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Abstract

Most previous studies have linked the deficiencies in C4 with systemic lupus

erythematosus in Anglo- Irish, Americans, Australians and Japanese.  Null alleles at either

locus are relatively common in Americans occurring at the C4A and C4B loci in

approximately 10% and 16% of normal individuals, respectively.  In our study, we

extensively examined the possible association between homozygous C4Q0 and SLE in a

large cohort of Thai populations diagnosed as SLE and further attempted to identify the

genetic basis of C4Q0.  One hundred eighteen cases of SLE patients and 145 controls

were genotyped by touchdown PCR.  The results confirmed the previous studies that 5.93%

of C4 null genes: 2.54% of C4AQ0 and 3.39% of C4BQ0 were found in SLE patients.  In

contrast to other studies, we found no cases of C4 null genes in normal control.  To further

investigate the genetic basis of C4 deficiency, all genomic DNAs were also analyzed for 2-

bp (TC) insertion at codon 1213 in exon 29 which is a common mutation in many C4A null

genes and a novel 1-bp deletion (C) at codon 522 in exon 13 that is common in most C4B

null genes.  Both mutation results in a flame- shift mutation and premature stop codon using

sequence specific primers PCR and direct sequencing.

The results showed that there was 2-bp insertion in exon 29 of mutant C4B gene in

one SLE patient carrying C4AQ0.  There was no 2-bp insertion in exon 29 of both isotypes

in controls and the rest of SLE patients.  Thus, we concluded that both C4AQ0 and C4BQ0

are the strong predisposing factors for SLE in Thais with different racial and genetic

backgrounds could alter the thresholds for requirement of C4 protein levels in immune

tolerance and regulation.

At present, bacterial artificial chromosomes (BAC) offer many advantages for

functional studies of large Eukaryotic genes.  Here we constructed a simple and flexible

step which permits 2- bp insertion to be introduced into BAC containing human complement

C4 (BAC-hC4) without leaving any other residual change in the recombinant product.

These BAC-hC4 and mutant type of BAC-hC4 (BAC-mutC4) was transfected into mouse

fibroblast from C4 knockout mice (Kc-MFB) to study the human C4 expression in mouse.

The results showed that BAC-mutC4 transfected Kc-MFB had a problem during C4A

transcription.  While C4B transcription and its protein production were still normal by RT-

PCR and plate ELISA.
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"�$��
�$��! C4 (C4Q0) ��:���;���������
��&�=�1���,�
�,��#
"�������
 ��,��,��:�,�
�?,@�

9�,�+=$"���$
�,�����=� 1���,�
����
�"�$��
�$��! C4A (C4AQ0) ��� C4B (C4BQ0) ��:���

��$�
���'�<9�,�+=$�
�(�,
�,���
�$�� 10% ��� 16% ��$�3����  ,�
�����"
�:&�
:'�<	3�,�


�?,@�"��$��$����!
�%�=�&1��� C4AQ0 ��� C4BQ0 9�,�+=$�
�(�,
'	�	
���;�#
"�������


�	
��,��,�+=$"��,�� #��9(<�
��7��������=�&	
��,����,��A����&*/<����#
"�������
�3���� 118


�� ���,�+=$"��,�� 145 
�� $��?,@�1���,�
����
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B �<���	"��"

�K�,�
����/,#S= *��
�,��=� 9�,�+=$*/<����#
"�������
$
1�������
�"�$��
�$��! C4 �?& 5.93%

#������
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B "A� 2.54% ��� 3.39% ��$�3���� S?�&*�,�
������
:���

"�<�&,��&�������	
�$
$�,=��%�<� ��,��,��:���&���=�9�,�+=$"�'	��,��'$=��1��� C4Q0 ���

S?�&��,�=�&��,&�������9�,�+=$�
�(�,
�A�� B ,�
�?,@�9��3�����=�$� '�<	3�,�
�
��%�1���$��

��(�����&�
�"�$��
�$��! C4 �<���K�,�
����/,#S=���,�
%��3������� #���?,@�1���,�
$
���'	

#
S
����S��#�S
� (2-bp insertion) �	
,9�#"��� 1213 ��,S�� 29 S?�&��$�,9�1���

C4AQ0 ���1���,�
������S��#�S
� (1-bp deletion) 9�#"��� 522 9���,S�� 13 S?�&��$�,

9�1��� C4BQ0 S?�&1���	�:&��&	3�9%<�,��
%��%�+���,S�����'� $
*�9%<�,��1���,�
���#�
�
�

"�$��
�$��!��&,�=��9�,
�����A��

*�,�
�������1��� 2-bp insertion 9���,S�� 29 ��&�
� C4B 9�*/<����%�?�&
��	
�$


1��� C4AQ0 
=�$�<�� ���'$=��1���$����(���	�:&��&(��� 9�,�+=$"��,�����*/<�����������
 	3�

9%<�
+�'�<�=� 1���,�
����
�"�$��
�$�� C4 '$=�=�(����� %
A�(����
��;���������
��&�=�1���,�


�,��#
"�������
9�,�+=$�
�(�,
'	� S?�&��,��,������	�&����+,

$��<�����������<�$�A�� B

�(=� �1�������<�$ 	
���/=����� ��%�
,�
,�� �����$
*��=�1���,�
���&��,��&1���,�
���

�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B �=�#
"�������
�<��

��,��,��:� ��&'�<�3��	"��"	�&����+����,

$$�(=��9�,�
�
����=& Bacterial artificial

chromosomes 	
�$
�
�"�$��
�$��! C4 ��&"� 	3�9%<$
1��� 2-bp insertion 9���,S�� 29 ���

�3��
�	
��
����=&��<���<��/=�S��!'Y#�����	
�������
:�&'�<��,%�/	
�����
�"�$��
�$��! C4 (C4

knockout mice) ��A���?,@�,�
���&��,��&�
�$����(�����&,�=���	
��,���
��,�� ���=� 1��� 2-

bp insertion 9���,S�� 29 S?�&�=&*�9%<�,��
%��%�+�	
���,S�� 30 ��:� �=&*�9���:���� C4

transcription 	3�9%<'$=��$�
�*���#�
�
�"�$��
�$��!�
:'�< �A������,*�,�
	���&�<���	"��"

RT-PCR ��� ELISA
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�/�)�

����
)��
=�(./3!������
��$������	
�

��,�����9��=�&�
��	�%���,�+=$'�<
��&��"��$��$����!��&1���,�
����
�"�$��
�$��! 

#�������
��� Classical complement (C1, C2, C4) �=���;�������	�&����+,

$	
�$
"��$��
��&�/&

�=�1���,�
�,��#
"�������
 (systemic lupus erythematosus) ��,,�

��&�����=� */<����#
"

�������
	�:&%$���$
,�
���#�
�
�"�$��
�$��! C1 ���/ %
A� C4 ���*/<�����������
�
�$�� 

30-50% $
,�
���#�
�
�"�$��
�$��! C2 9���&,
�
��$
1���,�
���#�
�
�"�$��
�$��!9�

(=�&
�%�=�&��,�
���&��&#
"�
:��=�&'$=	
�����%�+	
���=��� �$$�����,�
���,
�!#
"���

����
$
'�<%����
�,�
 ���%�+%��, "A� 
=�&,��'$=��$�
�����#�
�
�"�$���,S!
�%�=�&

�������������������
 (immune complex) '�< S?�&��;��	��	�3�"����&
���"�$��
�$��!

"�$��
�$��! C4 9�"���$�
���=&��;�(��������(����
 S?�&"��"+$�<���
� 2 (��� "A� 

C4A ��� C4B ��$�3���� S?�&��/=�� Major Histocompatibility Complex (MHC) class III ��

#"
#$#S$	
� 6 S?�&��,@����&#�
�
�"�$��
�$��! C4 	�:&��&(���$
"��$��,�=�&,��	
��3����,
�

��$�#��<��,�=� 1% ,�
���&��,��&�
�"�$��
�$��! C4 �
:�����&��,
=�$,���
� RP, 

cytochrome P450 ��� steroid 21- hydroxylase (CYP21A and B), S?�&��:&��/=����� 3’ ��&�
� 

C4A ��� C4B ,�
��&�"
��%!#�
�
�"�$��
�$��! C4 �
: �
��$��,,�
��&�"
��%! native C4 

�
�,���<��#S=',�#"#�
�
� 3 ��<� $
�:3�%��,#$��,+��
�$�� 185 ,�#������� "��$��,�=�&��&

�3����,
���$�#���&�
�	�:&��&(�����:� $
*�9%<"��$��$�
�9�,�
	3�&����&#�
�
�"�$��
�$��!

(���������
��,�=�&,�� "A� #�
�
�"�$��
�$��! C4A �����;�%$/=��A�� Rodgers (Rg) blood 

group antigen $
�
���	��1��9�,�
���,��%$/=��$�#���&#$��,+�����%$��'�<$�,,�=�#�
�
�"�$

��
�$��! C4B �?& 100 �	=� ��=�
���	��1��9�,�
���,��%$/='��
�,S����&#$��,+�����%$��'�<

�<��,�=�#�
�
�"�$��
�$��! C4B �?& 10 �	=� (1, 2) S?�&"��$��$�
�9�,�
���,��,�+=$����%$��	
�

��,�=�&,���
:$���,�3����,
���$�#�	
���,�=�&,����#"���	
� 1101 �?& 1106 S?�&"�$��
�$��! 

C4A ��$
�3����,
���$�#���;� PCPVLD ���	
�"�$��
�$��! C4B �����;�%$/=��A�� Chido (Ch)

blood group antigen $
�3����,
���$�#���;� PCPVIH (3, 4).

��,@��	�&�
#�'	����&"�$��
�$��! C4 "=���<�&��%��,%������$
"��$��
�
���/&

"��$��
�
����&,�=���,����,�3�������������&�
���#"
#$#S$ (5) #��	���'��
�(�,
�,��

��$
	�:&�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B #��	
�"��$�����&�
�	�:&��&�����;� 21 %
A� 14.6 ,�#�

���,7'�< �?:���/=,���=�9��3��%�=&���	
��	
� 9 $
�
���& endogenous retrovirus HERV-K �	
,��/=

%
A�'$= (6-9) S?�&�<�$
�
� HERV-K ��/=����;��
������� (L) �<�'$=$
�
���&'�
��(����
:��/=����;��
�

�����:� (S) ��,��,��:� ��&�?:���/=,��,�
���&��,��&�
��<�&�"
�& '�<�,= RP, steroid
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hydroxylase gene CYP21gene, extra cellular matrix protein gene tenascin TNX 	
���:&��/=��

���� 3’ S?�&$
�K�,�
���
�%�=�&,�
�,��	
��"
��(���
=�$,����$� �����;�(+�,�
���&��,��&�
�

�

�,�=� RCCX module (10-12) (+�,�
���&��,��&�
���#"
#$#S$��$�
�	3�9%<�,��"��$

%��,%�����&�
�"�$��
�$��! C4 '�< 7 (�����$"��$�������3������& RCCX module ��&�
:

monomodular L, monomodular S, bimodular LL, bimodular LS, trimodular LLL, trimodular

LSS ��� trimodular LLS

��,,�
�?,@��
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B 9�"�"��"�(
���	
�$
�
���� bimodular 

structure #�� 55% $
	�:&�
� C4A ��� C4B 13.3% $
������
� C4A ��� 0.67% $
������
� C4B

�=���
, 31% 	
��%�A�����;� trimodular %
A� monomodular structures �3�%
���
�(�,
	
�$
#"
&

�
<�&��� monomodular structure $
�
�$�� 17% �
�,���<�� $
��=�
� C4A 5% ���$
��=�
�

C4B 12% �3�%
���
�(�,
	
�$
 trimodular structure ��:�$�,����;���� LLL ��� LSS S?�&�
�(�,


��&9���$��&��, LLL ����;� C4A-C4A-C4B haplotypes �=���
�(�,
��&9���$��&��, 

LSS ����;� C4A-C4B-C4B haplotypes

��,�<�&�<���$�
���,'�<�=��
���#"
#$#S$��, diploid genome ��$
 gene dosage

��;� 2 ��� 6 S?�& 52% ��&�
�(�,
��$
 C4 gene dosage ��;� 4 �=�� gene dosage 	
� 2, 3, 5

��� 6 ��$
"=� 2%, 25.3%, 17.3% ��� 3.3% S?�&����,����,�
�"�$��
�$��! C4 ��#"
#$#S$

�,�� unequal crossing- over �����;�*�9%<�,�� deletions ��� homoduplications ��&�
�"�$��


�$��! C4 ��&%
A��
��<�&�"
�&	�:&��$(���'�< (13, 14, 15) ��&��:� �
�"�$��
�$��! C4 �?&$
"��$

��
�
���/& 9�����+�����$�,,�=� 40 variants 
�$�?&1���,�
����
�#�
�
�"�$��
�$��! C4

(null alleles; C4Q0) (16) S?�&1���,�
���#�
�
�"�$��
�$��! C4 (���9�(���%�?�&9�����$�

��$�
��
����'�<9��
�(�,
�,�� "����;������"��$�
� 0.1- 0.3 (17) ��=�&'
,7��$ 1���,�


����
��
:	�:&��&(���9�"� B ��
��,����:���'�<��, $�,��9�*/<����	
�$
1��� severe immune

complex disease (18) $
&�������$�,,�=� 35 (�:� 
��&���?&"��$��$����!��&1���,�
���#�
�
�

"�$��
�$��! C4 ��� heterozygous- ��� homozygous deficiencies of C4A �
�$�� 40- 60%

9�*/<����#
"�������
9��
�(�,
,�+=$�=�& B '�<�,= (���+#
� ��$
�,�� (���
� (���,�%�
 ���(��

�
��+�� (19-27) 9������
��,��&�������	
��?,@�9��
�(�,
(���
��&��� ���=� 1���,�
����
�"�$

��
�$��! C4A ��:�'$=$
"�$��,�=�&
�%�=�&,�+=$*/<����#
"�������
���,�+=$"��,�� (28) �=��,�


�?,@�9�,�+=$"�"��"�(
������(����Y
�,�� ���=� 1�����&,�
����
�"�$��
�$��! C4A 9�*/<

����#
"�������
 ��;����,�
$
(+� RCCX-S module ��&�
� C4A ��� C4B ��=�&��%�?�&(+�

���$
"��$*���,����&�
���;� 2- bp insertion 9�#""�� 1213 ��,S�� 29
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�
�"�$��
�$��! C4 ��&%�/���/,,3�%��#���
� C4 ��� Sex limited-protein (Slp) "�<��

,����,@����&�
�"�$��
�$��! C4 9�"� ��=�=�#�
�
���&"�$��
�$��!���/,�
<�&�?:���,�=���
� 

C4 �	=���:� �=���
� Slp ��'$=���&��,��� (
/�	
� 1)

&�������9�,�+=$�
�(�,
(�����(
���&$
��/=�<�� ���$�,'$=��1��� C4AQ0 ��=�&'
,7��$

'�<$
,�

��&��"��$��$����!��&,�
����
�(������=� �,
����<�&,��(�����&�
� MHC class II S?�&

��/=��#"
#$#S$��
��,���
,�<�� ��,��,��:� &�������9�,�+=$*/<����#
"�������
(���$,S�,�� 

(������ (����&,)@ (�����S
� (��'�<%��� ��&���&�?&1���,�
���#�
�
�"�$��
�$��! C4B 

#��$
��,@�����$
(+� RCCX-L module ��& C4B (30-33)

��%/3! 1  ,�
��

���	
���
�"�$��
�$��! C4 
�%�=�&��&"����%�/�3�%
��,�
�

�&�3�������9�

��,S��	
� 26
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�����
��(�3

#
"�������
 (SLE; Systemic Lupus Erythematosus) ��;�#
"	
�$
1���1/$��<��	���=�

��A:���A������& (autoimmunity) ��;�*�9%<�,��,�
��,���9��������=�& B �(=� '� �$�& 
���

�
���	�=��,��& (	3�9%<�,��,�
�/���
�"��$�3� ���%�,�
$�&�%7� ,�
���
������&�)��,

$

%
A���$���) %�����A�� ,�<�$��A:�%��9� ��� �,�����%���&
�����A�� �(=� #�%����& �$7���A��

�����3� ��;��<� */<����	
�$
��,�
	�&'�����$�& ��$
���,
�!#
"���
<��,�=�*/<����	
�$
��,�


��,���	
��������A�� B '���,���9�*/<�����������
 ���=��9��
��	�'	������&
��$
��,�

+�

�
&�?&��:�'���������
�(
��� (34, 35) ��,�
���&��,��&#
"�������
 9�*/<������=��"������

��,�=�&,�� S?�&��,�
	
����=��'�<�,= �=�����
� �����$��$�<� ��;�'�<'$=	
�����%�+ *A����&

��$*��%��&#���������9�%�<� ��,�
��&#
"��$

���	
�#
",3��
�� (flares) ���
���	
�#
"�&� 

(remission) ����,��'� #
"�������
 ��9�*/<%��&$�,,�=�*/<(�� �����$�,9�"�*���3�$�,,�=�

*�����S?�&$

��&��$�,9��
�(�,
 Hispanic  Asia ���(��A:��$A�&9���$
�,� ��=�&'
,7��$���
�

"��$(+, ����<�$/�	�&,�

������&#
"�
:��&'$=$
,�
�3�
�����
��
�$��=�&�
�&��&9��
��	�

'	�

�������,�
��	��
���"��$(+,��&#
"9����
��
�$�� 40-70 "� �=��
�(�,
���"� 

(36) ����<�$/���,�%
����$
�,� (37) ���=���

*���3�$
#�,���,��#
"�
:�
�$�� 1 9� 200 "� 

���	
���

*�����$
"��$��
��& 1 9� 700 �Y�$�<�$/���,#
&������
�$�����
 ���=� $
*/<�������

����
��<�
�,@�9�#
&������"����;����
� 1 "� �=�"�'�< 200 "� �$<�=��$A������
�����
�"��$

(+,��&#
"�
:��'$=$�,�$A���	
��,��#
"�A�� B �(=� #
"���%��� %
A�#
"%��9� ��=�$A������
��*�

,
�	���,#
"�����=���;�#
"�3�"��	
�$
*�,
�	��=�,�
������
��	���=�&$�,���'$="�
$�&

�<�$ ��A��&��,#
"�������
 ��$�,9�"�%�+=$���#���������

�����
������+! (���+
�%�=�& 15- 

45 �O) ,�=�
<���� 80 S?�&��;�,�+=$�
�(�,
�3�"��	
��+�9�,�
*��,���"��$,<��%�<�	�&��
@�,��

��&"$ ��	��,�
�=�& B ��&�
��	� "��$
+��
&��&#
"	3�9%<�
�(�,
���	3�&���<�&�,��/=9�

�1�����,�
 �����
A:�
�& %
A���
�(
��� ��7,�3����$�,�<�&,3��
<��$=%
A����,�
�/�����9�9�=��,

�$=S?�&�<�&
�,@�#
"�
:����
A:�
�&

����+��� ��&'$=$
&�������9�	
���$�
��
+����%�+,�
�,��	
���=�����&#
"�������
'�< ��=

���%�+	
�$
&��������A�����=���;����%�+��&#
" '�<�,= ������	�&����+,

$ ��
!#$� ���&����<�$���

��,@��,�
,����/= �$<�=�������	�&����+,

$$
*�&��,�
�����������+�$�,�=�����+,

$$
�=��
=�$

	
��3�"��9�,�
�,��#
" ��=��&'$=��$�
��=&��,�
�	
�	3�9%<�,��#
"'�<��=(�� (polygenic disease)

(38, 39)
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�����=�&��&���������&����<�$	
�$
*��=�,�
�,��#
"�������
9�,�+=$"����(
����'	� S?�&

	3�9%<�,����,�

+��
&���'���,��� �(=� ��,,�
����(A:�'�
����&(��� �(=� Retrovirus (40) ,�',

,�
�,��#
"����,����, Molecular mimicry 
�%�=�& RNP antigen ��� Retroviral core proteins 

$
*�9%<�,�� autoimmune 9�*/<����#
"�������
 (41) �
�$�� 30% ��&*/<���� ��,��,��:���&

��� "��$�"

���������&(���,7�����;�������
=�$	
�	3�9%<�,��#
"�������
�(=�,��

9�����+����	"#�#��
(
�1���<��,�

�,@�#
"�<���S��!�<�,3���������
�'�<
��"��$��9�

$�,�?:� ��:&��=�O ".�.1998 ��,��	������
!��$�
�������
:�&�S��!�<�,3�������&��$�
�#� 

(Embryonic Stem cells; ES cells) S?�&'�<�������,,�
	���&�����9�����!�A�� �(=� %�/ ���

,
��=��'�<9�%<�&�K�����,�
�����$�
�9(<��;��S��!�<������A���
�����
����
� %
A���
����+,

$

,=��	
���9%<�S��!�%�=��
:���
������&'���;��S��!(����=�& B ��&
=�&,�� ����3�'�9(<9%<��;�

�
�#�(�!9��<��,�

�,@��<�� (gene therapy) %
A��3�$�#"������!	���&��A��9%<��;�
/������&

#
"(����=�& B (transgenic animal) ��,����� (39) '�<	3�,�
*���%�/9%<��;�#
"�������
 ���=� %�/

	
�$
��,�
'���,���$�,�,��$�,9�%�/����$
� ����
+��=���
!#$������;�������
=�$��&"��$
<���
&

��&#
"

#
"�������
��;�#
"
<��9��������<�B 	
���	3�9%<�,��"��$��,�
 ��A��$�$

�1��9�,�


	3�&�����,�
�/���
�(
���,=���������$"�
	�:&��,���#
"�����,*�,�

�,@� �����A��&��,#
"�
:

��9�"�'	��<�������$�,�?:����
<���
&,�=�"�9��
��	�������, ��,����������,��	������
!�?&

�3���;��<�&�?,@�"<�"�<������#
"�������
 ��A���
�#�(�!9�,�
�
��
�,@� ������&,��#
"	
���;�

����
��
<���
&�=��
�(�,
��&�
���&  ���%���A:�&�<�	
����<�&�?,@������"A�,�
�?,@�9%<
/<�?&

���%�+	
��	<�
�&��&,�
�,��#
"#�������������%��,��,����+,

$ 
�$	�:&���&����<�$	
���;����

��
�$9%<
���1/$�"+<$,����&
=�&,��	3�&��*���,�� ��,=�9%<�,��"��$��
�
��9�
=�&,��������&

��,��;���,�
��&#
"
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�
�1�%�.
�����������	
�

&��������
:$+=&��<�

� �?,@�"��$��$����!
�%�=�&#
"�������
���1����
#�'	����� C4Q0 S?�&

*���#�
�
�	
�$
"��$�3�"��9�
���1/$�"+<$,����&
=�&,�� "A� 
��� Classical complement 

pathway 	3�%�<�	
�%��, "A� ���,����������
	
�	3�%�<�	
���,�����/=,�������������,���$ �S��!	
�

����(A:� %
A�*���,����A��"��"+$�$�+�9�
=�&,�� 9�,�+=$�
�(�,
'	�

� �
����=&�
�"�$��
�$��! C4 ��&"�9�%���	���&�<���	"��" site- 

directed mutation

� �3��
�"�$��
�$��! C4 	
��/,�
����=&��<���<��/=�S��!'Y#�������& C4 

knockout mice

� �?,@�,�
���&��,��&�
�"�$��
�$��! C4 ��&"� 	
���$�
�	��	��
�9�

�S��!%�/'�< (gene rescue)
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��������������	
�
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���3���/'(��

���
,�
	���&$
��:����#���
+� ��&�
:


���/3! I.  ������	-��.�����'�3�����(3����� C4 �(.-��.�����#
!�����3�"�7��%@����


��(�3�/3���
��(�����%���"��(���%�.#���B/�

� ,�
�,���
��7�����,��A����&"�'�<#
"�������
 ���"��,��

� ,�
�
����,@��	�&�
#�'	����&��A���
��%�1���,�
����
�"�$��
�$��! C4

� ,�
�
��1���,�
�,��$����(����<���K�,�
����/,#S= ����	"��" Direct sequencing


���/3! II.  ���
�$���3�����(3����� C4 �����"�$�3-��.7�'%������ 2-bp insertion '$��

���3 Site directed- mutagenesis

� ,�
�
���
�"�$��
�$��! C4 ��&"�9���,���
!(��� Bacterial Artificial chromosome 

(BAC); human complement C4- BAC clone (BAC-hC4) �<���K�,�
����/,#S=

� ,�
	3�9%<�,��$����(������ 2-bp insertion 	
���,S�� 29 �<�����
 site- directed 

mutagenesis

� ,�
�
��(�:��
��7���	
�*���,���<���	"��" Direct sequencing

� ,�
�3�(�:��=���
��7���	
�*���,����<��/= BAC-hC4 clone


���/3! III.  ����)��3�����(3����� C4 ��������%����(.���7�'%�����$�
���D((�

���

� ,�
��

�$���������
:�&�S��!'Y#�
������, C4 knockout mice (Kc-MFB)

� ,�
�3��
�"�$��
�$��! C4 ��&"�	
��,�����*���,����<��/=�S��!'Y#�����

� ,�
�
��,�
���&��,��&�
�"�$��
�$��! C4 ��&"�9��S��! Kc-MFB
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���/3! I.  ������	-��.�����'�3�����(3����� C4 �(.-��.�����#
!�����3�

"�7�$%@����
��(�3�/3���
��(�����%���"�%�.#���B/�

1. ���
�
'	3�����'3��F���	���(��'�����B�$�����
��(�3 �(.��%���

,�
�,���
#�$�"�
��7�����&*/<����#
"�������
 �3���� 118 
�� ���"��,���3���� 145 


�� '�<$���,��A����&,�+=$	���&	�:&��&,�+=$�<�����
 Phenol-Chlorofrom extraction ����
�����

"��$��<$�<��<�����
,�
���"=�,�
�/�,�A���&	
� "��$���"�A�� 260 ��#��$�
 */<����	�:& 118 
�� 

��:���;�*/<����	
���<�
��,�

�,@�	
�#
&������
�$�����
 S?�&�/,���������=���;�#
"�������
 ��,,�
�/

*��
��	�&%<�&�K�����,�
�����,�
	�&"����" #�������%��,,�
��������#
"��, American 

College of Rheumatology (ACR) S?�&*/<����	
�$
��,�
$�,,�=� 4 
��,�
��, 11 
��,�
 (��
�&	
� 

1 ��� 2) ���A��=���;�#
"�������


2. ������	(
�,�./��	3��B/%G������!���-��.�����'�3�����(3����� C4A �(. C4B

�
��7����
�$�� 100 ��#�,
�$��,	+,�����=�&�/,�3�$��
����,@��	�&�
#�'	�� ��A��%�

1���,�
����
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B (homozygous C4A/ C4B deficiencies; C4AQ0/ 

C4BQ0) �<���	"��"�K�,�
����/,#S= (Polymerase Chain Reaction; PCR) ��� Touchdown PCR

#��9(<'�
�$�
!�3���� 4 "/= 	
���$�
�����$�
�$���
�"�$��
�$��! C4 ��=��(�����=�&�3����� �� 

alleles 	�:&��& #��'�
�$�
! Aup/L3 ��� Bup/L3 9%<(�:��=���
��7����3�������&�
� C4A ��� 

C4B 	
� 377 "/=��� (bp) �=��'�
�$�
! Adown/L4 ��� Bdown/L4 9%<(�:��=���
��7����3�������&�
� 

C4A ��� C4B 	
� 578 "/=��� (��
�&	
� 3) �����=�&	
�9%<(�:��=���
��7�����,	�:& 4 '�
�$�
! ����=���;�

�����=�&�,�� (non C4Q0) 9������
��,��	
��
��7�����&*/<	
�'$=$
�
���&,�=����'$=$
(�:��=���
��7���

��,�K�,�
����
:���
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�����/3! 1  ���&
<������&*/<����#
"�������
�3���� 118 
�� 	
�$
��,�
	�&"����"��$�<�

,3�%����& American College of Rheumatology criteria

	)����7�$%@�� (%)(
�,�.����������	�
������


��(�3 Non C4Q0 C4AQ0 C4BQ0

Malar rash 60 (50.85) 3 (100) 1 (25)

Discoid rash 36 (30.51) 1 (33.3) 1 (25)

Photosensitivity 42 (35.59) 2 (66.6) 1 (25)

Oral ulcers 39 (33.05) 3 (100) 2 (50)

Renal disorder 79 (66.95) 3 (100) 2 (50)

Neurological disorder 17 (14.41) 1 (33.3) 1 (25)

Hematological disorder 57 (48.31) 0 (0) 2 (50)

Immunological disorder 85 (72.03) 3 (100) 3 (75)

Arthritis 81 (68.64) 2 (66.6) 3 (75)

Serositis 14 (11.86) 2 (66.6) 0 (0)

Antinuclear antibody 118 (100) 3 (100) 4 (100)

�����/3! 2  �
+��3������,�
��&*/<����#
"�������
	�:& 118 
�� ���*/<	
�$
1��� C4AQ0 ��� 

C4BQ0 ��$,�
��������#
"��& ACR

	)����7�$%@�� (���)	)����������
'����7�$

%@�������
��(�3 Non C4Q0 C4AQ0 C4BQ0

4 47

5 67 3

6 2 1 1

7 1 1

�8 1   1*

* �������	
���
� C4AQ0 ���
���� C4B ��	
���
� 2-bp insertion �������� 29
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�����/3! 3  ��
�&���&�3���������&'�
�$�
! ���"��$�����&(�:��
��7���	
�'�<��,,�
	3� PCR 

	
�9(<9�&��������
:
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3. ������	-��.������'�����#
!�'$��%U�������(���D�

3.1  ������	��-��.�����#
!�/3!����������3�����(3����� C4A �(. C4B

,�
�?,@���,@��	�&�
#�'	��	
�	3�9%<�,��1���,�
���#�
�
�"�$��
�$��! C4 9�,
���

��A�� S?�&��;���,@��$����(���	
���'�<�=��9�,�+=$"�$�&#,����!	
��"�$

��&��$���<� '�<�,= 

1��� 1-bp deletion 9���,S�� 13 ��&�
� C4B ���,�
$
 2-bp insertion 9���,S�� 29 ��&

�
� C4A S?�&1���,�
�,��$����(���	�:&��&����
: �=&*�9%<�,��
%��%�+�9���,S�����$� ,�
�
��

%���,@��	�&�
#�'	���
:9(<�	"��" multiplex PCR S?�&��$�
��
��%�1���,�
�,��$����(�����&

%�?�&�����=�&'�<1��9�%���	���&��
��,�� �
<�$,��$
�K�,�
���"��"+$ (internal control) 9�

%�����=%���	���&�
,�<�� S?�&'�
�$�
!	
�9(<9�,�
�?,@�$
�3���� 3 "/= '�<�,= 13delB/C4E14.3 

����$�
�����$�3����(�:��
��7���	
�*���,��'�<���� 400 bp; C4ins 29R/C4E26.5 ����$�
�����$

(�:��
��7���*���,��'�<���� 860 bp ���(�:��=���
��7����,��'�<���� 757 bp #��'�
�$�
! 

21A5/21A3 (��
�&	
� 3)

3.2  ������	����
�-��. 2-bp insertion /3!���D�� 29 '$���/���� SSP-PCR

,�
�A����*�,�
	���&��,�<� 3.1 	
��
����1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 '�<

������	"��" PCR 	
�9(<'�
�$�
! C4ins29-F/C4ins29-R S?�&*���,�K�,�
����/,#S=��9%<(�:��=���


��7�����,"��,������ 59 bp 9����	
�(�:��=���
��7�����,�����=�&	
�$
1���*���,����$
���� 61 

bp

3.3  ������	����
�-��. 2-bp insertion /3!���D�� 29 '$���/���� direct- 

sequencing

,�
�A����*�,�
	���&��,�<� 3.1 	
��
����1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 �<��

�	"��" direct sequencing ��,,�
����$�
�$��(�:��=���
��7������� 2.8 Kb 	
�'�<��,,�
	3� PCR 

#��9(<'�
�$�
!	
��3�����,��"�$��
�$��! C4A ��� C4B '�<�,= Adown %
A� Bdown/C4 exon 32 

S?:&(�:��=���
��7�����&,�=�����/,	3�,�
	3�9%<�
��+	��-�<��(+� Turbo PCR kit (BIO 101) ,=���3�'�

	3� direct sequencing
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���/3! II.  ���
�$���3�����(3����� C4 �����"�$�3-��.7�'%������ 2-bp insertion "�

���D�� 29 '$�����3 Site directed- mutagenesis

� ,�
�
<�&(�:��=���
�"�$��
�$��! C4A 9%<$
1���*���,��9���,���
!���,��&

� ,�
�
��(�:��
��7���	
�*���,���<���	"��" Direct sequencing

� ,�
�3�(�:��=���
��7���	
�*���,����<��/= human complement C4- BAC clone

1. ������	�3�����(3����� C4 �����"� Bacterial Artificial Chromosome (BAC-hC4)

,�
�����"
�:&�
: '�<�3� Bacterial Artificial Chromosome (BAC) 	
�$
,�
����=�(�:��=���
�

"�$��
�$��! C4 ��&"���<�'�9���,���
! pBACe 3.6 (
/�	
� 2) $�9(<S?�&$
"��$��$�
��<��	��

��"���
$Y���"�� (Chloramphenicol; Cm) �����:&(A����,���
!9%$=�=� “BAC-hC4” S?�&#"����&

,�=���3���;��<�&�
��"��$�
��+	��-���$
�
�"�$��
�$��! C4 ��&"� 	�:&(���������
 "
�%
A�'$= 

#���
��$�<���,,�
����$�
�$������$���
��7���9���"	
�

���<��<�� "A� DH5-� #��9(<,
���'Y

Y�� (electroporation) ���������
:�&�������%�
��
:�&�(A:�	
�$
 Cm (20 �g/ml) 	
� 37�C ��� 1 

"A� ��,��:� �+=$��A�,#"#��
�3���� 8 #"#��
 ����3�$���
:�&9���%�
��
:�&�(A:��%��	
�$
 Cm (20 �
g/ml) �(=����$	
� 37�C ��� 16 (���#$& �
<�$���=�	
� 225 
���=���	
 (round per minute; rpm)

��,��:�����$���
��7�����,��=��#"���/,�3�$��,���<��(+��,������$���
��7����3��
7�
/� "��$

��<$�<����"��$�
��+	��-��&����$���
��7�����$�
����'�<#�����
,�
���"=�,�
�/�,�A���&	
�

"��$���"�A�� 260 ��#��$�


����$���
��7�����,	�:& 8 #"���/,�3�$��
����,@��	�&�
#�'	���=�$
�
�"�$��
�$��! 

C4 ��&"�#��9(<�	"��" Touchdown PCR #��9(<'�
�$�
!�3���� 4 "/=	
�9(<�3�����,���
�"�$��


�$��! C4 ��=��(��� '�<�,= Aup/L3 ��� Bup/L3 (��
�&	
� 3)

�=���
,���
,�
%�?�&	
��3�$��
��"+��$������& BAC-hC4 ��&,�=��"A� ,�
9(<'�
�$�
!

�3����� (L3/L4) �
<�&(�:��=���
��7���	
�$
���� 976 bp ����3�(�:��=���
��7�����&,�=��$�����<��

���'S$! NlaIV S?�&%��&��,,�
����<�����'S$!��&,�=����<� '�<(�:��=���
��7���	
���,�=�&,��
�%�=�&

�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B ��$"+��$����,�
�

�&�����&���	
���,�=�&,�� "A� �
� C4A ��

'�<(�:��=���
��7��������	
� 276 bp ��� 191 bp 9����	
�(�:��=���
��7�����&�
� C4B ��'�<���� 

476 bp (
/�	
� 3)
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��%/3! 2  ���&�*�1/$���,���
! pBACe3.6 S?�&$
"��$��$�
�9�,�
�<���� Chloramphenicol

��%/3! 3  ���&��,@���3�������	
���,�=�&,����&�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B 9���,S�� 26 

	3�9%<�$A���3�*���*���, PCR �<��'�
�$�
! L3/L4 ��<��3�$�����<�� NlaIV 9%<(�:��=���


��7���������,�=�&,��

��,��,��:�#"�� BAC-hC4 ��&,�=����&*=��,
����,�
�
�$��������&#"���
��7���

#��,�
�=���<�� Restriction enzymes %���(���	
��+�%1/$�����1���	
��%$���$�3�%
�����'($!

��=��(��� ���	3�,�
�?,@���,(�:��
��7���	
�����<�� Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

��,��:��?&�<�$�����A���/(�:��=���
��7���	
��/,�����,�<����	���
�$#�
'$�! (Ethidium Bromide; 

EtBr) S?�&������&#"���
:�
�$��"=���,,�

�$������&(�:��
��7�����=��(�:���<��<��,��
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2. ���/)�"�$���' 2-bp insertion /3!���D�� 29 '$�����3 site- directed mutagenesis

2.1  �����(�#�W�
���'3��F�������3�����(3����� C4A '$���/���� gene cloning

(�:��=����&�
��7�����&�
�"�$��
�$��! C4A 
�%�=�&��,S�� 26-32 �/,����$�
�$���?:�

#��9(< BAC-hC4 ��;��
��7����<���� (template) �<���	"��" PCR #��9(<'�
�$�
!	
��3�����9�

(=�&�
���&,�=�� (��
�&	
� 3) S?�&�
����=&9%<$
�+����	
����� 5’ �<�����'S$! 2 (��� "A� XhoI ���

NotI ��$�3���� %��&��,,�
	3� PCR ��<� (�:��=����&�
��7����/,�3�$��?,@�����	
��/,�<�&�<��

���
����7,#�
#Y

��� ����,�#
���� ���	3�(�:��=���
��7����
:9%<�
��+	��-#��,�
9(<�:3����3��
7�
/� 

Bio101 ����3�(�:��=���
��7�����&,�=�� #"����<���"���
! pALTER-MAX (
/�	
� 4) 	
�$
����

�
�$�� 5.5 kb 	
���9(<��;���,���
!���,��&9�,�
	3�9%<�,��1���$����(���#������(A��$	
����'S$!

��&(�����&,�=�� S?�&��"���
!����
:$
"+��$����9�,�
�<���� Cm ����
�	
�"��"+$,�
�<��	���=�

���K�,�
��� Ampicillin (Amp) '�<�/,,�'�< S?�&��9(<�
�#�(�!9�,�
	3�9%<�,��1���$����(����=�'�

#"���
:�/,�3�'���
:�&9���"	
�

���<��<��"A� JM109

2.2 Sited- direct mutagenesis

,�
	3�9%<�,��1���$����(���9�,�
������
: '�<9(<(+��3��
7�
/��3�%
��,�
�,��$����(�����, 

Promega "A� Altered SitesII
�

 Mammalian Mutagenesis System S?�&���
,�
	3�9%<�,��1���$����

(����
: ��$�
�	3�'�<��$"/=$A�	
��
�@�	9%<$� #����&��� ��&�
: ,�
	3�9%<(�:��=���
��7���	
��/,#"����<�

'�9���,���
! pALTER-MAX $
1���$����(������ 2-bp insertion 	
���,S�� 29 ��:� '�<����� 

oligonucleotides 3 ��<� "A�

a) mutant oligonucleotide

b) oligonucleotide 	
����,���=��	
���;� Cm
r
 9%<���
�����;� Cm

s

c) oligonucleotide 	
����,���=��	
���;� Amp
s
 9%<���
�����;� Amp

r
 '�<

S?�& oligonucleotides ��&(�:��+�	<��(+��:3����3��
7�
/�'�<$
$�9%<��<� ,
����,�
	3�9%<�,��

$����(���'�<	3���$"/=$A�	
�9%<$��<����<� #���
+���$
/�	
� 5 "A� ,�
�3�����$���
��7�����&,�=��$�

	3�9%<"����<��,
����,�
 alkaline denature ���9�= oligonucleotides 	�:& 3 (��� ��,��:���=��

9%<�,��,�
��&�"
��%!�
��7������9%$= #����������'S$! T4 DNA polymerase ��� T4 DNA 

ligase S?�&��'�<����
��7�����&�"
��%!�?:�$�9%$=���3���<��/=��"	
�

���<��<��"A� ES1301 �����
:�&

9���%�
��
:�&�(A:��%��	
�$
���K�(
��� Amp (100 �g/ml) 	
� 37�C, 16-18 (���#$& ��,��:� �3�$��

,������$���
��7��� ����3���<���"	
�

���<��<�����9%$= "A� JM109 S?�&$
"+��$����9�,�

�,@�"+�

�$����$����(���'�<�
,�=� ES1301 %��&��,,�
������
:�&�������
:�&�(A:�	
�$
�� Cm (20 �g/ml) 	
� 
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37�C ��� 1 "A� ��,��:���A�,#"#��
��"	
�

�$� 10 #"#��
 $�������
:�&9���%�
�%������,���

���$���
��7����%$A���<�&�<� ��<��3�'��
��%�1��� 2-bp insertion 9��3��%�=&	
��/,�<�&�<�����
 

direct sequencing �%$A��,�
������=��	
� I

��%/3! 4  ���&�*�1/$���,���
! pALTER-MAX S?�&$
"��$��$�
�9�,�
�<���� Chloramphenicol 

���"��$��$�
�9�,�
�<���� Ampicillin �/,,�'�<
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��%/3! 5  ���&
/�(�:��=���
�������&�
� C4A ���� 2.8 Kb (���$A�) 	
��3�'�#"����<���"���
! 

pALTER-MAX �����:����#���
+���&,�
	3�9%<�,��$����(����<�����
 Sited- direct 

mutagenesis
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2.3 ���%�
��������������'�"
��3��$��/�����3��B�D��

#"��	
�'�<��,,�
	3�$����(��� ����A����,�
$
 2- bp insertion 	
���,S�� 29 ��<� �/,

�

�,�=� ALT-Mut '�<�/,�3�$��,��=&����$���$ "A� ,�
���$�
��<��	�����
#�'$S�� (Neo) ��<�'�	
�

���	
�� 30 #���
��$�<���,,�
����$�
�$��(�:��=���
��7������� 1.9 Kb 	
�$
�
�"��$��$�
�9�

,�
�<���� Neo
R
 ��&,�=����,����$�� pL451  ��;��
��7�����:&�<� �<���	"��" PCR #��,�
9(<

'�
�$�
!	
��3�����,���=�� FRT gene �������$�3������� 45 ���	
��%$A��,���=����&���	
�� 30 

��<�	
����� 5’ ��&'�
�$�
!	�:&��& S?�&9(<��;� homology arms (
/�	
� 6)9���:����,�
	3� 

homologous recombination �=�'�

#"��	
���$�
��?:�'�<9���%�
��
:�&�(A:�	
�$
����&(��� "A� Cm (20 �g/ml) ��� Neo (100 

�g/ml) �?&���/,�3�$�9(<9�,�
	3� Homologous recombination ,�� BAC-hC4 	
���/=9���"	
�

�

��<��<�� EL250 #"��9%$=�
: �

�,�=� “BAC-mutC4”

��%/3! 6  ���&�*�1/$���,���
! pL451 ����=�������&'�
�$�
!	
�9(<����$�=����&�
��<��	�����
#�

'$S�� S?�&$
(�:��
��7������� 1.9 Kb
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���/3! III.  ����)��3�����(3����� C4 ��������%����(.���7�'%�����$�
���D((�

���

1. ������3���(.���.�(3W���D((�BY����(�
	�����/3!��'�3�����(3����� C4

%�/�������+! C4 knockout mice *���#�� Jackson Laboratory, �%
����$
�,� ��;�%�/���

����+!	
��/,�
����=&9%<����
�"�$��
�$��! C4 #��,�
�	
,����
��
#�'$S����<�'��	�	
���,

S��	
� 23- 29 	3�9%<%�/�������+!�
:'$=$
#�
�
�"�$��
�$��! C4 9�
=�&,�� �S��!'Y#�������,%�/

�������+!�
:��

�$'�<��,*��%��& #��,�
���*��%��&��;�(�:���7, B ��<��=���<�� 0.25% Trypsin ��� 

5%Collagenase 9���%�
��
:�&�S��! Dolbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient mixture 

(DMEM), 10% fetal bovine serum (FBS) ��,��:��3��S��!	
���;� single cell suspension '���
:�&

�=�9� DMEM, 10% FBS 	
� 37�C, 5% CO2 �S��!�
: �

�,�=� “Kc-MFB”

2. ����)��3�����(3�����  C4 �����/3!%����(.7�'%�����$�
�� �D((�BY���(�
 

(Transfection)

�
��7���	
��,����,#"�� BAC-hC4 ��� BAC-mutC4 �/,�3���<��/=�S��! “Kc-MFB” �<�� 

Lipofectamine
�

 2000 (Invitrogen Laboratory, USA) ��$"/=$A�����3�#���
+� ��&�
:

2.1 *�$ 15 '$#"
���
��& Lipofectamine solution 9� 250 '$#"
���
 ��& DMEM ��:&

	�:&'�<	
��+�%1/$�%<�& 20 ��	


2.2 �3���
�������,�<� 2.1 $�*�$,�� �
��7��� 50 '$#"
,
�$	
��������/=��<�9� 250 

'$#"
���
 ��& DMEM *�$9%<��<�,�� ��<�	�:&'�<	
��+�%1/$�%<�& 30 ��	


2.3 �3���
�������,�<� 2.2 "=�� B %���&9������
:�&�S��! Kc-MFB ������<�*=��/��!

,��& 60 $�����$�
 	
�$
��%�
��
:�&�S��!��/=�
�$�� 2.5 $�������


2.4 ��
:�&�S��! Kc-MFB '�<��$�1����%$A���<�&�<���� 6 (���#$& ��<��?&"����A�,�<���� 

Neo ��<�������
:�&9���%�
��
:�&�S��! DMEM, 10% FBS ��,�=���'�<�
�$���S��!$�,��$

�<�&,�
 �S��!�
:�/,�

�,�=� “hC4-MFB” �3�%
���S��!	
��/, transfect �<�� BAC-hC4 ��� “mutC4-

MFB” �3�%
���S��!	
��/, transfect �<�� BAC-mutC4

3. ������	����
'��������3�����(3����� C4 �����"��D((� Kc-MFB

3.1 ,�
�
��,�
���&��,��&�
�"�$��
�$��! C4 ��&"�9��S��! Kc-MFB �<�����
 RT-

PCR

��
!��7�����,�S��! hC4-MFB ��� mutC4-MFB �/,�,���<��(+��:3����3��
7�
/� ����3�$�

��

�$ cDNA �<��(+� Superscript III RT-PCR (Invitrogen Laboratory, USA) �<��'�
�$�
! 
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Aup/L3 ��� Bup/L3 	
��3������=��
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B (��
�&	
� 3) ����
��(�:��
��7�

���<�����
����7,#�
#Y

���

3.2 ,�
�
��%�#�
�
�"�$��
�$��! C4 9���%�
��
:�&�S��! �<�����
 enzyme linked- 

immunosorbent assay (ELISA)

��%�
��
:�&�S��!	�:&��&(���'�<�3�$��
��%�#�
�
�"�$��
�$��! C4 �<�����
 plate ELISA 

#���
?&#�
�
�"�$��
�$��! C4 �
��+	��- (Sigma chemical, USA) ��� ��%�
��
:�&�S��!	�:&��&

�<��"�
!�������Y�Y�
!�&9�%�+$��& ELISA plate ��=��%�+$ B �� 100 �l ��,��:����$ rabbit 

anti- human complement C4 antibody 	
������9�Y���Y���Y�Y�
! ��=��%�+$ B �� 100 �l 

��<��+=�	
� 37�C ��� 1 (���#$& ��,��:�	3��K�,�
����<�� goat anti- rabbit labelled alkaline 

phosphatase 9�Y���Y���Y�Y�
! ��=��%�+$ B �� 100 �l ��<��+=�	
� 37�C ��� 1 (���#$& ��<�

�=�����'S$!Y��Y��	� �<��S�����
	����� ��=��%�+$ B �� 50 �l ��<��=��"=��/�,�A���&	
� 

402 ��#��$�
 �	
��,��%�+$"��"+$ (%�+$�
?&�<����%�
��
:�&�S��! Kc-MFB) S?�&9�,�
	���&�
:

'�<�3� human C4 protein �3��
7�
/�	
�
/<"��$��<$�<���=���
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7(���/'(��


���/3! I.  ������	-��.�����'�3�����(3����� C4�(.-��.�����#
!�����3�

"�7��%@����
��(�3�/3���
��(�����%���"��(���%�.#���B/�

1. ������	(
�,�./��	3��B/%G���!����	��-��.�����'�3�����(3����� C4A �(. C4B

*�,�
	���&�<�� Touchdown PCR ��A���
��1��� C4AQ0 ��� C4BQ0 ��:����=� $
*/<

�����3���� 3 
��	
���/=9�1�������
�"�$��
�$��! C4A ���$
*/<�����3���� 4 
��	
�$
1������

�
�"�$��
�$��! C4B S?�&"����;�
<���� 2.54 ��� 3.39 ��$�3���� 9����	
�'$=$
,�+=$"��,��$


1���,�
����
�"�$��
�$��! C4 (���9� B ��� (
/�	
� 7) ��,*�,�
�������&,�=�� 9%<,�
������+�

,�
�����,=��%�<��
: "A� 1���,�
����
�"�$��
�$��!	�:&��&(��� #�������(����� ��:���;�������

��
��&��=�&���&�=�,�
�,��#
"��� ��� �
 �$<�=� 9�,�+=$"��,����&�
�(�,
�%�=���:� '�<�,= ,�+=$

�
�(�,
$�&#,����!%
A��A�� B 9��
��	��%
����$
�,� ���� ��&,)@ ��Y
�,� ��;��<� ��$


1���,�
����
�"�$��
�$��! C4 9�,�+=$�
�(�,
�,��<���
�$��
<���� 2-3 S?�&*�,�
�����

,�+=$�
�(�,
�,��9��
��	�'	����=� 9�,�+=$"��,��(��'	� '$=$
1���,�
����
�"�$��
�$��! 

C4 ���

������ 7  ������	
� Touchdown PCR �� 2% 
�
���������������
���
��������������
����

��
�!�
��	�����"
#����#��$ C4A ��� C4B �&�'�� 1- 4 ����(�)��*�����
+��
	
����

"
#����#��$ C4 '��,����

������"���.$����,���#
�$ 4 "/* "�
 Adown/L4, Aup/L3, 

Bdown/L4 ��� Bup/L3, ��#�<���� �&� M ���� 100 bp DNA ladder
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2. ������	-��.������'�����#
!�'$��%U�������(���D�

��,,�
�?,@�1���,�
�,��$����(����<���	"��" Multiplex PCR ��:� ���=� $
*/<����	
�$


1��� C4AQ0 
=�$,��1��� 2-bp insertion 9���,S�� 29 (
/�	
� 8 ��� 9) �3���� 1 
�� #��$


(�:��
��7���	
� 860 bp S?�&$���,�
�$����(��� ���(�:��
��7���	
� 757 bp 	
���;� internal control �=��*/<

�����������
���,�+=$"��,��	
��%�A�	�:&%$�'$=��1��� 2-bp insertion 9���,S�� 29 ��� #��

��*���*� internal control ��, multiplex PCR �	=���:� ��,��,��:� 9������=�&�
��7�����,	�:&

��&,�+=$�
�(�,
'$=�
����1��� 1-bp deletion 9���,S�� 13

��%/3! 8 ���&*� Multiplex PCR 	
�9(<�
��%�1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 ) ��<��3�'�	3���

��7,#�
#Y

��� ���	
� 1- 6 ���&*� PCR 	
�'�<��,"�'�<	
�$
1��� C4BQ0 (4 
��) ��� 

C4AQ0 (2 
��) ��$�3���� 9������=�����$
 internal positive control 	
� 757 bp ��� 

ins ���&*���&"�'�<	
�$
1��� C4AQ0 
=�$,��,�
$
1��� 2 bp insertion 9���,S�� 29 

(860 bp) ��� M ���& 100 bp DNA ladder

��%/3! 9 ���&*� SSP-PCR 	
��A����1���,�
$
 2 bp insertion 9���,S�� 29 ����/*��<�����
��

��7,#�#Y

���9� 10% acrylamide ����<�$�<�� EtBr ��� ins ���&*�,�
$
1���$����(���

#���%7�����(�:��=���
��7�����&���� "A� 59 ��� 61 bp 9����	
���� control ������

(�:��=���
��7������� 59 bp �	=���:� ��� M ���& low range DNA marker

860
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3. ������	-��. 2-bp insertion /3! exon 29 '$���/���� direct sequencing

,�
9(<���
 direct sequencing �
��1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 ��,(�:��=���
��7���

�3�������&�
� C4A ��� C4B ���� 2.8 Kb 	
�'�<��,,�
	3� PCR �<��'�
�$�
! Adown/exon 32 

%
A� Bdown/exon 32 (��
�&	
� 1) ���=� 1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 ���
� C4B ��&*/<

����	
�$
1��� C4AQ0 	
��
���A����1���$����(����
:�<�����
 multiplex PCR ��� SSP-PCR '���<� 

�=�������=�&�A�� B 9�	�:&��&,�+=$�����=�&'$=$
1���$����(�������
:��� (
/�	
� 10)

��%/3! 10  *� direct sequencing ���& 2-bp insertion (TC) 	
��3��%�=& 161-162 S?�&�=&*�9%<�,��


%��%�+�9���,S�� 30
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���/3! II.  ���
�$���3�����(3����� C4A"�$�3-��. 2-bp insertion "����D�� 29 '$�����3

Site directed- mutagenesis

1. ������	���
��
����� Bacterial Artificial Chromosome (BAC) clone

BAC-hC4 clone �3���� 8 #"#��
 %��&��,	
��
���<���	"��" PCR ���,�
9(<���'S$!���

�3�������&�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B ��&,�=�� �
+�'�<�=� BAC-hC4 clone �
:$
"��$�����

������'$=$
,�
���������<���
��7����A�� B ���$
�
�"�$��
�$��! C4A ��� C4B (
/�	
� 11 ��� 12) 

�����,,�
�
�$��������& BAC-hC4 clone �<�� PFGE ��$�
��
�$��������&#"��'�<

�=�$
�����
�$�� 180 Kb S?�& BAC clone (
/�	
� 13) �
: �
<�$	
����3�'��
<�& Transgenic mouse 

�=�'�

��%/3! 11  ���&
/�(�:��=���
�����������
�"�$��
�$��! C4A (11a) ��� C4B (11b) %��&,�
	3� 

PCR �<��'�
�$�
! Aup/L3 ��� Bup/L3 ��$�3����9� original BAC-hC4

��%/3! 12  ���&
/�(�:��=���
��7�����&�
�"�$��
�$��! C4 (12a) ���%��&,�
����<�����'S$! 

NlaIV (12b) S?�&'�<(�:��=���
��7�����&�
�"�$��
�$��! C4A ����191 bp ��� 276 bp 9�

���	
��
� C4B 9%<(�:��=���
��7������� 467 bp
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��%/3! 13  ���&
/�(�:��=���
��7�����& BAC-hC4 clone 	
��/,����<�����'S$!%���(��� '�<�,= ���

	
� 1-10 =(��
�,>#$ AccI, BglI, HindIII, KpnI, NotI, SmaI, SalI, PacI, XhoI ��� XbaI ��#

�<���� �&�'�� 11-14 �*
������
�,>#$�
�(���=����
�*�������
�� (double digestion) ����

�
�,>#$  Pac I /Sal I ,  Pac I /Xba I ,  Pac I /Xho I  ��� Pac I /Hind I I I  ��#�<����
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2. ���/)�"�$���'�����#
!���� 2-bp insertion /3!���D�� 29 '$�����3 site- directed 

mutagenesis

%��&��,,
����,�
	3�9%<�,��$����(�����<� '�<�3�#"�� Mut-ALT ��&,�=��$���
:�&��

��%�
��
:�&�(A:�	
�$
���K�(
��� Amp ��� Cm ��=�&�� 5 �����
:�&�(A:� ��A���?,@�"��$�3��
7�9�

,�
	3�9%<�,��1���$����(��� �
�,��=� "��$�3��
7�9�,�
	3�9%<�,��$����(����<�����
�
: "A�
<���� 40 

���'�<�3�#"��	
���$�
��?:�����%�
��
:�&�(A:�	
�$
�� Amp ��:�'�	3� direct sequencing ��A���A����

,�
$
 2-bp insertion 	
���,S�� 29 �<�� S?�&(�:��=���
��7���	
�$
1���$����(����
: ���/,�3�$��
<�&

����$���$ "A� ,�
���9�=�
���&,�
�<��	���� Neo ��<�'�	
����	
�� 30 (
/�	
� 6) �<�� ��A��&��,

,�
�,��1��� 2-bp insertion 	
���,S�� 29 ��:�	3�9%<$

%��%�+�	
��=���<���&��,S�� 30 ���,�


#"���
� Neo
r
 �
: ��$
�
�#�(�!9�,�
��A�,#"��	
�*���,�� %��&��,,�
�3�(�:��=���
:'�	3� 

homologous recombination ,�� BAC-hC4 S?�&'�<�3����#"��	
���$�
��?:�'�<,����	�:&��&(���

�3���� 1 clone �

�,�=� BAC-mutC4


