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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTH: adrenokortikotrop hormon
AGER: /advanced glycation endproducts receptor/ késéi glikdcios végtermékek
receptora
AVP: arginin-vazopresszin
AH: /ancestral halpotype/ 6si haplotipus
C4: 4-es komplement komponens
C4A ¢és C4A: A izotipusu C4 fehérje és génje
C4B ¢s C4B: B izotipusu C4 fehérje és génje
C4L: HERV-K(C4) szekvenciat tartalmazé (hossza) C4 gén
C4S: HERV-K(C4) szekvenciat nem tartalmazo (rovid) C4 gén
C4A*QO0: C4A gén hianyos haplotipus
C4B*Q0: C4B gén hianyos haplotipus
CAH: congenitalis adrenalis hyperplasia
CEH: /conserved extended haplotype/ konzervalt kiterjesztett haplotipus
CFB: /complement factor B/ B faktor
cM: centiMorgan
CR1: 1-es tipusu komplementreceptor
CRH: /corticotropin-releasing hormone/ kortikotropin felszabaditd hormon
CYP21: 21-hidroxilaz
CYP21A1P: 21-hidroxilaz pszeudogén
CYP21A2: 21-hidroxilaz aktiv gén
DNS: dezoxiribonukleinsav
dNTP: dezoxi-nukleozid-triszfoszfat
FAM: 520 nm hulldmhosszon emittalo fluorofor
HERV: human endogén retrovirus
HLA: humén leukocita antigén
HPA (-tengely): /hypothalamic-pituitary-adrenal/ hypothalamus-hypophysis-mellékvese
HSP: /heat shock protein/ hdsokkfehérje
IHWG: International Histocompatibility Workgroup

IL: interleukin
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kb: kilobazis
LD: /linkage disequilibrium/ kapcsoltsagi egyensulytalansag
LPS: lipopoliszacharid
LTA: limfotoxin-a
MASP: mann6z asszocialt szerin proteaz
Mb: megabazis
MBL: /mannose binding lectin/ manndzkotd lektin
MHC: /major histocompatibility complex/ f6 szovet-0sszeférhetdségi komplex
MR: mineralokortikoid receptor
NK-sejt: /natural killer sejt/ természetes 0losejt
NKT-sejt: /natural Kkiller T-sejt/ természetes 616 T-sejt
NF-W2: nuklearis faktor W2
OR: /odds ratio/ esélyhanyados
PCR: /polymerase chain reaction/ polimeraz lancreakcio
RCCX modul: RP-C4-CYP21-TNX génekbdl allo modul
RIA: radioimmunesszé
RFLP: /restriction fragment length polymorphism/ restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus
RNS: ribonukleinsav
MRNS: messenger RNS
ROC (-analizis): /receiver operating characteristics/ vevé miikodési karakterisztikaja
RP: Id. STK19
RS szam: referencia SNP szam
SDS: /sodium-dodecyl-sulphate/ natrium-dodecil-szulfat
SLE: szisztémas lupus erythematosus
SF-1: szteroidogén faktor 1
SNP: /single nucleotide polymorphism/ egypontos nukleotid polimorfizmus
SSO: szekvencia-specifikus oligonukleotid
SSP: szekvencia-specifikus primer
STK19 (korabban RP): nuklearis szerin-protein kinaz
SV: Isimple virilizing/ a CAH egyszeri virilizal6 formaja

SW: /salt wasting/ a CAH s6veszté formaja
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TNF: tumornekrozis-faktor

TNX: tenaszcin-X extracellularis matrixfehérje
T1D: 1-es tipusu cukorbetegség

UV: ultraviola

VIC: 545 nm hulldmhosszon emittald fluorofor
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1 IRODALMI ATTEKINTES
1.1 AZ MHC REGIO ES A NEVADO FEHERJEK
1.1.1 A régio jellemzoi

Az MHC régié (major histocompatibility complex, f6 szovet-Osszeférhetdségi
komplex) a human genom egyik génekben leggazdagabb és legtobbet tanulmanyozott
része. Az itt kodolt fehérjék dontd tobbsége az adaptiv illetve a természetes immunrend-
szer résztvevoje, igy a teriilet kiemelkedd jelentéséggel bir mind a gyulladasos folyama-
tok, a patogének elleni kiizdelem, az autoimmunitas és a szervatiiltetés szempontjabol.
A régid a 6. kromoszoma rovid karjan (6p21.3) talalhato és egy 7,6 Mb hosszusagu
szakaszt ivel at. Ot f6 egységre tagolodik: a harom klasszikus MHC régiora (MHCI-II1),
valamint az ezeken 5’-, illetve 3’-iranyban talnyalo teriiletekre. A klasszikus MHCI
régid a teloméra, az MHCII a centroméra felé esik; kozottiik foglal helyet a centralis
MHC (MHCIII) (1. abra). A Kkiterjesztett MHC régid Osszesen 421 1okuszt tartalmaz,
melyek koziil 252-r6] fejezddik ki fehérjetermék, tovabbi 30-r6l csupan RNS transz-
kriptum keletkezik, 139 lokuszt pedig pszeudogénként tartanak nyilvan [1].

Pl et

MHCII MHCT

2-¥TH
¥ -'vTH

- R

Fy
6p21.3

1. abra: Az MHC régié és a névado fehérjék
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1.1.2 A klasszikus MHC molekulak

A teriilet névadd molekulajat, az MHC-t a szdvet- és szervatiiltetések kapcsan
fedezték fel, mint a transzplantaciot kovetd kilokodési reakciok elsddleges okozojat. A
fehérjék valddi szerepe az adaptiv immunvalasz kialakulasahoz nélkiilozhetetlen T-
sejtek szamara torténd antigén-prezentacid. Az ember esetében az MHC fehérjéket HLA

(human leukocyte antigen, human leukocita antigén) néven is szokas emliteni [2].

2. abra: Az MHC molekuliak doménszerkezete és peptidkoto zsebeik feliilnézeti modellje
(A doménszerkezetes abrak Klein kdzleménye alapjan [3] késziiltek; a szalagmodelles abrak
készit6je: Ermanno Gherardi, Paviai Egyetem)

Szerkezetiiket tekintve az MHC molekulak az immunglobulin szupercsaladba
tartozo heterodimer transzmembran glikoproteinek. Két osztalyba sorolhatok; ezek az
MHCI és az MHCII (2. abra). Az l-es osztaly tagjai az 6t domént tartalmazo, er6sen
polimorf a-lancbdl (nehézlanc) és annak az-doménjével nem-kovalensen kapcsolddo
konzervalt B,-mikroglobulinbol (kénnytilanc) allnak, az MHCII molekulak pedig két

kiilonb6z6, egyenként négy doménbdl felépild és egymashoz nem-kovalens modon
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kot6do polimorf polipeptidlancbdl (a- és B-lanc) [4, 5]. Mig az MHCII fehérjék mindkét
polipeptidlanca az MHCII régiéban kodolt (HLA-DP, -DQ, -DR gének), az MHCI
molekulak esetében csupan a polimorf a-lanc gének (HLA-A, -B, -C) talalhatoak az
MHCI régioban, a f-mikroglobulin génje a 15. kromoszéman helyezkedik el. Bar a két
osztaly tagjainak felépitése jellegzetesen eltér, térbeli strukturajuk igen hasonld. Mind a
kettd tartalmaz egy két domén alkotta peptidkotd arkot, transzmembran régiot és cito-
plazmatikus farokrészt, amely a jelatvitelben szerepel. Az MHCI molekulak kizéarolag
meghatarozott hosszasagu, 8-10 aminosavbol allo peptidek bemutatasara alkalmasak,
mivel a kotohelyiik két végén elhelyezkedé Uin. konzervativ aminosavak a peptidek
terminalis amino- illetve karboxicsoportjaival hoznak 1étre hidrogénhid-kotéseket. Ezzel
szemben a ll-es osztaly tagjai un. nyitott peptidk6té hellyel rendelkeznek, amely
valtozatos hosszusagu peptidlancokat is képes fogva tartani [6].

Az MHCI fehérjék a vorosvértestek kivételével gyakorlatilag minden testi sejten
kifejez6dnek és a citotoxikus T-sejtek felé prezentaljak a fogva tartott, dontéen endogén
eredetli peptideket. Jelentdségiik els6sorban a virussal fert6zott illetve a tumoros sejtek
elleni védekezésben all. Az MHCII molekuldk rendes koriilmények kozott egyediil a
hivatasos antigénprezentald sejteken vannak jelen és az immunvalasz szabéalyozasaban
jatszanak fontos szerepet, mivel exogén eredetli peptideket mutatnak be a helper T-
sejtek szamara [3]. Amennyiben a T-sejt akar magat az MHC molekulat, akar a peptidet
idegenként ismeri fel, aktivalodik, és kozvetve vagy kozvetleniil hozzajarul az idegen
agens eliminalasahoz [6].

Az MHC fehérjék peptidkotésért felelds polipeptidlancainak génjei igen nagyfo-
ka polimorfizmust mutatnak, az egyes MHC allotipusok pedig eltéré kémiai sajatsaga
peptideket képesek megkotni. Igy mas-mas korokozokkal szemben tudjak a leghataso-
sabb védelmet biztositani, ami igen lényeges a populacid hosszt tdvu fennmaradasa
szempontjabol [7]. Emellett az MHC molekulak polimorf lancait kodold gének
kodominans 6roklésmenetébdl kifolydan egyetlen sejten akar hat kiilonb6zé6 MHCI-, és
még tobb MHCII fehérje is kifejez6dhet, ami az egyed szintjén is noveli a patogénekkel

szembeni ellenalloképességet [6].
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1.1.3 Az MHC fehérjéket kodolo gének nomenklatirdja

Torténeti okokbdl kifolyolag a HLA-allélok nevezéktana meglehetdsen bonyolult
és Osszetett. A HLA-tipizalast korabban féként szerologiai moddszerrel, limfocita-
citotoxicitasi teszttel [8] végeztek, ezt az eljarast azonban egyre inkabb kiszoritja a DNS
szintli meghatarozas. Utobbi révén az adott allélrol igen részletes informaci6 nyerhetd; a
részletesség a konkrét technika megvalasztasatol fiigg. Elterjedten alkalmazzak mind a
PCR-SSP (szekvencia-specifikus primer), mind a PCR-SSO (szekvencia-specifikus
oligonukleotid) hibridizacids eljarast. E16bbi 1ényege, hogy az egyes primerek enzimati-
kus meghosszabbitasa csak akkor kovetkezik be, ha a templat DNS az adott primer 3’-
végével tokéletesen komplementer szekvencia-szakaszt tartalmaz, mig a PCR-SSO
technika soran a mar amplifikalt DNS szakaszt hibridizaltatjak kiilonbdz6 oligonukleo-
tidokkal [9, 10].

Az egyes HLA-allélokat eleinte a felfedezésiik idérendi sorrendjének megfele-
16en nevezték el, am az egyes tipizalasi modszerek eltérd felbontoképessége és a HLA-
allélok nagyfoku diverzitasa miatt utdlag szamos alléllal kapcsolatban kidertilt, hogy az
voltaképpen egy tobb szubtipust (vagy ,,split” antigént) is magaba foglalo, ,,szélesen”

reagalo (,,broad”) antigént takar (1. tablazat) (www.ebi.ac.uk/imgt/hla).

1. tablazat: Szuballélokkal rendelkezo HLA-allélok

Allél Szuballélok Allél Szuballélok
A9 A23, A24 B21 B49, B50
Al0 A25, A26, A34, A43, A66 B22 B54, B55, B56
Al9 A29, A30, A31, A32, A33, A74 B40 B60, B61
A28 AGS, A69 B70 B71, B72
B5 B51, B52 DR2 DR15, DR16
B12 B44, B45 DR3 DR17, DR18
B14 B64, B65 DRS DR11, DR12
B15 B62, B63, B70, B71, B72, B75, B76, B77 | DR6 DR13, DR14
B16 B38, B39 DQ1 DQ5, DQ6
B17 B57, B58 DQ3 DQ7, DQ8, DQ9

10




DOI: 10.14753/SE.2013.1790

1.1.4 Az MHC régio egyéb, az immunrendszer miikodését szabdlyozo génjei

A klasszikus MHC molekuldkon tul az MHC régidoban szamos egyéb, immuno-
logiai szempontbol kiemelkedé jelentéségili protein is kodolt (3. abra) [1]. Az MHCI
régioban talalhatdé nem-klasszikus MHCI gének termékei példaul a sejtes immunitasban
toltenek be szabalyozo szerepet, a kozéjiik tartozo HLA-G fehérje terhesség alatt tolt be
fontos szerepet a szovetidegen magzat kilokédésének megakadalyozasaban [11]. Az
MHCII régio6 tobb, az antigén-prezentacidhoz nélkiilozhetetlen gént tartalmaz. A PSMB
(korabban LMP) génekr6l keletkezd fehérjék az un. immunproteaszoma részei [12]. Ez
az enzimkomplex a citoszoélban degradalodé fehérjéket az MHC molekulak kotohelyébe
illeszked6 peptidekre hasitja. Utobbiakat a TAP gének termékei pumpaljak a citoplaz-
mabdl az endoplazmatikus retikulumba. A HLA-DM gének altal kodolt heterodimerek
az MHCII molekulak peptidkotése soran tdltenek be chaperon funkciot; mikodésiiket a
HLA-DO fehérje szabalyozza [13]. Az MHCIII régidban kodolodik a komplement-
kaszkad tobb eleme (C2, C4, B faktor), bizonyos gyulladasos citokinek (TNF-a, LTA),
a MIC fehérjék, melyek feltételezhetéen az NK-, NKT- és a yd T-sejtek aktivalodasat
szabalyozzak, tovabba példaul a 70 kDa hésokkfehérjék csaladjaba tartozo Hsp70-2 és a
késoi glikacios végtermékek receptora (AGER) [1, 6].

Antigénprezentdcid Am@é“{‘gld‘flgﬂzds
D8+ T-sejtek felé MHCL fehérjén
- omplement kaszkdd VLT
Immunsejte aktivdléddsa bemutatashoz Antigénkités

aktivdldddsdnak . 5 =]
Gyulladds indukalasa_J Antigénprezentdcic el
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3. abra: Az MHC régi6 immunologiailag fontos génjei
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1.2  OSI MHC HAPLOTIPUSOK
1.2.1 Az osi haplotipus fogalma

A Kkiterjesztett MHC régié egyik nevezetessége az itt megfigyelhetd nagyfok
linkage disequilibrium (LD; ,kapcsoltsagi egyensulytalansag”), ami altal akar mega-
bazisnyi (Mb) hosszisagi kromoszoémaszakaszok 6roklédhetnek generaciokon at szinte
valtozatlan formaban. Az egyetlen Ost6l szdrmazo, az emberi evolicid korai idészaka-
ban kialakult és azota csupan minimalis modosulasokon atesett, hossza DNS szekven-
ciakat ,,6si” (ancestral haplotype; AH) vagy ,.konzervalt kiterjesztett” haplotipusnak
(conserved extended haplotype; CEH) is nevezik [14, 15].

A human MHC régi6 esetében az ilyen konzervalt szekvencidk hossza elérheti a
3,2 Mb-t, ugyanakkor a konzervaltsag Kkiterjedtségének tekintetében Iényeges
kiilonbségek adodnak az egyének kozott [16]. Ennek magyarazata az Gn. befagyott
blokkok 1étében all, amelyeken beliil szinte soha nem torténik rekombinacio, kozottik
azonban el6fordulhat. Az MHC région belill négy ilyen klasztert emlit az irodalom,
amelyek a telomératol a centroméra felé haladva a kovetkezOk: HLA-Cw/B-, TNF-,
komplotipus- és HLA-DQ/DR-blokk (4. abra) [17]. Ennek megfeleléen nem rokon
egyének hordozhatnak egy az egyben azonos 6si haplotipusokat is, mig masokban
ezeknek csak egy toredéke talalhatdé meg. Mivel az 6si haplotipusok szekvenciaja
evoluciods viszonylatban koran konzervalodott, napjainkra etnikumra jellemz6 eloszlasa

haplotipus-mintazatok alakultak ki [18].

HLA -Cw/B Komplotipus HLA-DQ/DR
blokk TNF blokk blokk blokk
, 1 , L o ] I
I (| 11 11 |
f—l~ —f— = e e = e
Tz S57J5 8%88e Tz
3 33 B o5 W m m = 3 :h 33 p
5= 8%

4. dbra: Az MHC régi6 befagyott blokkjai
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1.2.2  Osi MHC haplotipusok és kiilonbizé kérképek kapcsolata

Szamos jol karakterizalt 6si MHC haplotipust ismeriink, melyek koziil soknak
betegségre hajlamositd hatasa is van. Ennek magyarazata esetenként magukban az
MHC molekulakban keresendd, amelyek allotipusoknak megfeleléen preferencialisan
mutatnak be adott tulajdonsagli aminosavakat tartalmazé fehérjeszakaszokat. Eléfordul
azonban, hogy a haplotipus szamos génjében fellelheté polimorfizmusok Osszessége
okozza az effajta jelenségeket [19, 20].

A kaukazusi populacioban leggyakoribb, tobb mint 9%-os eléforduldsi aranyt
8.1 06si haplotipus (AH8.1) [HLA-Al, B8, DR3, DQ2] hordozoi példaul sajatos
immunologiai profillal rendelkeznek. A TNF-a és az IL-10 szintjiikk konstitutivan
emelkedett, az IgG2 szérumkoncentraciojuk alacsony, illetve relative magas a
szerveztilkkben a cirkulalé immunkomplexek €s az autoantigének mennyisége. Az
AH8.1 hordozasa elényt jelent a patogének elleni kiizdelemben, hosszu tavon azonban
egy egész sor autoimmun koérkép kialakuldsara hajlamosit, koztiik 1-es tipusti cukor-
betegségre (T1D), szisztémas lupus erythematosusra (SLE), szisztémas szklerzisra,
lisztérzékenységre ¢és myasthenia gravisra [21-24]. Emellett munkacsoportunk
eredményei alapjan a 8.1 6si haplotipus bizonyos tumorok kialakuldsdnak esélyét is
fokozza [25]. Kaukazusi populacidban az AH7.1 [HLA-A3, B7, DR15, DQ6] ossze-
fliggést mutat multiplex szklerozissal [26], az AH18.2 [HLA-A26, B18, DR17, DQZ2]
T1D-vel [27], az AH13.1 [HLA-A2, B13, DR7, DQ2] és az AH57.1 [HLA-A2, B57,
DR7, DQ3] pikkelysomorrel [28], az AH35.2 [HLA-Al1l, B35, DR1, DQ5] pedig
sporadikus zarvanytestes myositisszel [29]. Ugyanakkor japanok korében ez utdbbi
betegségre inkabb az AH52.1 [HLA-A24, B52, DR15, DQ6] hajlamosit [30].

Az sem ritka, hogy nem egy teljes kiterjesztett haplotipus mutat asszociaciot egy
adott korképpel, hanem annak csupan egy fragmentuma, amely allhat egy vagy tobb
befagyott blokkbol. Példaul a [HLA-DR3, DQ2] és a [HLA-DR4, DQ8] haplotipusok
dont6 tobbsége a T1D rizikofaktora, ugyanakkor a [HLA-DR15, DQ6], [HLA-DR14,
DQ5] és a [HLA-DR7, DQ9] erés védohatassal rendelkezik e betegség ellen [31, 32]. A
[HLA-B44, DR4] haplotipus autizmusra [33], a [HLA-A24, B35] pedig japan popula-

cidban primer petefészek elégtelenségre hajlamosit [34].
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1.2.3 A tagSNP fogalma

Bar az MHC régio esetében a haplotipusokat eredetileg a klasszikus MHC
fehérjéket kodoldé HLA allélokkal szokas leirni azok nagyfok( variabilitasa miatt,
elvileg barmely 0si haplotipus nagy megbizhatésaggal meghatarozhat6 egy vagy néhany
jol megvalasztott egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism,
SNP) kombinacidjaval [35]. Az efféle, a genom erds linkage disequilibriummal rendel-
egyeb polimorfizmus(ok) vagy egy adott haplotipus jelenlétére azok kozvetlen detek-
talasa nélkiil, tagSNP-nek szokas nevezni. A tagSNP-k szama ¢és elhelyezkedése az
adott kimutatandé variaciotol illetve haplotipustol fiigg; az AH8.1 példaul jol jellemez-
hetd az LTA 252G, TNF -308A, HSPA1B 1267G, CFB S, és AGER -429C allélok
egyiittesével [19, 36].

1.3 AZ RCCX MODULARIS STRUKTURA
1.3.1 Az RCCX szerkezet felépitése, alkotoi

A centralis MHC régidoban taldlhaté a human genom egyik legtobbet
tanulméanyozott kdpiaszam-variaciod lokusza, az ugynevezett RCCX modul. Modulnak
hivjuk azokat a tobbgénes szerkezeteket, amelyek diszkrét egységként viselkednek,
vagyis az azokat alkoté gének mindig egyiitt duplikdlodnak vagy deletalodnak. Az
RCCX struktura a nevét négy tagja utan kapta; ezek az STK19 (korabban RP) nuklearis
szerin-treonin kinaz, a C4 komplement komponens, a 21-hidroxilaz (CYP21) és az
extracellularis matrixfehérjék csaladjaba sorolt tenaszcin-X (TNX) génjei. Az egy
kromoszoman talalhat6 RCCX modulok szama leggyakrabban kettd, nem ritkdn egy
vagy harom, illetve igen ritkan négy (5. abra) [37].

A mutécioktol eltekintve a monomoduléris haplotipus kizarolag funkcionalis
géneket tartalmaz, a duplikalt szegmensekben azonban egyediil a 4-es komplement
komponens génjérol keletkezik protein. Az egyes C4 gének C4A, vagy C4B izotipusu
fehérjét kodolhatnak, és egy HERV-K(C4) endogén retrovirus szekvencia jelenlététol
fiiggden kiilonb6zo méretiiek lehetnek (hossz, CAL vagy révid, C4S) [38]. Az aktiv
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STK19 génrdl kétféle hosszusdgu fehérje keletkezik splicing kdzben bekodvetkezd
exonatugras miatt [39]. A TNX gének részlegesen atfednek a szomszédos CYP21 génnel
és orientaciojuk ellentétes a tobbi RCCX 0GsszetevOével [40]. A funkcionalis STK19 és
TNXB gének csonkolt pszeudogén parjait [41] STK19P-nek illetve TNXA-nak nevezik,
az aktiv CYP21A2 génnel nagyfoku homologiat mutaté pszeudogént [42] CYP21A1P-
nek. A leggyakrabban el6forduld, egy C4A és egy C4B génkopiat tartalmazd bimodu-
laris RCCX struktardban a telomératél szamitva a gének sorrendje: STK19-C4A-
CYP21A1P-TNXA-RP2-C4B-CYP21A2-TNXB [43].

Monomoduldris:

|

ca
STKID
| TNXE
CYP21AZ2
Bimoduldris

C4 {1 ca
STK19 | | STKISP
I TNXA THXE
CYP2LALR CYP21A2
Trimoduldris
o] o ] o
STKIZ L sTRIGP | 5TRigP :
| TNXA [ TNXA TNXE
CYP21ALR CYP21A1PR CYP21AZ
Quadrimoduldris:
STKI9 L sTRigP | 5TRigP | [5TKI9P ;
[ THXA [ TNXA | TNIXA TNXE
CYP21ALR CYP21A1P CYP21ALR CYP21AZ

5. abra: RCCX szerkezeti variaciok

A fentieken tal a TNXB génrdl atirodik egy, a TNX fehérjét kodold mRNS-hez
képest megrovidiilt, szintén fehérjekodoldo mMRNS (XB-S) is [44], illetve két tovabbi,
RNS transzkriptummal rendelkezé 1okuszpar (YA/YB és ZA/ZB) is talalhaté az RCCX
szerkezetekben. Az YA és YB transzkriptumok a CYP21A1P illetve a CYP21A2 gének
promoterérdl irddnak at és két-két hossz-variansuk 1étezik (YA-S/YA-L és YB-S/YB-
L); melyek koziil a hosszabbik teljes mértékben atfed a TNX génrél szarmazo RNS-sel
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[45]. A ZA és ZB transzkriptumok atirasa a C4A illetve C4B géneken beliil elhelyezke-

d6 kriptikus prométerrdl indul, a C4 génekével azonos leolvasasi kerettel (6. abra) [46].

(=]
d 5
E g
= =
4] =
+— ]

P L CypziAme | | cvpziAz
_ L caA | TNXA C4B . XB-5  TNXE
STKIS HERV-K(C4) ZA = STKISP 7B '
YA-5 YA-L YB-S YB-L

6. abra: Transzkriptumok az RCCX struktiraban

Az RCCX szerkezetet alkoté gének élettani jelentOségét tekintve atfogod
informaci6 egyediil a C4-rdl és a CYP21-rdl all rendelkezésre. EIobbi fehérjeterméke a
komplementkaszkad tagjaként az immunologiai folyamatok szabdlyozdsidban t6lt be
fontos szerepet, mig a 21-hidroxildz nélkiilozhetetlen a gliitkokortikoidok és a mineralo-
kortikoidok szintéziséhez. A tenaszcin-X a normalis izomfejlédéshez sziikséges [47,
48], mig az STK19 enzim feltételezhetéen a DNS szintézisben és a transzkripcioban
vesz részt [49]. Az XB-S protein szerepe nem tisztazott, de hipoxia hatasara fokozodik a
termelédése [50]. Az Y ¢és Z lokuszok jelentésége egyeldre ismeretlen, viszont
figyelemremélté modon a transzkripcidjuk szovetspecifikus [45, 46]; a CYP21A1P és a

TNXA pszeudogénekéhez hasonloan kifejezetten a mellékvesére jellemz6 [44, 51].

1.3.2 Egyenldtlen dtkeresztezddések az RCCX strukturdn beliil

Az RCCX strukturan beliil a sejtosztodas soran aranylag gyakran torténik hibas
bazisparosodas a kromoszomankénti modulszam variabilitasa, valamint az itt talalhato
aktiv- és pszeudogének nagyfokt szekvenciabeli hasonlosaga miatt. Ezek vagy kislépté-
kii génkonverzidhoz, vagy egyenldtlen atkeresztez6déshez vezethetnek. Az eldbbi
esetben pszeudogénre specifikus szekvencia-szakaszok keriilhetnek at a megfeleld aktiv
génbe, funkcioképtelenné téve azt, az utobbi folyamat pedig gyakran aktiv-/pszeudogén
kimeérdk keletkezését eredményezi. De novo nem-allélikus homolog rekombinécios
eseményeket elsésorban a CYP21 gének kapcsan emlit az irodalom, ahol homozigota

formaban az aktiv gén hianya vagy defektusa congenitalis adrenalis hyperplasiat (CAH)
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okoz [52, 53]. Emellett de novo 1étrejott TNX aktiv-/pszeudogén kimérakrol is vannak
feljegyzések, amelyek az Ehlers-Danlos szindroma Il1. (hipermobilis) tipusanak kiala-

kulasahoz jarulnak hozza [54].

1.3.3 RCCX szerkezeti varidciok

A kromoszoémankénti modulszamok diverzitasanak és a C4 gének hossz-
polimorfizmusanak koszonhetéen az RCCX struktara figyelemreméltd variabilitast
mutat. Az ezt vizsgald tanulmanyok rendszerint kiilonféle Southern blot technikakra
épiiltek, €s elsdsorban a telomerikusan elhelyezkedd C4 gén (ezaltal RCCX szegmens)
hosszanak, valamint az 6ssz-C4A ¢és -C4B génszam megallapitasara iranyultak [43, 55,
56]. Alkalmanként a haplotipusonkénti C4L és C4S gének szamat is meghataroztak [37,
57]. Mindezek alapjan szamos ritka varians mellett hét gyakori RCCX szerkezeti tipust
irtak le: monomoduléaris L (hosszi) és S (révid), bimodularis LL és LS, valamint
trimodularis LLL, LSS és LLS (vagy LSL; megkiilonboztetni ilyen modszerrel nem
lehet) valtozatokat [43]. Ezenkiviil valoszinisithetd, hogy a leginkabb telomerikusan
elhelyezked6 modul rendszerint hossza C4A gént tartalmaz ¢és hogy a rovid
monomodularis struktarakban gyakorlatilag kizarolag C4B gén talalhato [38].
Amennyiben az RCCX szerkezet nem tartalmaz egyetlen C4A gént sem, C4A*QO0
haplotipusrdl beszéliink, mig a C4B gén hianya esetében C4B*Q0-rol (ezekben az
elnevezésekben a ,,Q0” megjeldlés a ,,quantity zero” , azaz a ,,mennyisége nulla” kifeje-

z¢s roviditése) [58].

1.4 A 4-ES KOMPLEMENT KOMPONENS
141 A C4 fehérje és funkcidja

A C4 fehérje (7. abra) a komplementrendszer

klasszikus és lektinindukalt utvonalanak résztvevdje,

szerkezetileg az a, makroglobulinok csaladjaba tarto-

7. abra: A C4 fehérje

zik. Elsésorban a m4j termeli, de kismértékii expresz-  térszerkezeti modellje a Swiss-
. Lo Prot adatbazis alapjan
szi6 egyéb szovetekben is kimutathatd. Prekurzora (www.expasy.ch)
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egyetlen, 200 kDa méretii polipeptidlancként szintetizalodik, majd a fehérje érése soran
egy harom lancbol (a-lanc: 95 kDa, B-lanc: 75 kDa, y-lanc: 33kDa) all6 strukttra alakul
ki, a lancok kozott diszulfidhid-kotésekkel [59, 60].

A molekula hasitas révén aktivalodik, amit a C1 komplement komponens C1s
alegysége vagy a manndzkotd lektin asszocidlt szerin protedz (MASP) végez. E két
enzim alapesetben inaktiv formaban van jelen a keringésben, autoaktivacidjukat a
targethez vald kotddés hatasara bekovetkezett konformécio-valtozas indukalja. A Cl1
molekula elsGsorban a célsejthez kikotodott IgG és IgM izotipusu ellenanyagokat képes
felismerni, a MASP pedig az egyes patogének cukorban gazdag felszinéhez asszocialt

mann6zkotd lektint (MBL) é€s a fikolinokat [60, 61].

8. abra: A C4 fehérje szerepe a komplementrendszer aktivalodasa soran

A C4 fehérje hasitasakor két fragmentum keletkezik: a nagyobb méretii C4b és
az a-lanc N-terminalis végérdl levalo kismolekula, a C4a. Ez utdbbi feltételezhetden
enyhe anafilatoxikus hatdssal rendelkezik, tehat gyulladast kozvetitd anyagok felszaba-
dulasat valtja ki, serkenti a hisztamin felszabadulasat hizosejtekben és granulocitakban,
fokozva az ér permeabilitasat, tovabba kemotaktikusan vonzza foként a neutrofil
granulocitakat. A C4b peptiden a hasadaskor bekovetkezd térszerkezeti valtozasok
eredményeképpen feltarul egy lancon beliili tioészterkotés, amely hidroxil- és amino-

csoportokkal kovalens kotést képes létrehozni. Ezaltal a C4b az aktivalo feliilethez
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kapcsolodik, kozvetleniil a Cl1 illetve a MASP mellett, ahol megkdti a kovetkezo
komplement komponenst, a C2-t. Ez utobbit szintén a Cls vagy a MASP aktivalja
hasitas révén. A keletkezé nagyobbik fragmentum, a C2a a C4b molekulahoz kétodik,
kialakitva a C3 proenzimet aktivalni képes C3 konvertazt. A kaszkad tovabbi
aktivalodasa végiil a membrankarositd komplex kialakulasaig vezethet el, ami porust
hoz létre a célsejten (8. dbra). Emellett a komplementrendszer opszonizélja is a
patogéneket, konnyebben felismerhetévé téve azokat a fagocitak szamara. Mindezeken
tal a C4b peptid fontos szerepet tolt be az immunkomplexek keringésbodl torténd
eltavolitasaban is, egyrészt azok szolubilizalasa (s a precipitacio gatlasa) altal, masrészt

a vorosvértesteken kifejez6dé CR1 receptorokhoz torténd kotddésén keresztiil [60, 61].

1.4.2 A C4 gén és fehérje variacioi

A C4 gének 41 exonbol allnak, méretiik 14,6 kb vagy 21 kb lehet annak
megfelelen, hogy a 9. intronba beékelddott-e a HERV-K(C4) szekvencia. Szamuk a
human genomban kettd és nyolc kozott valtozhat az RCCX modulok szamanak
megfelelden. A két izotipuson (C4A és C4B) beliil tobb mint 41 kiilonb6z6 allotipusu
fehérjét kodolhatnak. Az izotipusok DNS szekvencidja 99%-ban azonos, a koztik levd
fo kiilonbséget minddssze 6t, a 26. exonban elhelyezkedé nukleotid eltérése jelenti,
amelyek négy aminosavcserét okoznak [58]. Az RCCX szerkezeti variaciokra vonatko-
z6 vizsgalatok alapjan a C4A gének dontd tobbsége valoszintileg tartalmazza az endo-
gén retrovirust, mig a C4B gének feltehetéen koriilbeliil fele-fele aranyban hossziiak
illetve rovidek [38]. A C4 protein egyénenként valtozd szérumkoncentracidja
(laboratoriumunk referencia tartomanya szerint 150-550 mg/l) valamint hemolitikus
aktivitdsa erdsen Osszefligg a géndozissal, mig a C4A ¢és C4B izotipusu fehérjek
egymashoz viszonyitott aranya a megfeleld gének mennyiségi aranyat tiikrozi [62].

A C4A (acidic, savas) elsdsorban amidkotést hoz létre aminocsoporttal
rendelkezd targetekkel, mig a C4B (basic, bazikus) az izotipuséara jellemzdé 1106-0S
tartalmazd szubsztratokkal. Az aktivalt C4A féléletideje (~10 s) egy belsod
tioészterkotésnek koszonhetéen hosszabb, mint a C4B-¢ (<1 s), igy valdszinisithetd,
hogy a C4A izotipus inkabb az immunkomplexek eltavolitasaban, mig a C4B elsdsor-

ban a fert6z6 agensek elleni védelemben jatszik szerepet [63, 64].
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A C4 gének tobbségébe beépiilt HERV-K(C4) szekvencia szintén élettani
jelentéséggel bir. A benne taldlhatd szdmos stop kodon lehetetlenné teszi a retroviralis
fehérjék termelddését, ugyanakkor antiszensz iranyban kimutattak RNS szintézist, ami
transzfekcios kisérletek alapjan hatékony védelmet nyljt az exogén retrovirusokkal
szemben, kiilondsen interferon-y hatasara [65, 66]. Ugyanakkor az endogén retrovirus
jelenléte dozisfiiggden csokkenti a C4 fehérje szérumszintjét, vélhetden a méretébdl (6,4

kb) fakaddan a transzkripcio lelassitasa révén [62].

1.4.3 (4 hianyos egyének

A C4 fehérje expresszidjanak teljes hidnya rendkiviil ritka, az irodalmi utalasok
szerint Osszesen harminc-negyven eset ismeretes. C4 gén ezekben az egyénekben is
jelen van ¢és kismértékli RNS szintézis is kimutathatd, azonban a fehérjetermelést
megakadalyozzak a gén defektusai. A C4 gén miikodésképtelenségét rendszerint
kisléptékii inszerciok és deléciok okozzak, amelyek eltoljdk a leolvasési keretet.
Koziiliik is leggyakoribb a 29. exont érintd 2 bazisparos inszercio, amely C4A és C4B
génekben is fellelhet6 [67].

A C4 hianyos egyénekben sulyosan sériil az immunkomplexek keringésbdl
torténd eltavolitasa, ami az esetek tulnyomo tobbségében immunkomplex-betegségeket
indukal, nemritkan glomerulonephritishez, majd végallapoti veseelégtelenséghez
vezetve. Mivel a komplementrendszer klasszikus ttja az apoptotikus sejtek
eliminalasaban is szerepet jatszik, valodszinlileg ez a funkcio is karosodik, ami
antinuklearis autoantitestek termelését eredményezi. Emellett a C4 deficiens betegek
tobbnyire visszatérd, elsdsorban tokos baktériumok altal okozott fertdzésekben is

szenvednek, illetve fokozottan fogékonyak szepszis kialakulasara [68-70].

1.4.4 CAA*QO haplotipusok

A C4A*Q0 haplotipusokat elsdsorban kiilonbozé autoimmun betegségek
rizikofaktoraként irtak le. Tobbek kozott SLE-vel, szisztémas szklerdzissal, rheumatoid
arthritisszel, autoimmun hepatitisszel ¢s T1D-vel hoztak 6sszefiiggésbe [71-75]. Ennek
egyik lehetséges oka, hogy — a C4 hidanyos egyénekhez hasonloan — a C4A*Q0

hordozok korében az A izotipustt C4 fehérjék atlagosnal alacsonyabb koncentracioja
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(vagy hidnya) miatt az immunkomplexek viszonylag hosszl ideig vannak jelen a
keringésben, ami gyulladasos folyamatokat indukal [76]. Ugyanakkor elképzelhetd,
hogy a magyarazat szamos egyéb, egymastol viszonylag tavoli gén bizonyos alléljaiban,
vagyis genetikai kapcsoltsagban keresendd, mivel a C4A gén hianya mindenekel6tt az

autoimmun korképekre hajlamosité 8.1 6si MHC haplotipusban fordul el6 [21].

1.4.5 C4B*QO0 haplotipusok

A C4B*QO0 haplotipusok, illetve az atlagosnal alacsonyabb C4B szérumszint a
C4A hianyos haplotipusokhoz képest valtozatosabb korképekkel asszocialnak, koztiik
Schonlein-Henoch purpuraval, autizmussal és szkizofréniaval [77-79]. Homozigota
formaban a C4B gén hianya bakteridlis eredetii agyhartyagyulladdsra és visszatérd
fertdzésekre hajlamosit, ami 6sszhangban all a fehérjetermék izotipusbol eredd sajatsa-
gaival [80, 81].

Munkacsoportunk megfigyelése szerint a C4B*QO0 haplotipusok szignifikdnsan
ritkabban fordulnak el6 egészséges idOs korosztalyban (60-90 évesek) az egészséges
fiatalokhoz (18-45 évesek) képest magyar ¢és izlandi populacidban egyarant, ami arra
utal, hogy a C4B*Q0 hordozok fokozatosan kiszelektalodnak az egészséges populacio-
bol [82, 83]. A késdbbiekben munkacsoportunk kimutatta, hogy a legalabb egyik
kromoszomajukon C4B gén hianyos egyének fokozottan hajlamosak myocardialis
infarktusra, koronaria artéria betegségre és stroke-ra [84-86]. Mindezeken feliil a mar
infarktuson atesett C4B*Q0 hordoz6 betegek rovid tava (a korhazi bent fekvés idejére
vonatkozo) tlélési esélyei rosszabbak a nem C4B*Q0 hordozokhoz képest [87]. Ez az
Osszefiiggés kiilonosen a dohanyzok korében bizonyult erésnek [88].

A C4B*QO0 hordozok korében tapasztalt, fokozott mértekii kardiovaszkularis
mortalitas és morbiditas megindokolhatja, hogy az ilyen haplotipusok eléfordulasi
aranya miért csokken a kor el6rehaladtaval, molekularis szinten viszont nem trivialis az
Osszefliggés hattere. Elvileg felmeriil a lehetdség, hogy a C4B*Q0 hordozdkban az
atlagosnal alacsonyabb 6ssz-C4 génszam, igy relative alacsony C4 szérumszintek miatt
a komplementrendszer aktivitasa is csokkent mértékii, de a teljes szérummal végzett
funkcionalis vizsgalatok ezt nem tamasztottak ala [89]. Raadasul éppen hogy a
komplementrendszer nagyobb mértékii aktivitisa eredményez komolyabb szdveti

karosodast, igy sulyosabb lefolyast korképet a kardiovaszkularis eseményeket kdvetden
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[90, 91]. Egy masik lehetséges magyarazat szerint a fenti jelenségek oka abban
keresendd, hogy az alacsonyabb C4 fehérjeszint miatt csokken az immunkomplexek
eltavolitasanak hatékonysaga [92]. Ezt tamasztja ala, hogy a C4B*Q0 hordozas az IgA
immunkomplexek lerakddasa altal kivaltott Schonlein-Henoch purpuraval asszocial
[77], illetve hogy kiilonb6z6 autoimmun betegségekben szenvedd egyének esetében
pozitiv korrelaciot irtak le a C4B szérumszint és az immunprecipitacidé komplement
medialta megelézhetésége kozott [93]. Ugyanakkor a C4A*Q0 hordozas és a
kardiovaszkularis morbiditas kozott nem sikeriilt 6sszefliggést kimutatni [22], holott az
immunkomplexek eltavolitasaban feltételezhetben még nagyobb is a C4A izotipusu
fehérjék szerepe a C4B izotipushoz képest. Ezenkiviil — a C2 deficienciatol eltekintve —
még a homozigota komplement hidnyos egyének kapcsan sem szamol be semminemi

tanulmany fokozott kardiovaszkularis mortalitasrol illetve morbiditasrol [94].

1.5 A21-HIDROXILAZ ENZIM
1.5.1 A 21-hidroxildaz enzim mitkodése

A CYP21 (citokrém P450 21-hidroxilaz) (9. abra) a
szteroid bioszintézis egyik kulcsenzime, hianyaban nem

keletkezhet sem Kkortizol, sem aldoszteron (10. abra).

Expresszidja erdsen szovetspecifikus, kizarolag a mellékve- )
9. abra: A CYP21 enzim

sekéregre jellemz6. A fehérje tomege 52 kDa és tobbnyire  térszerkezeti modellje a
Swiss-Prot adatbazis

494 aminosavbol all (1étezik egy extra leucint tartalmazo alapjan (www.expasy.ch)

variansa is) [95].

Az enzim aktivitdsdhoz magéan a fehérjén és a szubsztratjan til sziikség van egy
hem prosztetikus csoportra és a citokrom P450 oxidoreduktazra mint redox partnerre. A
katalitikus modellek egyike szerint a reakcid elsé 1épéseként a szubsztrat az oxidalt
allapotu 21-hidroxilazhoz kot, majd a redox partnertdl szarmazo elektron redukalja a
vasatomot. Ezutdn az enzim megkdt egy oxigénmolekulat is, amit a redox partnertdl
szdrmaz6 masodik elektron negativ toltéssel ruhaz fel. Ekkor egy konzervalt, savas

aminosavmaradeékrol (aszpartat/ glutamat) kozvetve két proton keriil a disztalis oxigén-
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atomra, ami viz forméjaban tavozik. Végiil a visszamarado, erésen reaktiv oxigénatom

hidroxilalja a szubsztratot [95, 96].
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10. abra: A 21-hidroxilaz szerepe a szteroid hormonok bioszintézisében
1.5.2 A CYP2I aktiv- és pszeudogén

Az aktiv CYP21A2 gén szamottevé homologidt mutat a CYP21A1P
pszeudogénnel, szekvenciajuk az exonokban 98%-ban, az intronokban 96%-ban azonos.
Hosszuk 3,1 kilobazis és 10-10 exont tartalmaznak. A koztik levé legnagyobb
kiilonbség a pszeudogén 3. exonjaban talalhatd 8 bazisparos, frameshiftet (keretel-
tolodast) okozo delécid, de egyéb defektusok is jellemzoek a CYP21A1P génre. Egy 2.
intronbeli nukleotid megvaltozésa aberrans splicingot okoz, a 7. exonban taldlhatd egy
frameshiftet okoz6 egy nukleotidos inszercid, a 8. exonban egy stop kodon, emellett
0sszesen nyolc, aminosavcserét eredményezd mutacio szintén ellehetetleniti a megfeleld
fehérjetermék keletkezését [95].

A human gén mutacios adatbazis (HGMD, www.hgmd.org) alapjan a CYP21A2

génnek tobb mint 100 mutécidja ismert, melyeknek csupan kb. 5%-a nem hozhato
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Osszefliggésbe a pszeudogénnel. A hibés allélok kozel haromnegyede valoszintileg
mikrokonverzié révén (pszeudogénre jellemz6 szekvencia szakaszok az aktiv génben),
mig a fennmaraddé 20% egyenlStlen atkeresztez6dés eredményeképp (aktiv-/

pszeudogén kimérak vagy géndelécio) alakult ki [97, 98].

15.3 A CYP21A2 gén szabdlyozé régisi

A CYP21A2 gén transzkripcidjanak szabdlyozasa kapcsan a kozeli promoteren
kivil tavoli elemek szerepét is igazoltak. Utobbiak a — kdzvetleniil a CYP21 gén el6tt
elhelyezked6 — C4 gén 35. intronjaban talalhatoak, és az RCCX modularis struktira
kapcsan emlitett Z transzkriptumok promoterének teriiletére esnek. A régi6 harom
transzkripcios faktor kotohelyet is tartalmaz. Koziilik ketté a kisérletes eredmények
alapjan az SF-1 (szteroidogén faktor 1), mig a harmadik feltételezhetéen az NF-W?2
(nuklearis faktor W2) transzkripcios faktort koti [99].

A CYP21A1P pszeudogén transzkripcios aktivitdsa az aktiv génhez viszonyitva
mindossze 20% koriili, ami legalabbis részben a két gén proximalis promotere kozotti 4

bp-os eltérésnek koszonhetd [100]. A disztalis szaba-

\ s o . L T
lyozo régidk szerepérdl a pszeudogén kapcsan nin- A N S,
Yy g p p g p (A ij C i (o
csen adat. (Crra— Y
o, 2T
154 A hipotal hipofizis-mellékvese tengel ipouiimes ¥ <
0. Ipotalamusz-nIpofizis- enge Ipotalamusz
p pofizis-mellékvese tengely " o cRH
A 21-hidroxilaz enzim termelddésének szaba- =H >
] hipofizis | |,'|.:5’
lyozasaban kozponti szerepet jatszik a hipotalamusz- ™~ ('* )
hipofizis-mellékvese (HPA) tengely (11. 4abra). A L
. . . . . — ACTH }—
hipotalamusz paraventrikularis magjaban talalhato mellékvese-
kéreg TT—
neuroendokrin sejtek egyebek kozt Kkortikotropin |
felszabadito hormont (CRH) szekretalnak. Utobbi az u
agyalapi mirigy eliills6 lebenyében stimuladlja az
adrenokortikotrop hormon (ACTH) felszabadulasat. mineralo- eliiko-
A CRH hatasat a szintén a hipotalamuszban termeld- kortikoidok kortikoldok
d6 arginin-vazopresszin (AVP) tovabb fokozza. Az '—
ACTH a mellékvesekéregben gliikko- és mineralo- 11. abra: A HPA tengely
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kortikoidok, végsé soron kortizol és aldoszteron bioszintézisét indukalja a megfeleld
enzimek, koztik a 21-hidroxilaz expresszidjanak novelésén keresztiil. Ugyanakkor a
kortizol szintjének emelkedése negativ visszacsatolassal hat a keletkezését serkentd
CRH-ra és ACTH-ra, megakadalyozva ezaltal 6nmaga taltermelddését [101].

A hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely aktivitasa cirkadian ritmust mutat,
amit 1ényegében a CRH gén expresszids mintazata szabalyoz. Ez a mintazat fiiggetlen a
kortikoszteroid hormonok szintjét6l, kialakitasaban elsésorban a szembe juto fény és az
étkezés szerepét feltételezik [102, 103]. Ezenkiviil egyéb faktorok is befolyassal birnak
a HPA tengely miikddésére, mint példaul a stressz és bizonyos bakterialis endotoxinok,

koztiik a Gram-negativ sejtfal lipopoliszacharid (LPS) komponense [104, 105].

1.5.5 A HPA tengely és a stresszvdlasz kapcsolata

Mivel a HPA tengely elemei sokrétii szabalyozo funkcioval rendelkeznek, a
rendszer aktivitasa és aktivalhatosaga kozponti tényez6 a homeosztazisban (12. abra). A
mineralokortikoidok hatdsara fokozodik a szervezetben a natrium és ezaltal a viz vissza-
tartdsa; novekszik a vérnyomads. A gliikokortikoidok a méajban raktarozott glikogén és
fehérjék lebontasat serkentik, illetve emelik a vércukorszintet [101]. A glikko- és
mineralokortikoidokra specifikus receptorok kifejezddnek kiilonbozd agyi teriileteken,
koztiik a hippokampuszban és az amigdalaban, befolyasolva a kognitiv funkciokat és az
érzelmeket [106, 107]. A gliikokortikoidok szamos immunsejt mitkodését, citokinterme-
1ését is szabalyozzadk, gyulladascsokkentd hatasuk van €s az immunvalaszt humoralis

iranyba toljak el [108].

12. abra: A HPA tengely kapcsolata a szervezet egyéb rendszereivel
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A HPA tengely stimuldcidja a stresszvalasz lényeges eleme; aktivacioja
Osszefonodik a szimpatikus idegrendszerével €s a hatdsaik is kiegészitik, felerdsitik
egymast. Az akut stressz végeredményben az izmok oxigénnel és gliikkozzal vald
ellatottsagat ndveli és modosult tudatallapotot eredményez, ami a vészhelyzetbdl valod
elmenekiilésnek vagy éppen a harckésziiltségnek, tehat a talélésnek kedvez. Ezzel
egyidejlleg negativ visszacsatolasi hurkokon keresztiil beindulnak a stresszreakciot
gatldo folyamatok is. A stresszor kronikus jelenléte esetében azonban a Szervezet
késziiltségi allapota allandosul, ami tobb szempontbol is kartékony (2. tablazat) [109-
113].

2. tablazat: A stressz rovid- és hosszi tavi hatasai (Sapolsky [114] utan médositva)

Akut stresszvalasz Krénikus stressz okozta korképek

energia felszabadulés (lebontd anyagcsere) | kimeriiltség, elhizas, 2-es tipust cukorbetegség

megnovekedett kardiovaszkularis tonus magas vérnyomas betegség, infarktus, stroke

emésztérendszer vérellatasanak csokkenése | gyomor-/ bélrendszeri fekélyek

immunvalasz modosulasa, gyulladasgatlas | csokkent ellenalloképesség, daganatok

ivarszervek vérellatasanak csokkenése termékenység csokkenése

kognitiv képességek fokozodasa, .
) fokozott neurodegeneracio
fajdalomérzet csokkenése

félelem, idegesség depresszio, poszt-traumas stressz szindroéma

1.5.6 21-hidroxilaz hianyos dllapotok

Amennyiben a szervezetben nem szintetizalodik ép funkcioji 21-hidroxilaz
enzim, nem termelddik kielégitd mennyiségli kortikoszteroid sem. Emiatt korosan
magas lesz az ACTH szint, ami a mellékvesekéreg szteroid termeld sejtjeinek ttlakti-
valodasahoz és tilburjanzasahoz vezet, és kialakul a vilagszerte egyik leggyakoribb
recessziv Oroklésmenetii betegség, a congenitalis adrenalis hyperplasia (CAH). A
betegség sulyossaga egyénenként valtozik annak megfeleléen, hogy az enzimfunkcid
milyen mértékben karosodott. Elkiilonithet6 a CAH enyhe, nem-klasszikus, valamint a
klasszikus forméja, illetve az utobbinak két valtozata létezik: a sdvesztd (salt wastig,

SW) és az egyszert virilizalo (simple virilizing, SV) [115].

26



DOI: 10.14753/SE.2013.1790

Az SW forma akkor alakul ki, ha az enzim aktivitasa a normalisnak az 1%-at
sem ¢éri el. Ekkor az aldoszteron hidnyaban felborul a szervezet s6- és vizhaztartasa,
sulyos natrium- és ezaltal vizvesztés kovetkezik be. A kortizol hianya miatt csokken a
sziv pumpafunkcidja, igy a glomerulusok sztir6funkcidja is, még erdteljesebb sdvesztést
eredményezve. Kezeletlen allapotban a sdvesztd CAH a sziiletést koveté néhany héten
beliil hipovolémias sokkot idéz el6. Az SV fenotipusban a legfébb gond a virilizacio,
hiszen a felhalmoz6doé szteroid prekurzorok végiil androgén hormonokka alakulnak. A
nem Kklasszikus CAH nem jar szembeotld tiinetekkel, ugyanakkor példaul a
termékenységre a betegség enyhébb formai is negativ hatassal vannak [115, 116].

A CAH sulyossagat dontéen a kisebb mértékben karosodott allél hatdrozza meg;
a genotipus-fenotipus korrelacio6 80% kortli [117, 118]. A betegség klasszikus
valtozatainak hatterében elsdsorban az aktiv gén hianya, a hem- illetve szubsztrat-kozeli
aminosavak cseréje vagy a fehérje masodlagos szerkezetét érintd hibak allnak. Nem-
klasszikus CAH-ért foleg sztérikus problémat okozo aminosav-cserék illetve az
enzimmilkddés szempontjabol nem kiemelt aminosavak polaritasanak valtozasa a
felel6sek [96]. Hibas CYP21A2 allélokat csupan az egyik kromoszomajukon hordozo
egyének klinikailag tiinetmentesek, kortikoszteroid prekurzoraik szintje nyugalomban
normalis, ACTH indukciora atmenetet mutat a normal és a nem klasszikus CAH-ra

jellemz6 tartomany kozott [119].

1.5.7 A 21-hidroxilaz és a kardiovaszkularis rendszer

Miutan a szteroid hormonok megfeleld termelddése és mobilizacidja kulcsfon-
tossagu 1épés az adaptiv stresszvélasz soran, a 21-hidroxildz enzim aktivitasat érintd
mutaciok befolyassal birnak ez utobbi folyamatra is. Tekintve a stresszvalasz zavarai €s
a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsa kozotti szoros 0Osszefiiggést, a hibas
CYP21A2 allélok valoszintlisithetden sziv- és érrendszeri korképekre hajlamositanak
[120]. Ezt a feltételezést tobb tanulmany is alatdmasztja. A CAH-ban szenvedd
egyéneknek az atlagosnal magasabb a vérnyomasuk, testzsir-aranyuk és test-tomeg
indexiik, illetve alacsonyabb az inzulinnal szembeni rezisztencidjuk, amelyek mind
rizik6tényezOk a keringési rendszer betegségeinek kialakulasaban [121-123]. A CAH-0s
betegekben tovabba megndvekedett intima-media vastagsagot figyeltek meg, ami az

atherosclerosis kezdeti stadiumanak jellemzoje [124].
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2 CELKITUZESEK

Doktori munkam a C4B*QO haplotipusok hordozasa és a kardiovaszkularis
betegségekre mutatott fokozott hajlam kozti Osszefiiggés mibenlétének feltarasara
iranyult. Mivel a C4B gén termékének részleges vagy teljes hianya nem ad
magyarazatot a megfigyelt jelenségekre, a valaszt a genetikai kapcsoltsdgban kerestiik.
Tekintve, hogy a C4 gének egy igen hosszan konzervalt kromoszomaszakaszon
helyezkednek el, a kozvetleniil szomszédos teriileteken tl figyelembe kellett venniink a

tavolabbi régiok esetleges szerepét is.

A konkrét célkitiizések a kovetkezOk voltak:

1. A kaukédzusi populdcidban eléforduldé MHC haplotipusok 0Osszetételének és
gyakorisaganak felmérése, illetve valaszkeresés arra, hogy a C4B gén hidnya
jellemzéen egyazon, avagy tobb eltérdé Osi, kiterjesztett MHC haplotipusban

jelenik-e meg.

2. A kaukdzusi populacioban eléforduldé RCCX szerkezetek részletes jellemzése és
annak vizsgalata, hogy a C4B gén hianya tarsul-e valamely gyakori RCCX

szerkezeti varianssal.

3. A C4A ¢és C4B gének 35. intronjaban taldlhato, CYP21 szabalyozd régiok
Osszehasonlitasa, tekintettel arra, hogy az aktiv CYP21A2 gén rendszerint C4B,
mig a jelentdsen alacsonyabb transzkripcios aktivitasi CYP21A1P pszeudogén

rendszerint C4A gén utan all.

4. Nyugalmi és indukalt kortikoszteroid hormonszintek dsszehasonlitasa C4B*Q0
hordozok és nem-hordozok kozott, abbdl kiindulva, hogy a C4 mellett talalhato
CYP21A2 gén polimorfizmusai kdzvetlen kihatassal lehetnek a kortizol és az

aldoszteron termelddésére, igy a stresszvalaszra is.

28



DOI: 10.14753/SE.2013.1790

3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 VIZSGALT SZEMELYEK
3.1.1 Az MHC haplotipusok és RCCX szerkezetek felméréséhez gyiijtott mintak

A hazai MHC haplotipusok és RCCX szerkezeti variansok feltérképezése egy
csaladvizsgalat keretei kozott zajlott, igy az egyes polimorfizmusokat egyértelmiien
kromoszémahoz tudtuk rendelni. A mintagytjtést az Orszagos Vérellatd Szolgalat
Transzplantacidés Immunoldgiai Laboratoriumaban végezték, 49, kaukazusi populacioba
tartozd sziilOpar és Osszesen 105 gyermekiik (203 személy) részvételével. Minden
csaladban volt egy csontvel6-transzplantacidra vard leukémias gyermek (a betegségiik
természete heterogén volt); a betegek sziilei és testvérei egészségesek voltak. A
tanulmanyokban részt vevd Osszes személy (kiskortiak esetében a sziildk) irdsos
beleegyezését adta mintéja kutatési célokra valo felhasznalasara.

A mintavétel reprezentativ voltanak ellendrzéséhez az eredményeket egy bostoni
kaukazusi csaladvizsgalat eredményeihez mint kontroll adatbazishoz hasonlitottuk. A
sziilok minden esetben egészségesek voltak; mig a csalddok tobbségében legalabb egy
gyermek valamiféle betegségben szenvedett. Amennyiben ez a betegség az MHC régio-
val allt 6sszefliggésben (pl. 1-es tipusu cukorbetegség, rheumatoid arthritis, szisztémas
lupus erythematosus, multiplex szklerozis, lisztérzékenység), az adott csaladban kizaro-
lag azokat a haplotipusokat vettiik figyelembe, amelyeket a sziilok egyetlen beteg
utddukba sem Orokitettek. Mindent Osszevetve a bostoni kontroll adatbazis Gsszesen

2675 fiiggetlen (sziil61) kromoszomardl tartalmazott informaciot.

3.1.2 A C4A és a C4B gének 35. intronbeli szekvencidjanak dsszehasonlitisahoz
valogatott mintdk

A C4A ¢és a C4B gének 35. intronjaban elhelyezkedd CYP21 regulacios
szekvenciak osszehasonlitisdhoz olyan egyéneket valogattunk Gssze, akik vagy egyetlen
C4A vagy egyetlen C4B génkopiaval sem rendelkeztek. A C4 génszamokat korabbi
vizsgalatok sordn mar tobb kiillonbdzd, a munkacsoportunk altal gyiijtdtt mintaanyagon
is meghataroztuk, igy egészségesekben [82, 83], 1l-es tipusu diabéteszesekben (nem

publikalt adatok), pneumonia eredetii szepszises betegekben [125, 126], valamint koro-
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naria bypass miitéten [127] illetve myocardialis infarktuson atesetteken [84, 88]; 0ssze-

sen 1505 genetikailag fiiggetlen személyben.

3.1.3 A C4B*Q0 hordozas és a szteroid hormonszintek kapcsolatanak vizsgdlata
sordn analizalt mintak

A C4B*QO0 hordozas ¢€s a szteroid hormonszintek kozotti esetleges dsszefiiggés
felderitésére retrospektiv vizsgalatot végeztiink 76 mellékvese incidentalomas beteg (11
férfi és 65 no, koruk 64,2 = 9,4 év) bevonasaval. A betegeket a Semmelweis Egyetem
II. szamu Belgydgyaszati Klinik4jan diagnosztizaltak ¢s kovették nyomon atlagosan 9,1
(legalabb 5 és legfeljebb 16) éven at. Bevalogatasi kritérium volt, hogy a tumor ne
legyen hormontermeld, illetve rosszindulata. A tumor méretére vonatkozoan 63 beteg
esetében allt rendelkezésiinkre informacio, amit komputer tomografiaval és/ vagy hasi

ultrahang vizsgélattal hataroztak meg.

3.2 DNSIZOLALAS

A mintdk periférids vérbdl szarmaztak. A fehérvérsejtek DNS tartalmat
hagyomanyos kis6zasos modszerrel vontuk ki [128] az alabbiak szerint. 500 ul EDTA-
val vagy heparinnal alvadasgatolt vérhez 1 ml vordsvértest lizis puffert mértiink, majd
fél perces intenziv razast kovetden maximalis fordulatszamon lecentrifugaltuk azt. A
feliiliszot leontottiik, a pelletként visszamaradt sejteket kétszer mostuk 1-1 ml
desztillalt vizzel. Ezutan a sejteket 1% SDS-t tartalmazo proteindz K pufterben (0,075
M NaCl, 0,024 M EDTA) tartuk fel 0,75 mg/ml proteindz K enzimmel (Fermentas)
55°C-os vizfiirdében 30 percig. A mintdk szobahdmérsékletre hiilését kdvetden 200 pl
telitett NaCl oldatot mértiink a lizdtumra, €s erdteljes razas kozepette kicsaptuk a
fehérjéket. Majd maximalis fordulatszamon 7 percig centrifugaltuk a mintékat, és a
DNS-t tartalmazo feliiluszot tiszta Eppendorf csébe pipettaztuk at. A DNS-t 500 pl
izopropanollal kicsaptuk, 500 pl 70%-os etanollal tisztitottuk, vdkuum centrifugaban 20
percig szaritottuk, végiil 50-100 pl desztillalt vizben oldottuk. (Ahol nincs masképp
jelolve a vegyszereket a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik.)

A csaladvizsgalatos mintak esetében a DNS izolalas nagyobbik részben az

Orszagos Vérellatd Szolgalat Transzplantacios Immunologiai Laboratéoriumaban tortént
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Puregene kereskedelmi kittel (Gentra), részben laboratériumunkban a fent leirt
modszerrel. A mellékvese incidentaldomas betegcsoport esetében a DNS izolalast a
Semmelweis Egyetem II. szdmt Belgyogyaszati Klinikdjan végezték. A tisztitott DNS

preparatumokat —20°C-on taroltuk.

3.3 GENETIKAI ANALIZISEK
3.3.1 HLA-tipizalas

A HLA-A ¢és HLA-B allélok meghatarozéasa szerologiai modszerrel tortént HLA
Ready Plate mikrolimfocita-toxicitasi tesztek felhasznalasaval (Inno-Train). A HLA-
DRB1 ¢s HLA-DQB1 16kuszok alacsony felbontdsu vizsgalata polimerdz lancreakcioval
valosult meg szekvencia-specifikus primerek alkalmazasaval (Olerup SSP,
GenoVision), kozepes felbontast vizsgalatuk pedig reverz dot-blot technikaval tortént
Inno-LiPa DRB ¢és DQB kitekkel (Innogenetics). A HLA-tipizalast minden esetben az
Orszagos Vérellatd Szolgéalat Transzplantdciés Immunologiai Laboratériumaban

végezték.

3.3.2 SNP detektalas restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) technikdval

Az RFLP mddszerrel genotipizalt polimorfizmusok koziil az LTA 252A>G
allélokat (rs909253) Seidemann [129], a HSPA1B 1267A>G variansokat (rs1061581)
Vargas-Alarcon [130], a CFB S>F (rs641153) alléljait Jahn [131], az AGER -374T>A
SNP-t (rs1800624) pedig Hudson [132] mddszere alapjan detektaltuk. A PCR elegyek
az alabbi Osszetevoket tartalmaztak 10 pl-es végtérfogatban: 1x HotStartTaq puffer
(Qiagen), 0,2 mM dNTP (Fermentas), 1-1 uM a megfeleld forward és reverse
primerekbdl (3. tablazat), 2-5 ng DNS templat, 0,025 U/ul HotStartTaq polimeraz
(Qiagen). A termociklusok egy 95°C-on 15 percig zajloé kezdeti denaturdcios 1épéssel
indultak, amit 35 ciklusbol all6 DNS amplifikalas kovetett [denaturdlas: 94°C 30 s,
anellalas: 30 s a megfelelé hémérsékleten (3. tablazat), elongacio: 72°C 1 perc], majd a

reakcidt a 72°C-on 7 percig tartd végsd extenzid zarta.
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3. tablazat: A PCR reakciok eltérései az RFLP technikaval vizsgalt SNP-k esetében

Q . . Anellalasi
MgCl, oldat Forward primer Reverse primer hémérséklet
LTA 6.25 5’ CTC CTG CAC | 5° GAA GAG ACG
D5IASG n;M - CTG CTG CCT TTC AGG TGG 56°C
GGATC 3’ TGT CAT 3’
HSPALB 5" CAT CGACTT | 5° CAA AGT CCT
- Ix | CTACACGTCCA | TGAGTCCCAAC 58°C
1267A>G 3 .
CEB 6.25 5" GCC TCT TGT | 5” GCA CAG GGT
’ 1x CTG GAG GTA ACG GGT AGA 58°C
S>F mM
AG3’ AG 3’
AGER 5’ TAG GGA GAG | 5 TCA GAG CCC
- 1x GGA GGA GGT CCG ATCCTA 62°C
-374T>A
TGC 3’ TTT 3’

Az amplikonok restrikcidés endonukledzzal torténd emésztését 37°C-on végeztiik
minimum 4 6ran, de legfeljebb egész ¢jszakan 4t tartd inkubacidval. Az LTA 252A>G
allélok meghatarozasahoz Styl (Fermentas), a HSPA1B 1267A>G allélokéhoz Pstl
(Fermentas), a CFB S>F allélokéhoz pedig Mspl enzimet (New England Biolabs)
alkalmaztunk. A keletkezett hasitasi termékeket 1 pg/ml etidium-bromidot tartalmazo,
3%-0s (@ HSPA1B 1267A>G variacié vizsgalatakor 2%-0s) SeaKem agaroz gélen
(Lonza) valasztottuk el. A gélelektroforézis 100 V fesziiltségen (6,7 V/em térerd
alkalmazasaval) tortént atlagosan 45 percig. Az etidium-bromiddal jel6lt DNS fragmen-
tumokat UV fénnyel detektaltuk Chemigenious2 rendszerben. Az egyes allélokhoz

tartozo emésztési fragmentumok méretét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: Az emésztési termékek hossza az RFLP technikaval vizsgalt polimorfizmusok
esetében

Vad tipus Heterozigodta Homo.z,lgota Emésztési
varians kontroll

LTA 140 b 51,89 65 140 b 516589 b 45 és 184 b
DEIASG p , 89 és p €s p €s p
HSPA1B , ,
1267ASG 1117 bp 181,936 ¢s 1117 bp | 181 és 936 bp -
CFB . .
SSE 120 és 132 bp 120, 132 és 252 bp 252 bp -
AGER - . . .
374TSA 110 és 130 bp 110, 130 és 240 bp 240 bp 29 és 269 bp
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3.3.3 SNP meghatarozds TagMan technikaval

Tagman-proban alapuld alléldiszkriminacioval két promoter polimorfizmust
detektaltunk: az AGER -429T>C (rs1800625) és a TNF -308G>A (rs1800629) SNP-t.
El6bbit a munkacsoportunk altal kidolgozott modszerrel hataroztuk meg [133], utdbbit
gyari genotipizalo kittel. A reakciok 10 pl-es végtérfogatban zajlottak, 1x PCR Mix
(Fermentas) és 2-5 ng genomidlis DNS templat felhasznalasaval. A reakcidelegy
ezenfeliil tartalmazott még az AGER -429T>C variacio vizsgalata esetében 1x TagMan
SNP Genotyping Assay-t (Applied Biosystems; Assay ID: C_8848033_1), illetve a TNF
-308G>A polimorfizmus analizalasa soran 0,3 uM forward (5> CAA AAG AAA TGG
AGG CAA TAG GTT 3°) és 0,3 uM reverse (5 GGC CAC TGA CTG ATT TGT GTG
T 3°) primert, 0,2 uM FAM jelolésii, a 308A allélra specifikus probat (5° AAC CCC
GTC CIC ATG 3’) és 0,2 uM VIC jelolést, a 308G allélra specifikus probat (5 AAC
CCC GTC CCC ATG 3’). (A két proba kozotti kiillonbség vastag aldhtzott betlivel van
kiemelve.) A termociklusok egy 10 perces, 95°C-on zajlé inkubécios 1épéssel indultak,
majd 35 kétlépéses ciklus (AGER -429T>C: 92°C 15 s és 60°C 1 perc; TNF -308G>A:
95°C 15 s és 58,5°C 1 perc) kovetkezett. A DNS amplifikalast (a génkopia-szam
mérésekhez hasonléan) ABI 7300 Real Time PCR rendszerben végeztiik a Semmelweis
Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis Biologia és Patobiokémiai Intézetében, Dr.
Sasvari Mdria laboratériumaban. A genotipusok meghatarozasanal figyelembe vettiik az
extenzios lépések soran rogzitett fluoreszcencia intenzitas értékekbdl kirajzolodo
kinetikus gorbék lefutasat és a reakcid végén az elongacids hOmérsékleten meért

fluoreszcencia értékek alapjan felvett scatter plot abrat is.

3.3.4 Génkopia-szam mérések

A kiilonb6z6 C4 génvariansok (C4A, C4B, CAL, C4S) valamint a CYP21 aktiv és
pszeudogének kopiaszamat real-time PCR modszerrel hataroztuk meg TagMan-proba
felhasznalasaval. A C4A és C4B génszamokat a munkacsoportunk altal kifejlesztett
technikaval detektaltuk [134], a C4 gén hosszu és rovid valtozatanak kopiaszamat Wu
leirasa alapjan [135]. A CYP21A2 és CYP21A1P gének szamat egy Gjonnan beallitott
hazi modszerrel mértiik. A C4A és a C4B génre tervezett probak az dsszesen 6t izotipus-

specifikus nukleotidbol négyet tartalmaztak. A CYP21A2 és a CYP21AlP gének
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elkiilonitése a pszeudogén 3. exonjaban talalhatd 8 bazisparos delécion alapult; az aktiv

génen tapadd proba tartalmazta ezt a szakaszt, mig a pszeudogénre specifikus az azt

hatarolé szekvenciakbol allt. A C4L és C4S génszamok mérése soran a probak azonosak

voltak, a kiilonbség a reverse primerekben allt. Ez a hosszu génvarians esetében a

HERV-K(C4) szekvenciara volt specifikus, a rovid gén esetében — a C4L gén egyidejii

felsokszorozodasat elkeriilendd — a tapadasi pontja a retrovirus inszercids helyéhez

képest downstream iranyban helyezkedett el. Ugyan a DNS szintézis igy is

megindulhatott mindkét iranybol a C4L génrdl is, PCR termék mégsem keletkezhetett,

mivel a retrovirust is tartalmazé szekvencia teljes masolasara nem jutott elég id6. A

génszamok megallapitdsahoz referenciaul az RNazP héztartasi (housekeeping) gén

szolgalt.

5. tablazat: A génképia-szamok meghatarozasahoz alkalmazott primer és préba
szekvencidk és mennyiségek

Szekvencia Mennyiség

C4A/ CAB mérés

Ko6z06s forward primer 5> GCA GGA GAC ATC TAA CTG GCT TCT 3’ 0,3uM
K6z0s reverse primer 5’ CCG CAC CTG CAT GCT CCT 3’ 0,3 uM
C4A proba 5’ ACC CCT GTC CAG TGT TAG 3’ 0,2 uM
C4B proba 5> ACCTCT CTC CAGTGATAC ¥ 0,2 uM
CYP21A2/ CYP21A1P mérés

K6z6s forward primer 5’ CTC CTC CTG CAG ACA AGC TG 3’ 0,3 uM
Ko6z6s reverse primer 5 AGC TTC TTG TGG GCT TTC CA 3’ 0,3 uM
CYP21A2 proba 5> CCTTGG GAG ACT ACTC3’ 0,2 uM
CYP21A1P proba 5> CGG ACC TGT CGT TGG TCT CTG 3’ 0,2 uM
CA4L/ C4S mérés

Ko6z6s forward primer 5STTGCTC GTT CTGCTCATTCCTT 3’ 0,5uM
CA4L reverse primer 5° GTT GAG GCT GGT CCC CAACA 3’ 0,5uM
CA4S reverse primer 5 GGC GCA GGC TGC TGT ATT 3’ 0,5uM
Ko6z6s proba 5’ CTC-CTC CAG TGG ACATG 3’ 0,2 uM

A reakcidelegyek végtérfogata a C4A és C4B gének mérése esetében 25 pl,

egyébként 20 pl volt. Osszetevdik az alabbiak szerint alakultak: a detektalandd génnek
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megfeleld forward és reverse primer, valamint FAM festékkel jelolt proba (5. tablazat),
Ix (a C4L és CAS gének esetében 0,5x) VIC festékkel jelolt RNase Detection Mix
(Applied Biosystems), 1x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
vagy a C4 hossz-varidnsok vizsgalata soran 1x Maxima'™ Probe/Rox Master Mix
(Fermentas) és 10-15 ng genomidlis DNS templat.

Mintanként 3-3 parhuzamos mérést végeztiik. A termociklusok egy 95°C-on
zajlo 10 perces inkubécioval indultak, amit 35 ciklus kdvetett: DNS denaturalas 95°C 15
s, anellalas/ elongacio 60°C 40 s (a C4S gének amplifikdldsa soran 65°C 35 s). A
fluoreszcencia intenzitas értékek rogzitése a termociklusok sordn az elongacios 1épések
alatt tortént. Az egyes gének kopiaszamat (nx) a munkacsoportunk részvételével

kidolgozott programmal [134] szamitottuk ki, az alabbi egyenlet alapjan:

ZCT ® ~Croo+l

N, =
X
qX:R

A valddi génszamokat az nx értékek kerekitésével kapjuk meg. Az egyenletben a
kiiszobeiklus-értékére vonatkozik; qx.r: a vizsgalandd génre specifikus proba és a

referencia proba hatékonyséagi hdnyadosa.

3.3.5 Allélspecifikus long PCR reakciok

Az RCCX struktarak pontosabb karakterizalasa végett munkacsoportunk tobb
kilobazis hosszisagi DNS szakaszok amplifikalasara alkalmas, un. all¢lspecifikus long
PCR reakcidkat dolgozott ki. fgy lehetség nyilt annak vizsgilatara, hogy az RCCX
(legelsé pozicioban talalhato) RCCX modul C4 génjének karakterizalasahoz a forward
primert az aktiv STK19 génre, a reverse primert pedig a C4A illetve a C4B génre
terveztiik. A centromerikus C4 gén vizsgalata soran a forward primer volt specifikus a
C4A illetve a C4B génre, mig a reverse primer az aktiv TNXB génen tapadt.
gének hosszusaganak kimutatdsara alkalmas mérést iS. Ekkor a TNXA pszeudogénre

specifikus forward primert alkalmaztunk a C4A illetve a C4B génre specifikus reverse
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primer mellett. Azon reakcidk esetében, ahol a reverse primerek voltak allélspeci-
fikusak, a keletkezé amplikon lefedte a HERV-K(C4) szekvencia inszercios helyét, igy

az adott C4 gén hossza is kimutathatova valt. (13. abra)

nem-telomearikus nem-telomerikus
> - =2 -
telomerikus centromerikus
> - »> - o
u I — — g
a z
E QLA [ -0 [ - —
- 1 1 N 1 1 1 1 1 N 1 1 1 1 N 1 1 a
i | ca Py ca fitorca | | -
STK19 | 5 | |sTK1g9P| | |sTK19P| ; |
ool Thxa | IThxA | THXB
| cyp21A1P | cyp2181P | CYP21A2
HERV-K[C4) | HERV-K[C4) HERV-K[C4)

C4 izotipus spedficitas (4 izotipus spedficitas  C4 izotipus spedficitas

13. abra: Az allélspecifikus long PCR médszerrel ampifikalt DNS szakaszok lokalizacioja

Az egyes reakcidelegyek végtérfogata minden esetben 10 ul volt. Osszetételiik
az alabbiak szerint alakult: 0,3 uM dNTP (Fermentas), 0,4 uM forward ¢és 0,4 uM
reverse primer (6. tablazat), 1 unit LongAmpTaq DNS polimeraz (New England
Biolabs), 1x LongAmp Taq puffer (New England Biolabs) és 5-10 ng (a centromerikus
C4A gén kimutatasa soran 30 ng) DNS templat.

6. tablazat: Az allélspecifikus long PCR reakcidk soran alkalmazott primerek szekvencii

Telomerikus RCCX modul vizsgalata

Kozos forward primer 5" TGC CCG TGT TTC TGG AGA CTT GTG 3’
C4A specifikus reverse primer 5" CGC ACCTGC ATGCTCCTG TCT AAC 3’
C4B specifikus reverse primer 5"CCGCACCTGCATGCTCCTATGTATC?
Centromerikus RCCX modul vizsgalata

K6z0s reverse primer 5" GCA GCA TGT GAC TAA GAG CTT TCC 3’
C4A specifikus forward primer 5> AGG ACC CCT GTC CAGTGTTAGACA ¥’
C4B specifikus forward primer 5” CCA GGA CCT CTC TCC AGT GAT ACATA 3’
Nem-telomerikus RCCX modul(ok) vizsgalata

Ko6z06s forward primer 5" GTG GAA CTG GCT GGT TGA GGT GACT 3’
C4A specifikus reverse primer 5’ CGC ACC TGC ATG CTC CTG TCT AAC 3’
C4B specifikus reverse primer 5 CCG CAC CTG CAT GCT CCT ATG TATC 3’
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A termociklusok kezdeti denaturacids 1épése 95°C-on 1 percig tartott, majd 30 (a
centromerikus C4 gének vizsgalata esetében 32) amplifikacios ciklus kovetkezett, végiil
a reakcio egy, az elongacids Iépéssel megegyezd végsd extenzioval zarult. Az
amplifikacios ciklusok a kovetkezd 1épésekbdl alltak: DNS denaturacié 95°C 10 s,
anellalas 64°C (a nem-telomerikus C4 gének amplifikalasakor 66 °C) 5 s, elongacid
68°C 13 perc 30 s (a centromerikus C4 gének amplifikalasakor 15 perc). A PCR
termékeket 1 pg/ml etidium-bromidot tartalmazo, 1,5% toménységli NuSieve agardz
gélen (Lonza) futtattuk 60 V fesziiltségen 90 percig.

Az amplikonok méretébdl fakaddan a jelen moddszerek kizardlag ép, még
részlegesen sem degradalodott DNS-en végezhetdk el. Emiatt a reakcidokat megeldzden
minden esetben gélelektroforézissel (1,5% NuSieve agardz gélen (Lonza), 35 V

fesziiltségen 150 percig futtatva) ellendriztiik a mintak minGségét.

3.3.6 A C4 gének 35. intronjanak szekvendldsa

A C4 gének 35. intronbeli szekvenciajanak amplifikalasa az 5° GGA GGG AAC
GTA AGA AAT GAC CAG 3’ (forward) ¢és az 5 CTC ACC GGG GTT GTA GTA
GTC GTA 3’ (reverse) primerekkel tortént az alabbiak szerint. Kezdeti denaturacio:
95°C 15 perc, DNS amplifikalas (35 ciklus): 94°C 30 s, 58°C 40 s, 72°C 1 perc, végsd
extenzid: 72°C 10 perc. A reakcidelegyek 0,2 mM dNTP-t (Fermentas), 1x HotStartTagq
puffert (Qiagen), 1x Q oldatot (Qiagen), 0,8-0,8 uM primert, 0,025 U/ul HotStartTaq
DNS polimerazt (Qiagen) és kb. 15 ng DNS templatot tartalmaztak 50 pl végtérfogat-
ban. A reakciot kovetden — az esetleges aspecifikus termékek keletkezését ellendrizend6
— mintanként 5-5 pl PCR terméket megfuttattunk 2% SeaKem agar6z gélen (Lonza). A
DNS szekvenalast a Szegedi Bioldgiai Kozpontban végezték. A PCR termékek
szekvenalasa mindkét iranybol megtortént. Az egyes kromatogramokat CLC DNA

Workbench 5.6.1 szoftverrel elemeztiik és hasonlitottuk ossze.
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3.4 ASZTEROID HORMONOK KONCENTRACIOJANAK VIZSGALATA

A mellékvese incidentalomés betegekben mért nyugalmi és indukalt hormon-
koncentraciok dr. Patocs Attila jovoltabol a Semmelweis Egyetem II. szama Belgyo-

gyaszati Klinik4jan rendelkezésiinkre alltak.

3.4.1 Nyugalmi hormonszint meghatarozdsok

A nyugalmi szérum kortizol, illetve plazma aldoszteron, 17-hidroxi-progeszteron
¢s kortikoszteron szinteket reggel 08:00 és 09:00 6ra kozott mérték, nyugodt éjszakai
alvast kovetéen. Az aldoszteron és a kortizol szintjét elektrokemilumineszcens immun-
esszével vizsgaltak (Elecsys, Roche Diagnostics) Cobas E411 (Roche Diagnostics)
analizatoron, a 17-hidroxi-progeszteron és a kortikoszteron mennyiségét pedig hazilag

beallitott radioimmunesszé (RIA) modszerrel [136-138].

3.4.2 ACTH stimulacio és dexametazon teszt

Az ACTH stimulacié egy dozis szintetikus ACTH analog (1 mg Cortrosyn
injekcio) intramuszkuléris beadasaval valosult meg. A dexametazont (1 mg) a betegek
oralisan vették be ¢&jjel 24:00 érakor, majd a masnap reggeli (8:00 és 9:00 ora kdzott)
vérvételt kdvetden a plazma kortizol szintjének meghatarozasa gyari elektrokemilumi-

neszcens immunesszével (Elecsys E170, Roche Diagnostics) tortént.

3.5 STATISZTIKAI ELEMZES
3.5.1 A magyarorszdagi MHC haplotipusok és RCCX szerkezetek elemzése

A Magyarorszagon ¢és Bostonban el6forduldo 6si MHC haplotipusok gyakorisa-
ganak Osszehasonlitasahoz a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.) statisztikai
programot hasznaltuk. A kategorikus értékek elemzéséhez XZ tesztet végeztiink. A
korrelacios egyiitthatot és annak szignifikancia értékét Pearson-teszttel hatdroztuk meg.
A Hardy-Weinberg egyensulyt a Fisher-féle egzakt teszten alapuld Arlequin 3.1
szoftverrel [139] vizsgaltuk.
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3.5.2 A C4B*Q0 hordozas és a szteroid hormonszintek kapcsolatanak vizsgalata

A szteroid hormonszintek 0sszehasonlitasakor a statisztikai analizist GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.) és SPSS 13.0 (SPSS Inc.) szoftverekkel végeztiik.
Az egyes csoportok kozotti eltéréseket Mann-Whitney teszttel, illetve parositott
Osszehasonlitasok esetében Wilcoxon probaval elemeztiik. A kortizol, az aldoszteron és
a kortikoszteron esetében az optimalis szenzitivitassal és specificitassal rendelkezd
vagopontokat ROC analizissel allapitottuk meg. A C4B génkodpia-szamok és az egyes
hormonok koncentracidja kozotti Osszefliggéseket logisztikus regresszids analizissel
szamoltuk. Tobbszords dsszehasonlitdst nem végeztiink. Minden proba kétoldalas volt.

A kiilonbségeket p<0,05 értékek esetében tekintettiik szignifikansnak.
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4 EREDMENYEK

41 MHC HAPLOTIPUSOK ES A C4B*Q0 HORDOZAS

Az MHC haplotipusok és a C4B*Q0 hordozas viszonyanak felderitéséhez 49,
kaukézusi populédcioba tartozé magyar csalad (apa, anya és gyerekeik) Osszesen 203
tagjanak DNS-ét elemeztilk. A vizsgalt egyének bizonyos HLA-adatai (HLA-A, -B,
-DQB1, -DRB1) a mintakat gyiijté Orszagos Vérellatdé Szolgalat révén eleve rendelke-
zésiinkre alltak. A haplotipusok részletesebb jellemzése végett a C4A és C4B génszamo-
kon tul minden személyben meghataroztuk a centralis MHC régioban talalhato LTA
252A>G (rs909253), TNF -308G>A (rs1800629), HSPA1B 1267A>G (rs1061581),
CFB S>F (rs641153), AGER -429T>C (rs1800625) ¢és AGER -374T>A (rs1800624)
polimorfizmusokat is (14. abra). Harom csaladban a csontvel6-transzplantaciora vard
gyermektdl nem allt rendelkezésre megfeleld mennyiségli DNS, igy esetiikben egyediil

a HLA-all¢élok tipizalasa tortént meg.

e

1 ]
I 1 I 1
HLA-B blokk HLA-DR/DQ blokk
HLA-A HLA-B MHCIII féﬂié] HLA-DRE1  HIA-DQBI

o o ——— g g
_J _J ) ==

LTAa H5PA1E

*

TNF CFe 1A 48 AGER

14. abra: Az MHC haplotipusok elemzéséhez vizsgalt polimorfizmusokat tartalmazé
gének egymashoz viszonyitott elhelyezkedése
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4.1.1 A vizsgalt SNP-k allélfrekvenciai

A csaladvizsgalat soran analizalt valamennyi SNP genotipus eloszlasa Hardy-
Weinberg egyensulyban volt. Az egyes allélok sziiléi genotipusok alapjan szamolt

gyakorisadga a 7. tablazatban lathato.

7. tablazat: Az MHC haplotipusok vizsgalatakor analizalt SNP-k allélfrekvencidi a hazai
kaukdazusi populaciéban

o . .. , . . . Hardy-
Genetikailag f tl lyek Allélgyak :
enetikailag fiiggetlen személye élgyakorisag Weinberg
Homozrlgota erte,ro— Homo.z,lgota Vad Varins egyf:ns’uly
vad tipus zigota varians p érték
LTA
DEIASG 49 (50,0%) | 44 (44,9%) 5(5,1%) 72,4% 27,6% 0,311
TNF 0, 0, 0, 0, 0,
_308G>A 79 (80,6%) | 19 (19,4%) 0 (0,0%) 90,3% 9,7% 0,593
HSPA1B
1967ASG 34 (34,7%) | 48 (49,0%) | 16 (16,3%) 59,2% 40,8% 0,998
CFB S>F 61 (62,2%) | 34 (34,7%) 3(3,1%) 79,6% 20,4% 0,756
AGER
L429T>C 75* (76,5%) | 20 (20,4%) 3(3,1%) 86,7% 13,3% 0,453
AGER * (39 89 0 0 0 0
374TSA 39* (39,8%) | 41(41,8%) | 18 (18,4%) 60,5% 39,5% 0,332

* Az egyik egyén egyik AGER génje a vizsgalt szakaszt tekintve delécids varians volt
4.1.2 A vizsgalt haplotipusok és dsszeillesztésiik

Az egyes haplotipusokat az eredetileg diploid allapotra vonatkozd genetikai
analizisek eredményeibdl kiindulva a csaladon beliili 6roklédés alapjan, az Osszes
vizsgalt marker egyidejli figyelembevételével allitottuk fel. Az egyes genomokban
azonositott HLA-allélokat és a C4A/C4AB génszamokat kivétel nélkiil egyértelmiien egy
adott kromoszomahoz tudtuk kotni, az SNP-k esetében ez nem minden esetben valosult
meg. A kiilonbozd haplotipusok gyakorisaganak felmérésekor egyediil az egymastol
genetikailag fiiggetlen, sziiléi kromoszomaékat vettiik szamitasba. Mivel a vizsgalt
populdcidban a gamétaképzés sordn négy esetben bizonyithatéoan atkeresztezddés
(crossing over) tortént a HLA-A és HLA-DQB1 gének kozotti szakaszon (8. tablazat), az
ezen eseményekben érintett nyolc kromoszomat kizartuk a tanulmanybol. Ennek

megfelelden végiil 188 fiiggetlen haplotipust tudtunk értékelni.
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8. tablazat: Atkeresztez6dések nyomai a HLA-A és -DQB1 kozotti kromoszémaszakaszon a
49 vizsgalt kaukazusi csaladban

R
< @] <

o | % |5 elg |28 |4 =
21elS|, |s§|s||s|8 |88
N | Q |a % = = | Y| |z | o] 3
T2 |Q8 |7 |29 &% | h|x|x |2 |98
I B AR R
I | T ||| |O|lO|lOo|l<|l<<|T |TIT | ™

5. csalad
Apa 2 |62 A |G |A|S |11 ][T|AJ1L]B6] A
51T TA G |IATE 2T o T T3 71 B
Anya 23491 G |G| A|S |11 ][T|A|1L1] 7] C
214 A G |A|[Ss| 1|1 ] T|Al1a] 7] D
Gyerek1 |2 02 [A 16 AT T T T 1A 11 [76 | AB?
B2 Te 6 | Al s 1 1T AT1L] 7] ¢C
Gyerekz | 24| 5L [A TG [TATTTE T2 0 [T [T 18] 6 | AB?
B4 766 |AlSs| 11T Al1L] 7] ¢C

13. csalad
A 28|51 | A|G|A|F |11 ] T|Al1L] 7] A
pa 3T TA G e s 1T 27T T4 8] B
Anya 2 |511G |G |A|S |11 ]|T]|AIl15]6] C
2|27 A |A| s |11 T|TJ1w0]l5]| D
cverek1 1B IBLATG [ATF 11T TITA[IL[7] A
yere ol sil e |6 |A]l ST 11T A[1]|6 |cCD
Gyerekz |85 [A TG [ ATFE T T T IATIT] A
212776 [6 |Al S| 1 1] T|AT10] 5 |cD?

41. csalad
Apa 29 (621G | G|A|S]|]1|1]T|A]4]8] A
2136 |6 |Als | 11T T 1|7 B
Anya 13| A|G|AlS | 11T ]|Tl12] 7] C
31|51 |G| G |G| S |1 1T |[T]Fa a1 D
Gyerek1 |22 621G 16 AT T TT T AT 8] A
113 [AlG | AlSs | 11T T/[12]7]|c
Gyerekz | 243 [G 16 AT T T T TII[7] B
31|51 G| G |G| S |1 |1 ]| T]|T/l1wl]7]|cD?

47. csalad
Apa 2 |62 A |G |A|S |11 ]T|A4]8] A
13 TAlc | AlsST 1ol T T7 2] 8
Anya 37 |A|G|A|S|1|1|T|T|16]5] C
BlalAlG|G|F|l1 1] T TF7r 2] D
Gyerek1 |2 |02 [ATG T ATS A TTTTIATI S| A
31 7TA G | Al S| 1 1] T|TT 1] 5 |CD?
1135 7 1 2 B
Gyerek 2% 15371 44 16 | 5 | ¢/D?

* A csillaggal jelolt gyermek esetében csupan a HLA-allélokrol allt rendelkezésiinkre
informéacio
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4.1.3 A hazai kaukazusi populacioban eléfordulo MHC haplotipusok

A 188 tanulményozott kromoszoma koziil 58 valamely nemzetkdzileg elismert
6si MHC haplotipust hordozta, 31 olyan MHC haplotipust tartalmazott, amely ugyan
nem tartozott a nyilvantartott dsi haplotipusok kozé, de a vizsgalt populaciéban legalabb
kétszer fordult el6, mig a maradék 99 kromoszéma esetében egyedi allélkombinacidkat
figyelhettiink meg az MHC régioban. Az 6si MHC haplotipusokba sorolds az
International Histocompatibility Workgroup (IHWG) referencia sejtvonalait leird,
atfogo tanulmany altal megadott adatok szerint tortént [19], a HLA-B, -DRB1 ¢és -DQB1
allélok, a C4A/C4B génszamok és az LTA 252A>G, HSPA1B 1267A>G és CFB S>F
allélok alapjan. Az IHWG Aéltal elfogadott 37 6si MHC haplotipus koziil tizenhetet

sikeriilt azonositani a vizsgalt populacioban (9. tablazat).

9. tablazat: A nemzetkozileg elismert 6si MHC haplotipusok el6fordulasa a hazai
kaukazusi populdciéban

- 2 o <

2 |5 o X8 | E|E|E

g | g AleSl, 1§81t 8|a
= | 3 NMEIEIRYE IR I DA AR
S < :EF ﬁ [\ | | 9| 80| 80| X | aQ aQ
3 SIEls|5 |2 S|l 3|3
© = I I 4ol |lO|lO|lO|<|<| XIT | I
AH7.1 8 3,2,11 7 A|lG|A]|S 1 1| T | T 15 6
AHS8.1 11 1,2,3,24,25 8 G|A| G| S 0 1| C | T 3 2
AH13.1 5 2,3,11, 29 13| A| G| G| S 1 1| C | T 7 2
AH14.2 4 33,24, 28 14 | A| G| G| S 1 21T | T 1 5
AH18.1 1 25 18| A| G| A | S 1 1| T | T 15 6
AH18.2 1 30 18 | A| G| G| S 1 O| T | T 3 2
AH18.3 3 2,25 18| A| G| A | S 1 1 T A | 11 7
AH35.3 1 11 35|A| G| A | S 2 O|T | T 1 5
AH35.5 4 1,11, 29 35/ G| G|A]|S 1 1| T|]A |11 7
AH35.4 2 24, 28 35 A|G|A | S 1 1| T|]A |11 7
AH38.1 3 26 38| A|G|A | S 1 1 T A 4 8
AH44.2 2 23,11 44 | A | G| G F 1 1 T| T 7 2
AH52.1 3 2,11, 24 5 | A|G|A ]| S 2 O | T | T]|15 6
AH55.1 1 11 5 1 A|G|G]| S 1 1| T | T 14 5
AH57.1 3 1,2,25 5 | A| G|A | S 1 1|1 C | T 7 9
AHG62.1 1 2 62 | A|G|A | S 1 1 T A 4 8
AHG62.2 2 2 62 | A| G| G| S 1 1|1 T A 4 8
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Ezenkivill a vizsgalt haplotipusok kozott 13 olyan is szerepelt, amely nem
tartozik ugyan az IHWG altal elfogadottak kdz¢, am legaldbb két egymassal nem rokon
személyben jelen volt (10. tablazat). Koziiliikk kettdé csupan egyetlen SNP-ben tért el
egy-egy IHWG Adltal elismert 6si haplotipustol a vizsgalt markerek tekintetében. Az
egyik az 4ltalunk 35.var(C)-ként jelolt haplotipus volt, amely az AH35.2-t61 az LTA 252
allélban kiilonbozott, mig a 44.var(A) a HSPALB allélra nézve tért el az AH44.2-t4l.
(Jelen vizsgalati populacioban sem az AH35.2, sem az AH44.2 nem fordult el6 standard
formaban.) Mivel a nemzetk6zi gyakorlat szerint az adott populacidban legalabb 1%-0s
gyakorisdggal eléfordulé MHC haplotipusok mar 6sinek szamitanak, ezért ezek a

kiterjesztett haplotipusok is dsinek tekinthetdk.

10. tablazat: Ismételten el6fordulé, nem elismert 6si MHC haplotipusok

= R
E < | 2 RI K
N Q| A | © £ E | = | &
s | 2102191 ,15/5/8|8 3|8
o T IR O > = - N O A A - ¢
2 S \ ] I\ | < n 50 5 | @ o ; ;
= |E| 3|3 |2|glg R|s|g|8l8|3]|3
= = T I ||| T |]O]j]O|lO| x| < |IT|XT
7.var(A) 2 3,24 7 Al G| A S 1 1 T | A |11 ]| 7
35.var(A) 2 11,3113 | A | G| A S 1 1 T | A|16]| 5
35.var(B) 2 | 23 |3 |A|G|[G|F|2 0T | T/[11]7
35.var(C) 2 1 23|33 |A|[G|G|F|2|0|T|T[1]G5
35.var(D) 2 28 |35 | A|G|A|S |1 |1 |T|A]|8]Ss
35.var(E) 2 2 B A|G G F 1 1 T | A|14]| 6
38.var(A) 6 2,26 |38 | A| G| A S 1 1 T | A|13 | 6
39.var(A) 2 112439 | G|G|G|Ss|1|1|T|A]| 8] 4
39.var(B) 2 2 9| A|G|A| S| 1|1 | T|A|16]5
44.var(A) 3 123,294 | A | G| A F 1 1 T T 7 2
44.var(B) 2 2,26 |4 | G| A A S 1 1 T | A |11 ]| 7
48.var(A) 2 2,24 |48 | A | G | A S 1 1 T T |12 | 7
49.var(A) 2 123,334 |G |G|A|S |1 |1 |T|T|11]|7

Az altalunk elséként leirt konzervalt haplotipusok k6zott négy olyan talalhato,
amelynek maga a névaddo HLA-B allélja sem fordult még elé az IHWG 4altal idaig
elismert 6si haplotipusok egyikében sem [39.var(A) és 39.var(B), 48.var(A), 49.var(A)].
Ugyanakkor HLA-B7-et -B35-6t, -B38-at és -B44-et tartalmazo elismert 6si haplo-

tipus(oka)t mar leirtak.
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A fentieken tal hdrom olyan MHC haplotipust is azonositottunk, amelyek bar a
HLA-all¢lok tekintetében megegyeztek valamely nemzetkozileg elismert 6si haplotipus-
sal, de azoktol legalabb a C4A/C4B génszamokban eltértek, és a vizsgalt populacioban
csak egy példanyban fordultak el (11. tablazat). Olyan, a jelen mintakban csupan egy
kopiaban fellelhetd haplotipust nem talaltunk, amely valamely elismert si haplotipustol

kizarolag SNP-kben kiilonbozott volna.

11. tablazat: Az IHWG altal elismert MHC haplotipusoktél C4 génszamokban eltéro, egy

kopidaban eléfordulé haplotipusok
X

< | 2 R | N

(O] A © £ £ = =
@ A O) N o < o <t — —
S < | @ | I > Y 5| @
= N = m - z Z N o @ o
3 < |21 QT 2o % R|x|lxl| |8
g S 3|2l R|s|288]|3]3
= I I | 4 [ I | Ol O | 0O |< < | I | T
AHB8.1 1 8 G A G S 0 1 C T 3 2
(minta: 46/a) 24 8 G G A F 1 1 T T 3 2
AH35.3 11,30 | 35 | A G A S 2 0 T T 1 5
(minta: 28/b) | 2 35| A|G|A|S|[1|O0|T|T]|1]|S5
AH44.1 2 4 | G| | Al s |1 1| F| )47
(minta: 26/b) 2 44 G G A S 2 0 T T 4 7

* A csillaggal jelolt SNP esetében az 6roklésmenetbdl nem lehetett meghatarozni, melyik
kromoszoma melyik allélt hordozza; erre a csaladban eléfordulo 6si haplotipusok alapjan
kovetkeztettiink.

* A kettés kereszttel jelzett polimorfizmusokrol nem all rendelkezésre adat

4.1.4 (4B gén hianyos MHC haplotipusok az egészséges kaukdzusi populdcioban

Mindezek utan feltérképeztik a C4B*QO0 hordoz6 kromoszomdk eldfordulasi
gyakorisagat a hazai egészséges kaukazusi populacidban, illetve megvizsgaltuk, hogy a
C4B gén hianya milyen MHC haplotipusokkal tarsul. Osszesen 30 olyan genetikailag
fliggetlen kromoszomat azonositottunk, amely nem tartalmazott C4B gént (12. tablazat);
ami kozel 16%-0s gyakorisagot jelent az itt tanulmanyozott populaciora vonatkozoan.
Ez a harminc kromoszoma 26 kiilonb6z6 MHC haplotipust hordozott, melyek koziil a
leggyakoribb is minddssze harom példanyban volt kimutathatd. Amennyiben csupén az
egyes haplotipus-blokkokat reprezentdldé HLA-B vagy HLA-DR-DQ allélokat vessziik
figyelembe, megallapithato, hogy a C4B gén hianya leggyakrabban (23,3-23,3%-ban) a

45




DOI: 10.14753/SE.2013.1790

HLA-B44 ¢és -B35 allélokkal tarsul, illetve (20,0%-ban) a HLA-DR1-DQ5 kombinécio-

val.

12. tablazat: C4B gén hianyos (C4B*Q0) haplotipusok

| e
s =
© ~§ < a (/? g 5 3 ‘§ DI: %\) DI: 7\): DD.: 8 )
2] 3|3 |25|L85|Pu RS S| 3 -
S T | T |EQIERIZYICHISR<SIES| T | I o)
Ba | 2 |7 | A|G|AI|F ]| 2 | T]|T]13] 6
26b | 33|17 | A| G | A|F | 1| T]| T/ 13] 6
3b | 3 | 18| A | G| A S| 1] T | T]|15]6
8a | 25 | 18| A | G| G| F |2 | T]|T]|1]s
30b | 30 | 18| A G | G| S| 1| T]| T/ 3] 2 |AHIB2
22b | 11 | 27 | G | G | A |F | 2 | T | T |13 6
2b | 2 |3 | A |G| A|S |2 T ]| T]|1]s
52 | 2 |3 | A |G |G| F | 2 T ]| T [ 1] 5 |35va(Q
7a | 2 |3 | A| G | G| F | 2 | T | T /|1 7 |35var(B)
7/a 3 |3 | A | G |A|F | 2 | T | T|1]5
2772 | 3 |3 |G*| G | G| S | 1 | T ]| A/11] 7
%a | 3 13 | Al G |G| F | 2T T [1T]|5|35vaQ
43a | 3 |3 | A | G| G | F | 2 | T | T | 11| 7 |35va(B)
b | 11 | 3 | A | G | A| S| 2 | T | T | 1] 5 | AH353
4772 | 11 | 35 | A | G | A | S | 1 | T ]| T/ 7] 2
51b | 2 |41 | G | G | G| S| 1| T ]| T/ 3] 2
%/a | 2 |4 | G | G | A| S| 2 T /A 4] 7
2952 | 3 |4 | A| G| G| F |1 | T ]| T/ 7] 2
3b | 3 |4 | G| G | G| F | 1| T ]| T/ 7] 2
190 | 11 | 44 | G | A | A | F | 2 | T | T 13] 6
26b | 29 | 44 | A | G | G| S | 1| T |1 3] 2
6lb | 31 | 4 | A | G | G| S| 1| T]|A|16] 6
b | 31 |4 | G| G | G| F | 1| T | T/ 4] 8
6/a 2 |51 | A | G |A| F | 2 | T 71*|13] 6
a | 2 |51 | A | G | G| F | 1T | A]| 8] 4
4b |24 |51 G | G| A | S |2 T ]| T 1]s
b | 2 152 | A6 | AlSsS | 2T/ T/[15] 6 |AH521
b | 11 |52 | A1 G | Al S| 2 | T | T/15] 6 |AHS21
50/a | 24 | 52 | Al G | Al S| 2T | T/15] 6 |AH521
29b | 2 |62 A | G| A | S| 1| T]| A/ 4] 8

Az azonos 6si haplotipusok azonos szinnel vannak kiemelve.

* A csillaggal jelolt SNP-k esetében az 6roklésmenetbdl nem lehetett meghatarozni, melyik
kromoszéma melyik allélt hordozza; erre a csaladban eldfordulo 6si haplotipusok alapjan
kovetkeztettiink.
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Osszehasonlitasul a jelen populacidban fellehetd, dsszesen 14 C4A gén hianyos
kromoszéma koziil 11 (84,62%) az AHS8.1-et hordozta, tovabbi egy kromoszdéma pedig

annak fragmentumat (13. tablazat).

13. tablazat: C4A gén hianyos (C4A*Q0) haplotipusok

2|zl £
El | o | o %|9% Elioli«<| £18| %
© = ! . A 0lg< Sle Al Aa| § : s
S22 5| 3 |23|L8|56|Pujnz e85 3|3 -
S| T | T | BRIEDIZTY|SH|IISIT|LS| T | T Ne)
2/b 1 8 G* A G* S 1 C T 3 2 AH8.1
sb | 24| 7 | A| G| G| F |1 ]| T ]| T/ 10]5
9/a 181G |A]|G|S |1 c|T]3 ] 2 [AR81
6/a | 1 | 8 |G~ | A*|G*| S | 1| T | A 16] 5
18/b 1 8 G* G G S 1 C T 3 2 AHS8.1
22a | 1 | 8 | G | A | G |S*| 1] cC | T/ 3] 2 |[AH81
23/a 1 8 G A G S 1 C T 3 2 AHS8.1
2b | 1|8 | G| A |G| S| 1] cCc /| T/ 3] 2 [AH8L
30a | 2 | 8 | G| A |G| S| 1] cCc /| T/ 3] 2 [AH8L
b | 3| 8 |G| A*|G*| S | 1] C | T/ 3] 2 |AH81
2552 | 3 | 8 | G| A | G| S| 1] cCc /| T/ 3] 2 |[AH81
1/a 24 8 G A G S 1 C T 3 2 AHS8.1
28la | 5| 8 | G | A | G| S | 1] cCc /| T/ 3] 2 |AH8L
32b | 2 |51 | A | G| A | S| 2 | T|A]| 4] 8

Az azonos 0si haplotipusok azonos szinnel vannak kiemelve.

* A csillaggal jelolt SNP-k esetében az 6roklésmenetbdl nem lehetett meghatarozni, melyik
kromoszoma melyik allélt hordozza; erre a csaladban eléforduld 6si haplotipus(ok) alapjan
kovetkeztettiink.

4.1.5 A mintavételezés validalasa

A mintavételezés reprezentativ voltanak ellendrzéseképpen a jelen populacioban
megfigyelt haplotipus-mintdzatot dsszevetettiik egy Bostonban €16, egészséges kauka-
zusiak bevonasaval késziilt, 2675 kromoszoémat szamlalo adatbazissal. A bostoni haplo-
tipusok esetében az altalunk vizsgalt polimorfizmusok koziil a HLA-B, -DRB1, -DQB1
allélok illetve a CFB S>F variacié meghatarozasa tortént meg. A HLA-A és a HLA-DQ
allélok tipizalasara nem minden esetben keriilt sor, illetve nem allt rendelkezésre adat az
LTA 252A>G, a TNF -308G>A, a HSPA1B 1267A>G, az AGER -429T>C ¢s az AGER

-374T>A polimorfizmusokrol. C4 génkopia-szam mérést a bostoni mintdkban szintén
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nem végeztek, &m C4 fehérje allotipizalast igen, ami alapjan kovetkeztetni lehet a C4A

¢s C4B génszamokra.

14. tablazat: Bostoni kaukazusiakban legalabb 1%-os gyakorisagot mutato MHC
haplotipusok és azok eléfordulisa magyar kaukazusiakban

> >
= =

£ 5| E §
» < o ] =
E" o - L E zZ 5|2 3
g g o |y | F| 8 g% %
= o = =
& 0 ) a 5 8] €| 2ef| B8
= < < < m < m | E2% | £83=%
‘% - - — LL < b= g5 © a3
QO I I I O o O wa X R E X
AH7.1 7 15(2)" 6 S 1 1 6,42% 4,3%
AHS8.1 8 3 2 S 0 1 8,67% 5,9%
AH13.1 13 7 2 S 1 1 1,05% 2,6%
AH14.2 65(14) 1 5 S 1 2 1,61% 2,1%
AH18.3 18 11 7 S 1 1 1,05% 2,1%

AH35.4 és 0 0
AH35 5+ 35 11 7 S 1 1 1,91% 3,7%

AH44.2 és 0 0
4avar(A)* 44 7 2 F 1 1 3,06% 2,6%
44 4 7(3)" S 2 0 2,73% 0,5%

44 .var(B) 44 11 7 S 1 1 1,46% 1,1%
51 11 7 S 1 1 1,20% 1,1%

AH57.1 57(17)" 7 9 S 1 1 2,13% 1,6%
60 4 8 S 1 1 1,01% 0,0%
Osszesen: 32,3% 27,6%

* A csillaggal jelolt haplotipusok esetében a bostoni kromoszémakra vonatkozoan nem allt
rendelkezésre elegendd adat ahhoz, hogy kiilonbséget tehessiink egymashoz erésen hasonlito Gsi
haplotipusok kozott

* A ketts kereszttel jelolt HLA-allélok meghatarozasa egyes esetekben eltéré felbontoképességii
modszerrel tortént; a zardjelben a szélesen reagald antigén van feltiintetve

Elsé lépésként a bostoni populdcioban legaldbb 1%-os eldéforduldsi aranyt
mutato (legalabb 27 fiiggetlen kdpidban eléforduld), vagyis esetiikben dsinek mindsiild
haplotipusokat elemeztiik (14. tablazat). A bostoni kaukézusi mintakban dsszesen tizen-
két olyan haplotipus volt megfigyelhetd, amelyek minden rajtuk vizsgalt markert illetd-
en megegyeztek. Ugyanakkor e tizenkét haplotipus koziil legalabb kettd magaban foglal
tobb eltérd, az IHWG vagy a munkacsoportunk altal mar részletesebben jellemzett Osi
haplotipust, amelyek olyan polimorfizmusokban (jelen esetben LTA 252A>G vagy
HSPA1B 1267A>G) térnek el egymastol, amelyek a bostoni adatbazisban nem szerepel-

nek. Az emlitett tizenkét haplotipusbol tizenegy a magyarorszagi kaukazusiakban is
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kimutathat6é volt, koziilik tiz ez utébbi populacidoban is elérte az Osi haplotipusba
sorolas feltételének szamitd 1%-os eléforduldsi aranyt. A bostoni régidban 6sinek
mindsiild haplotipusok Osszesitett gyakorisaga érdemben nem kiilonb6zott a két popula-
cio kozott (p=0,22), eloszlasi mintazatuk pedig szignifikansan korrelalt (R=0,789,
p=0,0023). Mindkét populacioban a 8.1 6si haplotipus el6fordulasi aranya volt a
legmagasabb, ezt kovette az AH7.1, majd a bostoni adatok alapjdn nem megkiilonboz-

tethet6 AH44.2 — 44.var(A) paros egyiittese (14. tablazat).

15. tablazat: Bostoni kaukazusiakban 0,50-0,99%-0s gyakorisagot mutato MHC
haplotipusok és azok eléfordulisa magyar kaukazusiakban

z z
E“ - — E \5 ‘2 = -
k= E %, L 2 B 1; g “% g
2 o | o | a | &% 8|25 | E8S
2 S| 3] 3 ||| o| 82| £8%
NS T T T G S S =Z82 | @ =2
7 4 8 S 1 1 0.97% -
7var(A) 7 1G)" | 7 S 1 1 0,52% 1.1%
AH18.1 18 1507 | 6 S 1 1 0,71% 0.5%
AH18.2 18 3 2 S 1 0 0.67% 0.5%
27 11 7 S 1 1 0,63% -
35.var(C) 35 1 5 F 2 0 0,82% 1.6%
35 4 8 S 1 1 0,82% -
AH38.1 38 4 8 S 1 1 0,93% 1.6%
44 2 6 S 1 1 0,93% -
44 4 8 S 1 1 0.67% -
44 6 6 F 2 0 0,52% 0.5%
50 7 9 S 1 2 0,75% -
51 2 6 S 1 1 0.67% 05%
51 4 8 S 1 1 0,52% 0,5%
60 13 6 S 1 1 0,56% -
ﬁﬂggf;* sl 6 4 8 s | 1 1 | 097% 1.6%
62 11 7 S 1 1 0.67% 05%
AH62.3 62 6 6 F 1 1 0.67% -
65 7 2 S 1 1 0.71% -
Osszesen: 13,8% 8,5%

* A csillaggal jelolt haplotipusok esetében a bostoni kromoszémakra vonatkozoan nem allt
rendelkezésre elegendd adat ahhoz, hogy kiillonbséget tehessiink egymashoz erésen hasonlito ési
haplotipusok kozott

* A kett6s kereszttel jelolt HLA-allélok meghatarozasa egyes esetekben eltéré felbontoképességii
modszerrel tortént; a zardjelben a szélesen reagalo antigén van feltlintetve
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk azon haplotipusok el6fordulasi aranyat a
magyarorszagi mintdkban, amelyek legalabb 0,5%-0s gyakorisaggal (azaz legalabb 14
fliggetlen kopiaban) jelen voltak a bostoni kaukazusiakban (a hazai populacioban ez
volt a kimutathat6sagi hatar), am az ottani aranyuk nem érte el az Osi haplotipus
fogalma szerinti minimum 1%-ot. Ezeknek a feltételeknek tizenkilenc kiilonb6zo
haplotipus tett eleget (15. tablazat). A gyakoribb haplotipusokhoz hasonldéan eme tizen-
kilenc kozott is volt legalabb egy olyan, ami minimum két kiilonb6z6é 6si haplotipust
foglalt magéaba. A tizenkilenc haplotipus koziil tiz a magyar kaukdzusiakban is

kimutathat6 volt, ezek gyakorisaga hasonlitott a bostoni populacidban tapasztaltakhoz.

4.2 AZRCCX MODULARIS SZERKEZET VARIACIOI

Kovetkezd 1épésként a kaukdzusi populacioban fellelhetd6 RCCX szerkezeti
variansok eléforduldsat térképeztiik fel. A vizsgalt populacié megegyezett a hazai MHC
haplotipusok tanulmanyozéasakor bemutatottal. A kiilonb6z6 RCCX szerkezetek
részletes jellemzése végett a C4A és C4B génszamokon tul meghataroztuk a hosszu és
rovid C4 gének szdmat, az egyes C4 génvaridnsok kromoszoman beliili sorrendjét és a
CYP21A2 aktiv- illetve a CYP21A1P pszeudogének kopiaszamat is. A genetikai
analiziseket kiilon-kiilon minden csaladtag mintajan elvégeztiik, igy az eredményekbdl
az egyes kromoszodmak utddokba torténd atadasa is kovethetové valt.

Mivel a C4 génsorrendek megallapitasara alkalmazott allélspecifikus long PCR
reakciokhoz kizarolag jo mindségili, ép (nem toredezett) DNS templat hasznalhato, a
méréseket megel6zden ellendriztiik a DNS szilak toredezettségét. Nem megfeleld
minds€ég miatt két mintat (négy kromoszomat) kizartunk a vizsgalatbol, igy a jelen

tanulmanyban 184 haplotipust tudtunk értékelni.

16. tablazat: Az egyes C4 génvaridnsok el6forduldsi ardnya egészséges kaukazusiakban

C4A C4B Osszesen
Hosszu génvariins 186 (52,4%) 89 (25,1%) 275 (77,5%)
Rovid génvarians 4 (1,1%) 76 (21,4%) 80 (22,5%)
Osszesen 190 (53,5%) 165 (46,5%)
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4.2.1 C4és CYP2I gének az egészséges kaukazusi populdcioban

A 184 vizsgalt kromoszoma Gsszesen 355 C4 (és CYP21) gént tartalmazott. A
C4 gének kozel fele-fele aranyban kodoltak A illetve B izotipusu fehérjét; a HERV-K
endogén retrovirus szekvencia koriilbeliil haromnegyediikben volt jelen. A C4B gének
lényegében azonos aranyban voltak hosszuak illetve rovidek, ezzel szemben a C4A
gének dontd tobbsége hosszu volt (16. tablazat). Osszesen négy haplotipust azono-
sitottunk (2,2%), amelyek a funkciondlis CYP21A2 génnek két kopidjat is tartalmaztak,
mig két kromoszoémardl (1,1%) ez a gén teljesen hidnyzott.

A C4A, C4B, C4(L) és C4(S) gének elbfordulasi gyakorisaga, valamint a
kiilonb6zé szamu CYP21A2 géneket tartalmazd haplotipusok eléfordulasi gyakorisaga
megfelelt az egészséges kaukazusi populdcioéra vonatkoz6 irodalmi adatoknak (17.
tablazat). Az egyes C4 génvariansok eldfordulési aranyat egy jelentdsen nagyobb elem-
szamu, 1034 kromoszomat analizalo tanulmannyal [55] vetettiik 6ssze. A CYP21A2
génszdmokat ilyen nagysagrendii mintaszdmon nem vizsgaltak, ezeket 300 haplotipus

adataival hasonlitottuk 6ssze [43].

17. tablazat: Az egyes C4 génvaridnsok és a kiillonb6z6 szamu CYP21A2 gént tartalmazé

haplotipusok eléfordulési aranya a vizsgalt populaciéban és az irodalom alapjan

Sajat eredmények | Irodalmi adatok (;l()zé::sézkt)
Izotipus specifikus | C4A 190 (53,5%) 1093 (54,8%) 0.7939
C4 gének C4B 165 (46,5%) 903 (45,2%) ’
C4 hossz- C4(L) 275 (77,5%) 1554 (76,8%)
variansok' C4(S) 80 (22,5%) 470 (23,2%) 01773
Haplotipusonkénti 0 CYP21A2 2 (1,1%) 6 (2,0%)
CYP21A2 gének 1 CYP21A2 178 (96,7%) 289 (96,3%) 0,6925
szdma’® 2 CYP21A2 4 (2,2%) 5 (1,7%)

"Yang Y és mtsai alapjan [55]

?Blanchong CA és mtsai alapjan [43]
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4.2.2 A kaukazusi populdacioban eléfordulo RCCX szerkezeti variansok

Az egyes RCCX szerkezeti variansokat a benniik megtalalhat6 C4 gének szédma,
izotipus specificitdsa (A vagy B) és hossza (L — hosszu, S — rovid) alapjan neveztiik el
és jeloltik. Igy példdul az a bimoduléris struktira, amely az els6 (telomerikus)
szegmentalis pozicioban hosszii C4A, mig a masodikban rovid C4B gént tartalmaz, itt

mint A(L)-B(S) szerepel.

|I0 CYP21A2 képia B2 CYP21A2 képia

A(L)
B(S)

A(L)-A(L)

AL-8OT J
A(L)-B(S) B

A(S)-B(S) - - - ' -

B(L)-B(L)

A(L)-A(L)-B(L)
A(L)-A(L)-B(S)
A(L)-B(S)-B(S)
B(L)-A(S)-B(S)
A(L)-A(S)-B(L)
A(L)-B(L)-B(L)

RCCX szerkezeti varians

10 15 20 25 30 35 40

o A
(6]

El6fordulasi arany (%)

15. abra: A hazai kaukazusi populacioban el6fordulé RCCX szerkezeti variansok a
benniik megtalalhaté C4 gének szama, izotipus specificitasa és hossza alapjan

A CYP21 gének kopiaszamat figyelmen kiviil hagyva az RCCX szerkezetnek 13
kiilonb6zd valtozatat azonositottuk a 184 vizsgalt haplotipusban (15. é&bra). A
szerkezetek tobbsége (78,8%) bimodularis volt, a monomodularis struktirak kb. kétszer
olyan gyakran fordultak el (14,1%), mint a trimodularisok (7,1%). Quadrimodularis
struktarat a jelen populdcioban nem talaltunk. A monomodularis szerkezetek vagy
hossza C4A, vagy rovid C4B gént tartalmaztak. A gyakoribb bimodularis struktarakban
a C4 gének A(L)-B(L), A(L)-B(S) illetve A(L)-A(L) elrendez6dést mutattak, ezenkiviil
a 184-bdl egy kromoszoma két hosszi C4B gént tartalmazott, egy masik esetében pedig
az els6 RCCX modulban a meglehetdsen ritkanak szamito rovid C4A génvarians allt. A

leggyakoribb trimodularis struktira tipus az A(L)-B(S)-B(S) volt, de azonositottunk
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A(L)-A(L)-B(S), A(L)-A(L)-B(L) és A(L)-B(L)-B(L) elrendezddéstieket is, tovabba két
olyat, amelyek rovid C4A gént tartalmaztak a kozépsé modulban. Az utobbi szerkezetek
kodolt, mig a masikban — szintén a megszokottol eltéréen — a révid C4 gén utan hossza
kovetkezett.

A vizsgalt mintakban azonositott mindkét, funkcionalis CYP21A2 gén hianyos
kromoszoéma monomodularis RCCX szerkezetet hordozott, amelyekben egy hosszu
C4A gén allt. A négy haplotipus koziil, amelyekben két-két CYP21A2 gént mutattunk ki,
kett6 bi-, mig a masik kettd trimodularis volt. A bimodulérisak az A(L)-B(S) felépitést
mutattak, a trimodularisak a B(L)-A(L)-B(S)-t. Az ellenkezé oldalrdl szemlélve,
mindkét B(L)-A(L)-B(S) szerkezeti varians két CYP21A2 gént tartalmazott, az A(L) és
az A(L)-B(S) struktarak tobbségében (85,7 illetve 95,7 szazalékaban) azonban — a
konszenzusnak megfeleléen — ennek a génnek egy kopiaja volt jelen. A C4 génsorren-
deken til a CYP21A2 génszamokat is szamitasba véve igy Osszesen 15 kiilonb6zo
RCCX szerkezeti tipust azonositottuk. Ezek eloszlasa teljesitette a Hardy-Weinberg
egyensuly kritériumait (p=0,52). Az RCCX szerkezetek hossz-varidnsainak eloszlasa

megfelelt az irodalom alapjan vartaknak (18. tablazat) [55].

18. tablazat: Az RCCX szerkezet egyes hossz-variansainak el6fordulasi gyakorisaga a
vizsgalt populiciéban és az irodalom alapjan

RCCX hossz-varidns Sajat Irodalmi p értck
eredmények eredmények (2 teszt)
Monomodularis L 14 (7,6%) 47 (4,5%)
S 12 (6,5%) 108 (10,4%)
LL 97 (52,7%) 526 (50,9%)
Bimodularis LS 47 (25,5%) 268 (25,9%)
SS 1 (0,5%) 1 (0,1%)
LLS 2 (1,1%) 14 (1.3%)* 0,2652
LSL 1 (0,5%)
Trimodularis LSS 8 (4,3%) 33 (3,2%)
LLL 2 (1,1%) 35 (3,4%)
SSS - 1 (0,1%)
Quadrimodularis | LLLL - 1 (0,1%)

"Yang Y és mtsai alapjan [55]
* Az alkalmazott mdodszerek nem tették lehetové az LLS és az LSL variansok
megkiilonboztetését
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4.2.3 C4B gén hianyos RCCX szerkezeti variansok

A C4B*QO0 hordoz6 kromoszomak mindegyike kizarélag hosszi C4A géneket
tartalmazott. A C4B gén hianyos RCCX struktirak mono-, vagy bimodularisak voltak; a
CYP21 génszamokat is figyelembe véve Osszesen haromféle szerkezeti tipusba tartoztak
(19. tablazat). El6fordulasi aranyaikat tekintve egyik sem bizonyult kimagasloan

gyakorinak a tobbihez viszonyitva.

19. tablazat: C4B gén hianyos RCCX szerkezetek el6fordulasa az egészséges kaukazusi

opulacioban
RCCX s.Z(’arkezetl CYP21A2 génszim El('ifordfllf'lSl
varians gyakorisag
Monomodularis AL) 0 11%
A(L) 1 6,5%
Bimodularis A(L)-A(L) 1 8,1%

43 A C4 GENEK 35. INTRONJABAN TALALHATO TRANSZKRIPCIOS
FAKTOR KOTOHELY VIZSGALATA

A C4A ¢és C4B gének 35. intronjaban elhelyezkedd CYP21 regulacids
szekvenciak Osszehasonlitasahoz homozigota C4A illetve homozigota C4B gén hidnyos
egyének mintait elemeztiik. A tanulmanyba bevont embereket a munkacsoportunk altal
korabban vizsgalt, kiilonb6z6 szempontok alapjan gyiijtott egészséges- és betegpopula-
ciokbol valogattuk azok C4 génkopia-szama alapjan. Kozottik tizendten voltak, akik
egyetlen C4A, mig harmincnégyen egyetlen C4B génkopiaval sem rendelkeztek. Mivel
kozel azonos szdmu C4A és C4B gén deficiens egyén mintajat kivantuk vizsgalni,
illetve nem mindenkitdl allt rendelkezésilinkre kelld mennyiségii DNS, végiil tiz C4A és
tizenkét C4B gén hianyos személy esetében (vagyis 20 C4A és 24 CAB deficiens
kromoszémaban) hataroztuk meg a C4 gének 35. intronjanak bazissorrendjét. A vizsgalt
C4A*Q0 hordozé kromoszémak Osszesen 23 C4B gént, mig a C4B*Q0 hordozok

Osszesen 32 C4A gént tartalmaztak.
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CGTCCATGATGCAAGACTCT CTGGGGCAAGGTCAC|ICCTC AATGTIGAAGGACACTGGA

CGTCCATGATGCAAGACTCT CTGGGIGCAAGGTCAC|ICCTC AATGT|IGAAGGACAICTGGA
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16. abra: Transzkripciés faktor kotohelyek (F1, F2, F3) a C4B gének 35. intronjaban

4.3.1 A C4A és C4B gének 35. intronbeli bazissorrendjének osszehasonlitisa

Els6 1épésként kiilon-kiilon megvizsgéaltuk a homozigéta C4A*QO0 illetve a
homozigota C4B*Q0 hordozok csoportjdban a C4 gének 35. intronjaban taldlhato
regulacios elemeket. A régioban hdrom transzkripcids faktor kdtéhelyet azonositottak,
amelyeknek felfedezdik az F1, F2 és F3 nevet adtak (16. abra) [99]. Az amplikonok
mindharom kisérletesen igazolt CYP21 regulaciés elemet lefedték, a kromatogramok
mindkét iranybol szépen leolvashatok voltak. Ezek bazissorrendje mind a C4A, mind a
C4B gén hianyos csoporton beliil teljes mértékben egyezett. Ezt kdvetden a két csoport
kozott vetettiik Gssze a 35. intronikus szekvenciakat, de itt sem talaltuk eltérést (17.

abra).

F3

F1
B111-c43s5F HeTEEETCHET GIIIG
n -'-_ 1

ﬂ il
Trace data | |

pustei-cassic HCTFE

BATci{cARGG AERETCGHGH

sede IIIGGIIIIIIIII

I Mf\/\ﬁ. I

Consensus CGTCCATGATGCAAGACTCT GGGG CAAGGTCACQCTCT

BATGYcANcG AEAETGGHGH

Trace data | A :.,

AATGTGAAGGACACTGGAGA

Conservation

on ‘ ‘| H
0%
2 foits Tc

RRRHNRARL (LAt 1l RRRARUA AL
ATGAT GCAAGACTCT GGG CAAGGTCACACTCT

34 bazis 72 bazis

Sequence logo
0/00its

17. abra: A C4B (fent) és a C4A (alul) gének 35. intronjaban taldlhaté transzkripcios
faktor kotéhelyek (F1, F2, F3) bazissorrendje két reprezentativ minta alapjan

55



DOI: 10.14753/SE.2013.1790

44 A SZTEROID BIOSZINTEZIS ES A C4B*Q0 HORDOZAS

A C4B*QO0 hordozas ¢s a mellékvesekéreg altal termelt hormonok szérumszintje
kozotti Osszefliggést 76, kaukazusi populdcioba tartozd, mellékvese incidentaldémas
egyén bevonasaval vizsgaltuk. A tumor egyik esetben sem bizonyult rosszindulatinak,
sem hormonalisan aktivnak a diagnézistdl szamitott minimum 5 éves kovetési id0sza-

kon belil.

441 A C4B*Q0 hordozas osszefiiggése a nyugalmi hormonszintekkel

A vizsgalt populaciot kettébontottuk a genomialis C4B génkdpia-szam alapjan.
Az els6 csoportba azt a 15 egyént soroltuk, akik biztosan C4B*Q0 hordozok voltak az
alacsony (0 vagy 1) 0ssz-C4B géndozisuk alapjan, a masodik csoportba a maradék 61,
magas (>2) 0ssz-C4B kopiaszammal rendelkezd személy keriilt. A két csoport kdzott
nem volt kiilonbség az életkor (p=0,12), a nem (p=0,89), és a szteroid szérumkoncentra-

cidkat befolyasold test-tomeg index (BMI) (p=0,23) tekintetében sem.

20. tablazat: Nyugalmi kortikoszteroid és ACTH szérumkoncentraciok osszefiiggése a C4B
génddzissal hormonalisan inaktiv mellékvese incidentalomas egyénekben

Szérumkoncentracio p érték

[Median (25.-75. percentilis)] Mérték- (Mann-

Alacsony (0 vagy 1) Magas (>2) C4B egység Whitney
C4B géndozisuak géndozistak teszt)
Kortizol 248,3 (160,0-303,5) 275,9 (193,1-358,7) nmol/L 0,221
Aldoszteron 0,055 (0,036-0,166) 0,111 (0,055-0,166) nmol/L 0,142
L7-hidroxi- 1,288 (0,644-3,219) | 17348 (0,924-2,129) | nmollL | 0,733

progeszteron

Kortikoszteron 4,942 (4,046-9,190) 6,893 (3,266-15,15) nmol/L 0,476
ACTH 3,110 (1,320-4,008) 4,955 (3,377-6,253) pmol/L 0,005

Elséként az alap kortikoszteroid és az ACTH szérumszinteket vetettilk Ossze a

két csoportban (20. tablazat). Elobbiek koziil az ébredési kortizol, aldoszteron, 17-
hidroxiprogeszteron ¢és kortikoszteron szintjeit vizsgaltuk. Szignifikans eltérést egyediil
a nyugalmi ACTH koncentraciok esetében tapasztaltunk, ami a C4B*Q0 hordozokban
alacsonyabbnak (p=0,005) bizonyult a nem hordozokhoz képest (18. abra).
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18. abra: A nem C4B*Q0 hordozo és a hordozé mellékvese incidentalomasok nyugalmi
(ébredéskor mért) ACTH szintjei

4.4.2 ACTH stimuldcio utani Kortikoszteroid szintek és a C4B géndozis

A C4B géndozis alapjan elkiilonitett csoportokban dsszehasonlitottuk az ACTH

indukciéra mért kortizol, aldoszteron, 17-hidroxiprogeszteron és kortikoszteron szérum-

koncentraciokat is (21. tablazat). A stimulacié az ACTH szintetikus analdgjaval, az

annak elsé 24 aminosavat tartalmazd Cortrosynnal tortént, ami egészséges egyének

esetében az ACTH-val megegyez6 hatast valt ki, igy a mellékvesekéregben serkenti a

gliiko-, ¢és a mineralokortikoidok szintézisét. A két csoport kozott szignifikans eltérést

egyediil a kortizol esetében tapasztaltunk, aminek magasabb (p=0,018) volt a szintje
C4B*QO0 hordozok korében a tobbiekhez képest (19. abra).

21. tablazat: ACTH stimulacié utan mért kortikoszteroid szintek és a C4B géndozis

osszefiiggése hormonalisan inaktiv mellékvese incidentalémas egyénekben

Szérumkoncentracié (nmol/ml)

- érték
[Median (25.-75. percentilis)] :)I\/T;:Ien
>
Alacson’y (0, v.agy 1) Maigas ,(_.2), C4B Whitney teszt)
C4B génddzistuak géndézistak
Kortizol 2207,2 (1958,9-2372,7) | 1710,6 (1434,7-2290,0) 0,018
Aldoszteron 0,402 (0,277-0,443) 0,457 (0,249-0,644) 0,392
L7-hidroxi- 28,69 (17,63-54,43) 24,94 (17,09-46,33) 0,524
progeszteron
Kortikoszteron 211,2 (132,9-416,5) 195,2 (141,5-251,2) 0,223
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19. abra: A nem C4B*Q0 hordozoé és a hordozé mellékvese incidentalomasok ACTH
stimulus utan mért kortizol koncentracioi

Kovetkezd 1épésként Gsszehasonlitottuk a kiilonb6zd kortikoszteroidok ACTH
indukcidra adott reaktivitasat is a két csoportban (22. tablazat). A reaktivitast az ACTH
stimulus utan mért és az alap hormonszintek hanyadoséaval (index érték) jellemeztiik. E
hanyados értéke szintén szignifikansan magasabb (p=0,001) volt a C4B*Q0 hordozdk
esetében a nem C4B*QO0 hordozokhoz viszonyitva (20. 4bra). Az aldoszteron ¢és a
kortikoszteroid szintek hdnyadosa ugyan nem mutatott szignifikans eltérést a csoportok
kozott, &m mindkét hormon esetében megfigyelhetd volt a magasabb értékek felé tartod
tendencia a legfeljebb egy C4B génkopiaval rendelkezdk korében. Ezzel ellentétben
C4B géndozisra vonatkoztatott 17-hidroxiprogeszteron hanyadosokat tekintve semmi-

nemt kiilonbség nem volt tapasztalhato.

22. tablazat: Egyes kortikoszteroid hormonok ACTH indukciora mutatott reaktivitisa a
C4B géndézis fiiggvényében hormonalisan inaktiv mellékvese incidentalomas egyénekben

Az ACTH stimulusra adott/ az alap o

szérumkoncentraciok hanyadosa g\;;;e:

[Median (25.-75. percentilis)] Whitney
Alacsony (0 vagy 1) Magas (>2) C4B teszt)

C4B géndézisuak géndozisuak
Kortizol 10,9 (8,4-14,4) 7,2 (5,3-8,9) 0,001
Aldoszteron 7,5 (2,6-15,8) 4,3 (2,4-8,3) 0,258
L7-hidroxi- 19,5 (9,7-68,8) 19,1 (9,4-36,0) 0,635
progeszteron

Kortikoszteron 31,7 (21,1-90,9) 30,0 (14,2-56,6) 0,216
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20. abra: A nem C4B*Q0 hordozo és a hordozé mellékvese incidentalomasok ACTH
stimulus utan mért és a nyugalmi (ébredéskor mért) kortizolszintjeinek aranya

Mindezek utan megvizsgaltuk a C4B*QO0 hordozés ¢és az ACTH stimulus
hatasara fokozott mértékben indukalhaté hormonok (kortizol, aldoszteron, kortiko-
szteron) reaktivitasa kozott fennallo kapcsolat erOsségét. Az egyes kortikoszteroidok
ACTH indukalt és nyugalmi szérumkoncentracidinak hanyadosaira vonatkoztatva ROC
analizis segitségével megkerestilk a magas és az alacsony reaktivitds kozti optimalis
vagopont értékét. A szamitasok alapjan a kortizol esetében 7,7, az aldoszteron esetében
12, mig a kortikoszteron esetében 70 feletti értékektdl tekintettiik magasnak a reakti-
vitast. Megvizsgaltuk, hogy a C4B*Q0 hordozok illetve nem-hordozok kozott hogyan
alakul az adott kortikoszteroid hormon tekintetében az ACTH stimulusra magas illetve
alacsony reaktivitdst mutatok aranya. A kortizol magas reaktivitdsa szignifikdnsan
asszocialt a C4B*Q0 hordozassal (OR=23,13), mig az aldoszteron ¢s a kortikoszteron
esetében kevésbé volt erds az Osszefiiggeés (21. dbra).

A kortizolra és az aldoszteronra vonatkozoan a fenti asszociaciok szignifikdnsak
maradtak még a nemre, korra és tumorméretre vald adjusztalds utan is; a C4B*Q0
hordozds ¢s a kortikoszteron ACTH indukciora adott fokozott reaktivitasa kozti
kapcsolat szignifikanciaja azonban eltiint az adjusztalas hatasara (23. tablazat). (A
C4B*Q0 haplotipusok hordozésa és a kortizol ACTH stimulusra mutatott magas
reaktivitasa kozotti szignifikans korrelacié akkor is fennallt, ha a nemen, az életkoron €s
az incidentaldma méretén kivill a ndék menopauzilis statuszara is adjusztaltunk

(OR=32,1; p=0,005)).
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21. abra: A C4B*Q0 haplotipusok hordozasa és a Kiilonb6zo kortikoszteroidok ACTH
indukcidora mutatott reaktivitasanak osszefiiggése
reaktivitas: az indukalt és az alap hormonszintek hanyadosa;
vagopontok: kortizol: 7,7, aldoszteron: 12, kortikoszteron: 70
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23. tablazat: A C4B géndozis és az egyes kortikoszteroidok ACTH stimulusra mutatott
reaktivitasa kozotti kapcsolat tobbszoros logisztikus regresszios analizise

Kortizol index:

Az ACTH indukci6 utani és az alap kortizol koncentraciok hanyadosa; magas: >7,7

Viltozo OR (95% konfidencia intervallum) p érték
0 vagy 1 C4B génkopiat (C4B*Q0) 25,12 (2,80-225,48) 0,004
hordozok vs. a tobbi beteg
Incidentaléoma mérete 1,02 (0,98-1,06) 0,280
Kor 0,99 (0,93-1,07) 0,964
Nem 0,22 (0,05-1,03) 0,055
Konstans 0,544

Aldoszteron index:
Az ACTH indukcio6 utani és az alap aldoszteron koncentraciok hanyadosa; magas: >12

Viltozo OR (95% konfidencia intervallum) p érték
0 vagy 1 C4B génkopiat (C4B*Q0) 10,33 (1,49-71,45) 0,018
hordozok vs. a tobbi beteg
Incidentaléma mérete 0,95 (0,88-1,03) 0,233
Kor 1,08 (0,97-1,19) 0,154
Nem 0,59 (0,05-7,36) 0,687
Konstans 0,157

Kortikoszteron index:

Az ACTH indukciod utani és az alap kortikoszteron koncentraciok hanyadosa; magas: >70

Valtozo OR (95% konfidencia intervallum) p érték
0 vagy 1 C4B géilké.[)iét (C4B*Q0) 3,63 (071 18,60) 0.122
hordozok vs. a tobbi beteg
Incidentaléma mérete 0,98 (0,94 — 1,03) 0,452
Kor 0,93 (0,85-1,01) 0,097
Nem 0,83 (0,07 —9,84) 0,880
Konstans 0,105

4.4.3 Homozigota C4B*Q0 hordozék hormonszintjei

A 15 vizsgalt, hormonalisan inaktiv mellékvese incidentalomas, C4B*Q0
hordozdé egyén koziil mindossze harman voltak olyanok, akik egyetlen C4B génkdpiaval
sem rendelkeztek. Egy ennyire kis 1étszamt csoporton statisztikai elemzés elvégzése
ugyan nem lehetséges, annyi azonban lathato, hogy a C4B*QO0 hordozok és nem
C4B*QO0 hordozdk esetében eltérést mutatd hormonalis paraméterek még kifejezetteb-

bek a homozigota C4B*QO0 hordozokban. A C4B gén hianyos egyénekben az alap
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ACTH szint medianja 1,4 pmol/L (25.-75. percentilis: 1,3-1,6) volt, ezzel szemben az
egy C4B génkopiaval rendelkezoké 3,4 pmol/L (25.-75. percentilis: 1,7-4,4). Az ACTH
indukci6 utan és a nyugalomban mért kortizol szérumkoncentraciok hanyadosanak
medianja az elébbi csoportban 13,2-nek (25.-75. percentilis: 7,8-15), mig a heterozigota
C4B*QO0 hordozok esetében 10,7-nek adodott (25.-75. percentilis: 8,5-14,1).

24. tablazat: Dexametazon hatasa a Kiilonbozé C4B géndozisi, nem-hormontermelé
mellékvese incidentalomas egyének kortizol szintjére

Median (25.-75. percentilis) p érték
Alacsony (0 vagy 1) | Magas (>2) C4B (Mann-
C4B géndézisuak géndozisuak Whitney teszt)

Alap kortizolszint (reggel), 248,3 (160,0-303.5) 275,9 (193,1- 0.221
nmol/L 358,7)
Kortlrzolszmt dexametazon 55,18 (46,90-110,4) 55,18 (27,59- 0.074
beadasa utan, nmol/L 55,18)
A dexametazonnal gatolt/
az alap kortizol 0,25 (0,18-0,44) 0,17 (0,11-0,25) 0,015
koncentraciok hanyadosa

4.4.4 Dexametazon beaddst kivetd kortikoszteroid szintek és a C4B géndozis

A dexametazon egy szintetikus szteroid, amely a gliikokortikoid receptorokhoz
ményképpen a kortizol bioszintézisét is. Ez a hatas a vizsgalt populdcidban is megnyil-
vanult; mig az alap kortizolszintek medianja 248,3 nmol/L-nek adodott (25.-75. percen-
tilis: 193,1-358,7), az 1 mg dexametazon beadasat kovetd kortizolszintek medianja
55,18 volt (25.-75. percentilis: 27,59-60,70) (p=0,001; Wilcoxon-féle parositott teszt).

A dexametazon kortizolszintre gyakorolt hatdsa mind a C4B*QO0 hordozok,
mind nem-hordozok korében kimutathato volt; e tekintetben nem tapasztaltunk eltérést
a két csoport kozott (24. tablazat). Ugyanakkor a dexametazon szupresszios tesztet
kovet6 és az alap kortizol szintek hanyadosa szignifikdnsan magasabb (p=0,015) volt a
C4B*QO0 hordozok esetében a legalabb két C4B génkopidval rendelkez6khoz viszonyit-
va (22. abra).
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22. abra: A nem C4B*Q0 hordozo és a hordozé mellékvese incidentalémasok dexametazon
beadast kovet6 és a nyugalmi (ébredéskor mért) kortizolszintjeinek aranya
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5 MEGBESZELES

Vizsgalataink elsddleges célja annak kortilhatarolasa volt, hogy mi okozhatja a
C4B*Q0 hordozok korében megfigyelt fokozott kardiovaszkularis mortalitast ¢és
morbiditast. Vizsgaltuk, hogy a jelenség hatterében allhat-e egy adott, C4B gén hianyos
MHC haplotipus vagy egy bizonyos RCCX szerkezeti varians. Ennek megallapitdsdhoz
egy csaladvizsgalat keretei kozott feltérképeztiik a hazai kaukdzusi populacio korében
eléforduld MHC haplotipusok gyakorisagat és Osszetételét, majd az eredményeket
Osszehasonlitottuk egy lényegesen nagyobb elemszamu, egyesiilt allamokbeli kaukazusi
populacid adataival. Felmértiik tovabba a kaukazusiakban eléforduld6 RCCX szerkezeti
variansokat is és minden eddigi populacids tanulmanyhoz képest részletesebben
jellemeztiik azokat. Emellett vizsgaltuk a C4 gén és a vele kozvetleniil szomszédos, a
szteroid hormonok bioszintéziséhez nélkiilozhetetlen CYP21A2 gén kapcsolatat. Abbol
kiindulva, hogy a funkcionalis CYP21A2 gén tobbnyire C4B gén utan all, illetve a C4A
géneket altalaban a CYP21A1P pszeudogén koveti, 6sszehasonlitottuk a C4A ¢és a C4B
gének 35. intronjaban talalhato, a CYP21 gének szabalyozasaban fontos transzkripcios
faktor kotOhelyek bazissorrendjét. Végiil arra kerestiink valaszt, hogy a C4B*QO0
hordozéds ¢és a szteroid hormonok szérumszintje koézott kimutathatd-e Osszefliggés.
Ehhez nem hormontermeld, joindulati mellékvese incidentalomaval diagnosztizalt
paciensek nyugalmi, ACTH stimulalt és dexametazonnal gatolt hormonszintjeit vetettiik

Ossze a C4B géndozissal.

51 MHC HAPLOTIPUSOK ES RCCX STRUKTURAK
5.1.1 Az egészséges kaukdazusiak MHC haplotipusai és a C4B*Q0 hordozads

A hazénkban eléforduldé 6si MHC haplotipusok gyakorisdganak és Osszetételé-
nek feltérképezését egy csaladvizsgalat keretei kozott végeztiik a csaladon beliili 6rok-
lésmenet alapjan. Ebbdl kifolydlag néhany kivételtdl eltekintve az egyes polimorfiz-
musokat egyértelmiien Kromoszomahoz tudtuk rendelni, ellentétben az egyedi genomok
alapjan, szoftveresen torténd haplotipus Osszeallitasos vizsgalatokkal. Egyediil a két-

allélos SNP-k esetében fordult el6, hogy néhany csaladnal nem lehetett nyomon kdvetni
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minden egyes allél utddokba torténd atadasat. Ilyen esetekben feltételeztiik, hogy a
csaladban el6forduld 6si haplotipusok a kérdéses SNP tekintetében is a rajuk jellemzo
variaciot tartalmazzak, és ennek megfelelden rendeltiik kromoszomahoz az egyes
allélokat.

A nemzetkdzi irodalom nem egységes az 6si haplotipusok nevezéktanat illetéen
(pl. az AH8.1 és a [HLA-A1, B8, DR3, DQ2] megjeldlés ugyanazt a haplotipust takarja),
tovabba arra vonatkozoan sincsen konszenzus, hogy a HLA-B, -DRB1 ¢és -DQB1
allélokon kiviil pontosan mely polimorfizmusok szamitanak az 6si haplotipusok szerves
alkotorészének. Ezekben a pontokban az IHWG altal lekozolt, az 6si haplotipusok
felépitésérdl szolo, atfogd kozleményben foglaltakat tekintettiik iranyadonak [19].
Ennek megfeleléen a HLA-A allélban vald egyezést nem tartottuk az 6si haplotipusba
sorolas kritériumanak, viszont figyelembe vettiik a C4A ¢és C4B génszamokat, valamint
bizonyos SNP-ket. Az emlitett tanulmanyban vizsgalt SNP-k koziil harmat (CFB S>F,
LTA 252A>G és HSPA1B 1267A>G) hataroztunk meg; ami elegend6 volt ahhoz, hogy
az IHWG altal elismert, de egymastol HLA-allélban és C4A/C4B kopiaszamban sem
kiilonb6z6 6si haplotipusok mindegyikét el tudjuk kiiloniteni. Ezenkiviil tovabbi harom
olyan SNP-t (TNF -308G>A, AGER -374T>A ¢és AGER -429T>C) is meghataroztunk,
amelyek munkacsoportunk korabbi eredményei szerint jol hasznalhatok haplotipus
predikciora tagSNP-ként [36, 140].

A hazai kaukéazusi populacidban tizenhat kiilonb6zd, az IHWG altal elismert 6si
haplotipust azonositottunk, emellett tizennégy olyat, amelyek nem szerepelnek ugyan az
IHWG tanulményaban, de legaldbb két fiiggetlen kdpidban fordultak eld. A nemzetkozi
gyakorlat szerint egy adott populacidéra nézve az egy szédzalékos eléfordulési aranyt
elérd, nem rokon személyekben is kimutathat6 MHC haplotipusok &sinek szdmitanak
[141]. A jelen populacidra vonatkoztatva ez azt jelenti, hogy minden, mar két figgetlen
kopiaban kimutathatoé haplotipus Osinek tekinthetd. Mindent 0sszevetve az ismételten
el6forduld (6si) MHC haplotipusok aranya 47,3% volt, ami 6sszhangban all a régié
szorosan kapcsolt voltat hangstilyozé koncepcioval [142, 143], illetve azon irodalmi
megfigyeléssel, miszerint a kaukazusi populdcidban az 6si MHC haplotipusok és azok
fragmentumainak Osszesitett gyakorisaga a 73%-ot is elérheti [14]. Ugyanakkor
bizonyos tanulmanyok lényegesen kisebb mértékii konzervaltsdgrol szamolnak be az

MHC régiot illetden, vitatva az 6si MHC haplotipus fogalom létjogosultsagat [144]. Az

65



DOI: 10.14753/SE.2013.1790

ellentétes eredmények mogott valdszinlileg megkozelitésbeli eltérések huzodnak.
Egyrészt a nem csaladfaeclemzésen alapuld haplotipus dsszeéllitasos modszerek eleve
nem nyujtanak teljes mértékli precizitast, masrészt tobb jel is arra utal, hogy 1ényeges
szempont a haplotipust kijel6lé markerek megfelel6 megvalasztasa [145, 146]. A
molekularis bioldgiai mddszerek fejlddésének és az emberi genom variabilitdsanak
egyre részletesebb ismeretének koszonhetden egyre gyakoribbak a nagyszamu polimor-
fizmust figyelembe vevd vizsgélatok. A kiilonb6zd polimorfizmusokra azonban eltérd
erosségli szelekciés nyomds hat, és nem a hosszi kromoszomaszakaszokat érintd
rekombinacié az egyetlen mechanizmus, ami a DNS szekvencia mddosulasat képes
eléidézni. Ebbdl fakadéan nem meglepd, ha az egyébként hosszan €s erésen konzervalt
haplotipusokban is akadnak eltérések. Az altalunk analizalt SNP-k koziil négynek (LTA
252A>G, TNF -308G>A, AGER -374T>A ¢és AGER -429T>C) bizonyitottan
génexpressziot befolyasold szerepe van, de a masik kettot is tobb betegség-asszociacios
kozlemény emliti, utalva onmaguk, vagy valamely kapcsolt polimorfizmus funkcionalis
jelentéségére [132, 147, 148]. (A CFB S>F polimorfizmus egyes autoimmun korképek-
kel tarsul, a HSPA1B 1267A>G pedig bizonyos alapbetegségek fennallasa esetén tovabb
fokozza a kardiovaszkularis rizikot [149-153].) Vélhetleg ez az oka annak, hogy
munkacsoportunk az SNP-k szintjén is nagyfoku egyezést tudott kimutatni az egyes Osi
haplotipusokon beliil. A régio konzervalt voltat tiikkrozi az is, hogy a hazai populacioban
a 105 vizsgalt gyermek koziil minddssze négy hordozott rekombinans MHC haplotipust.
Ennek megfeleléen az atlagos rekombinacids gyakorisag (rekombinans utodkromoszo-
mak szama osztva az Osszes utddkromoszoma szamaval) a HLA-A és HLA-DRB1 gének
kozotti, négy befagyott blokkon ativeld mintegy 2,7 Mb hosszsagl szakaszra nézve
1,9%. Ez 0,7 cM/Mb (centiMorgan/megabézis) rekombinacids ratat jelent, mikézben a
huméan genomban az atlagos rekombinacids ratat 1,3 cM/Mb koriili értéknek becsiilik
(0,3 cM/Mb alatti illetve a 3 cM/Mb feletti értékek kiemelten alacsony illetve magas
rekombinacios ratanak szamitanak, ezekre kiilon szakszo 1étezik az irodalomban) [154].

A fentiek fényében nem elhanyagolhatd kérdés a betegség-asszociacios analizi-
sek szempontjabol, hogy mely 6si MHC haplotipusok vannak jelen viszonylag nagy
aranyban az adott populdcidban. Mintdinkban az irodalom alapjan vartaknak megfele-
16en az autoimmun korképekre hajlamositd és szamos egyéb betegség lefolyasat

modositd AHS.1 bizonyult a leggyakoribb konzervalt haplotipusnak 5,8%-os eléfordu-
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lasi aranyaval [155]. Emellett a 4,2%-o0s gyakorisagh AH7.1-nek és a 2,6%-0s gyakori-
sagl AH13.1-nek is ismertek klinikai vonatkozasai [26, 28, 156]. Figyelemre mélto,
hogy ezekhez hasonl6 eléfordulasi gyakorisagot (3,2%) mutatott az altalunk 38.var(A)-
ként jelolt, iddig masok altal nem leirt haplotipus is. Tekintve az MHC régioban
elhelyezkedd, immunoldgiai szempontbol relevans gének nagy szamat, feltehetdleg ez
utobbi haplotipus is rendelkezik betegségre vald hajlamot befolyasold hatdssal, &m
ennek megallapitdsdhoz részleteiben kellene ismerni a haplotipus felépitését és a ra
nézve karakterisztikus polimorfizmusok fiziologiai és patologiai szerepét. Altalanossag-
ban véve megallapithatd, hogy MHC régidbeli géneket érintd betegség-asszociacios
tanulmanyok sordn mindenképpen érdemes utdnajarni, hogy a vizsgélt polimorfizmusok
nem kapcsoltak-e szorosan egy bizonyos 6si haplotipushoz. A nagyfoku linkage
disequilibrium miatt ugyanis konnyen megeshet, hogy tévesen tulajdonitanak funkcio-
nalis szerepet egy-egy genetikai varidcionak.

Eppen ebbdl kifolyodlag tartottuk célszerlinek megvizsgalni, hogy a C4B*QO0
hordozok fokozott kardiovaszkularis rizikojanak hatterében esetleg nem egy konzervalt
MHC haplotipus szamos alléljanak egyiittes hatdsa all-e. Végeredményiil azonban azt
talaltuk, hogy — a C4A gén hianyaval ellentétben — a C4B gén hidnya szdmos eltérd
haplotipusban felbukkan, koztiik sok olyanban, amelyek szemlatomast egyedi allélkom-
bindcidkat tartalmaznak, de egyetlen olyanban sem, amely kiemelkedden nagy gyakori-
saggal fordulna elé a tobbihez képest. Ennek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy munkacsoportunk C4B*Q0 hordozokkal kapcsolatos megfigyeléseinek molekula-

ris szintli oka nem a C4 génektdl tavol esd variacidkban rejlik.

5.1.2 MHC haplotipusok eléforduldsa kiilonbiozd kaukazusi populdciokban

Az MHC haplotipusok gyakorisdgdnak ¢és 0Osszetételének feltérképezésére
iranyuld tanulmanyunk gyenge pontja a haplotipusok sokféleségéhez viszonyitott
alacsony mintaszam, ami nem reprezentativ mintavétel esetében jelentdsen torzithatja az
eredmények hitelességét. Mivel egész csaladokat Iényegesen nehezebb bevonni egy
vizsgalatba, mint fiiggetlen személyeket, az esetszamot érdemben tovabb ndvelni nem
tudtuk. Ugyanakkor az eredményeket Osszevetettik egy foldrajzilag tavoli (bostoni)
kaukézusi populacid egészséges tagjaira vonatkozd, a munkacsoportunkénal nagysag-

rendileg t6bb kromoszoémat szamlalo adatbazissal. Ez utobbi adatbazis tobb szempont-
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bdl is eltért a miénktdl. A HLA-A, sét a HLA-DQ allélok meghatarozasa sem valosult
meg tobb esetben, emellett az egyes HLA-allélok tipizdldsa nem mindig ugyanolyan
felbontoképességii metodikaval tortént, bonyolitva a két populacid 0sszevetését. Azon-
ban megjegyzendd, hogy még az IHWG altal definialt 6si haplotipusok esetében sem
egységes, hogy egy-egy szélesen reagald HLA-antigén vagy annak valamely szubtipusa
van-e megadva [19]. A centralis MHC régiobeli polimorfizmusok koziil a bostoni
hanem hagyomanyos, szérumfehérje elektroforézisen alapul6 allotipizalasi eljarassal. Ez
bizonyos szempontbdl részletesebb informacidt nyujt az altalunk alkalmazott technikak-
hoz képest, ugyanakkor pusztan a fenotipusbol a C4 kdpia-szamot abszolut biztonsaggal
kikovetkeztetni nem lehet. Természetesen minden egyes allotipushoz kiilon gén tarto-
zik, &m azt lehetetlen megallapitani, hogy egy adott allotipust egy vagy tobb génkdpia
koédol-e, tovabba egyes ritka C4-allélokrdl egyaltalan nem keletkezik fehérjetermék
[157].

Az adatbézisok kiilonbozdsége ellenére a két kaukazusi populdcidban eléfordulo
MHC haplotipusok egymassal jol 6sszehasonlithatok voltak. A Bostonban legalabb 1%-
os gyakorisagot mutatd tizenkét haplotipus koziil tizenegyet a hazai populacidban is
kimutattunk. Ezek Gsszesitett aranya a bostoni mintakban 32,3%, a magyarorszagiakban
27,6% volt, emellett a gyakorisdguk sorrendje is szignifikansan korrelalt (R=0,789;
p=0,0023). Ez egyrészt azt sejteti, hogy még az egymastol tavoli, fiiggetlen kaukazusi
populacidk is alapjaban véve egyeznek az 6si MHC haplotipusok tekintetében, masrészt
igazolja a hazai mintavételezés reprezentativ jellegét. Ezzel egyiitt eltérések is adodtak a
populaciok kozott, am ezek a kisebb szamban eléforduld haplotipusokra korlatozodtak.
Mindent osszevetve a jelen eredmények is az MHC régio nagyfok konzervaltsagat
tdmasztjak ald és rdmutatnak arra, hogy egy konkrét kaukazusi populacié tanulma-
nyozéasa kapcsan sziiletett megfigyelések jo eséllyel egyéb, fiiggetlen kaukézusi

populécidkra is extrapolalhatok.

5.1.3 Az RCCX szerkezet varidcioi és a C4B gén hianya

tanulmany is targyalja [38, 43, 55], mindezidaig nem sziiletett atfogd kozlemény az

egyes szerkezeteken beliili hosszu és rovid C4A és C4B gének pontos elrendezodésérol.
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Munkacsoportunk eredményei tobb szempontbdl is egyediilalloak. Egyrészt a csaladfa-
elemzésnek koszonhetden — az MHC haplotipusok felmérésére iranyuld vizsgalatunk-
hoz hasonloan — abszolut megbizhatosaggal tudtuk felallitani az egyes haplotipusokat.
Emellett kiilonb6z6, PCR alapti metodikak kombindldsa révén pontosan meg tudtuk
melyik hossz-variansa talalhato. Az el6z6 vizsgalatunkhoz hasonloan elvileg itt is
torzitott eredményekhez vezethet a relative alacsony mintaszam. Am ugyanerrdl a popu-
laciorél mar bebizonyosodott, hogy az MHC haplotipusok mintazatat tekintve erésen
hasonlit egy 1ényegesen nagyobb kaukéazusi populacidhoz, tovabba a C4 géneket illetve
eredményeinek [55]. Igy feltételezhetjiik, hogy a kapott eredmények altalaban véve
reprezentativak a kaukazusiakra nézve.

Az irodalom alapjan az egyes RCCX struktirak modulszamat és azok hosszat
tekintve hét gyakori és szamos ritka szerkezeti varians 1étezik [57]. Sajat eredményeink
Osszhangban allnak ezzel, de ravilagitottak jdonsagokra is. Bebizonyitottuk, hogy az
egyes C4 hossz-varidnsokat azonos szamban tartalmazd trimodularis strukturak is
eltérhetnek egymastol, még abban az esetben is, ha ugyanannyi C4A és C4B kopiat
tartalmaznak. Példdul az az RCCX szerkezet, amely egy C4A és két C4B gént tartalmaz,
melyek koziil egy hosszu és kettd rovid, akar A(L)-B(S)-B(S), akar B(L)-A(S)-B(S)
elrendezddést is mutathat. Legjobb tudomasunk szerint els6ként azonositottunk olyan
RCCX varianst, amelyben telomerikus C4B gént C4A gén kovet, illetve olyat, amelyben
hosszi C4 wvaltozat el6tt rovid all. Ettdl eltekintve azt tapasztaltuk, hogy a
multimoduléris szerkezetekben a leginkdbb telomerikus pozicidoban tobbnyire C4A gén
talalhato, ami megfelel a korabbi, csekély szaml szekvencidn alapuld kovetkezte-
téseknek és az MHC Haplotipus Projekt eredményeinek is [43, 158]. Ezenkiviil azt a
korabbi feltételezést is megerositettiilk, hogy a C4A gének szinte mindig hosszuak,
illetve hogy a C4B gének kozel azonos hanyada hosszu illetve rovid [38].

A kiilonboz0 sajatsagi C4 gének szaman kiviil meghataroztuk a CYP21A2 ¢és a
CYP21A1P génszamokat is. Az irodalomnak megfelelen a nulla vagy két funkcionalis
CYP21A2 génkopiat hordozo haplotipusok az altalunk vizsgalt populacidban is aranylag
ritkan fordultak el6 [43]. Azonban érdekes modon mindkét, az A(L)-B(S)-B(S) tipusu
szerkezetekt6l hagyomanyos modszerekkel nem elkiilonithetd, B(L)-A(S)-B(S) elrende-
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z6déstt RCCX struktura két CYP21A2 kopiat tartalmazott. Ennek funkcionalis jelentdsé-
ge egyeldre nem ismert, illetve az sem, hogy valéban mind a két CYP21A2 gén kodol-e
fehérjeterméket. Az aktiv- és a pszeudogén elkiilonitése ugyanis kizarolag a pszeudo-
génre jellemzO 8 bazisparos delécion alapult, am a pszeudogént egyéb defektusok is
tonkreteszik [95].

Mindent 6sszevetve egyediil a C4 géneket érintd varidcidkat tekintve tizenhdrom
kiilonb6zé RCCX szerkezeti varianst azonositottunk, a CYP21A2 és CYP21A1P kopia-
szamokat is figyelembe véve tizenotot. A tizenot k6zott harom C4B*QO0 hordozo haplo-
tipus szerepelt, amelyek mono- vagy bimodularisak voltak. Az egy CYP21A2 kopiat
tartalmazé szerkezetek koziil az egy C4A génbdl allok eléforduldsi ardnya 6,5% volt,
ami alig maradt el a két C4A génbdl felépiil6 RCCX varidnsokétol (8,1%). Azaz a C4B
gén hianya nem kothetd egyetlen, a tobbihez képest kiemelkedden gyakori RCCX
valtozathoz, amelynek sajatossagai megindokolhatndk a C4B*Q0 hordozassal kapcso-

latos, betegség-asszociacios megfigyeléseiket.

52 AC4ESACYP21 GENEK KAPCSOLATA
5.2.1 A C4 gének 35. intronjaban talalhato reguldcios szekvencidk vizsgdlata

A C4 gének 35. intronjaban harom kiilonb6z6 transzkripcids faktor kdtohelyet is
leirtak, amelyek a kisérletes eredmények alapjan befolyéssal birnak a CYP21A2 gén
expressziojara. Ezek az eredmények azonban mind a C4B gén vizsgalata kapcsan
sziilettek, a C4A génekre vonatkozoan nem talalhato informacié az irodalomban. Multi-
modularis RCCX szerkezetek esetében a funkcionalis CYP21A2 gén jellemzden a
leginkabb centromerikus szegmensben talalhato [95], amelyben rendszerint C4B gén all
a sajat populacios felmérésiink szerint, illetve egyedi DNS-ek szekvenalasan alapulo
irodalmi adatok alapjan is [20, 158-160]. Ennek megfelelden kozvetleniil a C4A gének
utan tobbnyire CYP21A1P pszeudogén all, amelynek expresszids aktivitdsa szamot-
tevéen elmarad az aktiv génétdl [45]. Kiindulva abbol, hogy a C4B*Q0 hordozo6 kromo-
szomak esetében a CYP21A2 gén torvényszerlien C4A gén utan talalhatd, célszerlinek
tartottuk megvizsgalni, hogy az eltérd izotipusu fehérjét kodold gének 35. intronjaban

talalhatd szabalyozo elemek eltérnek-e egymastol. Amennyiben igen, az a C4B*QO0
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hordozdok kortikoszteroid bioszintézisére is jelentds kihatassal lehet. E hormonok
megfeleld mobilizacidja viszont nélkiilozhetetlen az adaptiv stresszvéalaszhoz, amely
folyamat zavarai ismert rizikotényezOk a sziv- és érrendszeri megbetegedésekben [120].

A C4A ¢s CAB gének szdz szazalékos biztonsagu elkiilonitése érdekében a 35.
intron bazissorrendjét homozigéta C4A és homozigota C4B gén hidnyos személyekben
hataroztuk meg. Laboratoriumunkban kordbban 0sszesen 1505, egyméssal nem rokon
személy DNS-én végeztiink C4 génkopia-szam meghatarozast [82-84, 88, 126, 127]; a
jelen vizsgalathoz koziilikk valogattunk be mintdkat. Ebbdl adodéan a mintaszam
viszonylag alacsony, hiszen az egészséges kaukazusiakban a homozigoéta C4A*QO0
hordozas eléfordulasi gyakorisaga 0,49%, mig a homozigota C4B*Q0 hordozasé 2,48%
a sajat eredményeink szerint. Ezek az aranyok az 1505 ismert C4 kopiaszaml személy
alkotta heterogén populdcioban sem moddosultak Iényegesen; a homozigdta C4A
deficiencia 1,00%, mig a homozigota C4B deficiencia 2,26%-os el6fordulési aranyt
mutatott, ami konkrétan 15 C4A ¢és 34 C4B gén hianyos egyént jelent. Mivel a jelen
tanulmany idején mar nem mindenkitdl allt rendelkezésre elegendé mennyiségti DNS,
Osszesen tiz C4A gén hianyos mintat tudtunk szekvendlasra elkiildeni. A C4B gén
hianyos mintak szamat ehhez igazitottuk, koziiliik végiil tizenkettdt elemeztiink.

A vizsgalt regulacios elemeket illetden bazissorrendbeli variaciot nem sikeriilt
kimutatnunk sem az azonos, sem az eltérd izotipusu fehérjét kodold, dsszesen 55 C4
gén kapcsan. Ez a megfigyelés megfelel az MHC Haplotipus Projekt eredményeinek is,
amely projekt soran rokonhdzassagbol sziiletett személyekbdl szarmazd, az MHC
régiora nézve homozigéta sejtvonalak MHC haplotipusait szekvenaltak meg [20, 158].
A kérdéses kromoszoémaszakaszra nézve hat sejtvonal (MCF, PGF, QBL, SSTO, COX,
DBB; forras: http://vega.sanger.ac.uk/info/data/MHC Homo_sapiens.html) esetében

érhetd el értékelhetd szekvencia. Ezek 0sszesen négy C4A és 6t C4B gént tartalmaznak,
egymassal tokéletesen megegyezd 35. intronikus bazissorrenddel. Mindez a vizsgalt
regulacios elemek konzervaltsagara utal, kiemelve funkcionalis jelentdségiiket. Annak
lehetGségét azonban elvethetjiik, hogy a C4B*QO0 hordozok altal mutatott fokozott
kardiovaszkularis rizik6 hatterében a C4 génekben leirt kriptikus CYP21 regulator

.....
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5.2.2 A szteroid bioszintézis és a C4B*Q0 haplotipusok kapcsolata

A C4B*QO0 haplotipusok és a 21-hidroxildz enzim kozott esetlegesen fennalld
kapcsolat vizsgalatara a direkt szekvencia-analizisen tul egyéb lehetdség is kinalkozik.
Hipotézisiink szerint a C4B*Q0 hordoz6 kromoszomak legalabbis nagy része a
CYP21A2 génnek olyan alléljat tartalmazza, amely a vad tipustétdl eltéré aktivitasu
enzimet kodol, vagy pedig az ilyen kromoszoémak esetében funkcionalis variacid
feltevésiink helyes, ugy a C4B*Q0 hordozdokban a kortikoszteroidok bioszintézisének
hatékonysaga eltér az atlagostol, aminek végsd soron meg kell mutatkoznia a reakciout
ve, hogy a kérdéses hormonok termelédése a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely
révén tobbszords visszacsatolasi korok szabalyozasa alatt 4ll, a hipotézis vizsgalatahoz
nem elégséges ezen hormonok nyugalmi szérumszintjiének ismerete. Mivel a HPA
tengely stimuléldsa illetve gétlasa egészséges egyénekben etikai megfontolasbol nem
kivitelezhetd, ezért vizsgalandd populacionak mellékvese incidentalomas betegcsopor-
tot valasztottunk. A mellékvese incidentalomdk olyan mellékvese tumorok, amelyek
nem eredményeznek jellegzetes hormonttltermelési tiinetekkel jard klinikai manifeszt-
aciot (Cushing-szindroma, Conn-szindroma, phacochromocytoma), és 1ényegében vélet-
lentiil, egyéb indikaciobol torténd képalkotd eljarasos vizsgalatok soran keriilnek diag-
nozisra. A daganatok szovettani szempontbol meglehetdsen heterogének; eléfordulnak
kozottik benignusak és malignusak, primerek és metasztazisosak, lehetnek mellékvese-
kéreg- vagy mellékveseveld-adenomak, illetve hormonalisan aktivak vagy inaktivak
[161]. Ebbdl kifolyoan a mellékvese incidentalomas paciensek sziikségszeriien atesnek
részletes endokrinologiai kivizsgalason is, hiszen a rosszindulatii és a hormontermeld
daganatokat lehetdség szerint el kell tavolitani. A vizsgalatoknak a kiilonb6z6 szteroid
hormonok ¢és prekurzoraik nyugalmi szintjének meghatarozasan til normalisan részét
képezik kiilonbozd stimuldcids ¢és szupresszids tesztek is. Azok a mellékvese
incidentalomas egyének, akiknél a tumor joindulati és nincs hormonalis aktivitasa,
lényegeben egészségesnek tekinthetok. Mindezeket a szempontokat figyelembe véve az
ilyen személyek idedlis vizsgalati populaciot alkotnak a C4B génszamok és a szteroid

hormontermelés kapcsolatanak tanulmanyozéaséhoz.
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Jelen tanulmany soran munkacsoportunk egyediil a genomialis, nem pedig a
kromoszémankénti C4 génszamokat hatdrozta meg. Ebb6l adoddéan a C4B*QO0
hordozok és a nem-hordozok csoportja teljes megbizhatdosaggal nem kiilonitheto el. A
nulla vagy maximum egy C4B génkopiaval rendelkez6 egyének bizonyosan C4B*Q0
hordozok, de elvileg a két C4B génnel rendelkezék is lehetnek azok. Eldfordulhat
ugyanis, hogy valakinek az egyik kromoszémaja két C4B gént tartalmaz, mig a masik
egyet sem. Ennek az esé¢lye azonban meglehetdsen csekély, a sajat populacios adataink
alapjan mindossze 0,13%. Igy minden, legaldbb két C4B génkopiaval rendelkez6 egyént
nem C4B*Q0 hordozonak tekintettiink.

Eredményeink alapjan a C4B*QO0 hordozok alap ACTH szintje alacsonyabb a
nem C4B*Q0 hordozokéhoz képest, ugyanakkor a négy vizsgalt szteroid hormon
tekintetében (17-hidroxiprogeszteron, kortikoszteron, kortizol, aldoszteron) nem
talaltunk kiilonbséget a két csoport kozott. Azaz a C4B*QO0 hordozok esetében a
mellékvesekéregben szintetizdlodd hormonok adott szérumszintjének eléréséhez az
atlagosnal alacsonyabb ACTH koncentracio is elegendd, ami arra utal, hogy esetiikben a
HPA tengely az atlagosnal kisebb stimulusra aktivalhat6. Ezt az ACTH indukcio utdn
mért mellékvesekéreg hormon szintek is alatdmasztjak, ugyanis a legfeljebb egy C4B
génkopiaval rendelkezd egyéneknél bizonyos kortikoszteroid (kortizol, aldoszteron és
kisebb mértékben kortikoszteron) szérumkoncentraciok ACTH hatasara kifejezettebben
emelkedtek meg a populacio tobbi tagjadhoz viszonyitva. Ugyanakkor a stimulalt 17-
hidroxiprogeszteron koncentracidkat illetben nem tapasztaltunk kiilonbséget a két
csoport kozott. A fenti eredmények fiiggetlenek voltak nemtdl, kortdl és a tumor
méretétdl is. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a szteroidogenezisnek a 17-
hidroxiprogeszteron keletkezését kovetd 1épéseibdl fakadnak a C4B*QO0 hordozdk és a
nem-hordozok kozotti hormonalis eltérések. Vélhetdleg a megfigyelések hatterében a
21-hidroxilaz enzim all, ami adott ACTH koncentracié hatasara az atlagosnal nagyobb
mennyiségben termelddik, vagy fokozott aktivitast mutat a C4B*Q0 hordozok esetében.
Ennek koszonhetéen az & szervezetikben egységnyi ACTH hatasara fokozott
mértékben emelkedik egyebek kozt a kortizol szérumkoncentracidja, ami viszont
negativ visszacsatolassal gatolja a HPA tengelyt, viszonylag alacsony szinten tartva a
nyugalmi ACTH értékét. Ezt a gondolatmenetet a dexametazon szupresszids teszttel

kapcsolatos eredményeink is alatamasztjak, hiszen a dexametazon beadasat kovetd és a
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nyugalmi kortizol koncentraciok hanyadosa szignifikdnsan magasabb volt az alacsony
C4B géndozisuakban a magas C4B géndodzisuakéhoz képest, a C4B*Q0 hordozok
kortizol termelésének mérsékeltebb gatolhatosagat jelezve. A C4B*QO0 hordozok
kapcsan megfigyelt hormonalis eltérések a homozigdta C4B*QO0 hordozok (vagyis teljes
C4B gén hianyos) személyek korében még inkabb kifejezettek voltak. Ugyan ez utdbbi
csoportba til kevesen tartoztak ahhoz, hogy statisztikailag kiilon lehessen értékelni
Oket, a rajuk vonatkozd adatok is megerdsitik, hogy valéban a C4B gén hianyaval
fliggnek 0ssze a hormonszintekkel kapcsolatos észrevételek.

Bér a fenti megfigyelések mellékvese incidentalomas betegcsoport vizsgalata
kapcsan sziilettek, a szigori bevalogatasi kritériumok miatt valoszinilileg az egészséges
populéciodra is érvényesek. Ebben az esetben a jelen eredmények magyardzatot adnanak
a munkacsoportunk altal kordbban leirt jelenségekre, miszerint a C4B*QO0 hordozés a
sziv- és érrendszeri betegségek iranti megnovekedett hajlammal, tovabba a myocardialis
infarktuson atesettek rovid tav mortalitasanak fokozodasaval tarsul [83, 86, 87, 162].
Stresszhelyzetben a C4B*QO0 hordozokban feltételezhetéen tobb kortizol szintetizalo-
dik, mint a nem-hordozokban, igy egész életiik soran nagyobb mértékben vannak kitéve
e hormon hatasainak. Irodalmi adatok szerint a HPA tengely fokozott aktivitasabol
eredd, a gliikokortikoidoknak valo ismételt és elhuzodo kitettség a legkiilonfélébb koros
tiinetek kialakuldsdhoz jarulhat hozza, tobbek kozott zavart okozhat az anyagcsere, az
idegi folyamatok, az immunrendszer és a kardiovaszkularis rendszer miikodésében is
[163]. A gliikokortikoidok magas szérumkoncentracidja példaul az un. szteroid
indukalta diabéteszre hajlamosit [164], a kiilonb6zé stresszorok pedig egy masik
kardiovaszkularis rizikofaktor, a szérum koleszterinszint emelkedését valtjak ki [165].
A HPA tengely fokozott aktivitdsa tehat legalabbis egyes esetekben bizonyitottan
hozzajarul a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasahoz. Egyes tanulmanyok szerint
a kardiovaszkularis betegségekre vald hajlam szempontjabol nem is annyira a HPA
tengely allando hiperaktivitasa, mint a tGlzott mértékii aktivalhatosaga a 1ényeges [166,
167].

A HPA tengely aktivitdsa természetesen a mineralokortikoidok termelddését is
érinti. Eredményeink alapjan egységnyi ACTH beadasara a C4B*QO0 hordozok
szervezete kifejezettebb aldoszteron szekrécioval valaszolt a nem C4B*Q0 hordozokhoz

viszonyitva. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a stresszvalasz soran és a kardiovasz-
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kularis betegségek kialakulasaban a gliikokortikoidok mellett a mineralokortikoidoknak
is szerepiik lehet [168]. A gliikokortikoid receptoroknak kétféle tipusa létezik, koziilik
az l-es tipusu vagy mas néven mineralokortikoid receptor (MR) a gliikokortikoidok
mellett az aldoszteront is koti [169]. A tulzott MR aktivalodassal jard klinikai allapotok,
igy az aldoszteron taltermeléssel jar6 Conn-szindroma noveli a sziv- és érrendszeri
korképek kialakulasanak esélyét [170]. Emellett klinikai vizsgalatok folyaman a sulyos
kiegészitése szamottevéen csokkentette a mortalitast [171, 172].

Mindez arra utal, hogy a C4B*QO0 haplotipusok a kardiovaszkularis ¢&s
cerebrovaszkularis betegségekre valo hajlamot a szervezet kortizol- és aldoszteron-
szintézisének konnyebb stimuldlhatdésagan keresztiil fokozzédk. Munkacsoportunk
megfigyelései szerint a C4B*QO0 hordozéas negativ kovetkezményei kiilonosképpen a
dohanyosok korében mutatkoznak meg [88]. A nikotin serkentéleg hat a HPA tengely
milkodésére [173, 174], igy ezekben a személyekben feltehetben Osszeaddodnak az
orokletes és a kornyezeti tényezdk hatésai.

Mindent 6sszevetve az eredményeink arra utalnak, hogy a C4B gén hidnyos
RCCX szerkezeti variansokban a funkciondlis CYP21A2 génnek olyan varidnsa all,
amely aktivacio hatdsara fokozott fehérjetermeléssel reagal, vagy amely az atlagosnal
hatékonyabb enzimatikus aktivitassal rendelkezik. Ilyen jellegi CYP21A2 allélok
valdban léteznek, hiszen egy tanulmany szerint a CAH-ot okoz6é CYP21A2 mutéiciokra
heterozigdta egyének a nem mutacid hordozokhoz képest erdteljesebb kortizol valaszt
adnak ACTH stimulaci6é hatasara [175]. Hossza tavon a kortizol (és az aldoszteron)
termelés tilzott mértékll indukalhatdsaga kardiovaszkularis betegségek kialakulasat, igy
megndvekedett mortalitdsi ardnyt eredményezhet. Mivel a C4 és a CYP21 gének
egymassal kozvetleniil szomszédosak, konnyen lehetséges, hogy a C4B gén hidnya
szorosan kapcsolt valamely CYP21A2 szabalyozd régiobeli variacioval vagy egy
megvaltozott aktivitdsu enzimet kodolo CYP21A2 alléllal, megindokolva a C4B*Q0
hordozok korében tapasztalt, a sziv- és érrendszeri betegségek irdnti megnovekedett
fogékonysagot. Ennek kimutatdsdra laboratériumunkban megkezdddott a C4B*QO0

hordoz¢ illetve nem-hordoz6 kromoszomakon taldlhatdo CYP21A2 gének, valamint azok

crer
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6 UJMEGALLAPITASOK, KOVETKEZTETESEK

Munkénk eredményeit 0sszegezve az aldbbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. Csaladfaelemzés révén felmértiik a kaukazusi populacioban el6forduld 6si MHC
haplotipusok el6fordulasat. Megfigyeltiik, hogy a kromoszomak kozel fele Osi
vagy ismétlddden el6forduld6 MHC haplotipust hordoz, ami nem elhanyagolhato

a betegség-asszociacios genetikai vizsgalatok szempontjabol.

2. Megallapitottuk, hogy a C4A gén hianyaval ellentétben a C4B gén hidnya
szamos eltérd, viszonylag ritka MHC haplotipusban figyelhetdé meg. Ezzel
kizartuk annak lehet8ségét, hogy a munkacsoportunk C4B*Q0 hordozas és
kardiovaszkularis betegségek kapcsolatardl sz6l6 megfigyelései mogott tavoli

polimorfizmusok egyiittes hatdsa huzodna meg.

3. Kimutattuk, hogy a hazaihoz hasonl6 MHC haplotipus-mintazat jellemz6 egy
fiiggetlen, nagysagrendileg nagyobb elemszamu kaukdzusi populéciora is. Ez
egyrészt valoszinlsiti, hogy egy adott kaukazusi populaci6 MHC haplotipusaival
kapcsolatos észrevételek egyéb, foldrajzilag tavoli kaukdzusi populéciok

esetében is érvényesek, masrészt igazolja a mintavételezés reprezentativ voltat.

4. A kaukazusiakban el6fordulo6 MHC haplotipusokban minden korabbi populacios
tanulmanynal részletesebben jellemeztik az RCCX szerkezeti variansokat és
eddig ismeretlen valtozatokat is azonositottunk. Bebizonyitottuk azon korabbi
feltevéseket, hogy mig a C4A gének rendszerint hossztak, a C4B gének
gyakorlatilag fele-fele aranyban hossztak és rovidek, tovabba kimutattuk, hogy
multimoduléris szerkezetek esetében a telomerikus modulban tobbnyire C4A

gén talalhato.
5. A 15 azonositott RCCX struktira kozott harom C4B gén hianyosat talaltunk. A

két gyakoribb tipus eléfordulasi aranya szinte megegyezett, vagyis a C4B*Q0

hordozas nem kothetd egyetlen jellegzetes RCCX szerkezeti varidnshoz.
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6. Otvendt C4 gén vizsgalataval kimutattuk, hogy a 35. intronban taldlhat6 CYP21

7.

regulacios elemek bazissorrendje nem tér el sem az azonos, sem az eltérd
izotipusu fehérjét kodold C4 gének esetében. Igy kizartuk a lehetdséget, hogy a
C4B*QO0 hordozok korében tapasztalt fokozott kardiovaszkularis riziko hatteré-
ben a C4A illetve a C4B génekben talalhato transzkripcios faktor kotéhelyek

szekvenciai kozotti eltérés allna.

Megvizsgaltuk a C4B géndozis és a C4 génnel kozvetleniil szomszédos
CYP21A2 gén befolyasa alatt all6 néhany szteroid hormon, valamint az ACTH
kapcsolatdit nem-hormontermeld, joéindulati mellékvese incidentalomas beteg-
csoportban. Szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki a C4B*Q0 hordozok és
nem hordozok nyugalmi ACTH illetve az indukalt kortizol szintjei kozott,
tovabba a kortikoszteron és az aldoszteron indukélhatdsaga, valamint a kortizol
gatolhatosaga kozott is. Az eredmények arra utalnak, hogy a C4B gén hidnya
valamely CYP21A2 gént érint6 variacioval kapcsolt, ami a 21-hidroxilaz enzim
expresszidjanak konnyebb indukalhatdsagat, ezaltal a stresszvalasz modosuldsat
¢s a kardiovaszkularis betegségek iranti fogékonysag novekedését eredményez-

heti.
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7 OSSZEFOGLALAS

A kardiovaszkularis betegségek korunk egyik legfébb népbetegségének
szamitanak; a hatteriikben meghuz6do okok feltardsa intenziv kutatas targya. Az elmult
évtizedek soran munkacsoportunk felfedezte, hogy a C4B gén hidnyos (in. C4B*Q0
hordoz6) haplotipusok myocardialis infarktusra, stroke-ra és koronaria artéria betegség-
re is hajlamositanak, illetve rontjak az infarktuson atesettek rovid tava életben maradasi
esélyeit.

A jelenség molekularis hatterére azonban a C4B fehérje csokkent szérumszintje
nem ad kielégité magyarazatot, igy az okot a genetikai kapcsoltsagban kerestiik. Mivel a
C4 gének a kiterjedt linkage disequilibriumrol nevezetes MHC régioban talalhatok,
feltérképeztiik a kaukazusi populacioban el6forduld konzervalt haplotipusokat, valamint
részletesen jellemeztiik a kaukazusiakban eléforduld, a C4 géneket is magukba foglald
RCCX szerkezeti variansokat is és megvizsgaltuk, hogy a C4B gén hianya jellemz6-e
ezek egyikére. Elemeztik a C4 géneken beliili, a kozvetleniil szomszédos, szteroid
bioszintézishez elengedhetetlen CYP21A2 gén expresszidjat szabalyozo szekvenciakat.
Végezetiil 6sszehasonlitottuk az ACTH alap valamint kiilonb6z6 szteroid hormonok
alap ¢és indukalt szérumkoncentracioit C4B*QO0 hordozd és nem hordozo mellékvese
incidentalomasokban.

Eredményeink alapjan a tavoli genetikai régiok szerepét elvethetjiik, mivel
gyakran el6forduld C4B gén hianyos MHC haplotipust nem sikeriilt azonositanunk.
Hasonloképpen a C4B*QO0 hordozd6 RCCX szerkezetek kozott sem taldltunk olyat,
amelyik szamottevéen gyakrabban fordulna el a tobbinél. Adatainkbol az is kideriilt,
hogy a két izotipust kodolo C4 gének kriptikus CYP21A2 regulacids szekvencidi nem
térnek el egymdstol. A C4B*QO0 hordozok és a nem hordozok szteroid szintjeivel
kapcsolatosan azonban jellegzetes eltéréseket tapasztaltunk. Az eredmények arra
utalnak, hogy a C4B gén hianyos kromoszomakon talalhatd CYP21A2 gének
expresszidja az atlagosnal hatékonyabban indukalhat6. Ez minden valdszinliség szerint
kihat a stresszvalaszra és hosszll tivon megnoveli a szervezet gliikokortikoidoknak valo
kitettségét, ami viszont a kardiovaszkularis betegségek ismert rizikofaktora, igy
magyarazatot adhat a munkacsoportunk korabbi, C4B*Q0 hordozok kapcsan tett

megfigyeléseire.
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8 SUMMARY

Cardiovascular diseases are considered as a major public health problem of our
time; possible factors in their background are intensively studied. During the last
decades our workgroup has discovered that haplotypes lacking the C4B gene (also
called C4B*QO0 carriers) increase proneness to myocardial infarction, stroke and
coronary artery disease, and they also reduce short-term survival after myocardial
infarction.

However, decreased C4B serum levels do not give a satisfactory explanation to
the molecular background of the phenomenon, thus we sought the reason in genetic
linkage. As the C4 genes are located in the MHC region notable for long-range linkage
disequilibrium, we explored ancestral MHC haplotypes occurring in the Caucasian
population as well as characterized in detail the C4 gene-containing RCCX structural
variants that occur among Caucasians and examined if the lack of C4B genes is
characteristic of any of those. We analyzed the regulatory sequences located within the
C4 genes that affect expression of the directly neighboring CYP21A2 gene
indispensable for steroid biosynthesis. Finally, basal ACTH as well as basal and
induced serum concentrations of some steroid hormones in C4B*QO0 carrier and non-
carrier patients with adrenal incidentaloma were compared.

According to our results, the role of distant genetic regions can be excluded as
no frequently occurring MHC haplotype lacking C4B genes was identified. Similarly,
C4B*QO0 carrier RCCX structures belonged to different variants, none occurring
considerably more frequently than the others. Our data also revealed that there is no
difference between the cryptic CYP21A2 regulatory sequences within C4A and C4B
genes. However, we identified characteristic differences with regard to steroid levels of
C4B*QO carriers and non-carriers. The results indicate that expression of CYP21A2
genes in chromosomes lacking C4B genes can be induced more effectively than
average. Most probably this also influences the stress response and increases long-term
glucocorticoid exposure of the organism, which is a known risk factor for
cardiovascular diseases, thus it may provide an explanation to our workgroup’s former

observations regarding C4B*QO carriers.
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Témavezetdmnek, Fiist Gyorgy Professzor Urnak, aki kisérleteimet iranyitotta és észre-
vételeivel, javaslataival elOsegitette szakmai fejlodésemet. Koszondm kedvességét,
tiirelmét és minden tdmogatasat.

Prohészka Zoltannak, aki lehetséget nyujtott szamomra, hogy a kutatdlaborato-
riuméban dolgozhassak, és mindvégig figyelemmel kovette munkamat.

Szilagyi Agnesnek, munkam kozvetlen irdnyitéjanak az elméleti és gyakorlati munka-
ban nyUjtott segitségéért, biztatdsaért €s hasznos tanacsaiért.

Blaské Bernadettnek, Kovacs Margitnak és Bir6 Adriennek, akik bevezettek a moleku-

laris bioldgiai technikak vilagaba, és tiirelemmel kisérték elsé 1épéseimet.

Sasvari Maria Professzor Asszonynak, hogy a génkopia-szam mérések elvégzéséhez
rendelkezésre bocsatotta laboratoriumat.

Chester Alper Professzor Urnak, hogy megosztotta veliink a bostoni kaukazusi populé-
ci6 MHC haplotipusai vizsgalata soran kapott, korabban nem publikalt eredményeit.

Rajczy Katalinnak a csaladvizsgalatos DNS mintakért.

Patocs Attilanak a mellékvese incidentaldomas betegcsoport mintaiért és hormonalis

adataikért.

Mandl Jozsef és Gergely Péter Professzor Uraknak, hogy helyet biztositottak szamomra
a Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola Elméleti és Klinikai Immunologia
programjaban.

Michael Kirschfink és Peter Altevogt Professzor Uraknak, hogy németorszagi laborato-
riumukban értékes tapasztalatokat szerezhettem.

Minden tarsszerzOnek, akik kisérleteikkel, javaslataikkal hozzajarultak az eredmények
publikalasahoz. K6szondom a Kutatolaboratorium 6sszes dolgozojanak, hallgatojanak

a j6 hangulatu k6z6s munkat, tanacsokat, otleteket.

Csaladomnak, akik megértd tiirelmiikkel €s szeretetiikkel mindvégig mellettem alltak.
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