszehasonlitasahoz y° tesztet végeztiink. A Hardy-



Weinberg egyensulyt a Fisher-féle exakt teszt alapjan
hataroztuk meg.

A szteroid hormonszintek tanulmanyozasa soran a
csoportok kozotti eltéréseket Mann-Whitney teszttel elemez-
tilk, a paronkénti 6sszehasonlitasokat Wilcoxon probaval vé-
geztiik. Az alacsony és magas kortikoszteroid reaktivitas érté-
kek kozotti optimalis vagopontok keresése ROC analizissel
tortént. A C4B géndozis és a hormonszintek kozotti sszefiig-
géseket logisztikus regresszios analizissel szamoltuk. Minden

proba kétoldalas volt. A kiilonbségeket p<0,05 értékek eseté-

ben tekintettiik szignifikdnsnak.



Eredmények

Az egészséges kaukazusi populdacioban eldfordule MHC

haplotipusok

Vizsgalataink soran Osszesen 203, eleve ismert HLA-
A, -B, -DRB1 és -DQB1 allélokkal rendelkezd, kaukazusi
populacidba tartozd személy mintajan hataroztuk meg az LTA
252A>G, HSPA1B 1267A>G, CFB S>F, AGER -429T>C,
AGER -374T>A és TNF -308G=>A polimorfizmusokat, vala-
mint a C4A és a C4B génkopia-szamokat. A csaladon beliili
oroklésmenet nyomon kovetésével felallitottunk 196 genetika-
ilag fiiggetlen haplotipust, melyek koziil — a gamétaképzés
soran rekombinalodé sziildi kromoszémak kizarasa utan — a
tovabbiakban 188-at tudtunk értékelni.

A vizsgalt populacioban 17 kiilonb6z6, nemzetkozileg
is elismert 6si MHC haplotipust azonositottunk és tovabbi 13
olyat, amelyek legalabb két fiiggetlen kopiaban voltak jelen és
minden altalunk meghatarozott polimorfizmusban egyeztek. A
188 kromoszomat tekintve 89 hordozott ismételten eléforduld
MHC haplotipust, mig 99 egyedi allélkombinacidkat tartal-
mazott. Osszességében a vizsgalt MHC haplotipusok 47,3%-a
volt 6si vagy ismétlddéen el6forduld. A kapott haplotipus-

mintazatot dsszehasonlitottuk egy bostoni kaukazusi populacio
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Osszesen 2675 kromoszomajanak adataival. A bostoni régio-
ban legalabb 1%-os el6fordulasi aranyt mutatd 12 haplotipus
koziil 11-et a hazai populacioban is megtalaltunk, ezek elosz-
lasi mintazata er6sen korrelalt a két populacio kozott
(R=0,789, p=0,0023), alatamasztva a mintavételezés reprezen-
tativ voltat. A hazai populaciéban 6sszesen 30 C4B gén hia-
nyos kromoszoémat azonositottunk, melyek 26 kiilonb6z6
MHC haplotipust hordoztak. A C4B gén hianyos haplotipusok
tobbsége tehat csupan egyetlen kopidban fordult eld.

Az RCCX modularis szerkezet varidcioi

Kovetkezd 1épésként a fent ismertetett csaladok tagjai-
ban meghataroztuk a hosszu és rovid C4 génvariansok, vala-
mint a CYP21A2 aktiv- és a CYP21A1P pszeudogének kopia-
szamat; illetve a hosszu és rovid C4A és C4B gének haplotipu-
sonkénti sorrendjét is. Két mintat nem megfelel6 DNS min6-
ség miatt ki kellett zarnunk a vizsgalatokbol; a maradék 184
kromoszoma 15 kiilonb6z6 RCCX szerkezeti varianst és
Osszesen 355 C4 gént tartalmazott. A C4 gének elemzésével
megeroésitettiik azon korabbi feltevéseket, miszerint a C4A
gének rendszerint hosszuak, a C4B gének pedig kozel fele-fele
aranyban hossztiak illetve rovidek. Kimutattuk, hogy multimo-

dularis RCCX szerkezetek esetében a telomerikus (legelsd)
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modulban tébbnyire C4A gén talalhato, de kivételesen C4B
gén is allhat ott. Tudomasunk szerint els6ként irtunk le olyan
szerkezetet, amelyben rovid C4 gént hossza kovet. Kiemelten
gyakran el6forduld C4B gén hianyos RCCX varianst azonban
nem talaltunk, mivel a harom ilyenfajta struktara koziil kettd

kozel azonos eléfordulasi aranyban volt jelen.

A C4 gének 35. intronjaban elhelyezkedo CYP21 reguldcios

szekvenciak

A C4A és a C4B gének 35. intronjaban taldlhaté harom
kriptikus transzkripcios faktor kotéhely bazissorrendjének
Osszehasonlitdsdhoz 12 homozigdta C4B*QO0 hordozo illetve
10 homozigéta C4A*Q0 hordozd személy Gsszesen 32 C4A és
23 C4B génjét vizsgaltuk. Szekvenciabeli kiilonbséget nem
talaltunk sem az azonos, sem az eltéré izotipust kodolo C4
génekben talalhatd egyik CYP21 regulacios elem esetében
sem. Hasonloképpen az MHC Haplotipus Projekt keretei ko-
z0tt vizsgalt hat, az MHC régiora nézve homozigota sejtvonal
C4 génjeinek 35. intronikus bazissorrendje is teljes mértékben

egyezett az altalunk megfigyelttel.

12



A C4B géndozis és a szteroid hormonok kapcsolata

Végezetill egy retrospektiv vizsgalat sordn 76
hormonalisan inaktiv, jéindulata mellékvese incidentalémaval
diagnosztizalt egyénben hataroztuk meg a C4B génkopia-
szamokat és vetettilk Ossze azokat a hormonalis adatokkal.
Utobbiakat tekintve a nyugalmi és az ACTH stimulalt kortizol,
aldoszteron, kortikoszteron és 17-hidroxiprogeszteron, a nyu-
galmi ACTH, valamint a dexametazon gatlast kovetd kortizol
szérumkoncentraciokra vonatkozoan allt rendelkezésiinkre in-
formaci6. A betegeket a C4B géndozis alapjan két csoportba
osztottuk; 15-en biztosan C4B*QO0 hordozok voltak az ala-
csony 0ssz-C4B kopiaszamuk alapjan (0 vagy 1 kopia), a tobbi
61 személy legalabb két C4B génnel rendelkezett.

A nyugalmi kortikoszteroid szintek megegyeztek a két
csoportban, am az alap ACTH koncentracié alacsonyabb volt a
C4B*Q0 hordozokban a nem-hordozokhoz képest. C4B*Q0
hordozokban szignifikansan magasabb volt az ACTH stimula-
ciot kovetd kortizolszint a nem-hordozokhoz viszonyitva; a
stimulalt és az alap kortizolszintek hanyadosat tekintve ez az
eltérés még kifejezettebbé valt. Amennyiben azt vizsgaltuk,
hogy az ACTH stimulacié hatasara magas illetve alacsony
kortikoszteroid reaktivitast mutaté személyek ardnya hogyan

alakul C4B*QO0 hordozdok és nem-hordozok esetében (reak-
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tivitas: stimulalt/ alap hormonszintek hanyadosa), azt tapasz-
taltuk, hogy a C4B*Q0 hordozok csoportjaban szignifikansan
magasabb volt azoknak az aranya, akikben a kortizol, az aldo-
szteron, illetve a kortikoszteron reaktivitasa magasabbnak ado-
dott. A kortizol és az aldoszteron esetében ez a kiilonbség
megmaradt a vizsgalt valtozok kozotti Osszefiiggést befolya-
solni képes ,,zavar6 tényezOok”-re (confounding variables) tor-
ténd adjusztalas utan is. Dexametazon hatasara a C4B*QO0 hor-
dozokban a kortizol szekrécid gyengébb mértékii gatolhatosa-
gat tapasztaltuk. (Ezek az 0sszefiiggések a teljes C4B gén hia-
nyos egyének esetében még kifejezettebbek voltak, de a kis
esetszam miatt statisztikailag nem lehet kiilon értékelni ezt a

csoportot.)
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Kovetkeztetések

Munkank eredményeit Gsszegezve a legfontosabb 1j megalla-

pitasok a kovetkezok:

e Megallapitottuk, hogy a C4B gén hianya szamos MHC
haplotipusban és t6bb RCCX szerkezeti variansban megfi-
gyelhet6. Ezzel kizartuk annak lehet6ségét, hogy a munka-
csoportunk C4B*Q0 hordozas és kardiovaszkularis beteg-
ségek kapcsolatara vonatkozd megfigyelései mogott tavoli

polimorfizmusok egyiittes hatasa hlizodna meg.

e Kimutattuk, hogy a kaukazusi populacidban fellehetd
MHC haplotipusok kozel 50%-a ismételten fordul eld,
illetve hogy a haplotipus-mintazat tavoli, fiiggetlen

kaukazusi populaciok esetében is erésen hasonlo.

e A kaukazusiakban el6forduld6 RCCX szerkezeti varidnsok
részletes jellemzése révén bebizonyitottuk azon kordbbi
feltevéseket, hogy mig a C4A gének rendszerint hosszuak,
a C4B gének gyakorlatilag fele-fele aranyban hosszuak és

rovidek, tovabba kimutattuk, hogy multimodularis szerke-
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zetek esetében a telomerikus modulban tobbnyire hossza
CA4A gén talalhato.

A C4 gének 35. intronjaban talalhaté CYP21A2 regulacios
elemek bazissorrendjének vizsgalatdval kizartuk a lehetd-
séget, hogy a C4B*Q0 hordozok fokozott kardiovaszku-
laris rizikdjanak hatterében a C4A illetve a C4B génekben
talalhato transzkripcios faktor kotohelyek szekvencidja

kozotti eltérés allna.

Megvizsgaltuk a C4B géndozis és a C4 génnel kozvetleniil
szomszédos CYP21A2 gén befolyasa alatt alld6 néhany
szteroid hormon, valamint az ACTH kapcsolatait nem-
hormontermeld, joindulati mellékvese incidentalomas
betegcsoportban. A C4B*Q0 hordozok és nem hordozok
kozott szignifikans kiilonbségeket kaptunk egyes hormo-
nok nyugalmi szintje, illetve indukalhatosaga és gatolhato-
sdga tekintetében. Az eredmények arra utalnak, hogy a
C4B gén hianya valamely CYP21A2 gént érintd variacio-
val kapcsolt, ami a 21-hidroxilaz enzim expresszidjanak
konnyebb indukalhatosagat vagy aktivitasanak modosula-
sat, igy a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA)
tengely hatékonyabb aktivalhatosdgat eredményezi. A
C4B*Q0 hordozokban vélhetéen az atlagoshoz képest

16



fokozott mértékli kortizol-termelés jelentkezik a stressz-
valasz soran, ez viszont ismert rizikdtényezo a sziv- és ér-
rendszeri betegségek kialakuldsaban. Dohanyzok esetében
az oroklott és a kdrnyezeti faktorok hatasai 6sszeadodhat-
nak, hiszen a nikotin ugyszintén fokozza a HPA-tengely
aktivalhatosagat. Ennek megfeleloen a jelen megfigyelé-
sek magyarazatot adhatnak a C4B*Q0 hordozok korében
tapasztalt megnovekedett kardiovaszkularis mortalitisra és

morbiditasra.
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