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Brak zwigzku polimorfizmu rs7951 genu C3 sktadowej dopetniacza
zrozwojem tocznia rumieniowatego uktadowego

The lack of association of rs7951 C3 complement polymorphism
with systemic lupus erythematosus patients
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STRESZCZENIE

Wstep: Toczen rumieniowaty uktadowy jest przewlekta,
zapalna choroba tkanki tacznej o podtozu autoimmunolo-
gicznym. Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania
polimorfizmu genu C3 rs7951 w grupie kontrolnej (u 0séb
zdrowych) i w grupie badanej (chorych na TRU).

Materiat i metody: Badaniu zostato poddanych 99 oséb
chorych naTRU, w wieku 20-70 lat. Materiatem biologicznym
wykorzystanym w badaniach byto DNA, wyizolowane metoda
wysalania. Uzyskany materiat amplifikowano przy uzyciu
metody PCR, a nastepnie poddano hydrolizie enzymatycznej
z uzyciem enzymu Hindlll.

Wyniki: Nie stwierdzono czestszego wystepowania allelu ry-
zyka T genu C3 dopetniacza w grupie badanej w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej.

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaty, ze polimorfizm
genu C3rs7951 nie ma wptywu na czesto$¢ wystapienia TRU
Stowa kluczowe: toczer rumieniowaty ukfadowy, analiza
genetyczna, sktadowa C3 dopetniacza

ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is
a complex multisystem autoimmune disease. The purpose
of the study was to estimate the prevalence of polymorphism
in C3rs7951 gene in the control group (healthy people) and
in the study group (people suffering from the SLE).
Materials and methods: Study has been subjected to 99
people suffering from the SLE, between 20-70 years old.
Biological material used in the studies was DNA. The method
of salting out was used to obtain the DNA, amplificated with
PCR method and underwent enzymatic hydrolysis with usage
of endonuclease Hindlll.

Results: In comparison the study group to the control one
the prevalence of risk allele T in gene C3 did not appear to
be higher.

Conclusions: The study revealed that polymorphism of C3
gene (rs7951) does not contribute to prevalence of SLE.
Key words: systemic lupus erythematosus, genetic analysis,
C3 complement
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Wstep

Toczen rumieniowaty ukladowy (TRU) jest wieloobja-
wowg chorobg, przebiegajaca z zajeciem wielu narzadow,
z zapaleniem naczyn i zapaleniem okolonaczyniowym
malych tetnic i tetniczek. Choroba zwigzana jest z odkla-
daniem si¢ komplekséw immunologicznych, sktadajacych
sie z: DNA, anty-DNA, dopelniacza i wtdknika [1]. Przy-
czyna choroby nadal nie jest poznana. Prawdopodobnie
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is multisymptomatic
disease, characterized by multiple organ involvement, with
vasculitis and inflammation of small perivascular arteries
and arterioles. The disease is associated with deposition
of immune complexes, consisting of: DNA, anti-DNA,
complement, and fibrin [1]. The cause of the disease is still
not known. Probably genetically predisposed individuals
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u 0s6b predysponowanych genetycznie pod wpltywem
czynnikéw srodowiskowych dochodzi do zapoczatkowa-
nia procesu zapalnego i reakcji autoimmunologicznych.
W jego patogenezie bierze sie pod uwage predyspozycje
genetyczne (m.in. zwigzek z niektérymi antygenami
zgodnosci tkankowej, genami dopetniacza i biatek pro-
tekcyjnych), czynniki Srodowiskowe, tj. promieniowanie
stoneczne, promieniowanie UV, leki - m.in. doustne
$rodki antykoncepcyjne, hydralazyna, substancje che-
miczne - narazenie zawodowe na krzemionke, zwigzki
rteci czy tez pestycydy, wirusy — parwowirus B19 oraz
Epsteina-Barr [2].

Bardzo waznym przejawem zaburzen immunolo-
gicznych w TRU jest nieprawidlowa odpowiedz ukladu
dopetniacza. Uktad dopelniacza nalezy do odpornosci
nieswoistej — humoralnej (wrodzonej). Podstawowe
funkcje dopetniacza to rozpoznawanie i opsonizacja
patogendw, chemotaksja, liza komdrki docelowej czy tez
usuwanie komplekséw immunologicznych [3]. Sktadowa
C3 zajmuje strategiczng pozycje we wszystkich drogach
aktywacji ukladu dopelniacza, dlatego tez jej niedobér
powoduje zahamowanie mechanizméw odpowiedzi
swoistej, jak i nieswoistej. C3 jest biatkiem ostrej fazy, syn-
tezowanym gléwnie w watrobie podczas reakeji zapalnej.
Po raz pierwszy sekwencja kodujaca genu sktadowej C3
ukladu dopetniacza oraz pochodzgca od niej sekwencja
aminokwasow zostala zaprezentowana w 1985 r. przez
De Bruijna i Fey’a. Gen zlokalizowany jest na dlugim
ramieniu chromosomu 19, w regionie 1 (19p13.3-p13.2).
ma dlugo$¢ 41000 pz. W jego skiad wchodzi 41 ekso-
néw [4]. Polimorfizm genowy oznacza wystepowanie
réznorodnych odmian danego genu, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do réznic w budowie i dzialaniu biatka
kodowanego przez ten gen. Wplyw polimorfizmu genu
kodujacego sktadowa dopelniacza C3 na rozwoéj oraz
przebieg wielu chordb jest od lat przedmiotem badan.
Sivaprasada i wsp. (2007) wykazali, Ze zmiany sekwencji
nukleotydowych w obrebie czynnika H (ktdry jest glow-
nym regulatorem aktywacji biatka C3) sa powigzane z wy-
stepowaniem starczego zwyrodnienia plamki zottej [5].
Alper i wsp. (1972) opisali pacjenta z duza podatnosécig na
ropne infekcje, u ktérego stezenie C3 bylo ponizej 1/1000
warto$ci normy. Rowniez krewni probanta, wlaczajac
w to obojga rodzicéw, posiadali o potowe obnizone
stezenie C3 w surowicy [6]. Pacjent ten byt homozygota
z niedoborem C3. Opisano réwniez 3 siostry, ktore byly
heterozygotami z odziedziczonym allelem null od ojca
i z dysfunkcjonalnym allelem C3 odziedziczonym od
matki. U tych pacjentek droga klasyczna byta czesciowo
nieuszkodzona, natomiast alternatywna droga aktywacji
dopelniacza byla nieaktywna. Jedna z siostr, probantka,
miala zespot toczniopodobny. Gen C3 probantki okazat
sie wrazliwy na proteolize trypsyna, czg§ciowo oporny
na klasyczng droge aktywacji uktadu dopelniacza i cal-
kowicie oporny na alternatywna droge [7]. Inni badacze

under the influence of environmental factors tend to
reveal the initiation of inflammation and autoimmune
reactions. In its pathogenesis there are taken into
account genetic predisposition (e.g. association with
certain histocompatibility antigens, the complement
genes and protection proteins), environmental factors,
i.e. solar radiation, UV radiation, drugs — among others
oral contraceptives, hydralazine, chemical substances
- occupational exposure to silica, mercury compounds
or pesticides, viruses, parvovirus B19 and Epstein-Barr
virus [2].

Another important manifestation of immunological
disorders in SLE is incorrect response of the complement
system. Complement system belongs to the innate
immunity — humoral (congenital). The basic functions
of complement is to recognize and opsonization of
pathogens, chemotaxis, lysis of target cells or the removal
of immune complexes [3].

Component C3 plays a strategic role in all ways of
complement activation, which is why its deficiency results in
inhibition of specific response mechanisms and nonspecific
ones. C3 is an acute phase protein, synthesized primarily in
the liver during inflammation. For the first time the gene
coding sequence of complement component C3 and the
derived amino acid sequence was presented in 1985 by De
Bruijna and Fey’a. The gene is located on the long arm of
chromosome 19 in region 1 (19p13.3-p13.2). Has a length of
41,000 bp. It consists of 41 exons [4]. Gene polymorphism
is an occurrence of various varieties of a given gene, which
in turn can lead to differences in structure and activity
of the protein encoded by this gene. The influence of a
gene polymorphism of complement component C3 on
the development and course of many diseases has for years
been the subject of intense research. Sivaprasada et al.,
(2007) showed that changes in nucleotide sequences within
the factor H (which is the main regulator of C3 protein
activation) are associated with the occurrence of senile
macular degeneration [5]. Alper et al., (1972) described a
patient with a high susceptibility to purulent infection, who
revealed the concentration of C3 less than one thousandth
the value of the standard. Also described patient’s relatives,
including both parents, revealed half reduced levels of
C3 in serum [6]. This patient was a homozygous with C3
deficiency.

There were also described three sisters who were
heterozygous with null allele inherited from the father and
dysfunctional C3 allele inherited from the mother. In these
patients, the classic route was partially intact, while the
alternative route of complement activation was inactive.
One of the sisters, had lupus-like syndrome. C3 gene has
proved to be sensitive to proteolysis by trypsin, partially
resistant to the classical route of complement activation
and completely resistant to the alternative route [7].

Other researchers have observed that C3-
deficient homozygous develop mesangiocapillar
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zaobserwowali, Ze homozygoty z niedoborem C3 roz-
wijaja mezangiokapilarne ktebuszkowe zapalenie nerek.
Najprawdopodobniej zwigzek niedoboru sktadowej C3
z zapaleniem nerek jest powigzany z nieprawidlows ak-
tywacja uktadu dopelniacza [8, 9]. W 1990 roku Power
iwsp. [10] opisali rodzing, w ktérej 3 cztonkéw chorowato
na czg¢$ciowa lipodystrofie. U matki i syna stwierdzono
btoniasto-rozplemowe klebuszkowe zapalenie nerek,
wykryto u nich takze czynnik C3, odpowiadajacy za
zapalenie nerek. Zaréwno u matki jak i syna wystapita
schytkowa niewydolnos¢ nerek. Liczne badania sugeruja
udzial réznych genéw w patogenezie TRU [11, 12], zadna
z tych prac nie opisuje ryzyka rozwoju TRU obejmujacego
polimorfizm C3 (rs7951) w populacji kaukaskiej. Celem
badania byto okreslenie czgstosci wystepowania polimor-
fizmu genu sktadowej C3 (rs7951) dopetniacza w polskiej
populacji chorych na toczen rumieniowaty ukladowy.

Materiat i metody

Badanie uzyskalo zgode Komisji ds. Etyki i Badan Nauko-
wych przy Uniwersytecie im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu. Wszyscy chorzy zostali poinformowani
o zalozeniach badania oraz jego przebiegu i wyrazili
$wiadoma pisemng zgode na udzial w badaniach. Krew
do grupy kontrolnej pozyskano od 101 zdrowych, nie-
spokrewnionych, polskich dawcéw krwi z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Poznaniu.
Grupg stanowito 51 kobiet i 50 mezczyzn w wieku 19-51
lat. Kryteriami wykluczajacymi z badania byty choroby
autoimmunologiczne, ostre i przewlekle stany zapalne
i zakazenia, niewydolnos$¢ uktadu oddechowego, ukladu
krazenia, nerek lub watroby oraz nowotwory. Grupe cho-
rych stanowilo 99 pacjentéw (88 kobiet i 11 mezczyzn)
chorych na toczen rumieniowaty ukladowy, w wieku
20-70 lat. Rozpoznanie ustalono na podstawie kryte-
riéw klasyfikacji TRU wg ACR (ang. American College
of Rheumatology) z 1982 r. (zmodyfikowanych w 1997 r.)
[13]. U chorych rozpoznano chorobe, jesli spetnione byty
co najmniej 4 sposrod 11 kryteriéw, przy czym kryteria te
mogly by¢ spetnione w chwili badania i/lub w wywiadzie.
Stopien aktywnos$ci TRU okreslono na podstawie skali
aktywno$ci tocznia rumieniowatego ukladowego (SLE-
DALI - systemic lupus erythrodermatosus activity index)
[14]. Prawie polowa z badanej grupy chorych (44,9%)
chorowata na TRU od ponad 10 lat, czas trwania choroby
5-10 lat charakteryzowal 29,3% pacjentdéw, natomiast
pozostali pacjenci chorowali mniej niz 5 lat. Rozktad
aktywnosci choroby wygladal nastgpujaco: 55.2% osob
charakteryzowalo sie niska, 33,9% $rednia, a 12,5% osob
wysoka aktywnoscia choroby.

Materialem uzyskanym do badania zaréwno od
grupy badanej, jak i kontrolnej byto DNA wyizolowane
z leukocytéw krwi pelnej pobranej do probowek z 10%
EDTA. Izolacje DNA wykonano metodg wysalania. Ma-
terialem biologicznym, z ktérego izolowano DNA byly

glomerulonephritis. Most likely, the relationship of the
C3 component deficiency with kidney inflammation is
associated with abnormal activation of the complement
system [8, 9]. In 1990, Power et al.,, [10] described
a family in which 3 members suffered from partial
lipodystrophy. Mother and son revealed pellicle-proliferate
glomerulonephritis, it has been detected also C3 factor,
responsible for the nephritis. Both the mother and son
experienced end-stage renal failure. Numerous studies
suggest the involvement of the various genes in the
pathogenesis of SLE [11, 12], none of these works describe
the risk of developing SLE including C3 polymorphism
(rs7951) in the Caucasian population. The purpose of
this study was to determine the prevalence of the C3
component gene polymorphism (rs7951) of complement
in the Polish population of patients with systemic lupus
erythematosus.

Materials and methods

The study was approved by the Commission on Ethics and
Research at the Karol Marcinkowski’ Medical University in
Poznan. All patients were informed about the objectives of
the study and its course and gave written informed consent
to participate in the study. Blood to the control group
was obtained from 101 healthy, unrelated, Polish blood
donors from the Regional Centre for Blood Donation and
Blood Treatment in Poznan. Group of study consisted
of 51 women and 50 men aged 19-51 years. Exclusion
criteria from studies were autoimmune diseases, acute and
chronic inflammation and infection, respiratory failure,
cardiovascular, kidney or liver cancer.

Group of patients consisted of 99 patients (88 women
and 11 men) with systemic lupus erythematosus, age: 20—
70 years. The diagnosis was based on the SLE classification
criteria according to ACR (called the American College
of Rheumatology) from 1982. (modified in 1997) [13].
The patients were diagnosed with the disease, if there
were at least 4 out of 11 criteria, those criteria could be
met at the time of testing and / or interview. The degree
of activity of SLE, was based on the level of activity of
systemic lupus erythematosus (SLEDALI - Systemic lupus
erythrodermatosus activity index) [14].

Almost half of the studied group of patients (44.9%)
suffered from SLE for over 10 years, disease duration 5-10
years was revealed by 29.3% of patients, while the remaining
patients suffered for less than 5 years. Distribution of the
disease activity was as follows: 55.2% of those characterized
by low, average 33.9% and high 12.5% disease activity.
The material obtained for the study of both test and control
group, was DNA isolated from leukocytes of whole blood
collected into tubes with 10% EDTA. The DNA isolation
was performed by salting out. Biological material from
which the DNA was isolated were peripheral blood
leukocytes. A qualitative assessment of isolated DNA was
carried out by electrophoretic separation on 1% agarose
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leukocyty krwi pelnej obwodowej. Ocene jakosciowa
wyizolowanego DNA przeprowadzono poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym w obecnosci
markera wielkosci w buforze TBE 1x. Analize spektro-
fotometryczng wyizolowanego DNA wykonano w celu
okreslenia $redniego stezenia wyizolowanego DNA.
Wyizolowany DNA poddano reakcji PCR polegajacej
na szybkiej, cyklicznej amplifikacji w warunkach in vitro
fragmentéw DNA. W naszym przypadku korzystamy
z primeréw zaprojektowanych w programie Primer3
(v. 0.4.0) (dostepne w trybie on-line pod adresem: http://
www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.
cgi), syntetyzowanych w serwisie oligo.pl.

W reakeji PCR uzyto nastepujacych starteréw
forward: 5 CCTAAAAAATGTAACGCCCCTCTGTGCT
3’ oraz
reverse 5’ CTTGTAAAATAAGGGGGTCAACCCAGCA 3

Mieszanina do reakcji PCR (w przeliczeniu na 1
probe) miata nastepujacy sklad: genomowy DNA - 1 yl,
5x PCR Buffer - 2,5 ul (Bioron), MgCl, (100 mM) - 0,32
ul (Bioron), dNTP - 1,25 pl (Fermentas), primery F+R
- 0,5 ul (Oligo.pl), polimeraza-SNPaza — 0,2 ul (Bioron)
oraz woda.

Na poszczeg6lnych etapach PCR warunki reakcji
przedstawialy sie nastepujaco: aktywacja enzymu (pre-
denaturacja) przez 2 min w temp. 94°C, nastepnie na-
mnazanie produktu reakeji (35 cykli): 30 s w temp. 94°C,
30 s w temp. 64°C oraz 30 s w temp 72°C (faza elongacji)
i faza konicowej syntezy produktu reakcji odbywata si¢
przez 10 min w temp 72°C. Reakcje PCR przeprowadzo-
no na termocyklerze Mastercycler ep firmy Eppendorf.
Produkty amplifikacji (10 ul mieszaniny reakcyjnej
PCR) poddawano hydrolizie enzymem restrykcyjnym.
Hydroliza enzymatyczna zostala przeprowadzona przy
uzyciu enzymu HindIII (Fermentas), izolowanego ze
szczepOow Haemophilus influenzae (serotyp D). Ocene
fragmentéw DNA przeprowadzono poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym w obecno$ci
markera GeneRuler 100 bp (Fermentas), w buforze TBE
1x i wizualizowano w $wietle ultrafioletowym z uzy-
ciem bromku etydyny. Sekwencjonowanie produktow
PCR wykonano w Pracowni Sekwencjonowania DNA
i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN w Warszawie.
Do izolacji DNA z zelu agarozowego uzyto zestawu
Novabeads MagneGEL-OUT, umozliwiajacego bardzo
wydajng elucje fragmentéw DNA (powyzej 100pz) -
produktow elektroforezy. System oparty jest o zasto-
sowanie w pelni syntetycznego kompozytowego zloza
magnetycznego. Odpowiednio dobrany skfad buforéw
wiazacych i ptuczacych pozwolit uzyska¢ DNA o bardzo
wysokiej jako$ci i czysto$ci. Izolowany DNA nie ulega
fragmentacji w trakcie procesu oczyszczania. Brak in-
hibitoréw reakcji nastepczych pozwala na bezposrednie
zastosowanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych
w innych technikach biologii molekularnej. Uzyskane

gel in the presence of the marker size, in 1x TBE buffer.
Spectrophotometric analysis of the isolated DNA was
performed to determine the average concentration of
isolated DNA. The isolated DNA was subjected to PCR,
a rapid, cyclic amplification in vitro. In our case, the
primers designed in Primer3 (v. 0.4.0) (available online
at: http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
primer3plus.cgi), synthesized in oligo.pl site, were used.

For the PCR reaction we used the following primers:
Forward: 5 ‘CCTAAAAAATGTAACGCCCCTCTGTGCT
3’ and
Reverse 5 CTTGTAAAATAAGGGGGTCAACCCAGCA 3

Mixture for PCR reaction (per 1 sample) had the
following composition: genomic DNA - 1 ul, 5x PCR
Buffer - 2.5 pl (Bioron), MgCl, (100 mM) - 0.32 pl
(Bioron), dNTPs - 1,25 ul (Fermentas), primers F + R - 0.5
ul (Oligo.pl) polymerase-SNPase — 0.2 ul (Bioron) and
water. At various stages of the PCR reaction conditions
were as follows: activation of the enzyme (predenaturation)
for 2 min at 94°C, then multiplication of the product of
reaction (35 cycles): 30 s at 94°C, 30 s at 64°C and 30s at
temperature 72°C (elongation phase) and the final phase
of reaction product synthesis was held at temperature
72°C for 10 minutes. PCR reactions were performed on
a thermocycler Mastercycler Eppendorf ep.

The amplification products (10 pl of PCR reaction
mixture) was subjected to restriction enzyme hydrolysis.
Enzymatic hydrolysis was carried out using the enzyme
HindIII (Fermentas), isolated from strains of Haemophilus
influenzae (serotype D). Assessment of DNA fragments
was performed by electrophoretic separation on 1%
agarose gel in the presence of marker GeneRuler 100
bp (Fermentas) in 1x TBE buffer and visualized under
ultraviolet light using ethidium bromide. Sequencing
of PCR products was performed in the Laboratory of
DNA Sequencing and Oligonucleotide Synthesis, IBB
PAN in Warsaw. DNA isolation from agarose gel was
performed by using Novabeads MagneGEL -OUT, enabling
highly efficient elution of DNA fragments (above 100pz)
- electrophoresis products. The system is based on the use
of fully synthetic composite magnetic deposits. Suitable
composition of binding and washing buffers allowed to
obtain DNA of very high quality and purity. Isolated
DNA does not fragment during the purification process.
Lack of follow-up response inhibitors allows the direct
application of purified nucleic acids in other techniques
of molecular biology. The results of sequencing confirmed
the reliability of our products.

Statistical analysis

Analysis of the frequency distribution of genotypes was
performed using the statistical package Statistica 7.1.,
using the Pearson X2 test, and analysis of the distribution
of allele frequencies — using a Fisher’s exact probability
test. For analysis was taken as statistically significant
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wyniki sekwencjonowania potwierdzily wiarygodno$é
uzyskanych przez nas produktow.

Analiza statystyczna

Analize rozktadu czestoéci genotypdw, przeprowadzono
za pomoca pakietu statystycznego Statistica 7.1., stosujac
test x> Pearsona, a analize rozkladu czestosci alleli - z wy-
korzystaniem testu dokladnego prawdopodobienstwa
Fishera. Dla analiz przyjeto jako istotny statystycznie
poziom istotnosci p <0,05. W przypadku grup o liczeb-
nosci mniejszej niz 5, zastosowano test dokladnego
prawdopodobienstwa Fishera-Freemana-Haltona.
Tlorazy szans (OR, ang. odds ratio) oraz ich przedzialy
ufnosci (C.I., ang. confidential interval) dla tabel 2x2
przy obliczaniu alleli wyznaczono przy uzyciu programu
GraphPad InStat3 dostepnego pod adresem http://www.
graphpad.com. Zgodnos¢ rozktadu genotypow z prawem
Hardyego-Weinberga analizowano na podstawie strony
www.oege.org/software/hwe-mr-calc.html. Za rozktad
genotypow zgodny z prawem réwnowagi Hardyego-
-Weinberga przyjeto warto$¢ p <0,05.

Wyniki

W wyniku przeprowadzenia analizy restrykcyjnej pro-
duktu PCR otrzymano 3 warianty polimorficzne genu
C3: homozygote CC, heterozygote CT, homozygote
TT. Srednie stezenie DNA w prébach kontrolnych oraz
badanych wynosilo 167,74 pg/ml. Analizujac polimorfizm
genu C3 w grupie kontrolnej stwierdzono wystepowanie
2 wariantéw: homozygota CC u 91 os6b i heterozygota
CT u 10 oséb, genotypu TT nie stwierdzono. Natomiast
w grupie chorych na TRU wystepowaly wszystkie 3 typy
polimorficzne genu - homozygota CC u 86 pacjentdw,
TT u 2 pacjentéw i heterozygota CT u 11 0sob (tabela 1).

Analizujac wystgpowanie pojedynczych alleli,
stwierdzono, ze w grupie kontrolnej allel C wystepowal
w 95% przypadkéw, a w grupie chorych na TRU u 92%
pacjentow. Zaleznos¢ te przedstawia tabela 2.

W przeprowadzonych badaniach nie znaleziono
statystycznie istotnych réznic w rozkladzie genotypoéw
polimorfizmu C3 sktadowej dopetniacza rs 7951 miedzy
grupa pacjentéw chorych na TRU a grupg kontrolng
(p>0,05). Wyniki analizy statystycznej przestawia tabela 3.

Dyskusja

Toczen rumieniowaty ukladowy jest chorobg wielo-
czynnikowy, w patogenezie ktérej biorg udzial m.in.
predyspozycje genetyczne. Ogromny rozwdj genetyki
ostatnich lat pozwolit na dokonanie kolejnych odkry¢
sugerujacych zaangazowanie roznych gendéw w patogeneze
choroby. Najnowsze i stosunkowo tanie badania genetycz-
ne opieraja sie na analizie polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP), ktére pozwalaja na zidentyfikowanie
loci powigzanych z ryzykiem wystgpienia badanych cho-
rob i okreélenia sity asocjacji. W literaturze dostepne sa

level of significance p <0.05. For groups of size less than
5, the exact probability test was used Fisher-Freeman-
Halton. Odds ratios (OR, odds ratio called) and their
confidence intervals (CI, confidential interval called) for
2x2 tables when calculating the allele was determined
using GraphPad InStat3 available at http://www.graphpad.
com. Compliance with the law of distribution of genotypes,
Hardy-Weinberg equilibrium was analyzed on the basis
of the www.oege.org / software / HWE-mr-calc.html.
The distribution of genotypes consistent with the law of
Hardy-Weinberg equilibrium assumed value of p <0.05.

Results

As a result of restriction analysis of PCR product, there
were obtained three polymorphic variants of the gene
C3: CC homozygotes, heterozygotes CT, homozygous
TT. The average concentration of DNA in samples of
control and tested was 167.74 pg/ml. Analyzing the C3
gene polymorphism in the control group were found
to have two variants: homozygous CC in 91 people and
heterozygous CT in 10 people, the TT genotype was not
found. But in the group of tested patients with SLE there
were all three types of polymorphic genes — homozygous
CC in 86 patients, 2 patients TT and heterozygous CT in
11 patients (Table 1).

Analyzing the occurrence of individual alleles, it
was found that in the control group allele C occurred
in 95% of cases, and in the group of patients with SLE
in 92% of patients. This relationship is shown in Table 2.
In our studies, there have not been found statistically
significant differences in genotype distribution of
polymorphisms of C3 component of complement rs 7951
between a group of patients with SLE and the control
group (p>0.05). Introduces The statistical analysis results
are shown in Table 3.

Discussion
Systemic lupus erythematosus is a multifactorial
disease, the pathogenesis involves, among others
genetic predisposition. The enormous development of
genetics in recent years helped to make the following
findings suggesting the involvement of different genes
in the pathogenesis of the disease. Recent and relatively
inexpensive genetic tests based on analysis of single
nucleotide polymorphisms (SNPs), which allow us to
identify loci associated with the risk of diseases studied
and determine the strength of association. In the literature
there are publications suggesting participation of different
genes in the pathogenesis of SLE [15, 16], one of which
concerns the C3 gene polymorphism rs7951.

It is noteworthy that none of these works concerned
the Caucasian population. Miyagawa and colleagues [17]
analyzed the effect of 53 genes in the total group of 1473
people (509 SLE patients and 964 healthy) coming from
Japan. They studied, among others C3 gene polymorphism
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Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania genotypéw: CC, CTiTT
w grupie kontrolnej i w grupie chorych na TRU

Table 1. Genotype CC, CT and TT frequencies estimated in
the control group and in the group of patients with SLE

Kontrola/Control grou Pacjenci/ Patients
Genotyp/Genotype (n=101) group ) (n=99)
(@ 91 90,10% 86 86,90%
CcT 10 9,90% 11 11,10%
TT 0 0% 2 2,00%

Tabela 2. Czesto$¢ wystepowania allelu Ci T w grupie
kontrolnej i w grupie chorych na TRU

Table 2. Allele C and T frequencies estimated in the
control group and in the group of patients with SLE

Allel Kontrola/Control group Pacjenci/Patients
(n=202) (n=198)
C 192 95% 183 92%
T 10 5% 18 8%
Tabela 3. Analiza asocjacji genotypéw Table 3. Association study for genotypes
lloraz szans (OR)/ Cl ) Istotnos¢ statystyczna/
Allelic OR o X P Statistical significance
Allel ryzyka T 1,574 [0,689-3,593] 1,18 028 B;aok/
CCvs.CT 1,164 [0,471-2,879] 0,11 0,74 B:\aok/
CCvs.TT 5,289 [0,250-111,742] 0,5403* 0,46 BLaok/
CTvs.TT 4,565 [0,196-106,56] 0,49% B;aok/

*z poprawka Yates'a,
**dokfadny test Fishera

publikacje sugerujace udzial réznych genéw w patogenezie
TRU [15, 16], jedna z nich dotyczy polimorfizmu genu
C3 rs7951. Jednocze$nie nalezy podkresli¢, ze zadna
z tych prac nie dotyczyla populacji kaukaskiej. Miyagawa
i wsp. [17] przeanalizowali wplyw 53 gendéw na facznej
grupie 1473 0s6b (509 chorych na TRU i 964 zdrowych)
pochodzacych z Japonii. Badali oni m.in. polimorfizm genu
C3 rs7951 i okredlali jego wplyw na wystepowanie i ma-
nifestacje kliniczng tocznia. W przypadku 316 zbadanych
polimorfizméw, w obrebie réznych regiondéw poszczegol-
nych genéw, tylko polimorfizmy trzech genéw wykazaly
istotna statystycznie korelacje z wystegpowaniem tocznia
rumieniowatego uktadowego. Byly to gen C3 sktadowe;j
dopetniacza (rs7951), dla ktdrego iloraz szans wynosit 2.17,
polimorfizm rs2230201, gdzie iloraz szans wynosit 1.44
oraz polimorfizm rs2230205 - iloraz szans wynosi 1.39.
Kolejnym genem byt CD28 (rs3181098), dla ktérego iloraz
szans wynosil 1.43, natomiast trzeci gen to TNFRSF1A
(dla polimorfizmu rs4149569 - iloraz szans wynosit 1.50;
dla rs4149570 - iloraz szans wynosi 1.43, natomiast dla
polimorfizmu rs767455 - iloraz szans wynosi 1.48).
Nasze badania przeprowadzone na zdrowej grupie
kontrolnej liczacej 101 os6b oraz badanej liczacej 99
0s6b nie wykazaly statystycznie istotnych zaleznosci
wskazujacych na powigzanie polimorfizmu skladowej

* the amendment Yates'a
** Fisher's exact test

rs7951 and determined its impact on the incidence
and clinical manifestation of lupus. In the examined
cases of 316 polymorphisms, in different regions of
individual genes, only three gene polymorphisms showed
a statistically significant correlation with the occurrence of
systemic lupus erythematosus. These were the complement
component C3 gene (rs7951), for which the odds ratio
was 2.17, polymorphism rs2230201, where the odds ratio
was 1.44 and the polymorphism rs2230205 - odds ratio is
1.39. Another was the CD28 gene (rs3181098), for which
the odds ratio was 1.43, while the third is TNFRSF1A
gene (polymorphism rs4149569 for which the odds ratio
was 1.50; for rs4149570 - odds ratio was 1.43, while for
the rs767455 polymorphism - the odds ratio was 1.48).
Our studies performed on healthy control group
of 101 people, and the test group of 99 people, did
not show statistically significant relationships of the
correlation of component C3 rs7951 polymorphism
with the occurrence of systemic lupus erythematosus. It
is possible that the cause of the difference between the
results of Miyagawa et al., (who conducted research on the
Japanese population), and ours are because of population
varieties, and perhaps because of the number of groups.
The next stage of Miyagawa et al., study was to determine
serum concentrations of complement component C3
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C3 rs7951 z wystepowaniem tocznia rumieniowatego
uktadowego. Mozliwe, ze przyczyna réznicy miedzy
wynikami Miyagawy (ktéry badania przeprowadzit na
populacji japonskiej) a naszymi s roznice populacyjne,
by¢ moze wynikaja one z liczebnosci grup.

Kolejnym etapem badan Miyagawa i wsp. bylo okre-
$lenie stezenia w surowicy skladowej dopetniacza C3 u 87
pacjentéw z TRU. U badanych pacjentéw w okresie sze-
$ciu miesigcy poprzedzajacych badanie nie wystepowaty
objawy zaostrzenia choroby. Przeanalizowano zalezno$§¢
miedzy surowiczym stezeniem C3 a wystepowaniem
polimorfizmu: C/C (obecne bylo u 54 pacjentéw), C/T
(u 30 pacjentéw), a T/T (u 3 pacjentéw). Stwierdzono,
ze $rednie stezenie w surowicy C3 u nosicieli C/C byto
znacznie wyzsze niz w przypadku dwoch pozostalych
genotypdw, natomiast nie zauwazono istotnych réznic
miedzy genotypami C/T i T/T. W naszych badaniach
nie przeprowadzilismy podobnych analiz ze wzgledu na
trudno$ci w uzyskaniu statystycznie duzej grupy pacjen-
tow, ktorych stan bylby w miare stabilny.

Whioski

Nie stwierdzono czestszego wystepowania allelu ryzyka
T genu C3 dopelniacza w grupie badanej w poréwnaniu
do zdrowej grupy kontrolnej. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze polimorfizm genu C3 rs7951 nie ma wplywu
na czesto$¢ wystapienia TRU.

Brak pozytywnej korelacji miedzy obecnoscia po-
limorfizmu sktadowej C3 rs7951 a rozwojem choroby
w badanej grupie pacjentdéw z toczniem rumieniowatym
uktadowym w populacji kaukaskiej, mimo pozytywnych
zaleznos$ci obserwowanych w populacji japoniskiej, moze
$wiadczy¢ o odmiennosci genetycznej badanej populacji,
a takze o duzej réznorodnosci czynnikéw genetycznych
zaangazowanych w patogeneze choroby.

in 87 patients with SLE. In the examined patients six
months before the survey there were no disease symptoms
exacerbation. We analyzed the relationship between the
serous levels and the occurrence of C3 polymorphism: C/C
(was present in 54 patients), C/T (30 patients), and T/T (3
patients). It was found that the average concentration of
serum C3 in C/C carriers was significantly higher than in
the other two genotypes, whereas no significant differences
were observed between genotypes C/T and T/T. In our
studies, we have not carried out a similar analysis because
of the difficulty in obtaining a statistically large group in
which the state would be as stable.

Conclusion

There was no a higher frequency of risk allele T of
complement C3 gene in the study group compared to the
healthy control group. The study showed that the rs7951
polymorphism of C3 gene has no effect on the incidence
of SLE.

There has been no observed any positive correlation
between the presence of the component C3 polymorphism
rs7951 and the development of disease in this group of
patients with systemic lupus erythematosus in Caucasian
population, despite the positive dependence observed
in the Japanese population. It may be because of genetic
diversity in studied population, as well as a wide variety of
genetic factors involved in the pathogenesis of the disease.
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