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Streszczenie

tuszczyca stawowa jest chorobg uwarunkowang genetycznie, wykazujaca znamienne asocjacje z antygenami
zgodnosci tkankowej (HLA). Allel Cwé jest gtownym markerem genetycznym zardwno tuszczycy zwyczajnej, jak
i tuszczycowego zapalenia stawéw. Celem niniejszej pracy byto poréwnanie czestosci wystepowania alleli HLA locus C
ocenianych z wykorzystaniem metody PCR-SSP w populacji chorych na tuszczycowe zapalenie stawéw (41 oséb)
i w grupie kontrolnej (80 0s6b) oraz ich korelacja z wiekiem chorych, w ktérym po raz pierwszy pojawity sie zmiany
tuszczycowe na skorze i zapalenie stawéw. Przeprowadzone badania wykazaty, ze w grupie chorych z tuszczycowym
zapaleniem stawow czesciej niz w populacji zdrowej wystepowat allel Cw*06 (56% vs 18,7%; > = 12,91; p=0,0003;
pc=0,004, RR=5,54, OR=3,76). W grupie chorych z ekspresjg Cw*06 przecietny wiek, w ktdrym rozpoczeta sie tuszczyca
i zapalenie stawdw, byt znamiennie nizszy (21,4 roku, p=0,01i 25,7 lat, p=0,008) w poréwnaniu z chorymi Cw*06-
ujemnymi (29 i 33,8 roku). Uzyskane wyniki potwierdzaja korelacje allelu Cw*06 z tuszczycowym zapaleniem stawdw
w populacji Polski pétnocnej i sugeruja, ze allel Cw*06 odgrywa role nie tylko w zwiekszonej podatnosci na tuszczycowe
zapalenie stawow, lecz wptywa takze na kliniczng ekspresje choroby.

Stowa kluczowe: Cw6, HLA, tuszczyca, PSORS-1, wczesny poczatek, zapalenie stawdw.

Abstract

Psoriatic arthritis is a genetically inherited disease with significant associations with human leukocyte antigens
(HLA). Similarly to psoriasis vulgaris Cwé antigen has been repeatedly indicated to be the most significant marker
for risk prediction of psoriatic arthritis. The aim of the study was to compare the frequency of HLA-C locus alleles
in patients with psoriatic arthritis and healthy controls in the same ethnic group in Poland and to correlate them
with age of onset of psoriatic skin changes and joint symptoms. HLA-C locus alleles of forty-one patients and eighty
controls were determined by a PCR low resolution method. The Cw*06 allele occurred more frequently (56% vs 18.7%;
%?=12.91; p=0.0003; pc=0.004, RR=5.54, OR=3.76) in patients with psoriatic arthritis than in controls. Patients who
carried the HLA-Cw*06 allele had a significantly earlier mean age of onset of both psoriasis (21.4 years, p=0.01) and
arthritis (25.7 years, p=0.008) compared with Cw*06-negative patients. Our results confirm the association between
Cw*06 allele and psoriatic arthritis in the northern Poland population and suggest that the HLA-Cw*06 may determine
not only disease susceptibility, but also the age of onset of psoriatic arthritis.
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tuszczycowe zapalenie stawdw (tZS) definiuje sie ja-
ko seronegatywne zapalenie stawoéw wspétistniejace
7 tuszczycg [1]. Czestos¢ wystepowania zapalenia stawow
u chorych na tuszczyce waha sie od 10 do 42%. Patoge-

neza tZS jest ztozona i nie w petni poznana; sktadaja sie
na nig czynniki genetyczne, immunologiczne, zaburzenia
angiogenezy i uktadu nerwowego [2]. Za znaczeniem pre-
dyspozycji genetycznej przemawiaja dane epidemiolo-
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giczne, wskazujgce na rodzinne wystepowanie choroby,
badania blizniat oraz zidentyfikowanie, jak dotad, kilku
loci genowych na réznych chromosomach, wykazujacych
zwigzek z choroba (PSORS1-9). Wsréd nich najsilniejsza
korelacje opisano dla locus PSORS-1 (psoriasis susceptibi-
lity 1) w obrebie regionu MHC (major histocompatibility
complex) na chromosomie 6p21, dlatego uwaza sie, ze
gtowny czynnik odpowiedzialny za powstanie tuszczycy
i jej odmian, w tym tuszczycowego zapalenia stawow, jest
zlokalizowany wtasnie w tym rejonie. Szacuje sie, ze
gen/geny podatnosci na tuszczyce umiejscowione w ob-
rebie PSORS-1 odpowiadaja za 35-50% genetycznej pre-
dyspozycji do choroby [3]. Rejon ten obejmuje ok. 300 kb
(kilo-base, tysigc par zasad). Wsrod licznych gendw zlo-
kalizowanych w obrebie PSORS-1 szczeg6lng uwage kie-
ruje sie na allel HLA Cw6 i jego specyficzny wariant — HLA-
-Cw*06, ktory jest jednym z najbardziej intensywnie ba-
danych genéw zwigzanych z powstaniem tuszczycy,
szczegoblnie rozpoczynajacej sie w mtodym wieku (tusz-
czyca typu |). Doniesienia dotyczace czestosci wystepo-
wania allelu Cw*06 u chorych z tuszczycowym zapaleniem
stawow sg mniej liczne. Wyniki wiekszosci badan wska-
zuja na zwiazek allelu Cw*06 z wczesnym poczatkiem tej
ciezkiej odmiany tuszczycy [4, 5].

Produkty genow HLA-C stanowia glikozylowany tan-
cuch ciezki (45 kDa) niekowalencyjnie powiazany z 8,-mi-
kroglobuling (12 kDa). Kazde z loci tej klasy koduje tan-

Tab. 1. Wyniki typowania alleli HLA-locus C u 41 pacjentéw
z 7S oraz u 80 o0sdéb z grupy kontrolnej (procenty
w nawiasach)

Allele Cw Chorzy z £ZS kontrola
(n=41) (n=80)
Cw*01 1(2,4) 45
02 3(73) 8 (10)
*03 8 (19,5) 18 (22,5)
*04 7 (17) 17 (10,62)
*05 4(9,8) 10 (12,5)
*06t 23 (56) 15 (18,7)
*07 26 (63,4) 53 (66,2)
*08 0 225
12 8 (19,5) 18 (22,5)
13 0 0
*14 0 1(1,25)
*15 1(24) 2(25)
16 0 4 (5)
17 1(2,4) 6 (7,5
*18 0 224

p=0,0003, p..,,=0,0046, RR=5,54, OR=3,76 (95% Cl 1,8390-7,220)
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cuch ciezki antygenu klasy |, a caty region obejmuje po-
nad 1,5 mln zasad. Do oznaczania produktéw genéw HLA
stosuje sie obecnie metody molekularne, przewyzszaja-
ce pod wzgledem czutosci i swoistosci metody serologicz-
ne. W praktyce najczesciej stosowane sg 2 techniki PCR:
PCR-SSP (sequence specific primer) i PCR-SSO (sequence
specific oligonukleotide).

Celem niniejszej pracy byta ocena i poréwnanie cze-
stosci wystepowania alleli HLA locus C z wykorzystaniem
metody PCR-SSP w populacji chorych na tuszczycowe za-
palenie stawdw i w grupie kontrolnej, oraz ich korelacja
z wiekiem chorych, w ktérym po raz pierwszy pojawity sie
zmiany tuszczycowe i zapalenie stawow.

Materiat i metody

Badaniami objeto 41 niespokrewnionych 0séb z tusz-
czycowym zapaleniem stawéw (25 kobiet i 16 mezczyzn),
leczonych w Klinice Dermatologii, Alergologii i Wenerolo-
gii Akademii Medycznej w Gdansku w latach 2002-2004.
tuszczycowe zapalenie stawéw definiowano jako serone-
gatywne zapalenie stawdw wspdtistniejgce z tuszczyca
[1]. U wszystkich pacjentéw rozpoznanie tuszczycowego
zapalenia stawéw byto potwierdzone przez lekarza reu-
matologa. Zmiany skérne klinicznie odpowiadaty obrazo-
wi tuszczycy zwyczajnej o réznym stopniu ciezkosci.

Genomowy DNA izolowano z 5 ml krwi obwodowe;j
pacjentdéw za pomoca metody nieenzymatycznej wg La-
ghiri i Nurnbergera [6]. Stezenie wyizolowanego DNA oce-
niano metoda fluorometryczng. Do amplifikacji wybrane-
go odcinka DNA locus-C zastosowano zestaw odczynni-
kow firmy Dynal AllSet HLA-Cw-low resolution z 23 parami
starterow. Amplifikacje DNA prowadzono w aparacie Ma-
stercycler Gradient firmy Zeiss. Produkty reakcji PCR pod-
dano rozdziatowi elektroforetycznemu na 1,5% zelu aga-
rozowym w obecnosci bromku etydyny. Wyniki odczyty-
wano w transiluminatorze w Swietle UV.

Do poréwnania czestosci antygendw HLA-locus C
w populacji chorych oraz w grupie kontrolnej zastosowa-
no test y? z poprawka Yatesa. Wartosci P skorygowano
(Peor), Mnozac je przez liczbe poréwnan w locus HLA-C
(15 poréwnan).

Do oceny réznic wieku, w ktérym rozpoczeta sie tusz-
czyca i zapalenie stawoéw u chorych Cw*06-dodatnich
i Cw*06-ujemnych, zastosowano test U Manna-Whitneya.
Wartosci wzglednego ryzyka (RR — relative risk) obliczono,
stosujac metode Woolfa.

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej Akade-
mii Medycznej w Gdansku.

Wyniki

Tabela 1. przedstawia wyniki typowania alleli HLA-lo-
cus C u 41 pacjentoéw z tZS oraz u 80 0s6b z grupy kontro-
Inej. Wyniki wskazuja, ze w grupie chorych z tuszczyco-
wym zapaleniem stawow czesciej niz w populacji zdrowe;j
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Tab. 2. Srednia i odchylenie standardowe wieku chorych, w ktérym rozpoznano tuszczyce i tuszczycowe zapalenie stawéw

u pacjentéw Cw6(+) i Cwé(-)

Wiek chorych, w ktérym
rozpoczeta sie tuszczyca

Wiek chorych, w ktérym
pojawito sie zapalenie stawéw

Cw6(+) Cwé(-) Cw6(+) Cweé(-)
Srednia 21,4 29,0 25,7 33,8
odchylenie standardowe 8,8 11,3 10,2 10,6

wystepuje allel Cw*06 (56 vs 18,7%; % *=12,91; p=0,0003;
pc=0,004, RR=5,54, OR=3,76). Na ryc. 1. przedstawiono
przyktad fenotypu chorego z tuszczycowym zapaleniem
stawdw, homozygoty Cw*06 (obraz elektroforetyczny).

Czestosci pozostatych 14 alleli HLA-locus C byty po-
dobne w obu badanych populacjach.

Sredni wiek, w ktérym pojawity sie zmiany tuszczyco-
we na skdrze w grupie chorych z ekspresjg allelu Cw*06,
wynosit 21,4+8,8 lat i byt znamiennie nizszy niz w grupie
chorych Cw*06 ujemnych (29,0+11,3 lat) (p=0,001) (tab. 2.).
Sredni wiek chorych, w ktérym po raz pierwszy pojawito
sie zapalenie stawow, byt znamiennie nizszy u chorych
Cw*06-dodatnich w poréwnaniu z chorymi Cw*06-ujem-
nymi (25,7+10,2 vs 33,8+10,6; p=0,008).

Omowienie wynikow

Korelacja tuszczycy zwyczajnej z antygenami zgodno-
Sci tkankowej (HLA — human leukocyte antigens) jest zna-
na od dawna i potwierdzona w badaniach dotyczacych od-
miennych populacji. Mniej liczne doniesienia dotycza
zwigzku uktadu HLA z rzadziej wystepujacymi odmianami
tuszczycy, w tym z tuszczyca stawowa. W tej postaci cho-
roby, ze wzgledu na jej réznorodng kliniczng ekspresje, in-
terpretacja wynikéw badan genetycznych jest bardziej zto-
zona. U chorych z tuszczycowym zapaleniem stawoéw cze-
Sciej niz w catej populacji wystepuja antygeny HLA klasy I:
B13, B16 (B38/B39), B17, B27 i Cwé6 i klasy II: DR4, DR7,
DQws3 [2, 4, 7-9]. Badania dowodza, Ze najsilniejsza kore-
lacja dotyczy antygenu Cwé [4, 7, 10-12]. Jednak zwigzek
czestszego wystepowania tego allelu z tuszczycowym za-
paleniem stawow wydaje sie zaleze¢ w wiekszym stopniu
od wspbtistnienia tuszczycy niz zapalenia stawéw. W ba-
danej populacji chorych czestosé allelu Cw*06 byta zna-
miennie wyzsza w porownaniu z czestoscia jego wystepo-
wania w grupie kontrolnej. Obserwacja ta jest zgodna z in-
nymi doniesieniami [4, 10]. Wyniki tylko nielicznych prac
nie potwierdzaja tej korelacji [8, 13]. Badania zapoczatko-
wane przez Henselera i Christophersa w 1984 r,, a potwier-
dzone przez réznych badaczy w odmiennych populacjach
chorych na tuszczyce wykazaty, ze antygen Cwé jest nie
tylko markerem genetycznym tuszczycy. Jego wystepowa-
nie zwieksza ryzyko zachorowania na chorobe u 0séb mto-
dych —w 2.1 3. dekadzie Zycia. Wystepowanie antygenu
Cwe6 w fenotypie HLA chorych na tuszczyce stato sie jed-
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Ryc. 1. Przyktad fenotypu chorego na tZS — homozygoty
HLA-Cw*06

nym z kryteriow wprowadzonego podziatu tuszczycy zwy-
czajnej na typ I'i 1l [12]. Typ | choroby reprezentuja chorzy
Cweé(+), z wezesnym poczatkiem choroby, zas typ Il chorzy
Cweé(-), z pdznym jej poczatkiem.

Zwigzek wystepowania antygenu Cw6 z wczesnym po-
czatkiem zmian skornych w tuszczycowym zapaleniu sta-
wow po raz pierwszy zaobserwowata Gladman, badajac
populacje 94 chorych z £ZS. Autorka nie stwierdzita kore-
lacji wystepowania Cwé z wiekiem chorych, w ktérym
po raz pierwszy pojawity sie zmiany stawowe, i wysune-
ta sugestie, ze ekspresja allelu Cwé predysponuje do wcze-
snego pojawienia sie zmian skornych, nie ma natomiast
wptywu na wiek chorych, w ktérym rozpoczyna sie zapa-
lenie stawdw [4]. Podobne wyniki uzyskali Al-Heresh i wsp.
[5]. W analizowanej grupie chorych stwierdzono wyrazny
zwigzek ekspresji allelu Cw*06 z wczesnym pojawieniem
sie tuszczycowych zmian na skérze. Sredni wiek, w kt6-
rym pojawita sie tuszczyca u chorych Cwé6-dodatnich, wy-
nosit 21,4 roku, zas u chorych Cwé-ujemnych 26 lat
(p=0,001). Podobng korelacje zanotowano takze w odnie-
sieniu do wieku chorych, w ktérym po raz pierwszy poja-
wito sie zapalenie stawow. Sredni wiek chorych Cw6-do-
datnich, w ktérym pojawity sie béle stawowe, wynosit 25,7
roku, zas u chorych Cwé-ujemnych 33,8 roku (p=0,008).
Ze wzgledu na mata liczebnos¢ populacji chorych podda-
nych badaniu obserwacja ta wymaga dalszego potwier-
dzenia w oparciu o analize wiekszej populacji chorych
natZzs.
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Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja kore-
lacje allelu Cw*06 z tuszczycowym zapaleniem stawdw,
wskazuja takze, Ze ekspresja allelu Cw*06 wigze sie nie
tylko z wieksza podatnoscia na tZS, lecz wptywa réwniez
na kliniczng ekspresje choroby.
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