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Streszczenie

Wstep. Toczen rumieniowaty uktadowy (TRU) jest przewlekta, autoimmunologiczng choroba, w ktérej dochodzi do uszko-
dzenia wielu narzgdéw. Nie ustalono do tej pory bezposredniej przyczyny choroby. Uwaza sie, ze na jej rozwdj maja wptyw
m.in. predyspozycje genetyczne, ktore prowadzg do obnizenia sktadowych ukfadu dopetniacza, takich jak C1q, C2, C3, C4.
Deficyt C1q dopetniacza prawdopodobnie jest najsilniejszym czynnikiem ryzyka TRU (OR prawie 10). Liczne badania sugeru-
ja udziat réznych gendéw w patogenezie TRU, kilkanascie doniesief dotyczy polimorfizmu genu sktadowej C1q. Zadna z tych
publikacji nie opisuje ryzyka rozwoju TRU obejmujacego polimorfizm C1q rs292001 w populacji polskie;.

Cel pracy. Celem badania byto okre$lenie czestosci wystepowania polimorfizmu genu sktadowej C1Q dopetniacza
(rs292001) w polskiej populacji chorych na toczeh rumieniowaty uktadowy oraz u zdrowych osob.

Materiat i metody. Grupa chorych obejmowata 98 nie spokrewnionych chorych na TRU, grupe kontrolng stanowito
101 zdrowych osob. Materiatem do badan genetycznych byto DNA wyizolowane z leukocytow krwi obwodowej metoda wy-
salania. Genotypowanie wykonano przy uzyciu metody Tetra-Primer ARMS PCR.

Wyniki. W przeprowadzonych badaniach nie znaleziono statystycznie istotnych zalezno$ci wskazujgcych na powigzanie
polimorfizmu sktadowej C1q (rs292001) z wystepowaniem TRU.

Whioski. Brak roznic w czestosci wystepowania polimorfizmu sktadowej C1q rs292001 miedzy badang grupa chorych na
TRU a grupa kontrolng moze $wiadczy¢ o braku wptywu tego polimorfizmu na rozwéj TRU w polskiej populaciji, jak réwniez
o duzej r6znorodnosci czynnikdw genetycznych zaangazowanych w patogeneze choroby.

Stowa kluczowe: toczen rumieniowaty uktadowy, polimorfizm, sktadowa C1q uktadu dopetniacza

Summary

Introduction. Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, autoimmunological disease. The cause of disease is still
unknown. It may be assumed that genetic predisposition can predispose to development of disease. Patient who suffer from
SLE manifest decreased complement component C1q, C2, C3 and C4. It seems that decreased of C1q is the most important
risk to development o SLE (OR almost 10).

Aim. We aimed to identify associations between common C1q rs292001 polymorphisms and SLE risk in polish population

Material and methods. We analyzed ninety-eight patients with established diagnosis of SLE and 101 healthy individuals
in the control group. Biological material used in the studies was DNA. The method of salting out was used to obtain the DNA
and genotyped using Tetra-Primer ARM PCR methods.

**Badanie finansowane z planu MNiSW: N N402 267836.
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Results. Statistical analysis revealed that there were no significant associations observed in the genotype distributions
and allele frequencies among the patients with SLE and healthy control subjects.
Conclusions. There was no evidence for a significant role of C1q locus gene polymorphisms in SLE risk predisposition

in polish population.

Key words: systemic lupus erythematosus, polymorphism, C1g complement

WSTEP

Toczen rumieniowaty uktadowy (TRU) jest przewle-
kfa, autoimmunologiczng choroba, w ktérej dochodzi do
uszkodzenia wielu narzadéw. Nie ustalono do tej pory
bezposredniej przyczyny choroby. Uwaza sig, ze na jej
rozwéj maja wptyw predyspozycje genetyczne, zabu-
rzenia immunologiczne, wptyw Srodowiska zewnetrzne-
go czy zaburzenia hormonalne. Za podejrzeniem tta ge-
netycznego choroby przemawiaja obserwacje kliniczne
potwierdzajgce rodzinne wystepowanie TRU. U chorych
z rozpoznanym TRU stwierdza sie defekty genetyczne,
ktére prowadza do obnizenia sktadowych uktadu dopet-
niacza, takich jak C1q, C2, C3, C4. Centralnym punk-
tem rozwoju reakcji zapalnych jest ukfad dopetniacza,
ktérego gtéwng funkcja jest chemotaksja (opsonizacja
i aktywacja komorek, zapoczatkowanie reakcji nabytej
oraz liza komérek docelowych). Zmniejszone stezenie
w surowicy sktadnikédw dopetniacza moze prowadzi¢
do gromadzenia sie w komérkach ciatek apoptotycz-
nych, nadmiaru komplekséw immunologicznych i roz-
woju licznych stanéw zapalnych (1). Do zaburzen im-
munologicznych wystepujacych w przebiegu choroby
zaliczy¢ mozemy obecno$¢ przeciwciat przeciw dsDNA
(przeciwciata przeciw dwuniciowemu DNA), obecnosé¢
przeciwciat przeciw Sm (anty-Smith), obecno$¢ prze-
ciwciat antyfosfolipidowych oraz obecno$¢ przeciwciat
przeciwjgdrowych (ang. anti-nuclear antibodies — ANA)
W mianie uznanym za nieprawidtowe.

Sktadowa C1q nalezy do klasycznej drogi aktywaciji
dopetniacza, jej uposledzenie zaburza fagocytoze kom-
plekséw immunologicznych (2, 3, 4), kiére pozostajac
w krazeniu moga powodowac lub nasila¢ autoagresije.
Geny kodujagce sktadowg C1q dopetniacza znajduja sie
w regionie 1p34-36. Dziedziczony niedobdr C1q do-
petniacza wystepuje u chorych na TRU i jest dowodem
na znaczenie tej sktadowej dopetniacza w patogenezie
reakcji autoimmunizacji skierowanej przeciwko struktu-
rom jadra komérkowego. Sktadowa C1q dopetniacza
wraz z DNAzg | degradujg chromatyne pochodzaca z
komorek, ktore ulegajg martwicy. Deficyt C1q dopet-
niacza prawdopodobnie jest najsilniejszym czynnikiem
ryzyka TRU (OR prawie 10) (5, 6), podobnie jak. cho¢ w
nieco mniejszym stopniu niedobér sktadnika C2 (OR ok.
4,5) (7) oraz C4A i C4B (OR ok. 1,5-5) (8). Martens HA i
wsp. (9) nie stwierdzili wptywu polimorfizmu genu C1q
rs292001 na stezenie C1q w grupie chorych na TRU,
podczas gdy Racilla i wsp. takg zalezno$¢ wykazali (10).
Liczne badania sugeruja udziat roznych genéw w pato-
genezie TRU, kilkanascie doniesien dotyczy polimorfi-
zmu genu sktadowej C1q, zadna z tych prac nie opisuje
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ryzyka rozwoju TRU obejmujgcego polimorfizmu C1q
rs292001 w populacji polskie;j.

CEL PRACY

Celem badania byto okreslenie czestosci wystepo-
wania polimorfizmu genu sktadowej C1q dopetniacza
(rs292001) w polskiej populacji chorych na toczen ru-
mieniowaty uktadowy oraz u zdrowych osob.

MATERIAL | METODY

Badanie uzyskato zgode Komisji ds. Etyki i Badan
Naukowych przy Uniwersytecie im. Karola Marcinkow-
skiego w Poznaniu. Wszystkie osoby biorgce udziat w
badaniu zostaty poinformowane o zatozeniach bada-
nia oraz jego przebiegu i wyrazili Swiadomg pisemna
zgode na udziat w badaniach.

Grupe kontrolna stanowito 101 zdrowych dawcow
krwi (51 kobiet i 50 mezczyzn), kobiety w wieku 19-43
lata oraz mezczyzni w wieku 19-51 lat. Kryteriami wyklu-
czajgcymi w tym badaniu byty choroby autoimmunolo-
giczne, nowotwory, niewydolno$¢ uktadu oddechowe-
go, uktadu krazenia, nerek, watroby, ostre i przewlekte
zakazenia i zapalenia. Grupa chorych obejmowata
98 nie spokrewnionych chorych na TRU, rasy kauka-
skiej, pochodzenia polskiego, w wieku od 20 do 70 lat,
(60 kobiet i 38 mezczyzn). Rozpoznanie ustalono na
podstawie kryteriéw klasyfikacji TRU wg ACR (ang.
American College of Reumatology) (11).U chorychroz-
poznano chorobe, jezeli zostato spetnione co najmniej
4 z 11 kryteriéw w chwili badania lub w wywiadzie. Kaz-
dy chory zostat poddany szczego6towej ocenie klinicz-
nej obejmujacej badanie podstawowe i przedmioto-
we. Stopien aktywnosci TRU, okreslono na podstawie
skali aktywnosci tocznia rumieniowatego uktadowego
(systemic lupus erythrodermatosus activity index
— SLEDAI) (12). Niska aktywnos$¢ choroby stwierdzo-
no u 53% pacjentow, u 34% pacjentow sredniag, a
u 13% wysoka aktywnosé choroby. We krwi pacjen-
téw oznaczono metoda immunofluorescencji posred-
niej miano przeciwciat przeciwjadrowych oraz zbada-
no metoda Euroline (Euroimmun, Niemcy) obecnos¢
przeciwciat przeciwko rozpuszczalnym antygenom
jadra komérkowego. Materiatem do badan genetycz-
nych byto DNA wyizolowane z leukocytéw krwi zylnej
pobranej do probdwek zawierajacych 10% EDTA. DNA
zostato wyizolowane z leukocytéw krwi obwodowej
metoda wysalania. Genotypowanie wykonano przy
uzyciu metody tetra-primer ARMS PCR (tancuchowa
reakcja polimerazy). Metoda ta zostata wykorzysta-
na ze wzgledu na brak mozliwosci dobrania enzymu
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rozpoznajacego analizowane miejsce polimorficzne.
W reakciji tetra-primer ARMS PCR uzyto nastepujacych
starteréw:

Forward inner (G allele):

AGACCAGAAGGATCACATAGACATTTGAAG

Reverse inner (A allele):

ATGTAGGATGCCCGGATGCAAATGAT

Forward outer (5-3):

CTCTGAGCCTAAGTGGGCTCATCTGTAA

Reverse outer (5'-3’):

AAGTGGAGAGAAGTGTGAACAGGCACTT

Na poszczegoélnych etapach warunki reakcji przed-
stawiaty sie nastepujgco: denaturacja wstepna przez
3 min w temperaturze 95°C, namnazanie produktu reak-
Cji (35 cykli): 30 s w temperaturze 95°C, 30 s w tempera-
turze 65,9°C oraz 30 s w temperaturze 72°C, faza konco-
wej syntezy produktu reakcji odbywata sie przez 10 min
w temperaturze 72°C. Reakcje PCR przeprowadzono na
termocyklerze Mastercycler ep firmy Eppendorf. Produkt
analizy zostat rozdzielony na 2% zelu agarozowym.

Analize rozktadu czestos$ci genotypdéw przeprowa-
dzono za pomocg pakietu statystycznego Statistica 7.1.,
stosujac test zgodnosci chi-kwadrat Pearsona, a ana-
lize rozktadu czestosci alleli — z wykorzystaniem testu
doktadnego prawdopodobienstwa Fishera. Dla analiz
przyjeto jako istotny statystycznie poziom istotnosci
p < 0,05. W przypadku grup o liczebno$ci mniejszej niz
5 zastosowano test doktadnego prawdopodobienstwa
Fishera — Frimana — Haltona. Stwierdzono, ze prawo
Hardy’ego-Weinberga dla badanych alleli zostato za-
chowane.

WYNIKI

W badanej grupie chorych przeciwciata typu ANA
wykryto u 60 chorych, przeciw dsDNA u 27 chorych,
natomiast przeciwciata przeciw nukleosomom byty
obecne u 26 pacjentéw. Przeciwciata anty-Sm stwier-
dzono tylko u 3 chorych, przeciw-SSA (ang. Sjégre-
n’s antibodies) u 31 chorych, natomiast przeciwciata
anty-SSB (ang. Sjégren’s antibodies) byly obecne u
13 pacjentéw. Przeciwciata przeciw RNP (ang. Ribo-
nucleoprotein antibodies) wystgpity u 13 chorych,
przeciwciata przeciw histonom u 10 pacjentéw, prze-
ciwciata przeciw rybosomalnemu biatku P pojawity sie
u 4 os6b z toczniem rumieniowatym uktadowym.

W wyniku przeprowadzonej analizy restrykcyjnej
produktu reakcji tetra primer ARMS PCR, otrzymano
3 warianty polimorficzne genu C1q (rs292001): homo-
zygote GG, heterozygote AG oraz homozygote AA.
W grupie kontrolnej polimorfizm AG stwierdzono u
49 0s06b, polimorfizm GG u 35 oséb, natomiast poli-
morfizm AA u 17 osdb. W badanej grupie chorych poli-
morfizm AG wystapit u 55 pacjentéw, polimorfizm GG u
32 chorych na TRU, natomiast polimorfizm AA wystapit
u 11 pacjentéw. Rozktad poszczegdlnych genotypow i
alleli wystepujacych u pacjentéw oraz w zdrowej kon-
troli zawarte sg w tabeli 1.

Wysoka aktywno$¢ choroby stwierdzono u 14 oséb
z polimorfizmem GG, u 1 osoby z polimorfizmem AA

Tabela 1. Rozktad genotypdéw w grupie kontrolnej i badanej
grupie chorych na TRU.

Genotypy Allele
GG AG AA G A
Kontrola
(n = 101) 35 49 17 119 83
Pacjenci
(n = 98) 32 55 11 119 77

oraz u 17 pacjentéw z polimorfizmem AG. Podwyzszo-
ne miano przeciwciat typu ANA stwierdzono u 7 os6b z
polimorfizmem GG, u 3 pacjentéw z polimorfizmem AA
oraz u 10 os6b z polimorfizmem AG. W badanym po-
limorfizmie genu kodujgcego C1q (rs292001) rozktad
genotypdw nie réznit sie statystycznie istotnie w grupie
pacjentéw z niskg aktywnoscig choroby i u chorych na
TRU o $redniej i wysokiej aktywnosci (p > 0,05).

W przeprowadzonych badaniach nie znaleziono
statystycznie istotnych zaleznosci wskazujgcych na
powigzanie polimorfizmu sktadowej C1q (rs292001)
z wystepowaniem TRU. Wyniki analizy statystycznej
przedstawia tabela 2.

DYSKUSJA

Badania nad genetycznym podtozem rozwoju tocz-
nia rumieniowatego uktadowego prowadzone sg od
lat. Harley J.B. i wsp. (13) obserwowali rodzinne wyste-
powanie choroby i wspotzalezno$¢ pojawiajacych sie
zmian genetycznych. Udowodnili, ze toczeh nie jest
chorobg zdeterminowang przez jednag zmiane w poje-
dynczym locus. W swoich badaniach zajmowali sie po-
fozeniem polimorfizmdéw na wirtualnej mapie ludzkiego
genomu. Znajomo$¢ doktadnego potozenia markerow
genetycznych utatwia zrozumienie ztozonego scho-
rzenia jakim jest toczen rumieniowaty uktadowy (13).
Namjou B. iwsp. (14) prowadzili badania nad dziedzicz-
nymi niedoborami sktadowej C1q ukfadu dopetniacza,
oceniajgc polimorfizmy wystepujgce w genie koduja-
cym C1q, dotyczace tancuchéw A, B i C. Przebadali
17 pojedynczych nukleotydowych polimorfizméw w
populacji Afroamerykanéw i Hiszpanéw. Analizy ilo-
Sciowe pokazaly, ze niektére pojedyncze nukleotydo-
we polimorfizmy w genie C1q moga by¢ powigzane ze
stezeniem skfadowej C3 w surowicy. Udowodnili, ze
polimorfizmy w genie kodujgcym C1gA sa powigzane z
fenotypamitocznia rumieniowatego uktadowego wtych
dwaoch badanych populacjach (14). Chew H. i wsp. (15)
badali metodg PCR — RFLP pojedyncze nukleotydowe
mutacje C1g u malezyjskich pacjentéw chorych na to-
czenh rumieniowaty uktadowy. Zajmowali sie siedmioma
typami mutacji w genie kodujacym C1q, ktére sg zlo-
kalizowane w: C1gA - GIn186 (C > T), C1gB - Gly15
(G>A),C1gB-Arg150 (C > T), C1qC - Gly6 (G- A),
C19C - Arg41 (C > T) oraz dwoma pojedynczymi nu-
kleotydowymi polimorfizmami: C1gA — Gly70 (G/A),
C1gC - Pro14 (T > C). Stwierdzili, ze niedobér C1q nie
jest gtbwnym czynnikiem genetycznym powodujacym
TRU w populacji malezyjskiej. Celem naszego badania
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Tabela 2. Allele ryzyka.

Allel ryzyka A

Allel ryzyka G

Allel ryzyka G vs. A: iloraz szans OR=0,928
C.l. - (0,621-1,385)

X2-0,13

p = 0,71373

brak istotno$ci statystycznej

Allel ryzyka A vs. G: iloraz szans OR = 1,078
Cl. - (0,722-1,610)

X2-0,13

p =0,71373

brak istotnosci statystycznej

Allel ryzyka GG vs. GA: iloraz szans OR = 1,228
Cl.— (0,664-2,270)

X2-0,43

p = 0,51298

brak istotnosci statystycznej

Allel ryzyka AA vs. GA: iloraz szans OR = 1,735
C.l.- (0,741-4,061)

X2-1,63

p = 0,20144

brak istotnosci statystycznej

Allel ryzyka GG vs. AA: iloraz szans OR = 0,708
C.l. - (0,289-1,736)

X2-0,57

p = 0,44925

brak istotno$ci statystycznej

Allel ryzyka AA vs. GG: iloraz szans OR = 1,413
C.l. - (0,576-3,466)

X2-0,57

p = 0,44925

brak istotnosci statystycznej

Allel ryzyka GG vs. GA + AA: iloraz szans OR = -1,094
C.l. - (0,607-1,970)

X2-0,09

p = 0,76530

brak istotnoéci statystycznej

Allel ryzyka AA + AG vs. GG: iloraz szans OR = 1,601
C.l. - (0,708-3,618)

X2-1,29

p = 0,25542

brak istotno$ci statystycznej

byto okreslenie czesto$ci wystepowania polimorfizmu
C1q (rs292001) w polskiej populacji chorych na toczen
rumieniowaty uktadowy. Nie stwierdziliémy istotnych
réznic w czestosci wystepowania badanego polimor-
fizmu w populacji zdrowych oséb w poréwnaniu do
grupy chorych. Czestos$ci wystepowania poszczegodl-
nych polimorfizméw AA, GG oraz AG byty podobne w
obu badanych grupach. Chew H. i wsp. badali réwniez
i nie stwierdzili Zzadnych zwigzkéw klinicznych i labora-
toryjnych obserwowanych w genotypach i allelach u
pacjentéw chorych na toczen rumieniowaty uktadowy
oraz zadnych w przypadku mutacji wystepujacych w
C1gA - Gly70 (G/A) i C1qC — Pro14 (T > C) SNPs. Na-
sze badania réwniez nie potwierdzity istotnych zalez-
nosci miedzy badanym polimorfizmem C1q (rs292001)
a wynikami badan laboratoryjnych.

Martens H.A. i wsp. (9) badajgc polimorfizmy C1q
rs631090 u chorych na toczen rumieniowaty uktadowy
stwierdzili, ze ma on zwigzek z chorobg i stezenie tej
sktadowej w surowicy u chorych na toczen rumienio-
waty uktadowy maleje. Jednak badana przez nich po-
pulacja byta mata. W przypadku rs292001 sktadowej
C1q nie stwierdzono zwigzku z stezeniem C1q w su-
rowicy ale okazato sie, ze polimorfizm ten ma zwigzek
z ciezkim przebiegiem choroby (9). W naszych bada-
niach nie korelowano surowiczego stezenia C1q z wy-
stepowaniem polimorfizmu w obrebie C1q, gdyz sktad-
nik C1q zawarty w surowicy jest zmienny i nie udato sie
uzyska¢ wystarczajgco duzej grupy chorych o statym
niezmiennym stezeniu surowiczego C1q. Natomiast
w naszym badaniu nie stwierdzono pozytywnych za-
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leznosci miedzy aktywnoscig choroby a badanym
polimorfizmem. Sontheimer R.P. i wsp. (16) prowadzi-
li badania nad funkcjg sktadowej C1q oraz jej rolg w
autoimmunizacyjnym toczniu. Sktadowa C1qg wptywa
na immunoregulacje. Swiadczy o tym fakt, ze u wiecej
niz 90% oséb z wrodzonym niedoborem C1q rozwija
sie wczesna $wiattowrazliwa posta¢ tocznia rumienio-
watego uktadowego. Badacze udowodnili, ze pojedyn-
czy nukleotydowy polimorfizm moze byé przyczyng
subtelnych réznic w ekspresji C1q i tym samym czyn-
nikiem ryzyka rozwoju choroby(16). Berkel A.l. i wsp.
(17) prowadzili genetyczne i epidemiologiczne bada-
nia dotyczace selektywnych niedoboréw C1g w po-
pulacji tureckiej, zajmujgc sie gtéwnie polimorfizmem
C > T. Przebadano pacjentéw z réznych osrodkéw i w
réznym wieku. Badacze ci stwierdzili, ze niedobér C1q
moze zwieksza¢ ryzyko wystgpienia objawéw tocznia
rumieniowatego uktadowego (18). W naszych bada-
niach przeprowadzonych na populacji polskiej nie
znaleziono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie
genotypow polimorfizmu C1q sktadowej dopetniacza
rs292001 miedzy grupg pacjentéw chorych na TRU a
grupa kontrolng zdrowych oséb.

WNIOSKI

Brak réznic w czestosci wystepowania polimorfizmu
sktadowej C1q rs292001 miedzy badang grupa chorych
na TRU a grupa kontrolng moze $wiadczy¢ o braku wpty-
wu tego polimorfizmu na rozwéj TRU w polskiej popula-
cji, jak rowniez o duzej réznorodnosci czynnikéw gene-
tycznych zaangazowanych w patogeneze choroby.
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