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OBJASNIENIE UZYTYCH SKROTOW

A — adenina (adenine)
ASO - odczyn antystreptolizynowy (antistreptolysin titer)
BMI - wskaznik masy ciala (body mass index)
bp — para zasad (base pair)
BSA - powierzchnia ciala (body surface area)
C - cytozyna (cytosine)
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

dNTP - trojfosforany dezoksynukleotydow (deoxynucleotide
triphosphate)

EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy (ethylenodiaminotetraace-
tic acid)
G - guanina (guanine)
kb — tysiac par zasad (kilo base)
HLA - ludzkie antygeny leukocytarne (human leukocyte antigens)
L.d. — niezrownowazenie sprzezen (linkage disequilibrium)
locus — miejsce genu na chromosomie (locus)

lzs — tuszczycowe zapalenie stawow (psoriatic arthritis)

MHC - gtowny kompleks uktadu zgodnosci tkankowe;j
(major histocompatibility complex)

PASI - wskaznik rozlegtosci i cigzkosci tuszezycy (psoriasis area and
severity index)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)

PCR-SSP — metoda specyficznej sekwencji starterow (sequence specific
primers)
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PGA

PPP

PSORS

RFLP

rpm

SDS

TBE

TEMED

Tris

ogolna ocena lekarska pacjentéw (Physician Global
Assessment)

krostkowica dtoni i stop, tuszczyca krostkowa dtoni i stop
(pustulosis palmo-plantaris)

locus podatnosci na tuszczyceg (Psoriasis Susceptibility Locus)

polimorfizm dtugosci fragmentow restrykeyjnych (restriction
fragment length polymorphism)

obroty na minutg (revolution per minute)
dodecylosiarczan sodu (sodium dodecyl sulphate)
symbol nukleotydu tyminy (¢ymine)

bufor Tris-boran-EDTA (tris borate EDTA buffer)

N,N,N’,N’—czterometyloetylenodwuamina
(N,N,N’,N -tetrametyloetylenodiamine)

tris-(hydroksymetylo)-aminometan
(tris-(hydroxymethyl)-aminomethane)

jednostka (unif)
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1. WSTEP

Luszczyca jako odrebna jednostka chorobowa zostata po raz pierwszy opisana w
1808 roku przez angielskiego dermatologa Roberta Willana. Termin psoriasis, pocho-
dzacy od facinskiego slowa psora — $§wiad opisujacy znany do dzisiaj obraz choroby
wprowadzil Hebra 33 lata poznie;.

Luszczyca rzadko zagraza zyciu, jednak stygmatyzacja dotknigtych nia osob oraz
swiadomo$¢ przewlektego i jak dotad nieuleczalnego charakteru schorzenia w istotny
sposob obniza jako$¢ zycia chorych [45].

Pomimo olbrzymiego postgpu w poznaniu patogenezy tuszczycy przyczyna choroby
nadal pozostaje nieznana.

1.1. Epidemiologia luszczycy

Luszczyca jest czgsta choroba skory. Jej wystgpowanie zalezy m.in. od czynnikow
geograficznych, etnicznych i rasowych. W krajach Europy poéinocnej, Skandynawii,
Ameryce pétnocnej i Australii dermatoza ta dotyczy 1,5 do ok. 3% populacji [34, 57, 61,
123, 157, 178]. Luszczyca wystepuje najczesciej u osob rasy kaukaskiej, rzadziej pocho-
dzenia orientalnego, sporadycznie obserwowana jest w populacjach negroidalnych.
Przyczyna tej zréznicowanej czgstosci wystgpowania choroby nie jest w petni poznana,
wydaje si¢ by¢ zalezna zaréwno od czynnikow genetycznych, jak i sSrodowiskowych.

Luszczyca wystgpuje z podobna czgstoscia u obu plci. Roznice obserwowane s je-
dynie w odniesieniu do wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczyna [40, 57, 74, 85, 97,
157,178, 190].

1.1.1. Luszczyca wezesna i poina

Luszczyca moze rozpoczaé si¢ w kazdym wieku jednak najczesciej, u ok.85% cho-
rych zaczyna si¢ przed 30. rokiem zycia. W wigkszosci badan epidemiologicznych ana-
lizujacych duze populacje chorych stwierdzono istnienie jednego wyraznego szczytu
zachorowalnoS$ci na tuszczyce w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia [17, 25, 41, 57, 74,
116, 121, 141, 161, 190, 200]. Dwa szczyty zachorowalnoS$ci na t¢ chorobg zaobserwo-
wali po raz pierwszy w 1965 roku Burch i Rowell [25], co zostato potwierdzone dwie
dekady pozniej przez badaczy niemieckich: Henselera i Christophersa [97].

Autorzy ci wysungli hipotezg istnienia dwoch typow tuszezycy: z wezesnym, poni-
zej czterdziestego roku zycia (typ 1) 1 z péznym, powyzej czterdziestego roku zycia
poczatkiem choroby (typ II). Istotna réznica miedzy obu typami tuszczycy dotyczyta
korelacji z antygenami HLA oraz czgstosci rodzinnego wystgpowania choroby. Tak
zwang luszczyce sporadyczna, bez wspotwystepowania u krewnych, obserwowano cze-
$ciej u 0so6b z choroba rozpoczynajaca si¢ w pdzniejszym wieku. Badania tych autoréw,
potwierdzone w nastgpnych latach przez obserwacje innych uczonych, wykazaty ponad-
to, ze wiek, w ktorym rozpoczyna si¢ tuszczyca jest parametrem, od ktorego zalezy
kliniczna ekspresja choroby. Luszczyca pojawiajaca si¢ w mtodym wieku charakteryzuje
si¢ cigzszym przebiegiem i powazniejszym rokowaniem w poroéwnaniu z tuszczyca
pozna [20, 61, 84, 85, 202, 203].
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1.2. Obraz kliniczny i naturalny przebieg luszczycy

Charakterystyczna cecha tuszczycy jest jej fenotypowa heterogennosé¢. Klasyfikacja
tej dermatozy, podobnie jak wielu innych schorzen o wieloczynnikowym modelu dzie-
dziczenia napotyka wiele trudnosci i budzi kontrowersje zarowno wsrdd klinicystow, jak
i badaczy patogenezy tej choroby [80, 81, 113, 159, 189].

Najczestsza postacia, wystepujaca u ok. 90% chorych jest tuszczyca plackowata
[81]. W wigkszosci publikacji pod pojeciem tuszczycy rozumie si¢ t¢ postaé choroby
[27, 80, 84, 124, 161]. Przewlekta tuszczyca plackowata nie jest klinicznie jednorodna i
obejmuje rozne podtypy réznigce si¢ migdzy soba wieloma klinicznymi cechami, mig-
dzy innymi umiejscowieniem zmian na skorze, $rednica i gruboscia ognisk tuszczyco-
wych, wystgpowaniem zmian paznokciowych, rola czynnikéw srodowiskowych w pro-
wokacji wysiewow, a takze przebiegiem choroby i podatnoscia na leczenie [33, 81, 113].

Klasyfikacja tuszczycy zaproponowana ostatnio przez International Psoriasis Coun-
cil (IPC), organizacj¢ non—profit, ktorej celem jest szeroko rozumiana edukacja i wspot-
praca dermatologdéw i naukowcdéw dotyczaca tej dermatozy, upraszcza i porzadkuje
podziat choroby [81]. Dzieli ona tuszczyce na formy zlokalizowane (localized), obejmu-
jace postacie z predylekcja do zajmowania okreslonych anatomicznych rejonow ciata
oraz rozlegle (widespread), do ktoérych zaliczono uog6lniong postaé przewleklej tusz-
czycy plackowatej, erytrodermig luszczycowa, tuszczyce krostkowa uogolniona oraz
luszczyca kropelkowata. Ta ostatnia posta¢ wystgpujaca najczesciej u dzieci i mtodych
dorostych jest szczeg6lna forma choroby, wykazujaca zwiazek z paciorkowcowa infek-
cja gornych drog oddechowych. Wysiew drobnogrudkowych zmian poprzedzony infek-
cja paciorkowcowa moze wystapi¢ rowniez u chorych z przewlekta tuszczyca plackowa-
ta (guttate flare of chronic plaque psoriasis) [159]. Najcigzsze postaci choroby: erytro-
dermia tuszczycowa i uogolniona tuszczyca krostkowa moga powsta¢ de novo lub sta-
nowi¢ powiktanie przewlektej tuszczycy plackowate;.

Podziat TPC nie uwzglednia krostkowicy dioni i stop (PPP, pustulosis palmo-
plantaris). PPP w podrecznikowym podziale tuszczycy sklasyfikowana jest jako ograni-
czona do dtoni i stop postac tuszczycy krostkowej. Za wspdlna etiologia PPP i tuszczycy
przemawia ich czeste (24-30%) wspotistnienie oraz podobne cechy obrazu histopatolo-
gicznego [53]. Jednak odmienne od luszczycy cechy demograficzne PPP, takie jak
szczyt zachorowan migdzy 30. a 50. rokiem zycia, wigksza czgsto§¢ wystgpowania u
kobiet niz u mgzczyzn, wyrazny zwiazek choroby z paleniem tytoniu, brak ewolucji w
uogolniong tuszczycg krostkowa oraz odmienne od tuszczycy korelacje genetyczne
wskazuja, ze PPP powinna by¢ uznawana za odrgbna jednostke chorobowa [1, 8, 13, 81,
93,119, 143, 229].

Zgodnie z klasyfikacja IPC, kazdej z klinicznych postaci luszczycy przypisane
sa cechy §wiadczace o aktywnosci choroby. W tuszczycy niestabilnej — aktywnej zmiany
stale powigkszaja si¢ lub pojawiaja si¢ nowe, niewielkie ogniska, nie przekraczajace
srednicy 3 cm. W tuszczycy stabilnej — nieaktywnej ogniska tego samego rozmiaru,
nawet bardzo rozleglte, utrzymuja si¢ w tym samym miejscu przez dlugi okres czasu.
Parametrem charakteryzujacym aktywno$¢ tuszczycy i wykazujacym korelacje z jej
cigzkoscia jest takze grubos¢ ognisk tuszczycowych [33].

Fenotypowe zroznicowanie tuszczycy przejawia si¢ rowniez obserwowana u wielu
chorych tendencja do zmiany klinicznej formy choroby, na przyktad przeksztalcenia
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przewlektej tuszczycy plackowatej w postacie zapalne: tuszczyce krostkowa lub kropel-
kowata, czy tez ewolucje tuszczycy kropelkowatej w przewlekta tuszczyce plackowata
[119, 137].

Luszczyca wspotistnieje z wieloma schorzeniami uktadowymi. U 5 do 42% chorych
luszczycy towarzyszy zapalenie stawow [112, 123, 243]. Luszczycowe zapalenie sta-
wow (Izs) jest obecnie uwazane za artropati¢ o cigzkim przebiegu, w wielu przypadkach
prowadzaca do inwalidztwa. Ta posta¢ choroby czgsto wspolistnieje z zajgciem przez
luszczyce ptytek paznokciowych [81, 194, 237].

U chorych na tuszczyce wykazano ponadto zwigkszone ryzyko zachorowania na in-
ne przewlekle schorzenia: cukrzyce, nadcis$nienie tetnicze, zespot metaboliczny, depresje
[79, 130, 147]. Badania ostatnich lat wskazuja na zwiazek ciezkiej tuszczycy z choro-
bami ukladu sercowo-naczyniowego [34, 79, 128, 147, 195]. Wykazano, ze ryzyko za-
chorowania na luszczyce ro$nie wraz ze wzrostem wskaznika masy ciata (BMI, body
mass index), za$ u 0sob palacych papierosy i1 naduzywajacych alkohol choroba ma cigz-
szy przebieg [5, 98, 123, 156, 158].

Analogicznie do obrazu klinicznego naturalny przebieg choroby rozni sig
u poszczegolnych chorych. Wedlug roznych doniesien u 25-50% pacjentéw obserwuje
si¢ pelne remisje tuszczycy, trwajace od kilku miesigcy do nawet kilkudziesigciu lat [57,
124]. Mimo podejmowania wielu prob korelacji niektorych biochemicznych markerow
(biatko C reaktywne, rozpuszczalne czasteczki adhezyjne, rozpuszczalne receptory cyto-
kin) z aktywno$cia i przebiegiem tuszczycy nie udato sig, jak dotad, potwierdzi¢ ich
znaczenia w monitorowaniu przebiegu choroby oraz w rokowaniu [34, 35, 119].

Kliniczne ujawnienie si¢ tuszczycy zalezy od dobrze poznanych czynnikéw $rodo-
wiskowych. Wsréd nich najwazniejsza rolg odgrywaja urazy fizyczne, stres psychiczny,
infekcje oraz niektére leki [10, 142, 155, 230]. Obserwacje kliniczne wskazuja na zwia-
zek poszczegodlnych czynnikow prowokujacych wysiewy luszezycy z okreslonym feno-
typem choroby, na przyklad infekcji paciorkowcowej z wysiewem tuszczycy kropelko-
watej, silnego stresu psychicznego z pojawieniem si¢ tuszczycy plackowatej czy tez
przerwania ogolnego leczenia kortykosteroidami z wysiewem tuszczycy krostkowej [84,
129].

1.3. Patogeneza luszczycy

Przyczyna luszczycy, pomimo niewatpliwego postgpu nauk medycznych pozostaje
nadal nieznana. Nalezy jednak podkresli¢, ze w ostatnich latach dzigki intensywnie pro-
wadzonym badaniom, wiedza na temat patogenetycznych szlakéw prowadzacych do
powstania blaszki luszczycowej stale si¢ poszerza.

Luszczyca jest obecnie uwazana za chorobe mediowana przez limfocyty T [80,
83,192]. O roli tych komoérek w jej patogenezie Swiadcza pionierskie obserwacje z 1979
roku, ktére dowiodty skuteczno$ci cyklosporyny A w leczeniu tuszczycy [148], a takze
najnowsze badania, wykazujace efektywnos¢ substancji swoiscie reagujacych z limfocy-
tami T — biatka fuzyjnego sktadajacego si¢ z toksyny dyfteryjnej i IL-2 oraz przeciwcial
monoklonalnych CD4 [77, 162]. Kolejnym argumentem $wiadczacym o roli limfocytow
T w patogenezie luszczycy sa obserwacje kliniczne zarowno chorych, u ktorych tuszczy-
ca ustapita po przeszczepieniu szpiku od zdrowego dawcy [44], jak i pacjentow z pierw-
szym wysiewem luszczycy po przeszczepie szpiku pobranego od osoby cierpiacej na tg
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dermatoze [73]. Innym dowodem przemawiajacym za rola limfocytow T w powstaniu
choroby jest wystapienie obrzgku skory pobranej od chorych z tuszczyca i przeszczepio-
nej myszom SCID (severe combinent immunodeficient) po podaniu im aktywowanych
limfocytow T pochodzacych od tych osob. Reakcji takiej nie obserwowano, jesli akty-
wowane limfocyty i przeszczep pochodzily od zdrowych ochotnikow [239].

Kluczowe znaczenie w powstawaniu i podtrzymywaniu zmian tuszczycowych od-
grywa aktywacja limfocytow Thl, ktore dominuja we wezesnych i w pelni rozwinigtych
zmianach skérnych [14, 146, 192]. Komorki te wspomagaja odpornos¢ komorkowa,
aktywujac limfocyty T cytotoksyczne i makrofagi. Limfocyty Thl wytwarzaja interleu-
king 2 (IL-2), interleuking 3 (IL-3), czynnik martwicy guza a i f (TNF—-a i ), interleu-
king 12 (IL-12) oraz interferon y (IFN—y).

Jedna z cytokin, odgrywajacych wazna rolg¢ w patogenezie tuszczycy jest czynnik
martwicy guza TNF—o, uwalniany przez keratynocyty, komorki dendrytyczne skory,
monocyty, makrofagi, komorki tuczne i aktywowane limfocyty T. TNF—a indukuje
syntezg innych prozapalnych cytokin, pobudza ekspresj¢ naczyniowo-srédbtonkowego
czynnika wzrostu, zwigkszajacego przepuszczalno$¢ naczyn i angiogenezg, pobudzajac
w ten sposob proliferacjg keratynocytow. Cytokina ta aktywuje takze czynnik transkryp-
cji jadrowej NF kappa B (NF—xB), co prowadzi do transkrypcji wielu gendow cytokin,
czasteczek adhezyjnych ICAM, interleukiny 8 i innych. Wprowadzenie lekow anty—TNF
do leczenia tuszczycy potwierdza znaczenie czynnika martwicy guza w powstawaniu
zmian tuszczycowych [47, 163].

IFN—y produkowany przez limfocyty CD4+, CD8+ i plazmocytoidalne komorki
dendrytyczne jest z kolei gtowna cytokina odpowiedzialng za powstanie zmian w tusz-
czycy wczesnej. Wykazano m.inn, ze IFN—y pobudza po wstrzyknigciu $rédskdérnym
powstanie zmian tuszczycowych [62, 163].

W indukeji powstawania limfocytéw Thl uczestniczy interleukina 12 (IL-12), hete-
rodimer sktadajacy si¢ z podjednostek p35 i p40. Zblizona strukturalnie do IL-12 (o
wspolnej z IL-12 podjednostce p40) jest interleukina 23 (IL-23). Na znaczenie tej inter-
leukiny w patogenezie tuszczycy wskazuja badania, wykazujace zwigkszenie jej ekspre-
sji w skorze tuszczycowej, zmniejszajacej si¢ pod wptywem leczenia przeciwluszczyco-
wego [173]. Klinicznym potwierdzeniem tych odkry¢ sa obserwacje szybkiego ustgpo-
wania zmian luszczycowych po podaniu przeciwciala monoklonalnego skierowanego
przeciwko podjednostce p40 [110, 115]. Badania na modelach zwierzecych wykazaty
ponadto, ze podanie interleukinyl2 myszom powoduje powstanie nacieku sktadajacego
si¢ glownie z komoérek jednojadrzastych oraz znamienny wzrost ekspresji IFN—y pod-
czas, gdy IL-23 indukowala naciek ztozony z limfocytow CD4+, CD8+ i neutrofili oraz
wzrost wydzielania intelerleukiny 17 (IL-17) w skorze zwierzat [247]. IL-23 wydaje sig
odgrywac zasadnicza rolg w powstawaniu i proliferacji trzeciej populacji limfocytow T
pomocniczych — limfocytow Th—-17, wydzielajacych IL-17. Na podstawie badan na
modelach zwierzgcych stwierdzono, ze IL—17 stymuluje migracjg neutrofili z naczyn do
naskorka, co przejawia si¢ nagromadzeniem leukocytow obojgtnochtonnych w warstwie
podrogowej. IL-17 pobudza wytwarzanie przez keratynocyty, komorki s$rodbtonka,
makrofagi i fibroblasty wielu cytokin, czynnikdw wzrostu i innych zwiazkow, ktérych
stezenie zwigksza si¢ w tuszczycy [247].

Mimo, ze rola limfocyow T w patogenezie tuszczycy jest bezsporna, nadal nie jest
znany czynnik lub zdarzenie, ktore wywotuje ich aktywacje i przeciwko ktoremu skie-
rowana jest odpowiedz zapalna. Wskazuje si¢ na inicjujaca role superantygenéw pacior-
kowcowych, ktore przytaczajac sig¢ bezposrednio do czasteczek MHC klasy II na komor-
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kach prezentujacych antygen (keratynocyty, komorki dendrytyczne) pobudzaja poliklo-
nalna proliferacj¢ limfocytéw T, co prowadzi do uwalniania czynnikéw prozapalnych,
powodujacych stymulacje keratynocytow i tuszczycowa proliferacje [83, 175]. Za rola
superantygenow paciorkowcowych w patogenezie tuszczycy przemawiaja kliniczne
obserwacje chorych, u ktorych usunigcie migdatkéw podniebiennych powodowato ustg-
powanie zmian tuszczycowych [83]. Biatko M paciorkowca wykazuje podobienstwo do
biatka keratyny typu I [108, 140, 217], dlatego jedna z hipotez glosi, ze aktywacja auto-
reaktywnych limfocytow T jest wynikiem molekularnej mimikry pomigdzy biatkami
paciorkowca, a biatkami keratyny oraz ze limfocyty T moga kierowaé si¢ bezposrednio
przeciwko antygenom keratynocytow (autoantygendéw) na drodze reakcji krzyzowych
[86]. Koncepcje¢ udziatu superantygendéw paciorkowcowych w etiopatogenezie tuszczycy
udato si¢ potwierdzi¢ przez wyizolowanie ze zmian skérnych swoistych limfocytow T
wykazujacych na swej powierzchni ekspresje czg$ci zmiennej tancucha 3 receptora
TCR. Receptor ten stanowi miejsce superantygenowozaleznej aktywacji komorek T,
gtéwnie limfocytow subpopulacji CD8+ z nastgpowa produkcja cytokin prozapalnych.
Wydaje sig, ze rownie istotnym z punktu widzenia immunopatologii procesu tuszczyco-
wego, a W szczegolnosci posredniego aktywowania limfocytow T, jest takze ekspresja
skornego antygenu zwiazanego z limfocytami (CLA, cutaneous lymphocyte-associated
antigen) na powierzchni komorek T. Jego pobudzanie za posrednictwem superantyge-
néw moze stanowi¢ istotny mechanizm zwigkszajacy przyleganie limfocytow do komo-
rek srodblonka naczyn i migracji limfocytow T z wlo$niczek do naskorka, indukujac tym
samym miejscowy proces zapalny [15, 21, 122].

1.3.1. Genetyczne uwarunkowania tuszczycy

Zgodnie z aktualng wiedza luszczyca uwazana jest za chorobg kompleksowa, o wie-
logenowym i wieloczynnikowym modelu dziedziczenia [27, 48, 49, 96, 218].

Terminem choréb kompleksowych okresla si¢ schorzenia wystgpujace rodzinnie i
nieodpowiadajace wzorcom oczekiwanym dla mendlowskiego sposobu dziedziczenia
[16].

Okres$lenie genetycznego podtoza wielu chorob kompleksowych, w tym tuszczycy,
ze wzgledu na fenotypowa heterogennos¢ tych schorzen stanowi olbrzymie wyzwanie
dla badaczy [6, 150, 225].

1.3.1.1. Rodzinne wystepowanie tuszczycy

Pierwsze doniesienie o dziedzicznym charakterze tuszczycy sigga 1809 roku, ale
dopiero 150 lat pdzniej pionierskie badanie Gunarra Lomholda, ktéorym objat 1/3 calej
populacji Wysp Owczych dowiodlo genetycznego uwarunkowania tej choroby. Badacz
wykazal znamiennie czgstsze wystepowanie tuszczycy u o0s6b spokrewnionych
z chorymi nat¢ dermatoze, niz u krewnych oséb zdrowych. Wniosek Lomholda, ze:
»ponad wszelka watpliwo$¢ tuszczyca jest uwarunkowana genetycznie” zapoczatkowat
erg badan zmierzajacych do identyfikacji genu/gendow tuszczycowych [124].

Czgstos¢ rodzinego wystgpowania choroby waha si¢ w roznych doniesieniach
od 2 do91% [4, 9, 43, 57, 97, 116, 164, 190]. T¢ olbrzymia rozpigtos¢ thumaczy si¢
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odmienng metodyka badan stosowana w prowadzonych analizach epidemiologicznych
[57]. Szacuje sig, ze ryzyko pojawienia sig tuszczycy u osoby, u ktérej choroba ta wy-
stepuje w rodzinie wynosi 41% jesli u obojga rodzicow stwierdzono ta chorobg, 14%
jesli choruje tyko jedno z rodzicow, zas 6% jesli luszczycg stwierdzono tylko u jednego
z rodzenstwa [9]. Luszczyce rodzinng obserwuje si¢ czgsciej u 0séb z choroba rozpo-
czynajaca si¢ w mlodszym wieku [4, 20, 84, 97, 198, 202, 203].

1.3.1.2. Badania blizniqt

Potwierdzeniem genetycznego uwarunkowania tuszczycy sa obserwacje bliZniat,
wykazujace znamiennie wyzszy wspotczynnik zgodnosci (concordance rate) wystgpo-
wania choroby u blizniat monozygotycznych w poréownaniu do blizniat dwuzygotycz-
nych. W pionierskim, retrospektywnym badaniu Farbera i wsp., ktorym objgto 61 par
blizniat wykazano, ze wspotczynnik zgodnosci u blizniat jednojajowych wynosit 75% i
byt znamiennie wyzszy niz u blizniat dwujajowych (ok. 25%) [56]. Fakt, ze wspotczyn-
nik ten u blizniat monozygotycznych nigdy nie osiaga 100% potwierdza znaczenie in-
nych, niz genetyczne uwarunkowan wptywajacych na ujawnienie si¢ choroby [22, 42].

Wyniki obserwacji par blizniaczych wskazuja nie tylko na czestsze wspoOlistnienie
luszczycy u blizniat jednojajowych, ale dowodza takze, ze tuszczyca ma u nich podobne
cechy kliniczne, takie jak wiek blizniat, w ktorym choroba pojawia si¢ po raz pierwszy,
morfologia wykwitdw luszczycowych, umiejscowienie zmian oraz jej przebieg i cigz-
kos¢ [21, 75, 172].

1.3.1.3.  Antygeny zgodnosci tkankowej - markery podatnosci na tuszczyce

W 1972 roku Russel i White niezaleznie zaobserwowali, ze antygeny zgodnosci
tkankowej moga stanowi¢ genetyczny marker podatnosci na tuszczyce [182, 235]. Auto-
rzy ci jako pierwsi opisali zwiazek luszczycy z antygenami HLA klasy I: HLA-B37 i
B57. Badania prowadzone w kolejnych latach wsrod etnicznie i rasowo odmiennych
populacji dowiodty, ze zwiazek ten ma charakter wtorny do korelacji z antygenem HLA-
Cwb6 i1 zwiazany jest z charakterystycznym dla regionu MHC zjawiskiem nielosowego
sprzggania sig alleli w haplotypach (1.d., linkage disequilibrium) [106, 107, 210]. Wigk-
szo$¢ doniesien, ktore ukazaty si¢ w kolejnych latach zgodnie wskazywata na antygen
HLA-Cw®6 jako genetyczny marker podatnosci na tuszczyce [43, 51, 101, 102, 125, 133,
134, 202].

Poczatkowo antygen HLA-Cw6 oznaczano metodami serologicznymi. Na poczatku
lat dziewiecdziesiatych do praktyki laboratoryjnej wtaczono techniki molekularne umoz-
liwiajace bezposrednia identyfikacje HLA Cwo6 na poziomie sekwencji DNA.

W wigkszos$ci badan dotyczacych populacji kaukazoidalnych allel HLA-Cw*06 wy-
stepuje u 55 do 80 % chorych na tuszczyce, podczas gdy jego czestos¢ w populacji
zdrowej nie przekracza zazwyczaj 20% [43, 134, 176, 210]. Szacuje sig, ze ryzyko za-
chorowania na tuszczycg 0s6b HLA- Cw*06 dodatnich jest do dziesigciu razy wigksze,
w porownaniu do osobnikow bez allelu HLA-Cw*06 [32, 97, 202]. Wykazano ponadto,
ze u pacjentdow homozygotycznych pod wzgledem wystgpowania allelu HLA-Cw*06
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ryzyko zachorowania na tuszczyce jest 2,5 raza wigksze w poréwnaniu do 0séb hetero-
zygotycznych [82] .

1.3.1.4. Struktura i funkcja antygenow zgodnosci tkankowe;.

Antygeny zgodnosci tkankowej HLA (Human Leukocyte Antigens) kodowane sa
przez geny MHC (Major Histocompatibility Complex, gtdwny uktad zgodnosci tkanko-
wej) zlokalizowane na chromosomie szdstym w rejonie 6p21.3. Gtowny uktad zgodnosci
tkankowej stanowi zespo6t silnie sprz¢zonych ze soba gendw wykazujacych kodominacjeg

(ryc. 1).

CHROMOSOM 6
Chromosome 6

centromer region HLA 6p21.1-21.3
centromere HLA region 6p21.1-21.3
telomer \ telomer
telomere telomere
\ Il 8f I I
DP DM Do DR C4 C2Hsp70TNF BC E AGF
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geny klasy I1 geny klasy I1I geny klasy [
class 1l genes class Il genes class I genes

Ryc. 1. Uproszczony schemat kompleksu HLA
Fig. 1. Simplified map of the HLA complex

Czasteczki HLA klasy I, tzw. klasyczne antygeny transplantacyjne, wystgpuja na
powierzchni wszystkich komorek jadrzastych. Sa to glikoproteiny zbudowane z tancucha
ciezkiego o o wielko$ci 44 kDa warunkujacego swoisto$¢ allotypowa i potaczonego z
nim lekkiego tancucha 32—mikroglobuliny o masie 12 kDa. Lancuch o zbudowany jest z
trzech domen, z ktérych dwie najbardziej oddalone od btony komorkowej: al i a2, maja
budowg polimorficzna i tworza rowek wiazacy peptydy ,,prezentowane” nastgpnie lim-
focytom T (ryc. 2). W ten sposob limfocytom CD8+ prezentowane sa gtdwnie antygeny
produkowane wewnatrz komorki prezentujacej, czyli tak zwane antygeny endogenne
[76].
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Czasteczki HLA klasy II znajduja si¢ gtdwnie na powierzchni komoérek prezentuja-
cych antygen (Antigen Presenting Cell, APC): limfocytach B, makrofagach, komoérkach
dendrytycznych [46]. W wyniku aktywacji lub oddziatywania niektorych cytokin na
przyktad interferonu y (IFN—y), moga si¢ one takze pojawi¢ na pobudzonych limfocy-
tach T, komorkach $rodbtonka, komorkach nablonka tarczycy, fibroblastach czy keraty-
nocytach. Antygeny klasy II sa rowniez glikoproteinami sktadajacymi si¢ z dwoch tan-
cuchow o podobnej budowie: cigzkiego 3 i lekkiego a o wielkosci odpowiednio 34 1 29
kDa. Biora one udziat przede wszystkim w prezentacji limfocytom CD4+ antygenow
pochtonigtych przez komorke prezentujaca [76].

Produkty genow klasy III obejmuja wiele biatek, miedzy innymi sktadniki dopetia-
cza C2, C4, czynnik B properdyny, enzym 21-hydroksylazeg steroidowa.

rowek wiaZzacy Limfocyt T
peptydy _
r L | I | i
oy o,
TCR
0y ﬁg 3 antygen

mikroglobulina
MHC

| ]

r ) U
u komorka prezentujaca
antygen
Ryc. 2. Schemat budowy czasteczki Ryc. 3. Schemat prezentacji antygenu przez
MHC Kklasy I czasteczke MHC klasy I limfocytom T
Fig. 2. HLA Class I structure Fig. 3. MHC class I molecule presents pep-

tides to T lymphocytes

Najwazniejsza funkcja czasteczek MHC jest wigzanie i prezentacja antygenow lim-
focytom T (ryc. 3). Wybitny polimorfizm gendéw ukladu HLA, ktoéry wytworzyt si¢ w
efekcie naturalnej selekcji pod presja mikroorganizmoéw i wywotywanych przez nie
chorob zapewnia mozliwos$¢ wytwarzania r6znych biatek MHC, zdolnych do wiazania i
prezentacji wielu réznych peptydéow aktywowanym komorkom uktadu immunologicz-
nego.
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1.3.1.5. Locus PSORSI

Przeprowadzone w ostatnich latach badania analizy sprzgezen pozwolity
na identyfikacjg¢ co najmniej 20 loci genowych odpowiedzialnych za podatno$¢ na tusz-
czyce w obrgbie 15 roznych chromosoméw autosomalnych. Znaczenie dziewigciu z nich
potwierdzono w badaniach dotyczacych odmiennych populacji. Loci te opisano jako
PSORS1-PSORS9 (Psoriasis Susceptibility Locus 1-9) (tab. 1).

Tab.1. Lokalizacja zidentyfikowanych loci podatnosci na tuszczycg (PSORS 1-9)
Tab. 1. Localization of identified psoriasis susceptibility loci (PSORS 1-9)

Losatatm e
PSORS1 69213 [26,152,214]
PSORS2 17925 [211]
PSORS3 4q34 [139]
PSORS4 1q21 [29]
PSORS5 321 [54]
PSORS6 19p13.2 [121]
PSORS7 1p35-p34 [223]
PSORSS 16q [152]
PSORS9 4q31 [245, 246]

Szczegblne znaczenie w powstawaniu tuszczycy przypisywane jest rejonowi MHC
na chromosomie szoéstym w rejonie 6p21.3. Wyniki kilku niezaleznych badan wskazuja,
ze wlasnie w tym obszarze lokalizuje si¢ glowne locus podatnosci na tuszczycg ozna-
czone jako PSORSI (ryc. 4) [26, 29, 152, 154, 224]. Szacuje sig, ze gen/geny podatnosci
na tuszczyce, zlokalizowane w obrgbie PSORS1 odpowiadaja za 35-50% genetycznej
predyspozycji do tuszczycy [214].
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Ryec. 4. Locus podatnosci na tuszczycg (PSORS1) na chromosomie 6p21.3. Zaznaczona lokalizacja
niektorych gendw PSORS1

Fig. 4. Psoriasis susceptibility locus 1 (PSORSI) on 6p21.3 chromosom. Some PSORSI genes
marked

Od 1999 roku, kiedy to opisano petna sekwencjg genow catego regionu MHC podej-
mowane sa proby okreslenia roznie definiowanych regionéw wysokiego ryzyka zachoro-
wania na tuszczycg. W populacji kaukazoidalnej badania te utrudnione sa zjawiskiem
niezrownowazenia sprzgzen (l.d.) [107, 168]. Dzigki scharakteryzowaniu przez HapMap
Project wzorcOw nielosowego sprzggania si¢ alleli w haplotypach w obrebie catego geno-
mu ustalono, ze rejon zlokalizowany telomerycznie w stosunku do HLA—C charakteryzuje
si¢ zmniejszona o 2,3 raza czestoscia rekombinacji w stosunku do calego genomu [227].
Rejon ten obejmuje ok. 300 kb od genu korneodesmozyny (CDSN, corneodesmosin)
do HLA-C (ryc. 4). W jego obrebie zidentyfikowano co najmniej 10 innych niz HLA-C
genow potozonych telomerycznie w stosunku do tego locus: HCR, CDSN, POU5SF1, TCF
19, HCG 27, PSORS1C3, PSORS1C2(SPR1), PSORSICI(SEEK1), STG. Czgstos¢ zjawi-
ska 1.d. w obrgbie rejonu MHC powoduje, ze wiele z tych genow wykazuje silng korelacjg
z tuszczyca [94, 100].

Szczegodlnie interesujacym, ze wzglgdu na petnione funkcje genem kandydujacym
w obrgbie PSORSI, jest gen korneodesmozyny, okreslany uprzednio jako gen S [2, 13,
30, 107, 138, 168, 223]. Zlokalizowany jest on telomerycznie w odleglosci 160 kb
w stosunku do locus HLA—-C [2, 208]. Gen ten charakteryzuje si¢ duzym polimorfizmem
i koduje glikoproteing ulegajaca ekspresji w obrgbie warstwy ziarnistej naskorka w pdz-
nych fazach terminalnego réznicowania si¢ keratynocytéw. Biatko to odpowiada za
przyleganie tych komorek. Strukturalne zmiany w skorze prowadzace do nieprawidlo-
wego ztuszczania, bedacego jedna z cech tuszczycy moga wskazywaé, ze gen CDSN
moze by¢ jednym z potencjalnych, funkcjonalnych genéw odpowiedzialnych za powsta-
nie choroby. Wykazano asocjacj¢ z tuszczyca rzadkiego wariantu okreslanego jako allel
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CDSN*5 [2, 168, 208], co jednak nie zostato potwierdzone w innych badaniach [52,
181].

Opublikowane w 2006 roku wyniki szeroko zakrojonych wieloosrodkowych badan
Naira i wsp., pozwolity wykluczy¢ rolg innych niz HLA-C i CDSN genéw PSORSI, za$
typowanie genu CDSN i HLA-C oraz dodatkowych genetycznych markeréw zlokalizo-
wanych migdzy loci CDSN i HLA-C wskazaly na HLA-Cw*06 jako glowny allel po-
datnosci na tuszczycg w obrgbie PSORSI [153].

1.3.1.6. Wystepowanie allelu HLA-Cw*06 jako kryterium podziatu tuszczycy
i wskaznika jej ciezkosci

W ostatniej dekadzie ukazato sig¢ wiele prac jednoznacznie potwierdzajacych korela-
cjg wystgpowania allelu HLA-Cw*06 z luszczyca rozpoczynajaca si¢ w mlodym wieku
[52, 82, 84, 101, 102, 103, 132, 134, 135, 203], w tym doniesienia dotyczace populacji
polskiej pochodzacej z regionu Dolnego Slaska [125] oraz z Polski Pétnocnej [202]. Za
rola HLA-Cw*06 we wczesnym ujawnieniu si¢ choroby przemawiaja takze badania
rodzenstwa osdb chorujacych na tuszczyce. Wykazaty one, ze u rodzenstwa, u ktérego
wystepuje allel HLA-Cw*06, tuszczyca rozpoczyna si¢ wczesniej niz u rodzenstwa bez
tego allelu [50].

Obserwacja, ze w im pozniejszym wieku choroba si¢ rozpoczyna tym znaczenie
HLA-Cw*06 maleje, opiera si¢ na nielicznych doniesieniach dotyczacych matych popu-
lacji chorych na tuszczycg pozna. Henseler i Christophers wykazali brak réznic w czg-
stosciach HLA—Cw®6 u chorych z poczatkiem choroby powyzej 40. roku zycia i w popu-
lacji zdrowej i przyjgli obecno$¢ tego antygenu za jedno z kryteriow cytowanego powy-
zej podziatu tuszczycy na typ I-Cw6 dodatni i typ II-Cw6 ujemny [97].

Najliczniejsza jak dotad populacje chorych z tuszczyca p6zna analizowal pod
wzgledem korelacji z genami HLA-Cw*06, CDSN, HCR Allen i wsp.[3]. Badacz ten
wykazal, ze locus PSORSI1 nie jest czynnikiem ryzyka tuszczycy rozpoczynajacej sig
po piec¢dziesiatym roku zycia.

W swoim klasycznym badaniu Henseler i Christophers dowiedli, ze u chorych
HLA-Cw6 dodatnich tuszczyca ma cigzszy przebieg i wigksza sktonno$¢ do nawrotow
w porownaniu do chorych bez tego allelu [97]. Obserwacj¢ t¢ potwierdzono w nielicz-
nych doniesieniach dotyczacych innych populacji, w tym w badaniach wlasnych prze-
prowadzonych wsrod chorych pochodzacych z Polski Potnocnej [203].

Jednoznacznym potwierdzeniem wptywu wystgpowania allelu HLA-Cw*06 na kli-
niczny obraz choroby byly badania Gudjonssona w najwigkszej, jak dotad, populacji
chorych na tuszczyce (1008 0s6b pochodzacych z Islandii). Ujawnily one, ze u chorych
HLA-Cw*06 dodatnich luszczyca ma nie tylko wczesniejszy, niz u chorych bez tego
allelu poczatek choroby (7,5 vs 24 lata), ale takze cigzszy i bardziej dynamiczny prze-
bieg, wykazuje wigksza tendencje do powstawania zmian w miejscu urazu fizycznego i
korzystniej reaguje na Swiatlo stoneczne. W tej grupie chorych rowniez czgsciej obser-
wowano wystgpowanie zapalenia stawow 1 tuszczycy paznokci w poréwnaniu do cho-
rych HLA—Cw*06 ujemnych. Inna interesujaca obserwacja autorow dotyczaca cigzar-
nych pacjentek HLA-Cw*06 dodatnich wykazala czgstsze remisje choroby w tej grupie
chorych, w poréwnaniu do chorych w cigzy bez tego allelu, co nie byto jak dotad po-
twierdzone w innych doniesieniach [84].
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Wazna obserwacja kliniczng wiazaca si¢ z patogeneza choroby byto stwierdzenie, ze
u chorych z allelem HLA-Cw™*06, czgsciej niz u pacjentéw bez HLA—Cw*06 dochodzi
do wysiewu luszczycy kropelkowatej poprzedzonej paciorkowcowa infekcja gornych
droég oddechowych. Wynik ten byl zgodny z wcze$niejszymi doniesieniami poczynio-
nymi w oparciu o znacznie mniej liczebne populacje chorych z ta forma choroby [13].
Badania te wykazaty szczegdlnie wysoka czgsto§¢ wystgpowania allelu HLA-Cw*06 w
huszczycy kropelkowatej, dotyczaca 86% [210], a nawet, w jednym z doniesien 100%
chorych [135].

Zwiazek antygenu HLA—Cw6 z pustulosis palmo-plantaris byt przedmiotem tylko
nielicznych badan prowadzonych w latach osiemdziesiatych, ktore nie wykazaty
ich wzajemne]j korelacji. DwadzieScia lat pozniej obserwacje te potwierdzity wyniki
jedynej analizy opartej na molekularnym typowaniu HLA-Cw*06 w PPP, przemawiaja-
ce za genetyczna odrebnoscia tej jednostki chorobowej od tuszczycy [13].

Najnowsze doniesienia wskazuja na znaczenie HLA—Cw*06 w doborze chorych do
leczenia biologicznego. Dowiedziono, ze skuteczno$¢ terapii tuszczycy efalizumabem
jest zalezna od wystgpowania tego allelu. W przeprowadzonych badaniach redukcjg
wskaznika PASI o 75% po 12 tygodniach terapii tym lekiem uzyskiwano u 35% chorych
HLA-Cw*06 dodatnich, w porownaniu do 17% chorych bez tego allelu. Te wstgpne
obserwacje, wymagajace potwierdzenia na bardziej liczebnych populacjach chorych
wskazuja na znaczenie allelu HLA—Cw*06 jako potencjalnego markera odpowiedzi na
leczenie biologiczne [37, 87].

1.3.1.7. Znaczenie allelu HLA-Cw*06 w patogenezie tuszczycy

Do niedawna funkcja HLA-C w poréwnaniu do innych produktéow genéw MHC by-
fa mniej poznana. Niedoceniane znaczenie HLA—-C w medycynie klinicznej wynikato
migdzy innymi z trudnosci interpretacyjnych wynikow oznaczen serologicznych stoso-
wanych przed era badan molekularnych.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie badaczy tym miejscem genomu. Udo-
wodniono migdzy innymi, ze locus HLA-C, oprocz zwiazku z chorobami o podiozu
immunologicznym, pelni wazna funkcje w transplantologii [120, 151, 213]. Wykazano
takze, ze HLA—C bierze udziat w reakcjach immunologicznych zwiazanych z infekcjami
wirusowymi: czasteczka HLA Cw7 w prezentacji cytotoksycznym limfocytom CD8+
wirusa EBV (CTL) [191], za§ HLA Cw8 i Cw4 w prezentacji biatek HIV-1 [133].

Glowna hipoteza dotyczaca bezposredniej roli HLA-C w patogenezie tuszczycy
opiera si¢ na zdolnosci tej czasteczki do prezentowania antygendéw, wykazujacych podo-
bienstwo i reakcje krzyzowe z antygenami keratyny 17 limfocytom CD8+ [83]. Mecha-
nizm ten wydaje si¢ odgrywac szczegodlna rol¢ w tuszczycy kropelkowatej wywotywanej
przez paciorkowcowe zapalenie gardta i wykazujacej silna korelacj¢ z allelem HLA—
Cw*06.

Za rola HLA-Cw*06 w powstawaniu tuszczycy kropelkowatej przemawiaja wyniki
badan Johnsona i wsp. [108]. Badacze ci wykazali, ze limfocyty T w skorze pochodza-
cej od chorych HLA—Cw*06 dodatnich z aktywna tuszczyca, wykazuja silniejsza odpo-
wiedz na wspdlne dla keratyny 17 i biatka M- paciorkowcoOw peptydy, niz limfocyty
pochodzace od chorych bez allelu HLA-Cw*06.
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Inna z postulowanych funkcji HLA-Cw*06 jest regulacja naturalnych komorek cy-
totoksycznych (NK) poprzez interakcje z ich immunoglobulinopodobnymi receptorami
(KIR, killer immunoglobulin — like receptor). Czasteczka HLA-Cw6 jest ligandem
dla receptorow KIR2DL1 i KIR2DS1 z rodziny KIR. Biatka KIR sa kodowane przez
geny KIR na chromosomie 19 w regionie 19q13.4. Badania wykazaty korelacj¢ genu
KIR2DS1 z tuszczyca i z luszczycowym zapaleniem stawow co sugeruje, ze specyficzny
model komunikacji pomigdzy receptorami KIR i HLA-C moze odgrywac znaczaca rolg
w zmienionej reaktywno$ci immunologicznej charakteryzujacej tuszczycg [126, 236].

Niezalezne badania dwoch grup badawczych wykazaly takze zwiazek tuszezycy z
charakterystyczna sekwencja aminokwasow czasteczki HLA-Cw6 [11, 101]. W bada-
nych populacjach chorych na tuszczyce wykazano zwigkszona czgstos¢ alaniny w pozy-
cji 73 (Ala-73). Aminokwas ten zlokalizowany jest w obrebie alfa 1domeny czasteczki
HLA-C, tworzacej rowek wiazacy antygeny. Jednak badania prowadzone w kolejnych
latach zweryfikowaty hipotezg o roli Ala—73 w powstaniu tuszczycy. Wykazaty one, ze
zwigkszona czgstos¢ Ala—73 dotyczy rowniez innych czasteczek HLA-C [132, 180].

1.4. Zastosowanie metod molekularnych do oznaczania allelu
HLA-Cw*06

Techniki molekularne wykorzystujace reakcje tancuchowa polimerazy (PCR,
Polymerase Chain Reaction) szeroko wprowadzone do praktyki laboratoryjnej w ostat-
nich latach znacznie utatwity badanie polimorfizmu genetycznego w obrebie locus HLA-
C iprzyczynity si¢ do rozwoju prostych i szybkich metod bezposredniej identyfikacji
HLA-C na poziomie gendow [46].
Wisrdd metod opartych na reakcji PCR do oznaczania alleli HLA—C najczg$ciej wy-
korzystuje si¢ nastepujace techniki:
e analizg restrykcyjna produktu amplifikacji — PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) [207]

e hybrydyzacjg z alleloswoistymi sondami — PCR—-SSOP (Sequence Specific Oli-
gonucleotides Probes) [23].

e metodg specyficznej sekwencji starterow — PCR—SSP (Sequence Specific Pri-
mers) [24]

Zastosowanie tych technik w typowaniu antygenow HLA umozliwito identyfikacje
276 alleli locus HLA-C i znacznie przyczynilo si¢ do poszerzenia wiedzy na temat ich
funkcji biologicznej [179].

1.4.1. Analiza PCR-RFLP

Pierwsza z technik analizy DNA, zastosowana do badan alleli HLA, byla metoda
oparta na analizie polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA-RFLP (Re-
striction Fragment Length Polymorphism — RFLP). Jest to technika pracochtonna, wy-
magaca duzej ilosci genomowego DNA, przy czym umozliwia zidentyfikowanie tylko
niektorych alleli [105].

Technika PCR-RFLP polega na amplifikacji fragmentu DNA, w obrgbie ktorego
wystepuje badany marker, a nastepnie jego trawieniu odpowiednim enzymem restryk-
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cyjnym. Produkty trawienia poddaje si¢ rozdzialowi elektroforetycznemu na zelu polia-
krylamidowym i po wybarwieniu identyfikuje si¢ specyficzne allele [207]. Zastosowanie
reakcji tancuchowej polimerazy spowodowalo, ze stosunkowo duza ilo§¢ wysokocza-
steczkowego DNA, wymagana w technice RFLP, mogta by¢ znaczaco zminimalizowana
w metodzie PCR-RFLP.

1.4.2. Analiza PCR-SSOP

W technice hybrydyzacji z alleloswoistymi sondami (PCR-SSOP) region HLA pod-
dawany jest amplifikacji, a nastgpnie taczeniu z komplementarnymi sondami molekular-
nymi swoistymi dla poszczeg6lnych alleli [23].

1.4.3. Analiza PCR-SSP

Metoda specyficznej sekwencji starterow-PCR—SSP (Sequence Specific Primers)
jest obecnie jedna z najczeSciej stosowanych technik identyfikacji alleli locus
HLA-C. Polega ona na wykorzystaniu wysoce specyficznych starteréw, posiadajacych
na koncu 3’nukleotydy komplementarne do matrycowego DNA, ktére w obecnosci en-
zymu polimerazy Taq zapoczatkowuja proces namnazania wybranych jego fragmentow.
Identyfikacja poszczegolnych alleli polega na stwierdzeniu obecnosci lub braku produk-
tu amplifikacji po rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym [24].

Do okreslania alleli HLA-C metoda PCR-SSP wykorzystuje si¢ komercyjny zestaw,
ktory pozwala wprawdzie na niezawodne 1 szybkie typowanie alleli z pojedynczych
probek DNA, ma jednak zdecydowanie mniejsza przydatno$¢ w analizach duzej liczny
probek [46, 144]. Ograniczeniem w jego stosowaniu moga by¢ rowniez wysokie koszty
badan.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Postgp badan nad patogeneza tuszczycy znacznie przyblizyt perspektywe poznania
przyczyny tej czestej dermatozy. W ostanich latach opisano wiele mechanizméw prowa-
dzacych do powstania blaszki luszczycowej, a takze zidentyfikowano liczne loci na
wielu chromosomach, wykazujace rézny stopien korelacji z choroba. Intensywnie pro-
wadzone badania genetyczne pozwolilty zawezi¢ region najwyzszego ryzyka rozwoju
luszczycy do odcinka PSORS1 w obrebie chromosomu széstego i wskaza¢ na HLA-
Cw*06 jako glowny allel odpowiedzialny za powstanie tej choroby [100, 153].

Znaczacym utrudnieniem prowadzonych analiz jest kliniczna heterogennosc tusz-
czycy oraz wptyw roznych czynnikéw srodowiskowych na jej przebieg. Z tego powodu
istotnym warunkiem dalszego postgpu badan jest kliniczne wyodrgbnienie i zdefiniowa-
nie réznych postaci tej choroby [3, 109, 153, 169, 188, 212].

Jak dotad, wigkszo$¢ publikacji dotyczy tuszczycy rozpoczynajacej si¢ w mtodym
wieku [4, 43, 50, 88, 101, 102, 116, 160, 174, 198, 246]. Ta posta¢ czgsto wystepuje
rodzinnie i wykazuje korelacje z allelem HLA-Cw*06. Znacznie mniej wiadomo na
temat tuszczycy poznej, migdzy innymi z tego powodu, ze dotyczy ona zaledwie 10—
20% chorych [16, 238].

Nieliczne doniesienia, oparte o mato liczebne grupy chorych wskazuja na kliniczng
odrebnos¢ tuszezycy poznej i sugeruja, ze ma ona czesciej, niz tuszczyca wezesna spo-
radyczny charakter, zas u oséb z poczatkiem choroby powyzej pigcdziesiatego roku
zycia nie wykazuje korelacji z allelem HLA-Cw*06 [3, 61, 84]. W pismiennictwie
polskim brak doniesien na ten temat.

Z dotychczasowych badan wynika, ze wystgpowanie allelu HLA-Cw*06 stanowi
wazne kryterium definiowania réznych postaci tuszczycy i potwierdzenia lub wyklucze-
nia ich genetycznego zwiazku [13, 84, 135]. Najnowsze obserwacje dowodza rowniez,
ze wystepowanie tego allelu odgrywa role w podatno$ci chorych na leczenie biologiczne
[37, 87]. Sugeruje sig¢ zatem, aby allel HLA-Cw*06 byl oznaczany u wszystkich cho-
rych kwalifikowanych do dalszych immunogenetycznych i klinicznych badan, a takze by
jego typowanie wiaczono do rutynowej diagnostyki tuszczycy. Wysokie koszty komer-
cyjnych zestawdw, stosowanych do oznaczania HLA-Cw*06, ograniczaja ich zastoso-
wanie do przesiewowego oznaczania tego allelu [144].

Powyzsze przestanki byly powodem podjgcia badan, ktorych celem byto:

1. Charakterystyka obrazu klinicznego tuszczycy rozpoczynajacej si¢ po trzydziestym

roku zycia.

2. Ocena zalezno$ci obrazu klinicznego tuszczycy rozpoczynajacej si¢ po trzydziestym

roku zycia od wieku, w ktorym rozpoczeta si¢ choroba.
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Okreslenie prognostycznych czynnikéw rozwoju tuszczycy cigzkiej w populacji

chorych z poczatkiem choroby powyzej trzydziestego roku zycia.

Opracowanie i ocena przydatnosci zoptymalizowanej techniki PCR-SSP i PCR-

RFLP do przesiewowego oznaczania allelu HLA-Cw*06 u chorych na tuszczycg.

Ocena korelacji wystgpowania allelu HLA-Cw*06, typowanego z zastosowaniem
ww. metody z wiekiem, w ktorym rozpoczela si¢ tuszczyca w populacji chorych z

poczatkiem tuszczycy powyzej 30. roku zycia.

Ocena korelacji wystgpowania allelu HLA-Cw*06 oznaczanego ww. technika z

pustulosis palmo-plantaris i tuszczyca kropelkowata.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Material

3.1.1. Populacja chorych

Ocenie klinicznej poddano 404 niespokrewnionych chorych na tuszczycg zwyczaj-
na. Wsérod badanych bylo 206 kobiet i 198 mezczyzn w wieku od 32 do 90 lat (Sredni
wiek chorych 58,8+11,9 lat, kobiety: 60,3+11,4 lat, me¢zczyzni: 57,3+12,3 lat). Dane
demograficzne badanej populacji chorych poddanej analizie klinicznej przedstawiono w
tabeli 2. Rozktad liczebnosci chorych w poszczegdlnych dekadach wedtug wieku cho-
rych przedstawia ryc. 5.

Za kryterium wlaczenia do badan klinicznych przyjeto tuszczyce, ktoéra rozpoczeta
si¢ powyzej trzydziestego roku zycia. Sredni wiek chorych, w ktorym rozpoczeta sie
choroba wynosit 49,8+12,9 lat (kobiety: 52,0+12,8 lat, mezczyzni: 47,6+12,6 lat). Sredni
czas trwania tuszczycy wynosit 9,0+£8,9 lat. Za poczatek tuszczycy uznawano wiek pa-
cjenta, w ktorym na skorze pojawily si¢ po raz pierwszy w zyciu zmiany charaktery-
styczne dla tej choroby. U 385 chorych pierwszy wysiew tuszczycy byl rozpoznany
przez dermatologa. U 19 0séb pojawienie si¢ zmian tuszczycowych po raz pierwszy nie
byto potwierdzone przez lekarza, jednak w retrospektywnej ocenie pacjentow zmiany
odpowiadaty wykwitom tuszczycowym.

Warunkiem zakwalifikowania chorych do badan bylo stwierdzenie zmian tuszczy-
cowych na skérze gtadkiej. Do badanej populacji wlaczono rowniez pacjentow
z potwierdzonym przez lekarza reumatologa tuszczycowym zapaleniem stawow (zgod-
nie z obowiazujacymi kryteriami rozpoznania izs) z obecnymi w trakcie badania kwali-
fikujacego zmianami tuszczycowymi.

Z grupy badanej wykluczono chorych z watpliwym rozpoznaniem luszczycy, pa-
cjentow ze zmianami luszczycowymi wystgpujacymi tylko na skorze owtosionej glowy
oraz osoby, u ktorych choroba zajmowata jedynie ptytki paznokciowe.

Do grupy poddanej klinicznej analizie nie wiaczono chorych ze zmianami krostko-
wymi ograniczonymi do dtoni i stdp (pustulosis palmo-plantaris, PPP) oraz pacjentéw z
pierwszym wysiewem tuszczycy wystepujacym pod postacia erytrodermii.

U 383 0s6b z 404 analizowanych klinicznie chorych z tuszczyca zwyczajna ozna-
czano allel HLA— Cw*06 (tab. 3).

Dodatkowo allel ten oznaczano u 30. chorych z pustulosis palmo-plantaris. W tej
grupie badanych znajdowato si¢ 9 mezczyzn i 21 kobiet w wieku od 30. do 74. lat ($red-
ni wiek chorych: 53+10,8 lat), u ktorych choroba rozpoczgta si¢ pomigdzy 30. a 67.
rokiem zycia (Sredni wiek poczatku PPP: 48,3+9,3 lat). U Zadnej z tych osob nie stwier-
dzono cech tuszczycy zwyczajnej; negatywny byl takze wywiad rodzinny w kierunku
huszezycy.

Allel Cw*06 oznaczono réwniez u 25 o0soéb z tuszczyca kropelkowata. Wsrdd tych
chorych byto 16 0s6b pici zenskiej 1 9 chorych ptci meskiej w wieku od 7. do 48. lat
($redni wiek chorych: 29,9+18,9 lat) (tab. 3). U 5. 0s6b tuszczyca kropelkowata stanowi-
la pierwsza w zyciu manifestacj¢ tuszczycy.

Badania, rozpoczete w 2005 roku objety pacjentow hospitalizowanych w Klinice
Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Akademii Medycznej w Gdansku (65 chorych)
oraz chorych leczonych w Przyklinicznej Poradni Dermatologicznej w latach 2005-2007
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(155 osob). Pozostala grupg (239 osob) stanowili pacjenci poradni dermatologicznych
Wojewodztwa Pomorskiego, Oddziatu Dermatologii Pomorskiego Centrum Traumato-
logii w Gdansku oraz chorzy, cztonkowie dziatajacego przy tym oddziale Pomorskiego
Stowarzyszenia Chorych na tuszczycg.

Tab. 2. Dane demograficzne populacji chorych z luszczyca zwyczajna rozpoczynajaca sig¢ po
trzydziestym roku zycia poddanej klinicznej ocenie (n=404)

Tab. 2. Demographic data of clinically evaluated psoriasis vulgaris patients with age of onset >
30y (n=404)

Kobiety Mezczyzni Ogoélem
Parametr/Parameter Females Males Total
Wik (lata) 60,3£11.4 57,3 £12.3 58,8£11,9
Age (vears)
Wiek, w ktorym rozpoczeta sig
tuszczyca (lata) 52,0+12,8 47,6 £12,6 49,8+12,9
Age of onset (years)
Czas trwania tuszczycy (lata)
Duration of psorasis (vears) 8,349,2 9,7+8,8 9,0 +8,9

Rozktad liczebnosci w poszczegdinych dekadach wieku
Age ranges in seperate decades of life
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Ryec. 5. Rozktad wieku chorych z tuszczyca zwyczajna poddanych analizie klinicznej (n=404)
Fig. 5. Age ranges of clinically evaluated patients with psoriasis vulgaris at time of study (n=404)
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Tab. 3. Populacje chorych oraz populacje kontrolne, w ktérych oznaczano allel HLA-Cw*06

Tab. 3. HLA- Cw*06 typed patients and controls

Grupa kontrolna

Chorzy/Patients Controls
Sredni wiek Sredni wiek
poczatku grupy kon-
Grupy chorych Wiek / Age tuszezycy trolnej
Grou o, n Mean age of n Mean age of
ips of patients
onset controls
X | SD X SD X | SD
Luszczyca zwyczajna z
poczatkiem >30 r.z.
; I 383 58,8 | 11,9 | 498 12,9 143 574 | 16,7
Psorias vulgaris with the
age of onset >30 y
Pustulosis palmo-
plantaris / Pustulosis 30 53,0 | 10,8 | 483 9,3 114 56,4 | 16,3
palmo-plantaris
Luszezyea kropelkowata | 55| 299 | 189 | 230 | 166 | 69 | 324 | 116
/ Guttate psoriasis

3.1.2. Populacja kontrolna

Populacje¢ kontrolng do poréwnania czgstosci wystepowania allelu HLA-Cw*06 z:

1. czestosciami HLA—Cw™*06 u chorych z tuszczyca zwyczajna stanowilo 143 niespo-
krewnionych oséb w wieku od 30 do 89 lat (§redni wiek: 57,4+16,7 lat)

2. czegstosciami HLA-Cw*06 u chorych z pustulosis palmo-plantaris stanowilo 114
niespokrewnionych os6b w wieku od 30 do 89 lat ($redni wiek 56,4+16,3 lat)

3. czgstosciami HLA-Cw™*06 u chorych z tuszczyca kropelkowata stanowilo 69 nie-
spokrewnionych osob w wieku od 7 do 50 lat (Sredni wiek 32,4+11,6 lat)

Grupy kontrolne nie roznity si¢ pod wzgledem grup badanych picia i rozktadem

wieku.

Od 0s6b tych zbierano szczegétowy wywiad osobniczy i rodzinny dotyczacy wystg-
powania choréb skory. Osoby ze zmianami na skorze budzacymi podejrzenie tuszczycy,
a takze z dodatnim lub niepewnym wywiadem osobniczym i rodzinnym w kierunku tej

dermatozy nie byly kwalifikowane do grup kontrolnych.

Populacje badane i kontrolne pochodzily z tego samego regionu Polski Pétnocne;.
Chorzy oraz osoby z grup kontrolnych wyrazity pisemna zgodg na udzial w niniej-

szym badaniu.

Badanie uzyskato zgodg Niezaleznej Komisji Bioetycznej Akademii Medycznej w
Gdansku (NKEBN/789/2005).
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3.2. Metody
3.2.1. Kliniczna ocena chorych
3.2.1.1. Wywiad

Od kazdego pacjenta zbierano szczegolowy wywiad (dane umieszczano
w zalaczonej ankiecie, zatacznik) uwzgledniajacy nastgpujace parametry: wiek, waga,
wzrost, wiek, w ktoérym rozpoczeta si¢ tuszczyca, postac tuszczycy w trakcie pierwszego
wysiewu, dane dotyczace przebiegu tuszczycy.

Za ciagly przebieg choroby przyjeto brak sktonnosci do pelnych remisji tuszczycy
lub do wystgpowania minimalnych zmian tuszczycowych. Za minimalne zmiany tusz-
czycowe przyjmowano brak wykwitdw tuszczycowych na skorze gladkiej i/lub skérze
owlosionej gtowy i/lub paznokciach lub wystepowanie niewielkiego uniesienia zmian
luszczycowych o biatawym, dyskretnym ztuszczaniu powierzchni lub/i mato nasilonym
rumieniu (odpowiadajace minimalnym zmianom w statycznej ogolnej lekarskiej ocenie
stanu pacjenta (sPGA, static Physician Global Assessment).

Ponadto ocenie poddano wystgpowanie $wiadu skory w przebiegu tuszczycy, ogolne
leczenie tuszczycy, wywiad rodzinny dotyczacy tuszczycy uwzgledniajacy pokrewien-
stwo pierwszego stopnia (rodzice, rodzenstwo, dzieci), drugiego stopnia (babcia, dzia-
dek, wnukowie, rodzenstwo rodzicéw) oraz trzeciego stopnia (kuzyni). W klinicznej
ocenie chorych uwzgledniano takze znaczenie infekcji, rolg sytuacji zyciowych powodu-
jacych silny stres psychiczny, lekow, urazéw fizycznych w prowokacji pierwszego i
kolejnych wysiewow tuszczycy.

Infekcje definiowano jako ostre objawy wymagajace antybiotykoterapii ogolnej lub
ogolnego leczenia przeciwwirusowego, poprzedzajace do 20 dni wysiew luszczycy,
potwierdzone przez lekarza.

Sytuacje zyciowe powodujace silny stres psychiczny definiowano jako okreslone
wydarzenie, ktore silnie wptyngto na zycie chorego i poprzedzito w okresie do szesciu
miesigcy pojawienie si¢ tuszczycy po raz pierwszy lub/i nawrot/wyrazne zaostrzenie tej
choroby bez wspotistnienia objawow infekcji paciorkowcowej. W badaniu odnoszono
sig¢ do skali Holmesa i Rahe [99], uwzgledniajacej 43 najczgsciej wystgpujace wydarze-
nia zyciowe powodujace silny stres psychiczny. Nie dokonywano oceny stopnia nasile-
nia stresu uwzglednionej w ww. skali (zalacznik).

3.2.1.2. Badanie przedmiotowe

Na podstawie badania dermatologicznego wyrézniono nastgpujace kliniczne postaci
kuszczycy (tab. 4):
huszczycg ograniczong (localized), obejmujaca tuszezycg fatdow, tuszezycg tojoto-
kowa, tluszczyce skory owtosionej glowy, tuszczyce dloni/stéop (niekrostkowa) i
luszczyce ograniczona plackowata
2. ‘tszczyce rozlegla (widespead), obejmujaca rozlegla posta¢ tuszczycy plackowatej,
luszczyce kropelkowata, uogolniona tuszczyce krostkowa i erytrodermi¢ tuszczy-
cowa.
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Tab. 4. Postacie kliniczne tuszczycy [81, zmodyfikowany]
Tab. 4. Psoriasis phenotypes [81, modified]

Postacie kliniczne luszczycy

Psoriasis phenotypes
Luszczyca ograniczona Luszczyca rozlegla
Localized psoriasis Widespread psoriasis
Luszczyca fatdow / Flexural psoriasis Plackowata / Plaque
Luszczyca tojotokowa / Seborrhoeic psoriasis Kropelkowata* / Guttate™

Luszczyca skory owlosionej gtowy / Scalp psoriasis Uogolniona krostkowa

Generalized pustular
Luszczyca dloni/stop (niekrostkowa) / Palms/soles (nonpu- | Erytrodermia
stular) Erytroderma

Luszczyca plackowata ograniczona: konczyny i/lub tutow /
Localized plaque psoriasis: limbs and/or trunk

* oraz postacie z drobnogrudkowym wysiewem w przebiegu tuszczycy plackowatej poprzedzone
infekcja paciorkowcowa

Ponadto u kazdego pacjenta oceniono nastgpujace cechy tuszczycy:

1. aktywno$¢ tuszczycy (tuszczyca niestabilna, aktywna: zmiany stale powigkszajace
si¢ lub pojawiajace si¢ nowe, niewielkie, nie przekraczajace 3 cm ogniska)

2. $rednice ognisk (luszczyca drobnoplackowata: ogniska mate < 3 cm $rednicy, tusz-
czyca wielkoplackowata: ogniska duze > 3 cm $rednicy, tuszczyca drobno i wielko-
plackowata: ogniska mate <3 cm i1 ogniska duze > 3 cm $rednicy)

3. przyblizona grubos$¢ ognisk tuszczycowych (ogniska cienkie <0,75 mm, ogniska
grube >0,75 mm)

4. zajecie plytek paznokciowych rak (naparstkowanie, onycholiza, dystrofia, plamy
olejowe, rogowacenie podpaznokciowe)

Do oceny stopnia nasilenia tuszczycy zastosowano wskaznik PASI (Psoriasis Area
and Severity Index) uwzgledniajacy oceng obszaru skory zajetej przez zmiany tuszczy-
cowe, nasilenie zluszczania, rumienia i nacieku [69] (tab. 5).
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Tab. 5. Schemat obliczania wskaznika PASI
Tab. 5. Scheme of PASI calculation

Punktacja 0 1 2 3 4 5 6
Score
r —rumien / erythema nie- umiar- bardzo
n —naciek / thickness brak kowane | ciezkie | ciezkie
. znaczne - -

z — zhuszczanie / sca- none slight mode- | severe very
ling rate severe
I(’(y: )pOW‘erZChma Jarea | <10 |[10,30) | [30, 50) | [50, 70) | [70, 90) | [90, 100]

PASI=0,1(ry + ny + zo)-p + 0,2:(rgx + Nk + Zgio)p + 0,3:(r; + 0y + z)p + 0,4 (tax + Nak + Zai) p

g — glowa/head, gk — gorne konczyny/upper limbs, t — tukow/trunk, dk — dolne koniczyny/lower limbs

Za kryterium rozpoznania tuszczycy cigzkiej przyjgto wystgpowanie tuszczycowego
zapalenia stawow i/lub tuszczycy z PASI > 15 i/lub tuszczycg aktualnie leczong lub
kwalifikujaca si¢ do leczenia metotreksatem i/lub cyklosporyna i/lub neotigasonem.

Do celow analizy klinicznej chorych podzielono w zalezno$ci od wieku, w ktorym
rozpoczela si¢ tuszczyca na pieé grup — z poczatkiem choroby miedzy 31. a 39., 40. a 49.,
50. a 59. rokiem zycia oraz w/powyzej 60. roku zycia.

3.2.2. Metody badan molekularnych
3.2.2.1. Izolacja DNA

Do izolacji jadrowego DNA zastosowano trzy metody:

1. nieenzymatyczna technik¢ wg Lahirego i Nurndbergera z niewielkimi modyfika-
cjami [117]. Metoda ta zapewnita mozliwo$¢ uzyskania wysokiej jako§ci DNA bez
koniecznos$ci stosowania proteinazy K oraz agresywnych rozpuszczalnikow orga-
nicznych, ktore moglyby zaburza¢ dalsze etapy analizy

2. 1izolacjg z wykorzystaniem zestawu ,,Sherlock AX” zastosowano do ekstrakcji DNA
z wymazow z nablonka jamy ustnej; zestaw ten wykorzystuje membrany jono-
wymienne, ktore efektywnie wiaza DNA

3. metodg z uzyciem zywicy Chelex; w tej metodzie wacik z wymazem umieszczano
bezposrednio w probodwce zawierajacej 200 pl 5% zawiesiny Chelexu, po inkubacji
i odwirowaniu do reakcji PCR stosowano 1 pl supernatantu, za§ pozostata czesc
przechowywano w temperaturze —20°C
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3.2.2.2. Oznaczanie jakosci DNA

Obecno$¢ DNA oznaczano drogg elektroforezy w 0,8% zelu agarozowym w obec-
nosci bromku etydyny. Rozdzial prowadzono przy stalym napigciu 100V przez ok. 45
min. Wyniki elektroforezy odczytywano na transluminatorze w $wietle UV (302 nm)
zwracajac przede wszystkim uwage na stopien spolimeryzowania DNA.

Czystos¢ i stgzenie DNA izolowanego z krwi pelnej oraz wymazow z nabtonka ja-
my ustnej oznaczano spektrofotometrycznie w spektrofotometrze NanoDrop® ND-
1000, pomiar odczytywano przy dtugosci fali 260 nm, przy ktorej absorbancja dla kwa-
sow nukleinowych wykazuje maksimum.

3.2.2.3. Metody onaczania alleli HLA—Cw

Allel HLA-Cw*06 typowano przy uzyciu zoptymalizowanej techniki PCR—SSP
i1 PCR-RFLP w populacji 383 chorych na tuszczyce zwyczajna z poczatkiem powyzej
trzydziestego roku zycia, u 30 oséb z pustulosis palmo-plantaris 1 u 25 pacjentow z
luszczyca kropelkowata. HLA-Cw*06 oznaczono réwniez w grupach kontrolnych (li-
czebnosci grup kontrolnych - tab. 3). W celu walidacji zastosowanej w pracy metody u
64 0s6b z grupy kontrolnej allel HLA-Cw*06 typowano przy uzyciu zestawu Dynal
Allset SSP™“ HLA-Cw low resolution.

Analiza 7 wykorzystaniem komercyjnego zestawu
Dynal Allset SSP*™C HLA-Cw low resolution

Wykorzystany w badaniach zestaw Dynal Allset SSP™™® HLA-Cw low resolution
zawiera 24 pary starterow, w tym 23 pary starterow dla locus HLA—C i 1 parg starteréw
dla wewngtrznej kontroli pozytywnej w celu okre$lenia wydajnosci reakcji amplifikacji.
Kontrolg pozytywna stanowila para starterow amplifikujaca fragment DNA dla HGH
(human growth hormone, ludzki hormon wzrostu -1070 pz), negatywna za$§ probka nie-
zawierajaca starterow.

Mieszanina reakcyjna dostarczona przez producenta zawierata 224 pl roztworu Ma-
sterMix (z wszystkimi sktadnikami do reakcji PCR). Do amplifikacji uzyto 50 pl DNA
(stgzenie koncowe 50 ng/pl) i 2,24 pl polimerazy Taq (5 U/ul). Calos¢ worteksowano i
rozdzielano po 10 pl do 0,2 ml probowek Eppendorf, w ktorych znajdowaty sig allelo-
specyficzne pary starterow. Reakcje amplifikacji przeprowadzano w aparacie Mastercyc-
ler Gradient firmy Eppendorf wedtug parametréw podanych przez producenta (tab. 6).
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Tab. 6. Warunki amplifikacji alleli locus HLA-C
Tab. 6. Conditions of amplification of HLA-C alleles

Etapy reakcji Temperatura Czas Liczba cykli
PCR I°Cl Is] Number of cycles
Stages of PCR reaction Temperature Time
Wstepna denaturacja
Initial denaturation 96 120 !
Denaturacja/ Denaturation, 96 15
Hybrydyzacja i elongacja 65 60 10
Hybridisation and extension
Denaturacja/Denaturation 96 10
Hybrydyzacja/Hybridization 61 50 20
Elongacja/Extension 72 30

Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym przy 180 V
przez okoto 30 minut. Wyniki odczytywano w transiluminatorze w $wietle UV, z wyko-
rzystaniem programu komputerowego Dynal Biotech SSPTool v3.

Oznaczanie allelu HLA-Cw*06 metodami PCR-SSP i PCR-RFLP

Do oznaczania obecnosci i zygotycznosci allelu HLA-Cw*06 w populacjach cho-
rych i w grupach kontrolnych wykorzystano metody PCR—SSP i PCR—RFLP.

Pierwszy etap badania polegat na swoistej detekcji allelu HLA—Cw*06, do ktorej
wykorzystano metode PCR—SSP. Aby wykluczy¢ wyniki falszywie ujemne, w reakcji
zastosowano wewnetrzng dodatnig kontrolg amplifikacji. Oba produkty, allel HLA—
Cw*06 1 wewnetrzng kontrole amplifikacji w postaci fragmentu genu HLA-C, powiela-
no metoda kompleksowej reakcji PCR, ktorej warunki zoptymalizowano tak, aby sygnal
amplifikacji allelu HLA-Cw*06 dla heterozygoty byt nieco silniejszy niz sygnat ampli-
fikacji kontroli dodatniej. Reakcjg prowadzono w 13 pl mieszaniny reakcyjnej zawiera-
jacej 16 mM (NH),SO4, 50 mM Tris-HCI (pH 9,2), 1,75 mM MgCl,, 350 uM dNTP,
0,5 uM starterow allelospecyficznych, 0,064 uM starterow wewngtrznej kontroli ampli-
fikacji, 10 ng matrycowego DNA oraz 0,1875 U polimerazy Taq. Profil temperaturowy
reakcji PCR obejmowat 2 min wstgpnej denaturacji w 96°C, 30 cykli amplifikacji (25 s
w 96°C, 1 min w 60°C, 2 min w 72 C) oraz 5 min koficowej elongacji w 72 C.

W kolejnym etapie wszystkie probki DNA, w ktorych wykryto allel HLA-Cw*06
poddano analizie metoda PCR—RFLP w celu wykrycia heterozygot. W tym celu powie-
lony fragment genu HLA-C (ten sam, ktéry w pierwszym etapie stanowit wewngtrzna
kontrolg amplifikacji) poddawano analizie restrykcyjnej z uzyciem enzymu Sma [. Am-
plifikacjg prowadzono w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 50 mM KCI, 10 mM
Tris—HCI (pH 9,1), 0,01% Triton X-100, 1,25 mM MgCl,, 0,625 U polimerazy Tag, 200
puM dNTP, 0,75 pM startery oraz 2,5 ng matrycowego DNA. Reakcja obejmowata 2 min
w 95°C, 30 cykli amplifikacji (1 min w 95°C, 1 min w 62°C, 30 s w 72°C) oraz 5 min w
75°C. Ostatecznie 5 pl tak uzyskanego produktu PCR poddawano trawieniu przez 4 h w
25°C w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 5 U enzymu Sma I, 15 mM KCl, 10
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mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol oraz 100 pg/ml BSA. W przypadku
homozygot pod wptywem restryktazy Sma I z produktu PCR wielko$ci 618 bp powsta-
watly fragmenty wielkosci 348, 196 i 74 bp, natomiast w przypadku heterozygot obser-
wowano dodatkowy fragment wielkosci 270 bp.

W koncowym etapie nalezato wykluczy¢ u homozygot HLA-Cw*06 niespecyficzne
trawienie enzymem Sma I, ktory oprocz Cw*06 dodatkowo rozpoznawat rowniez allele
Cw*07 1 Cw*18. W tym celu zmodyfikowano allelospecyficzny starter reverse uzyty w
pierwszym etapie tak, by razem z niezmienionym starterem forward umozliwiatl amplifi-
kacje alleli Cw*07 i Cw*18. Analizg prowadzono metoda PCR—SSP, przy czym warunki
reakcji pozostaly identyczne jak w pierwszym etapie badania.

Na kazdym z trzech etapéw genotypy badanych probek oznaczano poprzez barwienie
DNA srebrem po rozdziale elektroforetycznym w 13% zelu poliakrylamidowym (tab. 7).
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3.2.3. Metody statystyczne

Obszerny materiat uzyskany w trakcie badan (liczne parametry kliniczne oznaczane
u 404 pacjentow) stanowit wlasciwy punkt wyjscia do przeprowadzenia analiz staty-
stycznych. Wigkszo$¢ analizowanych parametrow miata charakter jakosciowy (wystg-
powanie lub brak danej cechy klinicznej). Parametrami ilosciowymi byl wiek, czas
trwania choroby, PASI oraz wyliczony wskaznik BMI.

Pierwszym etapem analizy statystycznej bylo uporzadkowanie materiatu poprzez
podziat chorych na grupy pod wzgledem pftci, wieku, w ktérym choroba si¢ rozpoczeta
i aktualnego wieku chorych. Wynikiem tego bylo uzyskanie tablic wielodzielczych,
okreslajacych czestos¢ wystegpowania analizowanych parametréw (w przypadku zmien-
nych jakosciowych) lub $rednie wartosci zmiennych ilosciowych dla wyodrgbnionych
poprzez podziaty grup (kobiety/mgzczyzni, przedzialy zwiazane z wiekiem poczatku
choroby). Tablice te nastgpnie postuzyly do dalszych analiz [196].

Ocena rozkltadu parametrow iloSciowych przeprowadzona zostata w oparciu
o histogramy oraz test Shapiro — Wilka. Analizowane parametry nie miaty rozktadow
normalnych — konsekwencja tego faktu byt wybor odpowiednich metod analizy staty-
stycznej.

Ze wzgledu na charakter analizowanych zmiennych (ilo$ciowe, nie z rozkladem
normalnym oraz jako§ciowe) zastosowano nastepujace testy nieparametryczne:

1. Do poréwnania parametrow ilo§ciowych zastosowany zostal test U Manna —
Whitneya dla dwoch niezaleznych probek.

2. Do poréwnania parametréow jakosciowych wykorzystany zostat test zgodnosci
Pearsona .

3. Test Q trendu Kruskala- Wallisa dla n prébek uzyty zostal jako tzw. test trendu
dla okreslenia wplywu wieku, w ktorym ujawnia si¢ choroba na wybrane parametry
charakteryzujace obraz i przebieg kliniczny choroby.

4. Regresja logistyczna wykorzystana zostata do ustalenia czynnikow ryzyka wysta-
pienia cigzkiej postaci tuszczycy oraz tuszczycowego zapalenia stawow.

Znamienno$¢ roznic w wystepowaniu allelu HLA-Cw*06 pomiedzy populacja cho-
rych a populacja kontrolng oraz wyodrebnionymi podgrupami mierzono przy pomocy
doktadnego testu Fishera. W przypadku testéw wielokrotnych stosowano poprawke
Bonferroniego,obliczajac warto$¢ p skorygowana (p.orr) jako iloczyn wartosci p dla testu
przed poprawka oraz liczby przeprowadzonych testow.

Obliczenia zostaly wykonane z wykorzystaniem pakietu oprogramowania staty-
stycznego STATISTICA PL wersja 6.0. Uzyskane wyniki analiz przedstawione zostaty
w postaci tabel i rycin.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza kliniczna 404 chorych z luszczycg zwyczajna
rozpoczynajaca si¢ powyzej trzydziestego roku zycia

W analizowanej populacji 404 chorych z tuszczyca rozpoczynajaca sig po trzydzie-
stym roku zycia choroba najczesciej, u 121 pacjentow, rozpoczela si¢ w piatej dekadzie
zycia, najmniej liczng grupg stanowili chorzy z poczatkiem tuszczycy po siedemdziesia-
tym roku zycia (32 chorych) (ryc. 6).
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Number of patients [-]

40
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20

30-39 40-49 50 -59 60 - 69 >70

Wiek chorych, w ktérym rozpoczeta sie tuszczyca
Age at onset of psoriasis

Ryec. 6. Rozklad liczebnosci chorych w zaleznos$ci od wieku, w ktorym rozpoczeta sig luszczyca
Fig. 6. Age ranges of patients at onset of psoriasis

W badanej populacji chorych dodatni wywiad rodzinny w kierunku luszczycy
stwierdzono u 139 pacjentow (34,5%). Najczesciej, u 28,6% chorych, tuszczyca wyste-
powata u krewnych pierwszego stopnia, u 32 0séb na tuszczycg chorowat wigcej, niz
jeden krewny pierwszego stopnia. U odpowiednio 5,2 1 6,2% chorych tuszczyca wyste-
powata u 0s6b z pokrewienstwem drugiego i trzeciego stopnia (tab. 8, ryc. 7).

Czestos¢ rodzinnego wystepowania tuszczycy zalezata od wieku, w ktorym choroba sig
rozpoczeta (p=0,002, test trendu Kruskala-Wallisa). Dodatni wywiad rodzinny najczesciej
wystgpowat u chorych z poczatkiem tuszczycy ponizej 40. roku zycia (u 47,6%), najrzadziej
za$ u chorych z poczatkiem choroby powyzej 60. roku zycia (21,2%).

Znamienng zalezno$¢ zaobserwowano rowniez pomigdzy wiekiem poczatku tusz-
czycy, a jej wystgpowaniem u cztonkdéw rodzin z pokrewienstwem I stopnia (p=0,0002,
test trendu Kruskala-Wallisa).



40 Aneta Szczerkowska-Dobosz

Tab. 8. Dodatni wywiad rodzinny w zaleznosci od wieku, w ktdrym rozpoczgta si¢ tuszczyca
Tab. 8. Positive familial history in correlation with age of onset

Wywiad rodzinny/Familial history

Poczatek luszcezycy - wiek (1ata) /Age of onset (years)

30-39 | 40-49 | 50-59 | g0 | Ogdlem
Total
Dodatni wywiad rodzinny (%) *
Positive familial history (%) 47,6 422 27,3 212 345
Pokrewienstwo I° (%) **
Relationship I° (%) 40,5 36,4 20,4 17,2 28,6
Pokrewienstwo I1° (%)
Relationship II° (%) 6,0 38 6,1 3,0 3.2
Pokrewienstwo I11° (%)
Relationship 111° (%) 119 3.0 6,1 3.0 6,2
*p=0,002, p**=0,0002, test trendu Kruskala- Wallisa
*p=0.002, p**=0.0002, Kruskal-Wallis trend test
Tab. 9. Czynniki prowokujace: pierwszy i kolejne wysiewy tuszczycy
Tab. 9. Precipitating factors in the onset and exacerbations of psoriasis
L ) Poczatek choroby — wiek (lata) ]
Czynniki prowokuja- Age of onset (years) Ogélem
ce/Precipitating factors Total
30-39 40 -49 50-59 =60
Silny stres psychiczny (%)
pierwszy***/kolejne wysiewy 253/ 39,7/ 61,9/ 423/ 42,7/
Stong psychological stress (%) 56,6 46,7 54,1 45,5 50,3
first ¥**/next relapses
Infekcje (%)
pierwszy**/kolejne wysiewy 22,0/ 9,1/ 7,1/ 82/ 11,0/
Infections (%) 28,1 15,0 14,3 15,2 20,6
Sfirst™/next relapses”
Silny stres psychiczny + infekcja (%)
pierwszy*/kolejne wysiewy 45,1/ 47,1/ 67,0/ 48,5/ 51,9/
Stong psychological stress 67,5 57,5 65,3 53,5 60,5
+infections first*/next relapses
Inne (urazy fizyczne,leki) (%) pierw-
szy/kolejne wysiewy 1,2/ 5,8/ 5,1/ 16,3/ 7,3/
Others (physical trauma, drugs) (%) 7,2 10,8 5,2 12,1 9,0

first/next relapses

* p <0,05, **p < 0,0001,***p <0,00001 test trendu Kruskala — Wallisa

sk

*p<0.05, "p< 0.0001,

<0,00001 Kruskal— Wallis trend test
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first and next relapses of psoriasis
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U 42,7% chorych pojawienie si¢ tuszczycy po raz pierwszy w zyciu wiazato z po-
przedzajacym je silnym stresem psychicznym, najczgsciej spowodowanym S$mier-
cia/choroba wspotmatzonka lub bliskiego krewnego, rozwodem/separacja, przejsciem na
emeryturg, zwolnieniem z pracy, zmiang warunkow zatrudnienia, zmiang poziomu zycia
lub inna choroba wihasna.

Wystgpowanie stresu psychicznego jako czynnika prowokujacego pierwszy wysiew
huszcezycy zalezato od wieku, w ktorym choroba sig rozpoczgla (p< 0,00001, test trendu
Kruskala-Wallisa). Znaczenie tego czynnika w prowokacji zmian tuszczycowych rosto z
wiekiem, w ktorym choroba si¢ rozpoczeta, malato natomiast u chorych z poczatkiem
luszczycy w wieku > 60. lat (tab. 9, ryc. 8). Najczesciej na silny stres psychiczny po-
przedzajacy ujawnienie si¢ tuszczycy wskazywali chorzy z poczatkiem choroby w szo-
stej dekadzie zycia (61,9%).

Najmniej chorych (25,3%) wskazujacych na silny stres psychiczny jako czynnik po-
przedzajacy pierwszy wysiew tuszczycy stwierdzono w grupie 0sob z poczatkiem tusz-
czycy w czwartej dekadzie zycia.

U 11% chorych pierwszy w zyciu wysiew luszczycy poprzedzony byt infekcja bak-
teryjna lub wirusowa, najczegsciej (30 chorych) gornych drég oddechowych. Dziewigtna-
stu chorych z tej grupy pierwszy wysiew zmian tuszczycowych wigzato z zapaleniem
migdatkow podniebiennych. Paciorkowcowe zapalenie migdatkow podniebiennych
potwierdzone dodatnim wynikiem posiewu i/lub podwyzszonymi wartosciami ASO
stwierdzono u 15 chorych. Byli to w wigkszos$ci (13 0sob) chorzy z luszczyca rozpoczy-
najaca si¢ ponizej 40. roku zycia. Pierwszy wysiew tuszczycy w piatej i szostej dekadzie
zycia poprzedzony paciorkowcowym zapaleniem migdatkow podniebiennych rozpozna-
no u dwdch chorych. U dziesigciu pacjentow paciorkowcowe zapalenie gardla poprze-
dzito wysiew tuszczycy kropelkowatej, u 5 za$ drobnogrudkowy wysiew w przebiegu
huszczycy plackowatej. Znaczenie infekcji w prowokacji pierwszego w zyciu wysiewu
huszczycy malato z wiekiem, w ktorych choroba si¢ rozpoczgta (p<<0,0001, test trendu
Kruskala-Wallisa). Na ten czynnik wskazywato 22% chorych w grupie z poczatkiem
huszezycy ponizej 40. roku zycia i 8,2% w populacji pacjentdow z choroba rozpoczynaja-
ca si¢ w wieku > 60. lat (tab. 9, ryc. 9).

Dwudziestu dziewigciu chorych (7,3%) wiazato pojawienie si¢ tuszczycy z innymi,
niz stres psychiczny i/lub infekcje czynnikami, najczesciej z lekami (19 chorych) - beta
blokerami (10 chorych) i kortykosteroidami przyjmowanymi og6lnie (6 chorych). U 3
chorych tuszczyca ujawnita si¢ w trakcie leczenia interferonem wirusowego zapalenia
watroby typu C.

U 10 chorych z badanej populacji pojawienie si¢ zmian na skorze bylo poprzedzone
urazami fizycznymi o ré6znym charakterze (oparzenie termiczne — 2 chorych, interwencje
chirurgiczne — 4 chorych, inne urazy — 4 osoby) (tab. 9, ryc. 10)

Z danych uzyskanych od chorych i/lub z dokumentacji medycznej wynikato, ze u
72,1% chorych pierwsze zmiany na skorze mialy charakter ograniczony i wystgpowaty
najczgsciej (43,5%) w postaci pojedynczych ognisk plackowatych, zajmujacych skorg
konczyn i/lub tutowia (tab. 10, ryc. 11). U 18,9% chorych tuszczyca rozpoczeta si¢ zaje-
ciem skory owlosionej gtowy. Luszczyca fatdow, tuszczyca tojotokowa, tuszczyca dloni
i stop jako pierwsza manifestacja choroby wystepowata u odpowiednio 3,4%, 0,6% i
5,7% badanych chorych. 20,6% pacjentow zglaszato, ze pierwszy wysiew tuszczycy
miat charakter uogo6lnionych zmian plackowatych. Luszczyca kropelkowata, erytroder-
mia tuszczycowa i uogoélniona tuszczyca krostkowa jako pierwsze kliniczne ujawnienie
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si¢ choroby wystepowato u odpowiednio 3,1%, 0,9% i 1,1% chorych. Stwierdzono, ze
pierwszy w zyciu wysiew tuszczycy wystepujacy pod postacia tuszczycy kropelkowatej
zalezy od wieku, w ktorym rozpoczyna si¢ tuszczyca (p <0,05, test trendu Kruskala-
Wallisa). U 2,3% chorych pierwszym objawem tuszczycy bylo zajecie ptytek paznok-
ciowych.

Na podstawie przeprowadzonego badania dermatologicznego u 62,8% o0sob stwier-
dzono ograniczona, za$ u 36,7% rozlegla form¢ choroby. Sposrod postaci uogélnionych,
najczgsciej — u 29,8 % chorych rozpoznawano tuszczycg plackowata. Erytodermig tusz-
czycowa, tuszczyce kropelkowata i tuszczyce krostkowa uogdlniona stwierdzono u od-
powiednio 5,1%, 2,0% i 1,5% pacjentow (tab.10, ryc.14). Znamienne rdznice w czgsto-
$ci wystgpowania erytrodemii tuszczycowej obserwowano u chorych z poczatkiem cho-
roby w szdstej dekadzie zycia oraz w wieku > 60. (8,4% vs 1,0%) (p<0,05).

Wsrod postaci ograniczonych, najczeséciej wystgpowala tuszczyca plackowata ogra-
niczona do skory konczyn i/lub tulowia (48,9%), najrzadziej za$ tuszczyca tojotokowa
(1,3%). Luszczyce faldow stwierdzono u 37 chorych (9,1%) (tab.10, ryc.13). Czgstosé
tej lokalizacji roznifa si¢ znamiennie w grupach chorych z tuszczyca rozpoczynajaca si¢
w czwarte] (3,6%) 1 w piatej dekadzie zycia (12,5%) (p=0,03). U 58,3% chorych z
ograniczong postacia tuszczycy stwierdzono zajgcie przez pojedyncze, zajmujace nie-
wielki obszar zmiany tuszczycowe tylko jednej anatomicznej okolicy ciala, u 36,3% -
dwodch — (najczesciej tuszczyce glowy z obecnos$cia pojedynczych zmian plackowatych
na skérze tutowia i/lub konczyn), u 4,3% zajete byty trzy obszary anatomiczne, za$ u
1,1% cztery.

U 33,9 % chorych stwierdzono tuszczycowe zmiany paznokci dloni i/ lub stop.
Istotne roznice w czgstosci zajgcia ptytek paznokciowych dotyczyly chorych z poczat-
kiem tuszczycy w szostej (34,7%) 1 w wieku > 60. lat (18,6%) (p=0,01).
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Tab. 10. Posta¢ tuszczycy w trakcie pierwszego pojawienia si¢ zmian na skorze 1 w trakcie bada-
nia, w zaleznos$ci od wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczeta
Tab. 10. Psoriasis phenotype at disease onset and at dermatologic evaluation in correlation with

age of onset

Poczatek choroby — wiek (lata)
Age of onset (years)
Posta¢é tuszezycy:
pierwszy wysiew / w
trakcie badania Ogélem
- - - >
Psoriasis phenotype: at 30-39 40-49 S0-59 260 Total
onset / dermatologic
evaluation
Ograniczona (%) 6847590 | 743/62,5 | 76,5/60,0 | 68,2/69,1 | 72,1/62,8
Localized (%) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
A 0,
Fatdéw (%) 1,3/3.6" |2.9/12,5" 47/74 | 46/113 | 3.4/9.1
Intertriginous
Lojotokowa (%)
Seborrhoeic (%) 0,0/1,2 1,9/33 0,0 /0,0 0,0/0,0 0,6/1,3
Glowy (%)
Sealp (%) 15,8/21,7 | 21,0/30,0 | 21,2/26,3 | 17,1/30,9 | 18,9/27,6
Dtoni i stop (%)
Palms/soles (%) 4,0/72 6,7/1,5 4,7/42 6,8/10,3 57/173
Plackowata ograniczona
(%) 473/50,6 | 41,9/47,5 | 458/42,1 | 43.8/557 | 43,5/48,9
Plaque localized (%)
Rozlegta (%)
Whidespread (%) 30,2/40,9 | 24,8/36,7 | 17,7/38,9 | 30,7/30,9 | 25,7/36,7
0,
Plackowata (%) 22,4/30,1 | 19,0/30,8 | 12,9/28,4 | 28,4/29,9 | 20,6/29,8
Plaque (%)
Kropelkowata (%)*
Guttate (%) 7,9/48 29/25 1,2/1,1 1,1/0,0 3,1/2,0
Erytrodemia (%) # #
Enytroderma (%) 0,0/7,2 1,0/4,1 1,2/84 1,1/ 1,0 0,9/5,1
Krostkowa uogdlniona
0,
(%) . 0,0/1,2 1,9/1,7 2,4/2,1 0,0/1,0 1L1/1,5
Pustular generalized
(%)
Luszczyca paznokci
(%) 1,3/398 | 1,0/41,7 | 59/347" | 1,1/18,6" | 23/33,9
Nail psoriasis(%)

* p<0,05 pierwszy wysiew, test trendu Kruskala-Wallisa / p<0.05 first relapse, Kruskal-Wallis

trend test

#p<0,05, test x> / p<0.03, x° test



46 Aneta Szczerkowska-Dobosz

U 32,7% chorych stwierdzono tuszczyce niestabilna, aktywna. Wystepowanie tej
cechy zalezato od wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczeta (p< 0,05, test trendu Kruska-
la-Wallisa). Czesto$¢ wystgpowania tuszczycy niestabilnej rosta z wiekiem, w ktorym
rozpoczgta si¢ choroba, malata natomiast u 0soéb z poczatkiem tuszczycy w/powyzej 60.
roku zycia. W tej grupie chorych tuszczycg niestabilng obserwowano najrzadziej — u
19,7% chorych (tab. 11, ryc. 15). Grubos¢ ognisk tuszczycowych zalezata od wieku, w
ktorym rozpoczgta sig tuszczyca (p=0,015, test trendu Kruskala-Wallisa). Ogniska cien-
kie obserwowano najczgsciej u chorych z poczatkiem tuszczycy w czwartej dekadzie
zycia —u 81,9% chorych, najrzadziej (62,1%) w wieku > 60. lat (tab. 11, ryc. 17).

Ogniska wielkoplackowate stwierdzono najczesciej — u 43,3% chorych. Wielkosé
ognisk tuszczycowych nie zalezala od wieku, w ktorym rozpoczeta sie tuszczyca (tab.
11, ryc. 16).

Na podstawie wywiadu ustalono, ze u 73,5% tuszczyca miala ciagly przebieg. Cecha
ta zalezata od wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczeta (p=0,008, test trendu Kruskala-
Wallisa). U 82,2% chorych z luszczyca rozpoczynajaca si¢ w/po szescdziesiatym roku
zycia zmiany nigdy nie ustapity catkowicie, podczas gdy u 0sob z poczatkiem choroby w
czwartej dekadzie zycia zmiany utrzymywaty sig stale u 62,5% badanych.

Swiad zglaszato 77,7 % chorych, czeéciej kobiety, niz mezczyzni. Roznica w cze-
stosci wystgpowania §wiadu u obu plci byla statystycznie znamienna (p=0,01). Czgstosé¢
wystgpowania $wiadu nie zalezala od wieku, w ktérym tuszczyca si¢ rozpoczela
(p=0,42, test trendu Kruskala-Wallisa).

U 14,9% chorych badanej populacji wystepowalo tuszczycowe zapalenie stawow
(tab. 11, ryc. 13). Lzs stwierdzono cze$ciej u kobiet (16,6%), niz u mezczyzn (13,1%).
Zwigkszone ryzyko wystapienia tuszczycowego zapalenia stawow stwierdzono u cho-
rych z zajeciem przez tuszczyce ptytek paznokciowych dioni i/lub stép (p=0,0009, re-
gresja logistyczna). Ryzyka tego nie zwigkszal natomiast wiek, w ktorym choroba si¢
rozpoczgla, pte¢ oraz rodzinne wystgpowanie tuszczycy (tab. 12).

U 140 chorych rozpoznano tuszczyce cigzka. Cigzko$¢ tuszczycy nie zalezata od
wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczeta (p=0,67, test trendu Kruskala—Wallisa).

Analiza statystyczna wykazata, ze pte¢ mgska (p=0,02, regresja logistyczna) i zajg-
cie przez tuszczycg paznokcei dtoni i/lub stop (p<0,00001, regresja logistyczna) stanowia
czynniki prognostyczne tuszczycy cigzkiej. Ryzyka wystapienia cigzkiej tuszczycy nie
zwigksza natomiast wiek, w ktérym choroba si¢ rozpoczyna i rodzinne wystgpowanie
choroby (tab. 13).
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Fig. 13. Frequency of localized phenotypes of psoriasis in correlation with age of onset
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Tab. 11. Wybrane parametry kliniczne charakteryzujace aktywnos¢ i przebieg tuszczycy w zalez-
nos$ci od wieku rozpoczgcia choroby

Tab. 11. Chosen clinical parameters describing activity and course of psoriasis in correlation with
age of onset

Poczatek luszczycy — wiek (lata) / Age > Ogélem
of onset (years) 30-39 | 40-49 | 50-59 260 Total
Luszczyca stabilna (%)* 63.1 576 517 717 60.9

Stable psoriasis (%)

Luszczyca niestabilna (%)*

Unstable psoriasis (%) 33,7 35,8 39,0 19,7 32,7

Ogniska drobnoplackowate (%)

Small plaque psoriasis (%) 39.8 40,0 340 333 368

Ogniska drobno i wielkoplackowate (%)

Small and large plaque psoriasis (%) 12,1 17,5 1.6 18,2 14,2

Ogniska wielkoplackowate(%)

Large plaque psoriasis (%) 47,0 39,2 44,2 394 43,3

Ogniska cienkie(%)*

Thin lesions (%) 81,9 68,3 65,3 62,1 68,6

Ogniska grube (%)*

Thick lesions (%) 13,3 193 | 21,1 | 258 | 203

Ciagly przebieg (%)**

Continuous course (%) 62,5 68,6 77,1 82.8 735

Swiad (%) / pruritus (%) 83,3 74,4 80,8 73,7 71,7
11,5+ 11,4+ 122+ 11,1+
PASI 11,3 11,1 12,1 8,275 11,0
. Lo
Luszczycowe zapalenie stawow (%) 202 132 14,1 13.1 14,9

Psoriatic arthrtis (%)

Luszczyca cigzka (%)

Severe psoriasis (%) 31,0 36,4 39,4 31,3 347

*p<0,05, **p<0,01, test trendu Kruskala — Wallisa / *p<0.05, **p<0.01, Kraskal — Wallis trend test
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Tab. 12. Czynniki prognostyczne rozwoju tuszczycowego zapalenia stawow
Tab. 12. Prognostic factors for join involvement

95% Przedzial ufnosci

Parametr lloraz 95% Confidence interval
Parameter szans P
0Odds ratio Najnizszy Najwyzszy
Lower Upper
Wiek poczatku choroby (lata) 0.99 0.96 1,01 0.185
Age of onset (vears)
Wiek poczatku choroby (dekady)
Age of onset (decades) 0.85 0,65 1,09 0,197
Ple¢ (mgzczyzni/kobiety)
Sex(males/females) 1,32 0,76 2,29 0,331
Luszczyca rodzinna 1,32 0,75 2,32 0,332
Familial psoriasis
Luszezyca paznoki 2,61 1,48 4,60 0,0009
Nail psoriasis
Tab. 13. Czynniki prognostyczne rozwoju tuszczycy cigzkiej
Tab. 13. Prognostic factors for development of severe psoriasis
95 % Przedzial ufnosci
Parametr Iloraz szans 95% Confidence interval
Parameter 0Odds ratio P o P
Najnizszy Najwyzszy
Lower Upper
Wiek poczatku choroby (lata) 1,00 0.98 1.02 0,939
Age of onset (vears)
Wiek poczatku choroby (dekady) /
Age of onset (decades) 1,00 0,70 144 0,988
Ple¢ (mgzczyzni/kobiety)
Sex / males/females 1,64 1,08 2,50 0,020
Luszczyca rodzinna 1,14 0,74 1,75 0,551
Familial psoriasis
Luszezyca paznokei 2,95 1,91 4,58 <0,0001
Nail psoriasis
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4.2. Opracowanie i ocena przydatnosci zoptymalizowanej techniki
PCR-SSP i PCR-RFLP do przesiewowego oznaczania allelu
HLA-Cw*06 u chorych na luszczyce

W pierwszym etapie pracy zastosowano metod¢ opisana przez Tazi Ahniniego i
wsp. [208], polegajaca na amplifikacji analizowanego fragmentu DNA i poddaniu go
trawieniu enzymem restrykcyjnym Sma I, a nastgpnie rozdziale elektroforetycznym i
wybarwieniu srebrem. W celu optymalizacji reakcji i wyeliminowania niespecyficznych
produktéw amplifikacji zbadano wptyw takich czynnikéw jak: sktad buforu reakcyjnego,
temperatura hybrydyzacji starteréw, stezenie starterow w mieszaninie reakcyjnej oraz
stgzenie matrycowego DNA. Zoptymalizowane warunki analizy, ktore wykorzystano w
dalszej czgsci pracy, przedstawia tabela 14 .

Tab. 14. Zoptymalizowane warunki analizy PCR-RFLP
Tab. 14. Optimised conditions of PCR-RFLP analysis

Parametr/Parametr Reakcja PCR/PCR

Objgtos¢ mieszaniny reakcyjnej / Reaction volume 10 pl
Stezenie ANTP / dNTP concentration 200 uM
Stezenie startero6w / Primer concentration 0,75 uM
Stezenie jondow magnezu / Magnesium ion concentration 1,25 mM
Ilo$¢ polimerazy DNA /Amount of DNA polymerase 0,625 U
[lo$¢ matrycowego DNA / Amount of template DNA 2,5ng
Liczba cykli amplifikacji / Number of amplification 30
cycles
Wstepna denaturacja / Initial denaturation 2 min w 95°C/2 min at 95°C
Denaturacja / Denaturation 60 s, 95°C /60 s at 95°C
Hybrydyzacja / Hybridisation 60's, 62°C / 60 s at 62°C
Elongacja / Elongation 30s,72°C/30sat 72°C
Koncowa elongacja / Final elongation 5 min, 72°C / 5 min at 72°C

Parametr/Parameter Analiza RFLP/Analysis RFLP
Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej / Reaction volume 10 pl
[lo$¢ produktu PCR / Amount of PCR product S5ul
[lo$¢ enzymu Smal / Amount of Smal enzyme 5U
Stezenie zelu poliakrylamidowego / Polyacrylamide gel 13%

concentration

Zastosowana metoda umozliwita rozréznienie oso6b posiadajacych allel HLA-
Cw*06 od oséb bez tego allelu.
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Wiyniki interpretowano nastgpujaco:

a. dwa produkty trawienia: 348 bp i 270 bp — brak allelu HLA-Cw*06

b. cztery produkty trawienia: 348 bp, 270 bp, 196 bp i 74 bp — osobnik heterozygo-
tyczny z jednym allelem Cw*06

c. trzy produkty trawienia: 348 bp, 196 bp i 74 bp — osobnik homozygotyczny

Czgstos¢ allelu HLA-Cw*06 oznaczona ta metoda byla jednak wyzsza od wartosci
uzyskanych we wczesniejszych badaniach z uzyciem komercyjnego zestawu Dynal
Allset™ SSP HLA-Cw low resolution [204]. Obserwacja ta sktonita do weryfikacji
specyficznosci metody RFLP zaproponowanej przez Tazi - Ahniniego i wsp. [208].

W tym celu przeanalizowano wszystkie sekwencje alleli HLA—C dostgpne w inter-
netowej bazie danych IMGT/HLA [179] i zbadano potencjalny wynik ich trawienia
enzymem Sma 1. Poréwnanie dostepnych sekwencji wykazato, ze metoda RFLP opisana
przez Tazi Ahniniego i wsp. wykorzystuje polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP)
w sekwencji genu HLA-C:

— w przypadku wigkszosci alleli HLA-C w badanym miejscu wystgpuje nukleotyd G w
sekwencji CGCGGG, ktora nie jest rozpoznawana i cigta przez enzym Sma I

— allele Cw*06 posiadaja w tym samym miejscu nukleotyd C w sekwencji CCCGGG,
ktéra jest rozpoznawana i cigta przez enzym Sma 1.

Metoda zaproponowana przez Tazi Ahniniego i wsp. [208] okazata si¢ wysoce nie-
specyficzna, gdyz nukleotyd C posiadaja rowniez niektdre podtypy Cw*07 (0704, 0711,
0712, 0745) oraz wszystkie allele Cw*18. Podobnie jak Cw*06 sg one cigte przez enzym
Sma 1. Nukleotyd G wyjatkowo wystgpuje rowniez w jednym z podtypéw Cw*06, w
allelu Cw*060202, ktory nie jest rozpoznawany przez enzym Sma I. Jest to jednak bar-
dzo rzadko wystgpujacy allel, zaobserwowany tylko raz w populacji austriackiej jako
produkt rekombinacji alleli HLA-C w obrgbie egzonu 2. [179].

W dalszym etapie badan do oznaczania allelu HLA Cw*06 wykorzystano metodg
PCR-SSP z uzyciem pary starteréw wg Bunce’a i wsp. [24] z zastosowaniem allelospe-
cyficznych starterow oznaczonych w publikacji ww. autora numerami 367 i 127. Ten
etap badan zmierzat do rozrdznienia chorych posiadajacych allel Cw*06 od osob bez
tego allelu.

Analiza dostgpnych sekwencji alleli HLA—C wykazata, ze starter nr 367 specyficz-
nie rozpoznaje niektore podtypy Cw*03 (0315, 0332), wszystkie allele Cw*04 (z wyjat-
kiem 0411), wszystkie allele Cw*06, wszystkie allele Cw*07 (z wyjatkiem 0707, 0716),
wszystkie allele Cw*18, za$ starter nr 127 specyficznie rozpoznaje wszystkie allele
Cw*01 (z wyjatkiem 0105), niektore podtypy Cw*02 (0205, 0217), niektore podtypy
Cw*03 (0317), wszystkie allele Cw*06, niektore podtypy Cw*07 (0731), niektoére pod-
typy Cw*08 (0812), czgs¢ podtypow Cw*12 (1203, 1204, 1205, 1206, 1207, 1209,
1211, 1212, 1213, 1215, 1219), wszystkie allele Cw* 14 oraz wszystkie allele Cw*16 (z
wyjatkiem 1606, 1607).

Jednoczesne uzycie pary starterow o numerach 367 1 127 umozliwia wigc amplifika-
cje¢ praktycznie tylko i wytacznie alleli Cw*06. Wykorzystano je w dalszym etapie pracy
do specyficznej detekcji Cw*06. Niespecyficznie amplifikuje si¢ zaledwie jeden podtyp
allelu Cw*07 (0731), ktory jest bardzo rzadkim podtypem (zostat zaobserwowany tylko
raz w Holandii w probce o nieznanym pochodzeniu etnicznym) [179].
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Tab. 15. Zoptymalizowane warunki amplifikacji i rozdziatu elektroforetycznego allelu HLA—
Cw*06

Tab. 15. Optimized conditions of amplification and electrophoretic separation of HLA-Cw*06
allele

Parametr/parameter Allel HLA-Cw*06 Kontrola pozytywna
p HLA-Cw*06 allele Positive control

Objegtos¢ mieszaniny reakcyjnej / Reaction 13 ul
volume H

. . 160 mM (NH),SO,, 500 mM Tris-HCI (pH 9,2),
Bufor reakcyjny / Buffer reaction 1,75 mM MeCl,
Stezenie ANTP / dNTP concentration 350 uM
Stezenie starterow / Primer concentration 0,5 uM 0,064 uM
[lo$¢ polimerazy DNA
Amount of DNA polymerase 0.1875U
[lo$¢ matrycowego DNA 5o
Amount of template DNA &
Liczba cykli amplifikacji 30
Number of amplification cycles
Wstepna denaturacja . 0
Initial denaturation 2 min w96 C
Denaturacja / Denaturation 255w 96C
Hybrydyzacja / Hybridisation 60 s w 64°C
Elongacja / Elongation 120s w72°C
Kgncowa elor'lgaqa S min w 72°C
Final elongation
Stezenie zelu poliakrylamidowego o

. ; 13%
Polyacrylamide gel concentration

Waznym aspektem prowadzonych badan byta konieczno$¢ optymalizacji tej meto-
dy. Amplifikacja DNA izolowanego od oséb posiadajacych allel Cw*06, ktorego obec-
no$¢ uprzednio oznaczona byta komercyjnym zestawem, nie dostarczala poczatkowo
specyficznego produktu amplifikacji wielkosci 297 bp. Dopiero zastapienie standardo-
wego buforu do amplifikacji (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 9,1), 0,1% Triton X—
100) buforem z siarczanem amonu (160 mM (NH,4),SO,, 500 mM Tris—HCI pH 9,2)
okazato si¢ kluczowym czynnikiem, ktory pozwolit na specyficzna amplifikacj¢ allelu
Cw*06 przy uzyciu tej pary starterow. Dodatkowo przed rozpoczgciem rutynowych
oznaczen zoptymalizowano warunki reakcji PCR mogace wptywac na jej efektywnos$¢ i
specyficznosc, tj. temperaturg i czas trwania poszczegdlnych etapow, liczbg cykli, steze-
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nia sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej i jej objgtosé, a takze ilos¢ matrycowego DNA
(tab. 15).

Koniecznym elementem badan byto réwniez wykluczenie wynikow fatszywie ujem-
nych. W tym celu niezbgdne bylo wlaczenie wewngtrznej kontroli pozytywnej, do am-
plifikacji ktorej zastosowano t¢ sama parg starterow, uzyta w technice PCR-RFLP, co
wyeliminowato koszty syntezy dodatkowych oligonukleotydow.

Wyniki interpretowano nastgpujaco:
— jeden fragment wielkos$ci 618 bp — pozytywna kontrola amplifikacji przy braku
allelu Cw*06,

— dwa fragmenty: 618 bp 1 297 bp — obecnos¢ allelu Cw*06 (ryc. 19, etap a).

Kolejny etap badan zmierzal do rozréznienia heterozygot i homozygot u pacjentow z
allelem Cw*06. W tym celu DNA pacjentow Cw*06 dodatnich poddano opisanej wcze-
$niej analizie PCR-RFLP wg Tazi Ahniniego i wsp. [208] w zoptymalizowanych
uprzednio warunkach. Poniewaz fragment wielkosci 74 bp nie mial wartosci réznicuja-
cej, warunki elektroforezy zoptymalizowano tak, aby fragmenty wielkosci 348, 270 i
196 bp byty jak najlepiej rozdzielone, co wiazato si¢ z tym, ze fragment ten migrowat w
zelu poza granice analizowanych fragmentow.

Ostatecznie dla prébek Cw*06 dodatnich mozliwe byty dwa wyniki;

— trzy produkty trawienia: 348 bp, 270 bp i 196 bp — osobnik heterozygotyczny z
tylko jednym allelem Cw*06,

— dwa produkty trawienia 348 bp i 196 bp — pacjenci z Cw*06 i drugim allelem tra-
wionym Smal (Cw*06 lub Cw*07 lub Cw*18) (ryc. 19, etap b).

Z uwagi na wykazang niespecyficzno$¢ metody PCR-RFLP, w przypadku probek z
dwoma produktami trawienia (348 i 196 bp) nalezato dodatkowo zweryfikowa¢, czy dru-
gim allelem jest Cw*06 czy tez inny allel, nieswoiscie rozpoznawany przez enzym Sma 1.
W tym celu zmodyfikowano starter nr 127 zastosowany w pierwszym etapie analizy, za-
stegpujac go starterem zdegenerowanym o sekwencji GGTCGCAGCCAWACATCCT
(W=A/T), przy czym nie wiazalo si¢ to z konieczno$cia ponownej optymalizacji.

Starter ten specyficznie rozpoznawal niektére podtypy Cw*01 (0105), wszystkie al-
lele Cw*02 (z wyjatkiem 0205, 0217), wszystkie allele Cw*03 (z wyjatkiem 0317),
wszystkie allele Cw*04, wszystkie allele Cw*05, wszystkie allele Cw*07 (z wyjatkiem
0731), wszystkie allele Cw*08 (z wyjatkiem 0812), czgs¢ podtypow Cw*12 (1202,
1208, 1210, 1214, 1216, 1217, 1218), wszystkie allele Cw*15, niektore podtypy Cw*16
(1606, 1607), wszystkie allele Cw*17 oraz wszystkie allele Cw*18. Jednoczesne uzycie
startera nr 367 i zmodyfikowanego startera nr 127 umozliwito wigc amplifikacjg nastg-
pujacych alleli: niektorych podtypow Cw*03 (0315, 0332), wszystkich alleli Cw*04 (z
wyjatkiem 0411), wszystkich alleli Cw*07 (z wyjatkiem 0707, 0716, 0731), wszystkich
alleli Cw*18.

Powyzej opisana nowa para starterOw pozwolita na rozpoznanie wszystkich alleli
niespecyficznie trawionych w analizie RFLP. Razem z kontrola dodatnia amplifikacji
(fragment genu HLA-C wielko$ci 618 bp) zostata ona wykorzystana do sprawdzania,
czy drugim allelem w prébce Cw*06 dodatniej jest allel Cw*07 lub allel Cw*18.



Wyniki 57

Wyniki typowania allelu HLA—Cw*06 przy uzyciu zaproponowanej metody przed-
stawia ryc. 19.

(a) . (b) ©

L « 518 618
— e o348

. e e 297 - « 297
« 270
. 1%

1 2 3 4 2 3 4 3 4

Ryc. 19. Ocena obecnosci i zygotycznoéci allelu HLA-Cw*06.
Etap a (detekcja Cw*06):
»  Sciezka 1 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), brak allelu Cw*06;
»  Sciezki 2—4 — allel Cw*06 obecny (297 bp).
Etap b (réznicowanie homo- and heterozygot):
»  Sciezka 2 — widoczne trzy fragmenty (348 bp, 270 bp, 196 bp), heterozygota Cw*06;
*  Sciezki 34 — widoczne dwa fragmenty (348 bp, 196 bp), pacjenci z Cw*06 i drugim al-
lelem trawionym Smal (Cw*06 lub Cw*07 lub Cw*18).
Etap c (detekcja niespecyficzne trawionych Cw*07 and Cw*18):
»  Sciezka 3 — obecny Cw*07 lub Cw*18 (297 bp), heterozygota Cw*06;
»  Sciezka 4 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), homozygota Cw*06/Cw*06.

Fig. 19. Detection and zygosity status verification of HLA—Cw*06 allele.
Stage a (detection of Cw*06):
»  sample I — positive control of amplification (618 bp), lack of Cw*06 allele;
»  samples 2—4 — Cw*06 present (297 bp).
Stage b (discrimination of homo- and heterozygotes):
»  sample 2 — three fragments visible (348 bp, 270 bp, 196 bp), heterozygote with Cw*06;
»  samples 3—4 — two fragments visible (348 bp, 196 bp), patients with Cw*06 and a second
allele digested by Smal (Cw*06 or Cw*07 or Cw*18).
Stage c (detection of unspecifically digested Cw*07 and Cw*18):
o sample 3 — Cw*07 or Cw*18 present (297 bp), heterozygote with Cw*06
»  sample 4 — positive control of amplification (618 bp), homozygote Cw*06/Cw*06
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Wyniki badan interpretowano nastgpujaco:

— jeden fragment wielkos$ci 618 bp — pozytywna kontrola amplifikacji przy braku
allelu Cw*07 lub Cw*18 — homozygota Cw*06/Cw*06,

— dwa fragmenty: 618 bp i 297 bp — obecnos¢ allelu Cw*07 lub Cw*18 — heterozy-
gota, ktora posiada allel Cw*06 i drugi, inny niz Cw*06 allel (Cw*07 lub Cw*18)
(ryc. 19, etap c).

Ostatecznie do badan stosowano procedure przebiegajaca w trzech etapach:

1. Amplifikacja allelu HLA-Cw*06 metoda PCR-SSP (100% analizowanych pré-
bek).

2. Analiza PCR-RFLP (0k.40% analizowanych probek).

3. Amplifikacja alleli HLA-Cw*07 i Cw*18 metoda PCR-SSP (ok. 3,5% anali-
zowanych probek).

4.3. Porownanie czestosci wystepowania allelu HLA-Cw*06
oznaczonego przy uzyciu zoptymalizowanej techniki PCR-SSP i
PCR-RFLP u pacjentow z luszczyca zwyczajna, chorych z
pustulosis palmo-plantaris i pacjentow z huszczyca kropelkowata
z czestosciami wystepowania tego allelu w grupach kontrolnych.

W celu wewngtrznej kontroli u 64 chorych, u ktérych obecno$¢ allelu HLA-Cw*06
oznaczono z zastosowaniem zoptymalizowanej techniki PCR—SSP i PCR—RFLP allel ten
oznaczono przy uzyciu komercyjnego zestawu Dynal Allset™™ SSP HLA-Cw low reso-
lution uzyskujac petna zgodnos$¢ ocenionych genotypow.

Aby oceni¢ przydatnos¢ opisanej metody w duzych badaniach populacyjnych, zasto-
sowano ja do analizy wystgpowania allelu HLA-Cw*06 u 383 chorych na luszczyce
zwyczajna rozpoczynajaca si¢ powyzej 30. roku zycia, 30 o0sob z pustulosis palmo-
plantaris 1 25 chorych z tuszczyca kropelkowata.

Obecnos¢ tego allelu stwierdzono u 138 chorych na tuszczyce zwyczajna (36,0%).
W grupie tej bylo 132 heterozygot i 6 homozygot. W populacji kontrolnej allel HLA—
Cw*06 wystepowal u 33 chorych (25,2%), wszyscy badani byli heterozygotami. R6zni-
ce czestosci wystepowania allelu HLA—Cw*06 byly statystycznie znamienne (p =0,017).

W celu sprawdzenia, czy istnieje korelacja pomigdzy wystepowaniem allelu HLA—
Cw*06, a poczatkiem choroby rozpoczynajacej si¢ po 30. roku zycia, pacjentdéw podzie-
lono w zaleznos$ci od wieku, w ktorym rozpoczgta si¢ tuszczyca, na 5-letnie przedziaty
wiekowe 1 porownano z wystgpowaniem allelu HLA-Cw*06 w grupie kontrolnej. Na
poziomie istotnosci 0=0,05, czgstos¢ HLA-Cw*06 byla znamiennie wyzsza u chorych
na tuszczycg w porownaniu do grupy kontrolnej w trzech pierwszych przedziatach wie-
kowych: z poczatkiem tuszczycy migdzy 30 a 34 rokiem zycia (p=0,0003), migdzy 35 a
39 rokiem zycia (p=0,02) oraz migdzy 40 a 44 rokiem zycia (p=0,02). Jednakze po za-
stosowaniu poprawki Bonferroniego dla testow wielokrotnych statystycznie istotna po-
zostata jedynie pierwsza z obserwowanych réznic w czgstosciach allelu HLA-Cw*06
(miedzy 30 a 34 rokiem zycia). Aby zredukowa¢ mozliwo$¢ niewykrycia znamiennos$ci
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roznic w czestosciach allelu HLA-Cw*06, wynikajaca z zastosowania poprawki Bonfer-
roniego o wysokiej zachowawczos$ci, pacjenci i chorzy zostali pogrupowani ponownie w
przedziaty 10-letnie w ten sposob, ze oba przedzialy o réznicy w czgstosci HLA-Cw*06,
ktora byta statystycznie istotna przed zastosowaniem poprawki Bonferroniego (czyli z
poczatkiem tuszczycy migdzy 35 a 39 oraz migdzy 40 a 44 rokiem zycia), zostaty pola-
czone w jeden przedzial wickowy (tab. 16). Réznice w czgstosci HLA-Cw*06 okazaty
si¢ wowczas znamiennie wyzsze u pacjentdOw z tuszczyca w porownaniu do grupy kon-
trolnej az do 44 roku zycia, nawet po zastosowaniu poprawki Bonferroniego (peon<
0,04). Wszystkie pozostale przedzialy wiekowe nie wykazywaty korelacji z allelem
HLA-Cw*06.

Tab. 16. Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania allelu HLA-Cw*06 oznaczonego przy uzyciu zop-
tymalizowanej techniki PCR-SSP i PCR-RFLP u pacjentéw z tuszczyca zwyczajng (n=383) i w
grupie kontrolnej (n=143)

Tab. 16. Comparison of HLA—Cw*06 allele frequencies typed with optimised PCR-SSP and PCR-
RFLP in patients with psoriasis vulgaris (n=383) and controls (n=143)

Wiek poczatku tuszezycy 30-34 35-44 45-54 55-64 >65 Razem
Age of onset - Total
Pacjenci / Patients 44 99 105 78 57 383
Czgstos¢ Cw*06 w grupie
pacjentow
Cw*06 frequency among 30,7 22,2 16,2 14,1 14,9 18,8
patients [%]

Grupa kontrolna - osoby,
ktore osiagnety wiek poczat-
ku tuszczycy pacjentow
Controls who reached the
age of psoriasis onset among
patients

143 126 109 80 49 143

Czgstos¢ Cw*06 w grupie
kontrolne;j

Cw*06 frequency among
controls [%]

12,6 12,3 11,9 8,8 71 12,6

Warto$¢ p (test doktadny
Fishera) / P value 0,0003" | 0,0072% | 0,2132 | 0,1578 | 0,0851 | 0,0168
(Fisher’s exact test)

Peorr = 0,0013
"Peorr = 0,0358

Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania allelu HLA-Cw*06 w populacji 30 chorych z
PPP i w grupie kontrolnej (n=114) nie wykazalo statystycznie istotnych réznic w obu
grupach (test doktadny Fishera, p=1,000).

Analiza czgsto$ci wystgpowania allelu HLA—Cw*06 w populacji chorych na tusz-
czycg kropelkowata (n=25) i w grupie kontrolnej (n=69) wykazata, ze grupy te rozniq si¢
statystycznie znamiennie. Czgsto$¢ wystgpowania allelu HLA-Cw*06 u pacjentow z
huszczyca kropelkowata wynosita 32,0%, za§ w populacji kontrolnej 18,1% (test doktad-
ny Fishera, p=0,049).
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4.4. Korelacja wystgpowania allelu HLA-Cw*06 z wywiadem
rodzinnym i z wybranymi Kklinicznymi cechami luszczycy
zwyczajnej z poczatkiem powyzej 30. roku zycia.

Analiza czgstosci wystgpowania dodatniego wywiadu rodzinnego u chorych z alle-
lem HLA-Cw*06 i u pacjentow bez HLA Cw*06 w zaleznosci od wieku, w ktorym
rozpoczeta si¢ tuszczyca wykazata, ze czestos¢ rodzinnego wystgpowania tuszczycy
malata wraz z wiekiem, w ktorym rozpoczyna si¢ choroba w obu analizowanych gru-
pach chorych (p=0,04, test trendu Kruskala-Wallisa) (tab. 17, ryc. 20).

Tab. 17. Czgsto$¢ rodzinnego wystgpowania tuszczycy u chorych HLA-Cw*06(+) i HLA-Cw*06(-),
w zalezno$ci od wieku, w ktorym rozpoczgta si¢ choroba

Tab. 17. Familial psoriasis in HLA-Cw*06(+) and HLA-Cw*06(-) patients in correlation with age of
onset

Poczatek huszezycy
Wywiad Age of onset of psoriasis
rodzinny 30-39 40-49 50 - 59 > 60 Razem
Familial history Total
Cwo6 | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb | Cwb
+ — + — + — + — + —

Dodatni wywiad
rodzinny (%)*
Positive familial
history
Pokrewienstwo I°
(%)

Relationship I1°
(%)
Pokrewienswo II°
(%)

Relationship 1I°
(%)
Pokrewiefnstwo
111° (%)
Relationship II1°
(%)

61,9 | 35,0 | 61,9 | 30,3 | 46,2 | 17,9 | 31,0 | 154 | 52,6 | 23,6

57,1 | 250 | 52,4 | 263 | 28,0 | 151 | 24,1 | 123 | 43,5 | 194

7,1 50 | 95 39 (16,0 | 3,0 6,9 1,6 9,5 3.3

167 1100 7,1 | 39 [192] 15| 69 | 1,5 | 11,7 ] 3.3

*p=0,04, test trendu Kruskala — Wallisa / *p=0,04, Kruskal — Wallis trend test
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Ryec. 20. Czgstos¢ wystgpowania dodatniego wywiadu rodzinnego u chorych HLA-Cw*06 (+) i
HLA Cw*06 (—) w zaleznosci od wieku, w ktorym rozpoczeta sig tuszczyca

Fig. 20. Familial psoriasis in HLA-Cw*06 (+) and HLA-Cw*06 (-) patients in correlation with
age of onset

Poréwnanie chorych z allelem HLA-Cw™*06 z chorymi bez tego allelu pod wzglg-
dem znaczenia czynnikow prowokujacych wysiewy i wybranych cech charakteryzuja-
cych obraz kliniczny i przebieg tuszczycy wykazato, ze grupy te rdznia si¢ pod wzglg-
dem czgstosci wystgpowania tuszczycy faldow oraz erytrodermii tuszczycowej (tab. 18).
Postaci te czgsciej wystgpowaly u chorych Cw*06 ujemnych (odpowiednio: 11,3% i
6,3%), niz u chorych z tym allelem (4,4% i 1,0%). Roznice w czg¢stoSciach wystgpowa-
nia obu postaci tuszczycy u chorych Cw*06 (+) i Cw*06 (—) byly statystycznie zna-
miennie zarowno w odniesieniu do catej analizowanej populacji chorych (n=383), jak i
wyodrebnionej populacji pacjentdw z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ ponizej 45. roku
zycia (n=143) (p<0,05).

Wykazano ponadto, ze u chorych bez allelu HLA—Cw*06 czg$ciej, niz u chorych z
tym allelem wystgpuje tuszczyca cigzka, luszczyca niestabilna oraz tuszczycowe zapale-
nie stawow, natomiast w grupie chorych HLA-Cw*06 (+) stystycznie czg$ciej, niz u
chorych HLA-Cw*06 (—) stwierdzono wystgpowanie tuszczycy kropelkowatej (p<0,05).
Ponadto u chorych HLA-Cw*06 (+) czgsciej, niz u chorych HLA-Cw*06 (-) pierwszy
w zyciu wysiew przyjmowat t¢ kliniczng formg choroby (p<0,05).
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Tab. 18. Poréwnanie wybranych parametréw charakteryzujacych obraz kliniczny i przebieg tusz-
czycy u pacjentow HLA-Cw*06 (+) i HLA-Cw*06 (-) w calej populacji (n=383) i w grupie
chorych z poczatkiem tuszczycy <45. roku zycia (n=143)

Tab. 18. Comparison of chosen parameters chatacterizing psoriasis phenotype and its course in
HLA-Cw*06 (+) and HLA-Cw*06 () patients in whole population (n=383) and in group with
onset <45y (n=143)

Wszyscy chorzy Chorzy z poc<z:(;k1e.rn huszezy-
All patients |y
Parametr (n=383) Patients age of onset <45 y.
Parameter (n=143)
Cw*06 + Cw*06 — Cw*06 + Cw*06 —
n=138 n=245 n=69 n=74
Stres /Stress 45,3/41,9 53,5/42,2 36,2/52,2 27,0/56,9
Infekcja / Infection 19,7/12,4 20,7/9.,4 21,7/26,1 13,7/28,2
Strestinfekcja 562/51,5 | 63,0/50.6 55,1/63,8 41,1/66,7
Stress+infection
Pierwszy/kolejne wysiewy / First and next relapses

Ograniczona / Localized 70,7/62,7 74,1/64,6 69,4/60,9 69,2/61,6
Fatdow / Intertriginous 2,4/4 4% 3,7/11,3*% 1,6/5,8* 1,5/11,0*
Lojotokowa / Seborrhoeic 0,0/0,7 0,9/1,7 0,0/1,5 1,5/2,7
Glowy / Scalp 18,7/25,5 19,4/29,6 16,1/21,7 15,4/23,2
Dtoni i stop / Palms soles 5,773 5,1/7,5 4,8/10,2 4,6/6,9
Plackowata ograniczona 43,9/49.6 44,9/50,0 46,8/52,2 46,2/46,6
Plaque localized
Rozlegta / Widespread 27,6/37,2 23,1//35,0 30,6/37,7 29,2/39,7
Plackowata / Plaque 19,5/32,9 20,4/27,5 17,7/30,4 23,1/28,8
Kropelkowata / Guttate 6,5%/3,7* 0,9%/1,0%* 12,9%/7,3* 1,5%/1,4*
Erytrodermia /Erytroderma 0,8/1,0* 0,5/6,3* 0,0/1,5* 1,5/9,6*
Krostkowa uogélniona 0,8/1,5 1,4/1,7 0,0/0,0 3,1/4,1
Pustular generalized
Luszczyca nle§tal?11na 248 35,0 27,5 404
Unstable psoriasis
Ogniska cienkie 74,5 65,0 81,2 68,5
Thin lesions
Luszezea cigzka 27,7* 37.4% 27,5 432
Severe psoriasis
PASI 9,80+8,75 | 11,31 +11,60 | 10,36+8,59 13,16+13,11
Y.zs / Psoriastic arthritis 9,5% 17,5* 11,6 23,0
Zajecie paznokci dfoni 33,6 34,2 40,6 452
Nail psoriasis
Cla[gly przebieg luszczycy 737 735 62.7 597
Continuous course

* p<0,05, test x 2 / p<0.05, x test
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5. DYSKUSJA

Dwiescie lat temu tuszczyca zostata opisana jako jednorodna choroba skory. Wspot-
cze$nie wiadomo, ze choroba ta obejmuje wiele podtypéw klinicznych rozniacych sig
migdzy soba morfologia, umiejscowieniem zmian, przebiegiem, ci¢zkoscia, a takze
wiekiem, w ktérym choroba si¢ rozpoczyna [34]. Ta ostatnia cecha stanowi jedno z
kryteriow zaproponowanego w 1984 roku przez Henselera i Christophersa podziatu
choroby na typ I — wczesny i typ II — pézny [97]. O ile luszczyca wczesna bedaca
przedmiotem wielu badan jest dobrze zdefiniowanym typem choroby czgsto kojarzacym
si¢ z dodatnim wywiadem rodzinnym i wystgpowaniem allelu HLA-Cw*06, to na temat
huszezycy poznej, wystgpujacej u zaledwie 10-20% chorych, ukazaly si¢ nieliczne donie-
sienia [3, 61]. Jej charakterystyka genotypowa i fenotypowa jest jak dotad fragmenta-
ryczna.

Przeprowadzone badania kliniczne objgly duza populacjg chorych z tuszezyca zwy-
czajna rozpoczynajaca si¢ po trzydziestym roku zycia, ktorag w niniejszym opracowaniu
uznano za tuszczyce z p6znym poczatkiem. Mimo, ze w wigkszo$ci doniesien za wiek
rozgraniczajacy tuszczyce wczesna od pdznej przyjmuje si¢ zgodnie z klasyfikacja auto-
row niemieckich, czterdziesty rok zycia [97], to kryterium wieku, w ktorym rozpoczyna
si¢ tuszczyca pdzna jest zmienne [49, 61].

W najwigkszej liczebnie populacji poddanej analizie epidemiologicznej przez Fer-
randiza i wsp. [61] przyjgto taka sama, jak w niniejszej pracy defininicj¢ tuszczycy poz-
nej. Wlaczenie do badanej grupy chorych z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ w czwartej
dekadzie zycia wynikato takze z zalozonego w niniejszej pracy celu dotyczacego analizy
genetycznej tej populacji pacjentow.

Do badan klinicznych wiaczono 404 chorych. Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze
liczniejsza, niz w niniejszym opracowaniu populacj¢ 0so6b z tuszczyca rozpoczynajaca
si¢ powyzej 30. roku zycia objela jedynie ocena kliniczna chorych pochodzacych z Pot-
wyspu Iberyjskiego [61].

Nalezy podkresli¢, ze analizy epidemiologiczne tuszczycy ze wzgledu na réznorod-
no$¢ obrazu klinicznego i naturalny przebieg choroby, a takze stosowanie réznych tech-
nik uzyskiwania danych sa trudne [113, 157, 161]. Szczegélnie istotny jest taki dobor
chorych, aby stanowili oni grupg reprezentatywna dla catej populacji osob z tuszczyca. Z
tego tez wzgledu dla celéw niniejszego opracowania pacjentow rekrutowano z réznych
zrodet (oddzialy szpitalne, poradnie, stowarzyszenia zrzeszajace chorych na tuszczycg).
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze analizowana populacja nie objgla chorych z tagodna,
niewymagajaca leczenia postacia tuszczycy. Fakt ten nalezy uwzgledni¢ interpretujac
uzyskane wyniki.

Analiza publikacji dotyczacych epidemiologii tuszczycy wskazuje takze, ze defini-
cja poczatku tuszczycy nie jest precyzyjnie okreslona. Za poczatek choroby uznawany
jest wiek, w ktorym zmiany charakterystyczne dla tej dermatozy stwierdzane sa po raz
pierwszy przez chorego lub tez za warunek pierwszego rozpoznania tuszczycy przyjmuje
si¢ potwierdzenie choroby przez lekarza [85, 157, 158]. W niniejszej pracy za poczatek
choroby przyjeto stwierdzenie zmian tuszczycowych na skorze gladkiej i/lub paznok-
ciach i/lub skérze owtosionej gtowy przez chorych. U wigkszosci z tych 0sob rozpozna-
nie choroby bylo w krotkim okresie czasu potwierdzone przez dermatologa. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze u niewielkiego odsetka badanych zmiany rozpoznane po raz
pierwszy jako tuszczycowe mogly mie¢ inny charakter. Interpretujac wyniki nalezy
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rowniez wzia¢ pod uwage mozliwo$¢ wystepowania minimalnych zmian, nie rozpozna-
nych przez chorych jako zmiany tuszczycowe, a utrzymujacych si¢ na skorze w ré6znym
czasie przed potwierdzeniem choroby przez lekarza.

W analizowanej populacji chorych tuszczyca rozpoczeta si¢ wezesniej u mezezyzn,
niz u kobiet, co jest zgodne z danymi z pismiennictwa [57, 61, 97]. Odwrotng zaleznosc,
to znaczy wczesniejsze pojawienie si¢ tuszczycy u kobiet niz u mgzczyzn obserwuje si¢
w typie wczesnym choroby [4, 57, 61, 74, 97, 116, 165] i thumaczy si¢ mi¢dzy innymi
wplywem hormonow plciowych na ujawnienie si¢ choroby u plci zenskiej a takze, zgod-
nie z jedna z hipotez, wigksza gotowoscia kobiet do rozwoju reakcji typu Thl [234].

Analiza rozktadu liczebnos$ci chorych w poszczeg6lnych dekadach wieku, w ktérych
choroba si¢ rozpoczeta wykazata, ze osoby z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ w pozniej-
szych okresach zycia stanowity mniejszo$¢ badanej populacji. U 23,7% chorych tusz-
czyca zaczela sig po szesédziesiatym roku zycia. Zaledwie 7,9% badanej grupy stanowi-
ly osoby, u ktorych dermatoza ta pojawita si¢ po raz pierwszy w 6smej dekadzie zycia.
Stwierdzone znaczace obnizenie zachorowalno$ci na tuszczycg po siedemdziesigtym
roku zycia potwierdza obserwacje innych autorow [61, 74, 57] i moze by¢ spowodowane
rzeczywista zmniejszona zapadalnoscia na t¢ dermatozg osob starszych z powodu mniej-
szego narazenia na czynniki srodowiskowe prowokujace pojawienie si¢ choroby. Nie
mozna jednak wykluczy¢, ze w zwiazku z czgstym wspotistnieniem w tej grupie wieko-
wej innych przewleklych schorzen chorzy rezygnuja z leczenia tuszczycy o niewielkim
nasileniu. Za ta mozliwoscia posrednio przemawiaja obserwacje badaczy wtoskich,
ktérzy wykazali, ze pacjenci chorujacy na tuszczyce i inne przewlekle choroby akceptuja
te dermatoze w wigkszym stopniu, niz chorzy na tuszczyceg bez towarzyszacych schorzen
innych narzadoéw [188]. Nie bez znaczenia wydaje sie réwniez zwigkszona w porowna-
niu do catej populacji $miertelno$¢ starszych osob chorujacych na tuszczyce, zwigzana z
czgstym wspolistnieniem z ta dermatoza innych przewlektych choréb [157, 192].

Na podstawie wywiadu zabranego od pacjentdow podjgto probeg retrospektywnej oce-
ny roli czynnikéw Srodowiskowych w prowokacji tuszczycy, a takze ustalenia fenotypu
choroby w trakcie jej pierwszego wysiewu. Badania, ktorych celem byta kliniczna cha-
rakterystyka pierwszego w zyciu wysiewu tuszczycy prowadzone byly jedynie w popu-
lacji szwedzkiej obejmujacej 400 chorych, w tym 196 0s6b z tuszczyca rozpoczynajaca
si¢ po czterdziestym roku zycia [129]. Miaty one prospektywny charakter i w zwiazku z
tym pozbawione byly tzw. ryzyka btedu zapomnienia (recall bias) [38]. Btad ten nalezy
bra¢ pod uwage interpretujac wyniki niniejszej analizy. Na uzyskane dane wptywaé
moze takze interesujaca obserwacja Barzilai [18] ujawniajaca, ze chorzy z tuszczyca o
wieloletnim przebiegu znajac czynniki Srodowiskowe prowokujace kolejne nawroty
choroby czgsciej, niz wynika to z rzeczywisto$ci wskazuja na ich znaczenie w prowoka-
cji pierwszego w zyciu wysiewu tuszczycy.

Najwigkszy odsetek badanych chorych (42,7%) wiazatl pojawienie si¢ zmian na sko-
rze po raz pierwszy w zyciu z poprzedzajacym je okreslonym wydarzeniem zyciowym
powodujacym silny stres psychiczny. Wartos¢ ta jest zblizona do obserwowanej w pro-
spektywnym badaniu Mallbrisa [129]. Znaczenie silnego stresu psychicznego w prowo-
kacji zmian tuszczycowych rosto w poszczegdlnych dekadach wieku poczatku choroby;
w grupie chorych z poczatkiem tuszczycy u pigédziesigciolatkow dotyczyto najwigksze-
go odsetka pacjentoéw. Kolejne nawroty tuszczycy niezaleznie od wieku, w ktorym cho-
roba si¢ rozpoczeta chorzy réwniez wiazali z silnym stresem psychicznym.
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Znaczenie stresu psychicznego w prowokacji tuszczycy znane jest od dawna. W kla-
sycznej epidemiologicznej analizie Farbera z 1984 roku obejmujacej 5600 chorych na
huszezycg wykazano, ze stres psychiczny poprzedzil pojawienie sig tej dermatozy po raz
pierwszy w zyciu u 40% badanych, za§ 37% chorych obserwowato wyrazne pogorszenie
choroby w okresach zmartwien [57]. Od tego czasu ukazaty si¢ liczne doniesienia po-
twierdzajace znaczenie stresu psychicznego w prowokacji i zaostrzeniach tuszczycy [10,
66, 68, 129, 161, 155]. Pojedyncze doniesienia nie potwierdzity tego zwiazku [19, 170].

W stosowanej powszechnie skali do okreslenia stopnia nasilenia stresu Holmesa i
Rahe — SRRS (ang. Social Readjustment Rating Scale), do ktérej odnoszono si¢ w ni-
niejszym badaniu $mier¢ lub choroba wspotmatzonka, utrata pracy i przejscie na emery-
ture stanowity zyciowe sytuacje, bedace przyczyna stresu psychicznego o najwigkszym
nasileniu [99]. Na te stresory najczesciej wskazywali chorzy z poczatkiem tuszczycy w
szostej dekadzie zycia.

Obserwowane u 0so0b z poczatkiem tuszczycy w/powyzej 60. roku zycia mniejsze
znaczenie stresu psychicznego w prowokacji wysiewow tuszczycy jest zgodne z obser-
wacjami wykazujacymi mniejsza podatnos$¢ osob starszych na dziatanie stresu psychicz-
nego [161,187].

Stres psychiczny moze wplywaé na funkcje immunologiczne zaré6wno u ludzi, jak i
u zwierzat doswiadczalnych poprzez wptyw na funkcjonowanie osi podwzgoérzowo-
przysadkowo, zmiany st¢zenia glikokortykosteroidéw i w konsekwencji nadreaktywno-
$ci uktadu immunologicznego (droga hormonalna) [209]. Wykazano, ze stres psychiczny
pobudza odpowiedz limfocytow T pomocniczych z polaryzacja w kierunku reakcji typu
Thl [127], wzmaga migracj¢ komoérek dendrytycznych do weztow chtonnych i nasila
antygenowo specyficzna odpowiedz limfocytow T. To wielokierunkowe dziatanie stresu
psychicznego ma takze zwiazek z uwalnianiem neuropeptydoéw z zakonczen nerwow
wspotczulnych (droga nerwowa) [171, 184]. Badania Fortuna i wsp. [67] wykazaty, ze
stres psychiczny stanowi nie tylko istotny czynnik prowokujacy wysiewy luszczycy, lecz
wplywa takze na skuteczno$¢ leczenia przeciwluszczycowego. Autorzy dowiedli, ze u
podatnych na stres psychiczny chorych leczonych metoda fotochemoterapii remisje
uzyskuje si¢ pdzniej, niz u pacjentow lepiej tolerujacych sytuacje stresowe.

Stwierdzona w niniejszym badaniu, a potwierdzajaca obserwacje innych autoréw ro-
la silnego stresu psychicznego w prowokacji tuszczycy opiera si¢, podobnie jak w wigk-
szo$ci doniesien na analizie retrospektywnej. Zgodnie z obserwacjami Pikardiego [170]
osoby z tuszczyca o wieloletnim przebiegu wykazuja raczej tendencje¢ do pomniejszania
roli silnego stresu psychicznego w prowokacji pierwszego wysiewu tuszczycy, niz na-
dinterpretowania znaczenia tego czynnika. Z drugiej jednak strony analiza Fortuna [65]
dotyczaca wiedzy i pogladow pacjentow na temat tuszczycy wykazata ich duza znajo-
mos$¢ znaczenia stresu psychicznego w prowokacji nawrotow 1 zaostrzen tej choroby.
Mozliwe jest zatem, ze wielu chorych chcac znalez¢ uzasadnienie dla pojawienia sig
choroby po raz pierwszy, szczegolnie w odleglej przesztosci, falszywie wskazuje na
znaczenie sytuacji stresowych w prowokacji choroby.

Przeprowadzone badania nie uwzglgdniaty ponadto cech osobowosciowych bada-
nych oséb. Ich ocena przekracza zakres niniejszych badan. Cechy te, zgodnie z wspot-
czesng teoria stresu maja zasadnicze znaczenie w sposobach radzenia sobie z sytuacja
stresowa [10, 63, 64, 90, 91]. Wydaje sig, ze w prowokacji tuszczycy wazna, a pomijana
w badaniach rolg odgrywa¢ moga inne zrédta stresu psychicznego, np. codzienny, prze-
wlekty stres [170]. Ich wplyw na ujawnienie si¢ i przebieg tuszczycy wymaga dalszych
badan.
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Wiele klinicznych obserwacji §wiadczy o znaczeniu infekcji w prowokacji i/lub za-
ostrzaniu przebiegu tuszczycy. Szczegélne znaczenie przypisuje si¢ infekcji wywolanej
Streptococcus pyogenes. Inne drobnoustroje, takie jak Staphylococcus aureus, Malasse-
zia 1 Candida wydaja si¢ odpowiadac raczej za zaostrzenia przebiegu choroby, niz jej
wywolanie. W skorze tuszczycowej wykryto takze wirusy HPVS, retrowirusy i HER Vs,
ale ich rola w patogenezie choroby jest jak dotad niejasna [131, 136, 226].

U odpowiednio 11% i 20,6% chorych pojawienie si¢ pierwszego i kolejnych wysie-
wow tuszezycy bylo poprzedzone choroba infekcyjna. Infekcje jako czynnik prowokuja-
cy ujawnienie si¢ tuszczycy stwierdzano najczesciej u oséb z poczatkiem choroby poni-
zej czterdziestego roku zycia. Znaczenie tego czynnika malato wraz z wiekiem, w kto-
rym rozpoczeta si¢ luszczyca. Zaledwie 8,2% chorych z tuszczyca rozpoczynajaca sie¢ w
/po szes$édziesiatym roku zycia kojarzylo pojawienie si¢ dermatozy po raz pierwszy z
przebyta infekcja gérmych i dolnych drég oddechowych, rzadziej przewodu pokarmowe-
go i drog moczowych. U zadnej z tych osob nie stwierdzono korelacji pierwszego i ko-
lejnych wysiewow tuszczycy z infekcja paciorkowcowa migdatkow podniebiennych.
Zwiazek taki wykazano natomiast u 15 chorych, w wigkszosci z tuszczyca rozpoczyna-
jaca si¢ migdzy trzydziestym a czterdziestym rokiem zycia. Obserwowana korelacja
zapalenia gardta o paciorkowcowej etiologii (potwierdzona dodatnim wynikiem posiewu
z wymazu z gardta i/lub podwyzszonym poziomem przeciwcial paciorkowcowych w
surowicy krwi) z wysiewem luszczycy kropelkowatej lub z kropelkowatym wysiewem w
przebiegu tuszczycy plackowatej stanowi potwierdzenie etipatogenetycznego zwiazku
paciorkowcow z ta szczeg6lnag postacia choroby, potwierdza takze wigksza sklonnosé
mtodszych pacjentéw do rozwoju tej klinicznej formy tuszczycy [197, 230].

Sposrod innych czynnikéw prowokujacych pierwszy i kolejne wysiewy tuszczycy,
chorzy najrzadziej wskazywali na urazy fizyczne oraz leki. Rola urazu fizycznego w
prowokacji zmian luszczycowych w badanej grupie dotyczyta niewielkiego odsetka
0sob. Na znaczenie tego czynnika wskazywato zaledwie 10 chorych, w wigkszosci byli
to pacjenci z aktywnymi, wysiewnymi postaciami tuszczycy. Uraz fizyczny skory jest
znanym czynnikiem indukujacym powstanie grudek tuszczycowych; szacuje sig, ze
wystepuje u 1/4 chorych z wysiewna postacia tuszczycy, czgsciej tez stwierdzany jest u
0s0b z luszczyca wezesna, co thumaczy sporadyczng czgsto$¢ wystgpowania tego objawu
w analizowanej populacji chorych [129, 142, 178, 231].

Dziewigtnastu chorych wiazato pojawienie sig¢ tuszczycy po raz pierwszy z lekami:
beta blokerami, a takze kortykosteroidami przyjmowanymi ogélnie. U trzech 0sob tusz-
czyca ujawnita si¢ w trakcie leczenia interferonem wirusowego zapalenia watroby typu
C. Na zwiazek tuszczycy z lekami najczeéciej, co jest zgodne z oczekiwaniami, wska-
zywali chorzy z poczatkiem choroby w/powyzej szes¢dziesiatego roku zycia, przyjmuja-
cy leki z powodu wspétistnienia innych przewlektych choroéb.

Zwiazek lekow z pojawieniem si¢ luszczycy po raz pierwszy w zyciu jest nadal
przedmiotem dyskusji [36], dlatego interpretacja danych uzyskanych z wywiadu powin-
na by¢ ostrozna. Nie mozna wykluczy¢, ze wsrod badanych 19. osob retrospektywnie
wskazujacych na korelacjg stosowanych srodkow farmakologicznych z pojawieniem si¢
luszczycy po raz pierwszy znajdowali si¢ chorzy z nierozpoznana wczesniej z powodu
niewielkiego nasilenia zmian na skorze tuszczyca. Lit, beta—blokery, leki antymalarycz-
ne, niesterydowe leki przeciwzapalne oraz inhibitory enzymu konwertujacego angioten-
syn¢ wymieniane sa najczesciej wrod lekow zaostrzajacych tuszczyce lub powoduja-
cych jej oporno$¢ na leczenie, rzadziej wywolujacych zmiany tuszczycopodobne, ktére
wykazuja pewne kliniczne i histologiczne odrgbnosci od tuszczycy [95]. Doniesienia
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dotyczace zwiazku lekow z wysiewami tuszczycy opieraja si¢ jednak o opisy pojedyn-
czych przypadkow. Tylko nieliczne badania maja kontrolowany, prospektywny charak-
ter [36, 71].

Molekularne mechanizmy lezace u podtoza indukowanych przez $rodki farmakolo-
giczne wysiewow luszczycy rowniez nie sa w petni poznane. Rozwaza si¢ migdzy inny-
mi mozliwo$¢ pobudzania proliferacji naskorka zwiazana z obnizeniem $rodnaskorko-
wego cyklicznego AMP, zwigkszenia poziomu cytokin prozapalnych, hamowania na-
skorkowej transglutaminazy — enzymu uczestniczacego w terminalnym roéznicowaniu si¢
keratynocytow, czy tez hamowania metabolizmu kwasu arachidonowego [215].

Na podstawie zebranego wywiadu i/lub danych uzyskanych w oparciu o dokumen-
tacje medyczna podjeto probe okreslenia fenotypu tuszczycy w trakcie jej pierwszego
pojawienia si¢ na skorze. Ze wzgledu na retrospektywny charakter badan i ryzyko btedu
zapomnienia ($redni czas trwania tuszczycy dla catej populacji wynosit 9 lat) uzyskane
wyniki nalezy interpretowac z duza ostroznoscia.

Nie istnieje jak dotad dobra i powszechnie zaakceptowana klasyfikacja tuszczycy.
Powinna ja charakteryzowaé prostota, tatwos¢ zastosowania w praktyce oraz taka jej
konstrukcja, aby mozliwe byto zakwalifikowanie chorego do jednej (i tylko jednej) z
wyodrgbnionych klinicznych grup [159]. Warunki te czgsciowo spetnia zastosowana w
badaniu klasyfikacja tuszczycy oparta na podziale zaproponowanym przez IPC (Interna-
tional Psoriasis Council), wprowadzajacym nomenklature¢ choroby odnoszaca si¢ do
anatomicznej lokalizacji wykwitéw luszczycowych, ich rozktadu, rozmiaru oraz aktyw-
nosci choroby [81].

Z grupy chorych z luszczyca zwyczajna poddanej analizie klinicznej wylaczono,
zgodnie z podziatem IPC pacjentow z pustulosis palmo-plantaris (PPP).

U niemal 3/4 badanych pierwszy wysiew choroby miat charakter tuszczycy ograni-
czonej i najczgsciej wystgpowat w postaci pojedynczych, niewielkich ognisk tuszczyco-
wych na skorze tutowia i/lub konczyn. U 18,9% chorych tuszczyca rozpoczgla si¢ zmia-
nami na skorze owlosionej glowy, nie mozna jednak wykluczy¢, ze u niektorych osob
wykwity retrospektywnie oceniane jako tuszczycowe mogty mie¢ inny, najczgsciej tojo-
tokowy charakter.

Luszczyca skéry owlosionej gtowy jest jedna z najczestszych form choroby wyste-
pujaca u 50-80% chorych; czgsto jest to rowniez pierwsza kliniczna manifestacja tej
dermatozy [57, 194, 219, 220]. Zgodnie z klasyfikacja IPC, tuszczyca glowy wydzielona
jest jako odrebny fenotyp, aczkolwiek wedtug niektoérych autoréw ta postaé choroby jest
jedna z klinicznych odmian tuszczycy tojotokowej [219].

U 1/4 chorych pierwszy wysiew tuszczycy miat uogoélniony charakter i najczgsciej
wystgpowal w postaci tuszczycy plackowatej. Luszczyca kropelkowata jako pierwsza
manifestacja choroby dotyczyta zaledwie 3,1% chorych. U wigkszosci badanych oséb z
ta postacig choroby luszczyca rozpoczgla sig¢ przed czterdziestym rokiem zycia i byla
poprzedzona infekcja paciorkowcowa gornych drog oddechowych. Odsetek ten byt
znaczaco mniejszy od obserwowanego przez Mallbrisa [129]. Badacz ten u 18% chorych
obserwowat pierwszy wysiew tuszczycy pod postacia tuszczycy kropelkowatej, jednak u
wigkszos$ci z badanych przez autora 0sob tuszczyca rozpoczgta przed trzydziestym ro-
kiem zycia, co uzasadnia obserwowane réznice.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wiek, w ktorym choroba si¢ rozpoczyna nie
wptywa na stwierdzany w trakcie badania dermatologicznego fenotyp choroby. Wyjatek
stanowila sporadycznie stwierdzana tuszczyca kropelkowata. Czesto$¢ wystepowania tej
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postaci malata z wiekiem, w ktorym choroba si¢ rozpoczgta. Stwierdzone w analizowa-
nej populacji rzadkie wystegpowanie tuszczycy kropelkowatej oraz brak tej formy choro-
by u 0s6b z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ w/po szescdziesiatym roku zycia potwierdza
obserwacje §wiadczace o tym, ze ta posta¢ choroby dotyczy szczegolnie osob miodych,
u ktorych czgéciej, niz u dorostych dochodzi do rozwoju infekcji paciorkowcowych.

Obserwacje te sa zgodne z wynikami Gudjonssona i wsp. [84]. Ujawnily one, ze je-
dyna wyrazna korelacja wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczyna z jej fenotypem doty-
czy tuszczycy kropelkowatej oraz wyltaczonej w niniejszym badaniu z analizy klinicznej
PPP. Ta dermatoza najczesciej pojawia si¢ po raz pierwszy u oséb po trzydziestym roku
zycia [61, 129].

Luszczyce fatdow stwierdzono u 9,1% chorych. W praktyce klinicznej ta postaé
choroby stwierdzana jest rzadko. Z nielicznych doniesien wynika, ze wystepuje ona u 3
do 6,8% chorych i jesli stanowi jedyna manifestacje choroby moze by¢ przyczyna trud-
noS$ci diagnostycznych [116, 221, 228, 241]. Ta notowana niska czgstos¢ wystgpowania
huszczycy faldow moze wynika¢ migdzy innymi z uzasadnionej niechgci chorych do
ujawniania zmian tuszczycowych zajmujacych szparg¢ posladkowa i/lub zewngtrzne
narzady plciowe. W analizowanej grupie chorych badanych dermatologicznie z
uwzglednieniem oceny tych anatomicznych okolic ciala tuszczycy faldow towarzyszyty
zazwyczaj inne objawy choroby (tuszczyca paznokcei, typowe dla tuszczycy wykwity w
innym umiejscowieniu) i/lub dodatni wywiad rodzinny. Luszczyca faldow wystepowata
najczesciej u chorych z poczatkiem tej dermatozy powyzej czterdziestego roku zycia. Ta
obserwacja moze mie¢ zwiazek ze stwierdzona u wigkszosci z tych osob nadwaga ($red-
nie BMI dla tej grupy chorych: 27,6), a takze czestym wspoélistnieniem przewlektych
choréb predysponujacych do kolonizacji skéry przez patogenne drobnoustroje, induku-
jace stany zapalne w zmacerowanych fatdach. Wyzsza czgstos¢ wystepowania tuszczycy
fatdow u 0sob starszych byla takze notowana w innych badaniach [241].

Luszczycg tojotokowa, posta¢ w ktorej wykwity tuszczycowe wystgpuja na twarzy i
w innych okolicach tojotokowych stwierdzano sporadycznie, u zaledwie 1,3% chorych.
Tg posta¢ najrzadziej obserwowano u pacjentow z poczatkiem tuszczycy po pigédziesia-
tym roku zycia. Dane z pismiennictwa wskazuja, ze do umiejscowienia wykwitow tusz-
czycowych na twarzy czgsciej dochodzi u chorych z wezesnym poczatkiem luszezycy,
co jest zgodne z obserwowana niska czgstoscia wystepowania tego fenotypu w badane;j
populacji chorych [28, 129, 178]. Czegsciej tez, na co wskazuja badania Campolata [28],
u chorych tych luszczyca ma cigzszy, wymagajacy leczenia ogdlnego przebieg i jest
skojarzona z rodzinnym wystgpowaniem tej dermatozy.

Czesto$¢ zajecia paznokei w przebiegu tuszczycy waha si¢ w bardzo szerokich gra-
nicach; wedlug r6znych doniesien dotyczy od 10 do 87% chorych [58, 111, 116, 119,
192, 194]. Czgsciej, na co wskazuja obserwacje kliniczne, wystgpuje tuszczyca paznokcei
dloni niz stop. W analizowane]j populacji u ponad 1/3 pacjentéw stwierdzono zajgcie
przez tuszczycg paznokci dioni i/lub stop, co nie odbiega od danych z pismiennictwa
[34, 61, 129].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze czgsto$¢ wystgpowania tuszczycy paznokei
nie zalezy od wieku, w ktérym choroba si¢ rozpoczyna. Znamienne réznice w czgsto-
$ciach zajgcia ptytek paznokciowych w przebiegu tuszczycy dotyczyly jedynie chorych z
poczatkiem choroby w szdstej dekadzie zycia i w/powyzej 60. roku zycia. W tej ostatniej
grupie obserwowano znamiennie nizsza czgsto$¢ tuszczycy paznokci, niz u chorych z
poczatkiem choroby miedzy pig¢édziesiatym, a sze$¢dziesiatym roku zycia. Wyniki ob-
serwacji dotyczacych zalezno$ci wystepowania tuszczycy paznokci od wieku, w ktorym
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choroba si¢ rozpoczyna nie sa zgodne [61, 128, 198]. Wigkszo$¢ jednak badaczy obser-
wowata mniejsza czestos¢ zajecia paznokcei u chorych z tuszczyca rozpoczynajaca sig¢ w
pozniejszych dekadach zycia w porownaniu do 0séb z typem wczesnym choroby [61,
198].

Klinicznej ocenie poddano takze dynamiczne cechy choroby charakteryzujace jej
aktywnos¢. Luszczyce niestabilng, w ktorej istniejace zmiany stale poszerzaty sig i po-
jawialy si¢ nowe ogniska, najrzadziej stwierdzano u osob z poczatkiem choroby w/ po-
wyzej 60. roku zycia, co posrednio potwierdza obserwacje innych autorow wykazuja-
cych, ze aktywna posta¢ choroby czgsciej wystepuje u 0s6b z wezesnym ujawnieniem tej
dermatozy [61, 97]. U chorych z poczatkiem tuszczycy w/powyzej 60. roku zycia, czg-
Sciej takze, niz u chorych z poczatkiem choroby w mtodszym wieku stwierdzano wyste-
powanie grubych ognisk tuszczycowych.

Luszczyce, w przeciwienstwie do wielu przewleklych chordb, nie charakteryzuje
stata progresja choroby. Nie mozna zatem wyrdzni¢ poszczegolnych etapéw schorzenia
uwarunkowanych jego naturalnym przebiegiem [57]. W ocenie przebiegu tuszczycy
uwzgledniane sa rozne parametry, na przyktad liczba nawrotow choroby, liczba petnych
remisji, liczba hospitalizacji w okre§lonym przedziale czasowym, czy tez tendencja do
ciaglego utrzymywania si¢ zmian na skorze.

Obserwacje przebiegu tuszczycy wskazuja, ze ciagly, bez sktonnosci do remisji
przebieg choroby dotyczy ok. 3/4 chorych [57]. W analizowanej populacji u 73,5% cho-
rych obserwowano brak petlnych remisji tuszczycy lub brak wystgpowania okresow
choroby z minimalnymi zmianami na skérze. W pracy przyjgto definicje minimalnych
zmian tuszczycowych zgodna z ogdlng lekarska ocena stanu pacjenta. Niektorzy badacze
za minimalne zmiany tuszczycowe uznaja tzw. mniejsze objawy tuszczycy, nazywajac je
takze stygmatami tuszczycowymi lub tuszczyca borderline. Wérdd nich wymieniane sa
migdzy innymi ogniska nadmiernego rogowacenia na skorze prostownikoéw, naparstko-
wanie ptytek paznokciowych, nasilone ztuszczanie skory owlosionej glowy, czy wy-
przenia z wyraznie odgraniczonym od skory zdrowej rumieniem [158].

Przeprowadzone badania wykazaty znamienng zalezno$§¢ wystgpowania ciaglego
przebiegu choroby od wieku, w ktorym choroba si¢ rozpoczyna. Ogniska tuszczycowe
najczgsciej utrzymywaly sig stale u chorych, u ktorych tuszezyca ujawnita si¢ po raz
pierwszy w/po 60. roku zycia, za$ pelne remisje choroby najczesciej obserwowano u
0s0b z poczatkiem tuszczycy w czwartej dekadzie zycia. Potwierdza to obserwacje prze-
biegu tej dermatozy u wielu chorych — czestych wysiewdw w typie wezesnym choroby
poprzedzajacych peine remisje, a przewlekle utrzymujacych si¢ wykwitow w typie p6z-
nym tuszczycy [61].

Interpretujac powyzsze wyniki nie mozna jednak wykluczy¢, ze brak remisji tusz-
czycy, przynajmniej u niektorych osob mogt wiazaé si¢ z niewlasciwym leczeniem tej
dermatozy, czy tez zaniechaniem terapii, co nakazuje wyciagniecie ostroznych wnio-
skow.

Do niedawna sadzono, ze $wiad nie nalezy do typowych objawow podmiotowych
towarzyszacych tuszczycy. Jednakze badania ostatnich lat jednoznacznie wykazaty, ze
dolegliwos¢ te zglasza duzy, szacowany na 63-84% odsetek chorych [7, 41, 89, 129,
185]. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze §wiad czgsciej wystepuje u chorych z przewle-
kta tuszczyca plackowata, niz z innymi postaciami tuszczycy [185, 240]. W analizie
Szepietowskiego 1 wsp. [206] dotyczacej populacji polskiej swiad stwierdzono u 80%
objetych badaniem chorych na tuszczyce. W badanej populacji objaw ten zglaszato
77,7% o0sdb. Czestos¢ wystegpowania $wiadu nie zalezata od wieku, w ktéorym rozpoczeta



70 Aneta Szczerkowska-Dobosz

si¢ tuszczyca, natomiast dolegliwos¢ te czesciej stwierdzano u chorych z rozlegla posta-
cia choroby. Swiad cze$ciej wystepowat u plci zenskiej, niz u mezczyzn, co potwierdza
obserwacje innych badaczy [7, 185].

Przeprowadzone badania wykazaly ponadto, ze w badanej populacji chorych wiek,
w ktorym rozpoczyna sig¢ tuszczyca nie wptywa na cigzko$¢ choroby, definiowanej w
niniejszej pracy jako choroba z PASI >15 i/lub z wystgpowaniem tuszczycowego zapa-
lenia stawow i/ lub leczona/kwalifikujaca sig do leczenia cyklosporyna A i/lub metotrek-
satem i/lub neotigasonem.

W luszczycy opisowi podlegaja widoczne kliniczne cechy choroby, takie jak ztusz-
czanie, rumien i grubo$¢ ognisk tuszczycowych. Mimo, ze w poréwnaniu do innych
schorzen cigzko$¢ tej dermatozy moze by¢ oceniona w wzglednie prosty, iloSciowy
sposob to jednak proponowane roézne techniki obiektywnej oceny zmian tuszczycowych,
takie jak badanie histopatologiczne, chronometryczna ocena rumienia, ultrasonograficz-
na ocena grubos$ci nacieku, czy komputerowa analiza fotografii mierzaca powierzchnig
skory zajgta przez tuszczyce nie znalazty jak dotad praktycznego zastosowania [167].

Brak jest, jak dotad, przejrzystych, dobrze scharakteryzowanych i zobiektywizowa-
nych metod oceny cigzkosci tej dermatozy, tak istotnych migdzy innymi dla ujednolice-
nia kryteriow kwalifikacji chorych do badan klinicznych nowych lekow przeciwluszczy-
cowych.

W praktyce ocena cigzkosci tuszczycy dokonywana jest na podstawie subiektyw-
nych kryteriow, opierajacych si¢ o oceng dokonywana przez lekarza i/lub pacjenta. Mi-
mo opracowywania wielu nowych schematéw wskaznik PASI jest nadal najczesciej
stosowany w praktyce klinicznej [12, 59, 60, 104, 118, 193]. W wigkszosci doniesien za
luszczyce cigzka uznaje si¢ chorobe, w ktérej wartos¢ PASI przekracza 15 lub warto$é
12, pod warunkiem, ze zmiany tuszczycowe zajmuja co najmniej 10% powierzchni ciata
[59, 61, 104, 114, 129].

Srednia wartos¢ PASI w analizowanej populacji wynosita 11,1, co oznacza, Ze u
wigkszos$ci 0sob stwierdzono tuszczyce o srednim nasileniu. Badania epidemiologiczne
wskazuja, ze wigkszo$¢ chorych na tuszczycg cierpi na jej tagodna postac [7, 57, 161].
Analizowana populacja pacjentow moze nie by¢ w pelni reprezentatywna pod wzgledem
cigzkosci choroby, ze wzgledu na sposob rekrutacji. W wigkszos$ci przypadkow byly to
osoby juz leczace si¢ lub tez aktywnie poszukujace pomocy lekarskie;j.

Metoda PASI posiada ograniczenia, ktére nalezy uwzgledni¢ interpretujac uzyskane
wyniki [12, 114, 166]. Wskaznik ten opisuje w postaci jednej liczbowej wartosci kilka
roznych klinicznych cech choroby. Korelacja PASI z cigzkos$cia tuszczycy nie ma line-
arnego charakteru. Cigzkos$¢ tuszczycy z zajeciem tylko skory rak i stop, a wigc z za-
zwyczaj niska wartoscia PASI moze by¢ wigksza, niz postaci, w ktorych wystgpuja na
przyktad uogoélnione zmiany z minimalnym stanem zapalnym i niewielkim tuszczeniem.

Innym ograniczeniem warto$ci wskaznika PASI jest obserwowana wysoka rozbiez-
no$¢ wynikow uzyskiwanych od réznych oséb oceniajacych tego samego chorego [177,
222, 232]. Szanse powtarzalnosci wynikow zwigksza ocena PASI dokonywana przez
jedna osobg. Wszyscy z wlaczonych do niniejszego badania chorzy byli oceniani przez
autorke pracy.

Wskaznik PASI nie uwzglednia dolegliwos$ci podmiotowych, ktore wraz z oceng ja-
kos$ci zycia sa coraz czesciej wprowadzane do kwestionariuszy badania chorych na tusz-
czyce [186, 187, 216]. W ostatnich latach sa opracowywane i wprowadzane do praktyki
kliniczneji nowe skale obejmujace dodatkowo subiektywna ocene tuszczycy dokonywa-
na przez chorego. Sa to miedzy innymi wskaznik SAPASI (self-administrated Psoriasis
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Area and Severity Index), NPF-PS (The National Psoriasis Foundation Psoriasis
Score), LS-PGA (Lattice System Physician's Global Assessment) [118, 186, 78]. Skale te
koreluja z wskaznikiem PASI i do niego si¢ odnosza [12]. Ocena jakosci zycia chorych
wilaczonych do niniejszych badan stanowi przedmiot odrgbnej analizy.

Za jedno z kryteridow rozpoznania tuszczycy cigzkiej przyjgto wystgpowanie tusz-
czycowego zapalenie stawow. L.zs stwierdzono u 14,9% badanych chorych, co odpowia-
da danym z pi$miennictwa [31, 41, 72, 84, 116, 129, 198, 243]. Nie mozna jednak wy-
kluczyé¢, ze czgsto$¢ wystgpowania tzs w badanej populacji jest zanizona, poniewaz az
39,2% chorych zglaszato dolegliwosci boélowe ze strony narzadu ruchu, a w grupie oséb
z poczatkiem tuszczycy powyzej sze$édziesiatego roku zycia objaw ten wystgpowal u
ponad potowy badanych pacjentdéw. W grupie tej mogli zatem znalez¢ si¢ chorzy z
nierozpoznanym tuszczycowym zapaleniem stawdw. Z wigkszym jednak prawdopodo-
bienstwem nalezy uzna¢, ze dolegliwo$ci stawowe zglaszane przez chorych mialy inny,
niz tuszczycowy charakter (na przyktad zwyrodnieniowy). Za teza ta przemawiaja mig-
dzy innymi dane, wykazujace, ze az 25% dorostych osob zgtaszajacych si¢ do lekarza
pierwszego kontaktu skarzy si¢ na bole uktadu kostno-stawowego [201]. Lzs obserwo-
wano najczgsciej u pacjentow z choroba rozpoczynajaca si¢ przed czterdziestym rokiem
zycia, najrzadziej za$ u chorych z tuszczyca zaczynajaca sig¢ po szesédziesiatym roku
zycia. Ujawniono ponadto (dane nie ujgte w wynikach), ze tzs wystgpowato znamiennie
czesciej u chorych z rozlegta postacia choroby, w poréwnaniu do chorych z jej ograni-
czong forma. Nie potwierdzono natomiast obserwowanej przez Ferrandiza zwigkszonej
czestosci wystepowania tzs u chorych z uogélniona tuszczyca krostkowa lub erytroder-
mig tuszczycowa, co mogto wynika¢ z matej liczby chorych z tymi formami choroby w
objetej badaniem populacji chorych [61]. Lzs stwierdzono czg$ciej u kobiet (16,6%), niz
umezczyzn (13,1%), aczkolwiek réznica ta nie byla statystycznie znamienna.

Podjgta proba oceny czynnikow prognostycznych rozwoju tuszczycowego zapalenia
stawow 1 tuszczycy cigzkiej ujawnila, Zze ryzyko to zwigksza zajgcie przez tuszczyceg
ptytek paznokciowych dloni i/lub stép. Ze wzgledu na fakt, ze potwierdzajace tg tezg
doniesienia innych autoréw obejmowaty w wigkszosci chorych z tuszczyca wezesna [39,
61, 237], niniejsza obserwacj¢ mozna uzna¢ za oryginalna. Wykazano, ze wiek, w kto-
rym choroba rozpoczgla si¢ po raz pierwszy oraz wystgpowanie tuszczycy w rodzinie nie
sa czynnikami prognostycznymi rozwoju 1zs i cigzkiego przebiegu tuszczycy. Wykazano
natomiast, ze w badanej populacji chorych ryzyko wystapienia cigzkiej tuszczycy jest
wigksze u mezczyzn niz u kobiet, co moze wynika¢ z nieujetych w niniejszej pracy uzy-
skanych wynikach, wskazujacych na czegstsze wystegpowanie nadwagi u ptci meskiej i
czestsze, w poréwnaniu do kobiet stosowanie przez mezczyzn uzywek zwigkszajacych,
na co wskazuja inne doniesienia, ryzyko cigzkiego przebiegu tuszczycy [5, 98, 149,
156].

Rodzinne wystgpowanie tuszczycy jest charakterystyczna cechg tej dermatozy,
szczegoblnie rozpoczynajacej si¢ w mtodym wieku [4, 43, 57, 116, 164, 198]. Tak zwana
luszczyce sporadyczna, bez wystgpowania choroby u krewnych, stwierdza si¢ czgsciej w
chorobie z poczatkiem w pdzniejszych dekadach zycia [4, 61, 97, 115, 129, 141, 157].

Na podstawie zebranego wywiadu ustalono, ze u 34,5% chorych tuszczyca wyste-
powala rodzinnie, najczesciej u krewnych pokrewienstwa pierwszego stopnia. Wartos¢
ta nie odbiegata od wynikéw innych doniesien dotyczacych tuszczycy p6znej [119, 129],
natomiast znaczaco roznita si¢ od danych Henselera i Christophersa [97], ktérzy dodatni
wywiad rodzinny stwierdzili u zaledwie 2% chorych z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ po
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sze$¢dziesiatym roku zycia. Obserwacja ta stata si¢ dla tych badaczy przestanka do
uznania wystepowania tuszczycy w rodzinie za jedno z kryteriow podziatu choroby na
typ I - rodzinny i typ II - sporadyczny. W badanej populacji chorych z poczatkiem tusz-
czycy w siodmej dekadzie zycia czgsto$¢ dodatniego wywiadu rodzinnego wynosila az
21,2%.W przeprowadzonym badaniu potwierdzono znamienna ujemna korelacjg wieku,
w ktorym rozpoczgta sig¢ tuszezyca z wystgpowaniem choroby w rodzinie, co jest zgodne
z innymi obserwacjami [4, 61, 198, 202].

Juz od prawie trzydziestu lat znany jest zwiazek tuszczycy z czgstszym wystepowa-
niem antygenu HLA-Cw®6 [43, 51, 101, 102, 103, 125, 133, 134, 202]. Hipoteze, ze allel
HLA-Cw*06 jest genem odpowiedzialnym za powstanie tuszczycy kontrargumentowa-
no istnieniem haplotypow wysokiego ryzyka rozwoju luszczycy nie zawierajacych
HLA-Cw*06, niska czestoscia wystgpowania tuszczycy u nosicieli tego allelu, a takze
obserwacja, ze u ponad 30% chorych na tuszczycg HLA-Cw*06 nie wystgpuje.

Jednak wyniki najnowszych badan jednoznacznie wskazaty, ze HLA-Cw*06 w ob-
rgbie PSORSI jest glownym genem odpowiedzialnym za powstanie tuszczycy [153], a
korelacja choroby z innymi genami locus PSORS1 ma wtorny do asocjacji z tym allelem
charakter [54, 153]. Wystgpowanie HLA-Cw*06 zostalo uznane za wazne kryterium
definiowana réznych postaci tuszczycy oraz potwierdzenia lub wykluczenia ich gene-
tycznego zwiazku. Typowanie tego allelu jest jednym z rekomendowanych kryteridéw
klasyfikacji tuszczycy zaproponowanej przez IPC. Jak dotad jednak, ze wzgledu na
wysokie koszty analizy opierajacej si¢ o gotowe, komercyjne zestawy, oznaczanie HLA—
Cw*06 ograniczone jest prawie wylacznie do celow naukowych. Dlatego tez jednym z
celow podjetych badan byla proba takiego zoptymalizowania metody oznaczania allelu
HLA-Cw*06, aby mozliwe byto wprowadzenie jej do przesiewowych badan chorych na
luszezycg.

Techniki molekularne stosowane obecnie do oznaczania alleli HLA, a wprowadzone
do praktyki laboratoryjnej w latach dziewigédziesiatych, coraz czgsciej zastgpuja metody
serologiczne, ktore, co nalezy zaznaczy¢, sa nadal stosowane w niektorych procedurach
diagnostycznych w transplantologii.

Techniki serologiczne, z powodu ztozonej struktury uktadu zgodnosci tkankowej
moga stanowi¢ przyczyneg trudnosci technicznych i interpretacyjnych. Obnizona ekspre-
sja czasteczek HLA—C na powierzchni limfocytéw, brak odpowiednich surowic, reakcje
krzyzowe surowic z antygenami o podobnych epitopach, a takze fakt, ze niektérych
alleli HLA (tzw. niemych alleli) nie mozna wykry¢ serologicznie utrudniaty interpretacje
uzyskanych wynikow [134, 244].

Reakcja tancuchowa polimerazy dzigki relatywnie prostej technice i mozliwosci
bezposredniej identyfikacji alleli na poziomie DNA w znaczny sposob utatwita okresla-
nie polimorfizmu genetycznego w obrgbie locus HLA-C i wyeliminowata problemy
zwiazane z typowaniem serologicznym. Opracowano szereg technik typowania alleli
HLA-C o réznym stopniu rozdzielczosci. Nalezy do nich analiza restrykcyjna produk-
tow amplifikacji PCR-RFLP [207], a takze analiza konformacyjna jednoniciowego DNA
PCR-SSCP (single strand conformation polimorphism). Wéréd metod opartych na reak-
cji PCR do oznaczania alleli HLA-C wykorzystywane sa techniki hybrydyzacji z allelo-
swoistymi sondami molekularnymi (PCR-SSOP, sequence specific oligonucleotide pro-
bes) [23], czgsciej jednak stosowana jest metoda specyficznej sekwencji starterow PCR-
SSP (sequence specific primers) [24, 123]. Mimo, ze PCR-SSP jest precyzyjna i
wzglednie prosta technika, to jednak ujemna jej strong jest fakt, ze amplifikacja i naste-
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pujacy po niej rozdzial elektroforetyczny na zelu agarozowym dotyczy wytacznie poje-
dynczej probki DNA, przy czym do analizy konieczna jest stosunkowo duza jego ilo$¢
(ok. 50 pl DNA o stgzeniu 30 ng/ul). Do techniki tej nie mozna wykorzysta¢c DNA z
wymazu z nabtonka z jamy ustnej z powodu zbyt niskiego jego stgzenia w tym materiale
biologicznym. Ten nieinwazyjny sposob pozyskiwania DNA zastosowano w niniejszej
pracy.

Mata przydatnos¢ zestawu komercyjnego do badan przesiewowych i jego wysoki
koszt byt powodem, dla ktérego podjgto si¢ opracowania zoptymalizowane] procedury
typowania allelu HLA-Cw*06 w oparciu o metod¢ PCR-RFLP i PCR—SSP.

W toku badan do oznaczania HLA-Cw*06 pierwotnie zastosowano metod¢ PCR—
RFLP opisang przez Tazi Ahniniego w 1999 roku [208] i wykorzystywana przez bada-
czy w kolejnych latach [31, 32]. Do amplifikacji fragmentu genu HLA—-C (618 bp) sto-
sowano par¢ starterd0w zaproponowanych przez autora. Amplifikowany fragment pod-
dawano trawieniu restryktaza Sma I, rozpoznajaca sekwencje CCC GGG, a nastgpnie
poddawano go rozdziatowi elektroforetycznemu i barwieniu srebrem, co pozwolito na
wyodrgbnienie 0sob posiadajacych allel HLA-Cw*06.

Poniewaz wyniki badan wykazaty, ze czgstos¢ alleli HLA-Cw*06 w populacji kon-
trolnej oznaczana ta metoda byta znamiennie wyzsza, niz w przypadku czgstosci uzy-
skiwanych przy uzyciu zestawu Dynal Allset™™ SSP HLA—-Cw low resolution dokonano
weryfikacji zaobserwowanych sprzecznosci. W tym celu przeprowadzono analize
wszystkich sekwencji alleli HLA—C i zbadano potencjalny wynik trawienia enzymem
Sma 1 [179]. Porownanie dostgpnych sekwencji wykazato, ze metoda opisana przez Tazi
Ahniniego wykorzystuje polimorfizm pojedynczego nukleotydu w sekwencji HLA-C (w
wigkszosci alleli HLA—C w badanym miejscu wystepuje nukleotyd G i sekwencja ta nie
jest rozpoznawana przez enzym Sma I) [208] .

Nieswoisto§¢ metody wynikajaca z faktu, ze nukleotyd C posiadaja rowniez allele
Cw*07 1 Cw*18 sprawity, ze do dalszych badan nad rozréznieniem osob z obecnoscia
allelu HLA-Cw*06 od nieposiadajacych tego allelu zastosowano technik¢ PCR-SSP
opisana przez Buncea i wsp [24]. Poczatkowe proby amplifikacji DNA osob z allelem
HLA-Cw*06, ktorego obecno$¢ wykazano uprzednio komercyjnym zestawem Dynal nie
dawaly pozytywnego sygnatu amplifikacji i dopiero zastapienie standardowego buforu
do PCR zawierajacego chlorek potasu buforem z siarczanem amonu okazato si¢ kluczo-
wym warunkiem umozliwiajacym specyficzng amplifikacj¢ allelu HLA-Cw*06 przy
uzyciu ww. pary starterow. Metoda ta po zoptymalizowaniu pozwolita na specyficzne
oznaczenie allelu HLA—Cw*06. Stosunkowo nieswoista metode PCR—RFLP zapropo-
nowang przez Tazi Ahniniego i wsp. [208] zastosowano jako drugi etap genotypowania
do ro6znicowania homozygot i heterozygot Cw*06.

Kolejny, ostatni etap badan dzigki zmodyfikowaniu konca 3’ jednego ze starterow
pozwolit na stwierdzenie, ze w przypadku obecnosci tylko jednego fragmentu o wielko-
$ci 618 bp wystepuje homozygota HLA-Cw*06/Cw*06.

Opisana metoda zostata pozytywnie zweryfikowana poprzez poréwnanie genotypow
populacji kontrolnej oznaczonych ww. technika i przy uzyciu komercyjnego zestawu
Dynal.

Przeprowadzone badana wykazaty, ze proponowana zmodyfikowana technika PCR—
RFLP i PCR-SSP do oznaczania allelu HLA-Cw*06 jest przydatna w badaniach gene-
tyczno-populacyjnych. Pozwala ona na jednoczesng analiz¢ duzej liczby probek, umoz-
liwiajac tym samym wykonywanie badan przesiewowych duzych populacji. Do analiz
mozna wykorzysta¢ DNA izolowane z wymazu z nabtonka jamy ustnej, co w pordwna-
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niu z pobieraniem krwi obwodowej w zdecydowany sposdb upraszcza procedurg uzy-
skiwania materiatu biologicznego.

Dodatkowa istotng zaleta zaproponowanej metody jest mozliwo$¢ zastosowania
kazdego z etapoéw badan oddzielnie. Juz pierwszy etap analizy umozliwia wyodrgbnienie
0sOb posiadajacych allel HLA-Cw*06, dlatego technika ta moze znalez¢ zastosowanie
na przyktad w badaniach analizy sprzg¢zen allelu HLA-Cw*06 z innymi genami. Do
przeprowadzenia tych badan wystarczajace jest stwierdzenie obecno$ci lub braku tego
allelu.

Obie zastosowane techniki: PCR—RFLP i PCR—SSP charakteryzuja si¢ wysoka czu-
oscia i specyficzno$cia, przy tym do wykonania analizy wystarcza niewielka ilos¢ DNA
jader komorkowych.

Opisana procedura pozwala nie tylko na specyficzne wykrywanie allelu HLA—
Cw*06, ale rowniez umozliwia odréznienie homozygot od heterozygot HLA-Cw*06.
Ocena zygotyczno$ci moze mie¢ praktyczne znaczenie rokownicze, poniewaz wykaza-
no, ze ryzyko zachorowania na luszczycg jest wyzsze u homozygot HLA-Cw*06 w
poréwnaniu do osob heterozygotycznych [82].

Zgodnie z rekomendacja IPC, allel HLA-Cw*0602 nalezy typowa¢ przy uzyciu me-
tod o wysokim stopniu rozdzielczosci, co w populacjach kaukazoidalnych wydaje sig
nieuzasadnione. Przeprowadzona analiza czgstosci alleli HLA-C zgromadzonych w
internetowej bazie danych pozwolita bowiem na stwierdzenie, z2 HLA-Cw*0602 jest
niemal jedynym allelem HLA-Cw*06 wystgpujacym w tych populacjach [145]. Inne z
alleli HLA-Cw*06 wystegpuja niezmiernie rzadko. Allel HLA-Cw*0603 byl obserwo-
wany tylko raz wsrod 2113 osobnikow rasy kaukaskiej (catkowita czgstos¢ 0,00024).
Rownie sporadycznie wystgpuje allel HLA-Cw*0604, stwierdzony u zaledwie jednego
osobnika heterozygotycznego w populacji 1863 osob rasy kaukaskiej (catkowita czg-
stos§¢ wystgpowania allelu 0,00027). Pozostale allele HLA-Cw*06 nie byty nigdy ob-
serwowane wsrod badanych osobnikow tej rasy.

Mozna wigc z duzym prawdopodobienstwem zatozy¢, ze oznaczany w niniejszym
badaniu allel HLA-Cw*06 odpowiada wylacznie allelowi HLA-Cw*0602, a potencjal-
na mozliwo$¢ wystgpowania innych alleli Cw*06 w badanej populacji i ich wptyw na
uzyskane wyniki jest minimalny i praktycznie moze by¢ pominigty.

Podobnie w badaniach dotyczacych duzych populacji chorych na tuszczyce pocho-
dzacych z Islandii Gudjonsson i wsp. do oznaczania HLA—-Cw*0602 stosowali komer-
cyjny zestaw HLA—C SSP o niskiej rozdzielczosci, ktory w rzeczywisto$ci wykrywa
wszystkie allele HLA-Cw*06 [82, 84].

Warunkiem przydatnosci roznych technik do badan przesiewowych sa ich niskie
koszty. Przyblizony koszt pojedynczej reakcji PCR przy uzyciu zaproponowanej zopty-
malizowanej metody PCR-RFLP i PCR-SSP byl ponad dwudziestokrotnie nizszy w
poréwnaniu do komercyjnego zestawu Dynal Allset™ © SSP HLA-Cw low resolution.

Korelacja tuszczycy wezesnej z allelem HLA-Cw*06 jest dobrze udokumentowana,
takze w populacji pochodzacej z rejonu Polski Pétnocnej [202]. Wystepowanie antygenu
HLA-Cw6 stato si¢ jednym z kryteriow podziatu tuszczycy na typ 1 — wezesny, HLA—
Cw*06 dodatni i typ I — p6zny, HLA—Cw*06 ujemny [97]. Do tego podziatu odnosi si¢
wielu autoréw [3, 51, 88, 174, 198, 238]. Niektérzy jednak kwestionuja te klasyfikacje
zwracajac uwage na istnienie trzeciej populacji chorych, speliajacych kryteria obu
typow tuszczycy i z tego powodu czgsto wylaczanych z analiz klinicznych i genetycz-
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nych [102, 183]. T¢ populacje chorych uwzgledniono w zaproponowanym przez autorke
w innym doniesieniu podziale tuszczycy opierajacym si¢ na klasyfikacji Henselera i
Christophersa, ale dodatkowo dzielacym chorych na typ I a (wczesny, HLA-Cw6 ujem-
ny), I b (weczesny, HLA-Cw6-dodatni), i na typ II a (p6zny, HLA-Cw6-ujemny) i I b
(p6zny, HLA-Cwo6-dodatni) [202]. Do tego rozszerzonego podziatu odnoszono si¢ w
innych pracach [70, 233].

Przyjgty przez badaczy niemieckich czterdziesty rok zycia roznicujacy tuszczyce
wczesna i pozna opierat si¢, migdzy innymi, na znamiennej korelacji tuszczycy rozpo-
czynajacej sig przed czterdziestym rokiem zycia z antygenem HLA—Cw6 [97]. Badania
Allena obejmujace chorych z tuszczyca rozpoczynajaca si¢ powyzej czwartej dekady
zycia wykazaly jednak, ze znamienno$¢ réznic w czgstos$ciach wystgpowania allelu
HLA-Cw*06 w populacji chorych i w grupie kontrolnej zanika u pacjentéw z poczat-
kiem tuszczycy powyzej pieédziesiatego roku zycia [3].

Inni badacze na podstawie obserwowanego w duzej grupie chorych tylko jednego
szczytu zachorowania na tuszczycg kwestionujg istnienie dwoch typoéw choroby: z weze-
snym oraz pdznym jej poczatkiem i sugeruja, aby za kryterium podziatu tuszczycy przy-
jac jedynie wystepowanie allelu HLA-Cw*06 [84].

Porownanie czgstosci wystgpowania HLA-Cw*06 w badanej populacji chorych z
poczatkiem tuszczycy powyzej trzydziestego roku zycia i w grupie kontrolnej ujawnita,
ze grupy te roéznia si¢ statystycznie znamiennie. Przeprowadzona analiza wykazala takze,
ze W tuszczycy rozpoczynajacej si¢ po trzydziestym roku zycia, podobnie jak w tuszczy-
cy wczesnej wystgpowanie HLA-Cw*06 wykazuje ujemna korelacje z wiekiem, w kto-
rym choroba si¢ rozpoczyna. W celu ustalenia wieku poczatku tuszczycy rozgraniczaja-
cego chorobe wykazujaca korelacje z HLA-Cw*06 od tuszczycy niewykazujacej takie-
go zwiazku dokonano poréwnan czestosci wystepowania allelu HLA-Cw*06 w pigcio-
letnich przedziatach wieku poczatku choroby. Wykazano, ze HLA-Cw*06 nie jest alle-
lem ryzyka luszczycy rozpoczynajacej si¢ powyzej 44. roku zycia. Nie mozna jednak
wykluczy¢ znaczenia tego allelu w tuszczycy z poczatkiem przed 45. rokiem Zzycia,
dlatego populacja chorych uwzglgedniana w typowaniu allelu HLA-Cw*06 powinna
obja¢ rowniez chorych z poczatkiem tuszczycy migdzy 40. a 44. rokiem zycia. Wyniki
wczesniej prowadzonych badan wilasnych, ktorych celem bylo porownanie czgstosci
HLA-Cw*06 w populacji chorych z poczatkiem tuszczycy powyzej 40. roku zycia i w
grupie kontrolnej wykazaty, ze HLA—Cw*06 nie jest allelem ryzyka w tej grupie cho-
rych. W pracy tej jednak ze wzgledu na znacznie mniej liczebna populacj¢ objgta bada-
niami nie podejmowano préb okreslenia korelacji pomiedzy wystgpowaniem HLA—
Cw*06, a wiekiem poczatku choroby [205].

Analiza zygotycznosci ujawnita, ze szeSciu pacjentow z badanej populacji byto ho-
mozygotami HLA-Cw*06, za§ w populacji kontrolnej Zadna z os6b nie byta homozygo-
ta HLA—Cw*06. Stwierdzane czgstosci wystgpowania homozygot HLA-Cw*06 sa niz-
sze, niz obserwowane w badaniu Gudjonssona duzej populacji chorych pochodzacych z
Islandii. W wigkszosci jednak byli to chorzy z tuszczyca wczesna, co tlumaczy obser-
wowane roznice. Badacz ten wykazal, ze homozygotycznos¢ HLA-Cw*06 dwu i pot-
krotnie zwigksza ryzyko zachorowania na tuszczyce oraz predysponuje do jej wezesniej-
szego ujawnienia si¢, nie wptywa natomiast na obraz kliniczny i przebieg choroby [82].

Przeprowadzone badania ujawnity ponadto, ze czesto$¢ rodzinnego wystepowania
luszczycy wykazuje ujemna korelacje z wiekiem, w ktoérym choroba si¢ rozpoczyna i to
zarOwno u chorych HLA-Cw*06 dodatnich, jak i w grupie chorych bez tego allelu.
Wynik ten potwierdza obserwacje innych autoréw, ze wystepowanie tuszczycy w rodzi-
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nie nie wplywa na zalezno$¢ wystgpowania allelu HLA-Cw*06 od wieku, w ktérym
choroba sig¢ rozpoczyna [3, 84].

Podjgto rowniez probg odpowiedzi na pytanie czy wystgpowanie allelu HLA-
Cw*06 wplywa na obraz kliniczny i przebieg luszczycy rozpoczynajace;j si¢ po trzydzie-
stym roku zycia. W obu grupach chorych: z allelem HLA-Cw*06 i bez tego allelu wy-
kazano znamienne roéznice w czgsto§ciach wystgpowania tuszczycy kropelkowatej. Allel
ten stwierdzono u 6 z 8 chorych z ta forma choroby. U wszystkich tych oso6b tuszczyca
rozpoczgta si¢ przed 43 rokiem zycia. U dwoch pacjentow Cw*06 ujemnych z poczat-
kiem choroby w 48 i 58 roku zycia wysiew tuszczycy kropelkowatej byt poprzedzony
infekcja paciorkowcowa gardta, potwierdzona dodatnim posiewem bakteriologicznym.
Obserwacja ta, opierajaca si¢ wprawdzie na pojedynczych przypadkach potwierdza
wniosek Fry’a i wsp, ze wystgpowanie allelu HLA-Cw™*06 nie jest konieczne do rozwo-
ju tej indukowanej infekcja paciorkowcowa postaci tuszczycy [70].

Stwierdzona znamiennie wyzsza czgstos¢ wystgpowania tuszczycy fatdow i erytro-
dermii tuszczycowej u chorych HLA-Cw*06 ujemnych wymaga, ze wzglgdu na mata
liczbg pacjentow z tymi postaciami choroby dalszych analiz i nie pozwala na sformuto-
wanie szerszych wnioskow.

Aktywnosc i cigzko$¢ tuszezycy byty klinicznymi cechami odrézniajacymi chorych
HLA-Cw*06 dodatnich od pacjentow bez allelu HLA-Cw*06. Luszczycg niestabilna
oraz cigzka obserwowano czesciej u chorych Cw*06 ujemnych. Ta obserwacja jest
zgodna z wynikami Gudjonssona, ktéry jako pierwszy zanotowal cigzszy przebieg tusz-
czycy rozpoczynajacej si¢ w pozniejszych latach zycia u chorych bez allelu HLA-
Cw*06 [84]. Wyniku tego nie potwierdzity natomiast badania dotyczace populacji fin-
skiej, dotyczace jednak mniejszej pod wzgledem liczebno$ci populacji chorych na tusz-
czyce [199]. Ujemna korelacja cigezko$ci luszczycy z wystepowaniem allelu HLA-
Cw*06 w tuszczycy poznej jest przeciwstawna do obserwacji chorych z tuszczyca weze-
sna, co wykazano rowniez w badaniach wlasnych. Wystgpowanie allelu HLA-Cw*06
kojarzyto sig z cigzszym, niz u chorych HLA-Cw*06 ujemnych przebiegiem choroby z
wczesnym poczatkiem [203].

Zoptymalizowana metodg oznaczania HLA-Cw*06 zastosowano ponadto do typo-
wania tego allelu u 25 chorych z tuszczyca kropelkowata oraz w trzydziestoosobowej
populacji chorych z pustulosis palmo-plantaris (PPP). Przeprowadzone badania mimo
ze objety matoliczebna populacje, wykazaly znamienna korelacje wystepowania allelu
HLA-Cw*06 z tuszczyca kropelkowata, potwierdzajac patogenetyczny zwiazek cza-
steczki kodowanej przez ten allel z powstaniem psoriasis guttata. Wykazano ponadto
brak réznic w czesto$ciach wystepowania allelu HLA—Cw*06 u chorych z pustulosis
palmo-plantaris 1 w grupie kontrolne;.

Zwiazek PPP z tuszczyca zwyczajng jest kontrowersyjny. Badania pochodzace z lat
osiemdziesiatych ujawnity, ze antygeny HLA wykazujace asocjacje z tuszczyca zwy-
czajna — HLA—Cwo6, B13, B17 nie wystgpuja ze zwigkszona czg¢stoscia u chorych z PPP.
Wyniki niektérych doniesien wskazywaty na korelacje PPP z antygenami HLA-BS,
Bw35, DR9, TNF-B*2 [92, 229, 242]. Brak korelacji wybranych alleli PSORS1: HLA—
Cw*06, CDSN*5 i HCR* WWCC z pustulosis palmo-plantaris, oznaczanych w najlicz-
niejszej badanej jak dotad populacji chorych z PPP wykazal Asumalachti [13]. Dotych-
czas jest to jedyne doniesienie dotyczace asocjacji HLA—Cw*06 oznaczanego metodami
molekularnymi z PPP, co stanowito przestanke do zastosowania opisanej wyzej metody
do typowania HLA—Cw*06 w tej dermatozie. Stwierdzony brak roéznic w czesto$ciach
wystepowania allelu HLA-Cw*06 u badanych chorych i w populacji kontrolnej po-



Dyskusja 77

twierdza odrgbno$¢ genetyczna PPP, co wraz z opisywanymi w innych doniesieniach
odmiennymi cechami demograficznymi (poczatek w piatej dekadzie zycia, czgstsze
wystgpowanie u kobiet, zwiazek z paleniem tytoniu) potwierdza stusznos$¢ sklasyfiko-
wania PPP jako odrgbnej jednostki chorobowej [1, 8, 55]. Wysoka za$ czgsto$¢ wspot-
wystgpowania tuszczycy zwyczajnej i PPP moze by¢ thumaczona wspolnymi dla obu
jednostek, niepoznanymi jak dotad w petni §ciezkami patogenetycznymi.
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6. PODSUMOWANIE

Postgp w nauce ostatnich lat pozwolit na poznanie wielu mechanizmow patogene-
tycznych prowadzacych do powstania grudki tuszczycowej. Coraz doskonalsze metody
analiz molekularnych przyblizaja perspektywe okreslenia genetycznego podtoza choro-
by. Najnowsze wyniki wskazuja, ze HLA-Cw*06 jest gtbwnym allelem odpowiedzial-
nym za powstanie luszczycy.

Znacznym utrudnieniem prowadzonych badan jest szczego6lna réznorodno$¢ obrazu
klinicznego tuszczycy. Coraz pilniejsza potrzeba staje si¢ zatem stratyfikacja chorych
umozliwiajaca ich dalszy postgp. Jak dotad, dobrze scharakteryzowana postacia choroby
jest tuszezyca zwyczajna rozpoczynajaca si¢ w mlodym wieku, skojarzona z czgstym
wystgpowaniem allelu HLA-Cw*06 oraz dodatnim wywiadem rodzinnym. Znacznie
mniej wiadomo na temat rzadziej wystgpujacych typow/odmian tej dermatozy, migdzy
innymi luszezycy zwyczajnej rozpoczynajacej si¢ w pozniejszych okresach zycia, czy
tez dermatoz krostkowych o niejasnym patogenetycznym zwiazku z tuszczyca.

Wykazanie w niniejszym badaniu znaczenia silnego stresu psychicznego w prowo-
kacji i zaostrzeniach tuszczycy z pdznym poczatkiem potwierdza znaczaca role ukladu
nerwowego w patogenezie choroby, uzasadnia takze celowo$¢ rozszerzenia terapii o
pomoc psychologiczna dla tych chorych. Uzyskany wynik, $wiadczacy o znaczeniu
zajecia plytek paznokciowych, jako klinicznego wyznacznika cigzkiego przebiegu tusz-
czycy, z jednej strony potwierdza doniesienia innych autorow, z drugiej, ze wzgledu na
dobor poddanych analizie chorych, ma oryginalny charakter. Natomiast obserwacja, ze
ryzyko wystapienia tuszczycy cigzkiej jest wigksze u mezczyzn niz u kobiet, powinna
by¢ uzupetniona o poréownanie udziatu czynnikéw srodowiskowych wptywajacych na
przebieg choroby u obu pici.

Przeprowadzone badania zweryfikowaty hipotezg, ze u chorych z tuszczyca rozpo-
czynajaca si¢ powyzej 30. roku zycia wiek, w ktorym choroba ma poczatek wptywa na
fenotyp choroby i jej ciezkos¢. Wyjatek stanowita sporadycznie stwierdzana tuszczyca
kropelkowata. Czgsto$¢ wystgpowania tej postaci choroby malata z wiekiem, w ktorym
choroba si¢ rozpoczeta. Natomiast obserwacja, ze im pdzniejszy poczatek ma tuszczyca,
tym znaczenie infekcji w prowokacji pierwszego w zyciu wysiewu jest mniejsze, ogni-
ska tuszczycowe sa grubsze, a choroba ma ciagty, bez braku sktonnosci do remisji prze-
bieg wymaga potwierdzenia w oparciu o dalsze analizy.

Przeprowadzone badania wskazaly rowniez na pewna kliniczna odrgbnosc¢ tuszezycy
pojawiajacej si¢ po raz pierwszy po szes¢dziesigtym roku zycia. Ta populacja chorych
roznita sig istotnie od chorych z poczatkiem choroby migdzy 30. a 60. rokiem zycia pod
wzgledem mniejszego znaczenia silnego stresu psychicznego w prowokacji choroby
oraz rzadziej obserwowanej w tej grupie chorych tuszczycy niestabilnej. Te wstepne
obserwacje, posrednio potwierdzajace pojedyncze doniesienia o odrebnym obrazie tusz-
czycy pojawiajacej si¢ u 0sob starszych, wymagaja dalszych badan.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi kieruje si¢ na pozagenetyczne, sSrodowiskowe
uwarunkowania wplywajace na ujawnienie si¢ i przebieg tuszczycy. Stosowanie uzy-
wek, nadwaga, wspotistnienie innych przewleklych, zapalnych chorob stanowia znane
czynniki modyfikujace kliniczna ekspresjg choroby, jej przebieg i podatnosé na leczenie.
Ich znaczenie ro$nie wraz z wiekiem chorych, dlatego udziat tych czynnikow w powsta-
niu i zaostrzeniach tuszczycy, szczegolnie z pdéznym poczatkiem powinien by¢ uwzgled-
niany w codziennej klinicznej ocenie pacjentdow. Analiza zawartych w ankiecie danych
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dotyczacych chordb wspdtistniejacych, a takze udziatu $rodowiskowych czynnikow
ryzyka w tuszczycy poznej, przekracza zakres niniejszej pracy i bgdzie przedmiotem
odrebnego badania.

W konteks$cie najnowszych doniesien oznaczanie allelu HLA-Cw*06 jest przydat-
nym narzgdziem, stuzacym do potwierdzenia lub wykluczenia genetycznego zwiazku
réznych postaci tuszczycy. Typowanie HLA-Cw*06 w tuszczycy poznej pozwala na
wyodrgbnienie chorych nie wykazujacych korelacji z PSORS1. Chorzy ci moga stano-
wi¢ zatem wyselekcjonowany material do dalszych badan potencjalnego zwiazku tej
postaci tuszczycy z genami PSORS2-PSORS9. Oznaczanie allelu HLA-Cw*06 w cho-
robach wykazujacych niejasny patogenetyczny zwiazek z tuszczyca, miedzy innymi w
dermatozach krostkowych moze stanowi¢ przydatne kryterium ich doktadnego sklasyfi-
kowania.

Opracowana zmodyfikowana technika PCR jest przydatna metoda do przesiewowe-
go oznaczania allelu HLA-Cw*06 w duzych populacjach chorych na tuszczycg prowa-
dzonych zaréwno dla celéw naukowo-poznawczych, jak i w praktyce kliniczne;.

Szczegolng korzyscia opracowanej metody PCR-RFLP i PCR—SSP jest mozliwos¢
jednoczesnego badania duzej liczby probek DNA z nabtonka jamy ustnej, co w porow-
naniu z pobieraniem krwi obwodowej, upraszcza procedurg uzyskiwania materiatu bio-
logicznego. Zaleta zaproponowanej metody badan jest mozliwos$¢, w zaleznosci od zato-
zonego celu, zastosowania kazdego z etapéw analizy oddzielnie. Juz pierwszy etap
analizy umozliwia wyodrgbnienie osob z allelem HLA-Cw*06, dlatego metoda ta moze
znalez¢ zastosowanie mi¢dzy innymi w badaniach analizy sprzgzen allelu HLA-Cw*06
z innymi genami. Opisana procedura pozwala réwniez na oceng zygotyczno$ci, co moze
mie¢ praktyczne rokownicze znaczenie. Nie bez znaczenia sg tez zdecydowanie nizsze
koszty opisanej metody w porownaniu do komercyjnych zestawoéw stuzacych do typo-
wania alleli HLA —C. Oznaczanie allelu HLA-Cw*06 moze juz wkrotce okazac sig
rutynowa procedura w kwalifikacji chorych do terapii tuszczycy lekami biologicznymi,
poniewaz wstgpne obserwacje wskazuja, ze wystgpowanie HLA-Cw*06 odgrywa rolg w
podatnosci chorych na tg terapig.

Przydatno$¢ opracowanej metody oceniono stosujac ja do oznaczania allelu HLA—
Cw*06 w duzej populacji chorych oraz licznej grupie kontrolnej. Przeprowadzone bada-
nia wykazaly, ze HLA-Cw*06 nie jest allelem ryzyka tuszczycy rozpoczynajacej si¢ w
powyzej 44 roku zycia. Na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna natomiast
wykluczy¢ znaczenia tego allelu w tuszczycy rozpoczynajacej si¢ miedzy czterdziestym,
a czterdziestym czwartym rokiem zycia, co moze weryfikowa¢ uznanie 40. roku zycia za
wiek rozgraniczajacy tuszczyce zwigzana z HLA-Cw*06, od choroby niewykazujacej
takiej korelacji.

Obserwowane ponadto czgstsze wystgpowanie tuszczycy cigzkiej i niestabilnej u
chorych bez allelu HLA-Cw*06 w poréwnaniu do pacjentéw, u ktorych allel ten wystg-
puje moze wskazywacé, ze inne niz zwiazane z PSORS1 genetyczne lub pozagenetyczne
czynniki wplywaja na przebieg choroby rozpoczynajacej si¢ w pozniejszych dekadach
zycia.

Na podstawie stwierdzonego braku korelacji allelu HLA-Cw*06 z pustulosis palmo-
plantaris wykazano takze, ze dermatoza ta jest genetycznie odrebna od tuszczycy posta-
cia choroby. Wniosek ten opiera si¢ wprawdzie o badanie matoliczebnej, trzydziestooso-
bowej populacji chorych z PPP, jest jednak zgodny z wynikiem jedynego doniesienia
[13] dotyczacego korelacji allelu HLA—Cw*06 z PPP, moze stanowi¢ zatem przyczynek
do ustalenia pozycji klasyfikacyjnej tej jednostki chorobowej. Ujawniony znamienny
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zwiazek wystepowania allelu HLA-Cw*06 z tuszczyca kropelkowatg potwierdza szcze-
gblne znaczenie HLA—Cw*06 w predyspozycji do rozwoju tej postaci tuszczycy, wska-
zuje takze na wspolne genetyczne podloze psoriasis guttata z tuszczyca zwyczajna o
wczesnym poczatku.

Przewlekly i nieuleczalny charakter tuszczycy jest przyczyna stale rosnacych ocze-
kiwan pacjentdow wobec nowych odkry¢ naukowych i ich nadziei na skuteczne leczenie
tej znacznie obnizajacej jako$¢ zycia dermatozy. Olbrzymi postep nauk medycznych
pozwolit wprawdzie na poznanie wielu patogenetycznych $ciezek prowadzacych do
powstania blaszki tuszczycowej, nie wyjasnil jednak przyczyny tej choroby. Nalezy
mie¢ nadzieje, ze najblizsze lata dzieki kolejnym immunogenetycznym odkryciom oraz
powszechnemu stosowaniu metod biologii molekularnej pozwola nie tylko na wczesna
identyfikacjg osob z predyspozycja do tuszczycy i objgcie ich odpowiednig profilaktyka,
lecz takze na indywidualizacjg terapii i wprowadzenie wysoce wybiorczych metod le-
czenia.
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7. WNIOSKI

1. Obraz kliniczny tuszczycy pdznej, definiowanej jako choroba z poczatkiem powyzej
trzydziestego roku zycia, jest zroznicowany i nie pozwala na jednoznaczne wykaza-
nie wyrdzniajacych ja objawow. Silny stres psychiczny jest waznym czynnikiem
prowokujacym tuszczycg pdzna.

2. Wiek chorych, w ktorym tuszczyca pozna pojawia sig¢ po raz pierwszy, nie wptywa
na obraz kliniczny choroby.

3. Zajgcie paznokci jest czynnikiem prognostycznym rozwoju cigzkiej tuszczycy poz-
nej. Wiek, w ktorym tuszczyca rozpoczyna si¢ po raz pierwszy oraz wystgpowanie
luszczycy w rodzinie nie zwigkszaja ryzyka cigzkiego przebiegu choroby z pdznym
poczatkiem.

4. Zmodyfikowana technika PCR—-RFLP i PCR-SSP do oznaczania allelu HLA—
Cw*06 ze wzgledu na mozliwos¢ jednoczesnej analizy duzej liczby prébek DNA i
zastosowania kazdego z etapow analiz oddzielnie oraz mozliwo$¢ rozroéznienia ho-
mozygot od heterozygot HLA-Cw*06, a takze relatywnie niskie koszty, jest przy-
datna technika do badan genetyczno-populacyjnych chorych na tuszczycg.

5. HLA-Cw*06 jest allelem ryzyka tuszczycy zwyczajnej rozpoczynajacej si¢ ponizej
45. roku zycia.
6. Brak korelacji wystgpowania allelu HLA-Cw*06 z pustulosis palmo-plantaris

przemawia za genetyczng odrgbnoscia tej jednostki chorobowej od tuszczycy. Allel
ten odgrywa istotna role w predyspozycji do rozwoju tuszczycy kropelkowate;.
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8. STRESZCZENIE

Mimo olbrzymiego postepu, jaki dokonal si¢ w poznaniu patogenezy tuszczycy jej
przyczyna nadal pozostaje enigmatyczna. Wraz z opisaniem ludzkiego genomu podej-
mowane s3 proby dokladnego okreslenia genetycznego podtoza tej choroby. Wyniki
najnowszych badan jednoznacznie wskazuja, ze allel HLA—Cw*06 w obregbie PSORS1
na chromosomie szostym jest gldownym genem odpowiedzialnym za powstanie tuszczy-
cy.

Wisrdd badaczy istnieje zgodne przekonanie, ze genetyczne czynniki w znacznym
stopniu determinuja fenotyp choroby, a takze wiek, w ktorym tuszczyca pojawia si¢ po
raz pierwszy w zyciu. W dermatozie tej korelacja genotyp — fenotyp jest dodatkowo
modyfikowana przez liczne czynniki $rodowiskowe. Znaczacym utrudnieniem prowa-
dzonych analiz jest kliniczna heterogenno$¢ tuszczycy, dlatego tez niezbgdnym warun-
kiem dalszego postgpu badan nad patogeneza tej dermatozy jest kliniczne rozroznienie i
zdefiniowanie ré6znych postaci tuszczycy. Jak dotad dobrze scharakteryzowanym typem
choroby jest tuszczyca zwyczajna rozpoczynajaca si¢ w mtodym wieku, skojarzona z
czestym wystepowaniem allelu HLA-Cw*06 i dodatnim wywiadem rodzinnym oraz
luszczyca kropelkowata stanowiaca model bezposredniego, funkcjonalnego udzialu
czasteczki HLA—Cw*06 w patogenezie choroby.

Znacznie mniej wiadomo na temat klinicznej i genetycznej charakterystyki tuszczy-
cy rozpoczynajacej si¢ w pozniejszych dekadach zycia. Nieliczne zagraniczne publikacje
dotyczace tuszczycy poznej, a zupelny brak takich w piSmiennictwie polskim byl prze-
stanka do podjgcia proby jej klinicznego scharakteryzowania.

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze wystgpowanie allelu HLA-Cw*06
stanowi wazne kryterium definiowana réznych postaci tuszczycy oraz potwierdzenia lub
wykluczenia ich genetycznego zwiazku. Sugeruje si¢ zatem, aby allel ten oznacza¢ u
wszystkich chorych kwalifikowanych do badan klinicznych i naukowo-poznawczych, co
w praktyce ograniczane jest wysokim kosztem analizy, opierajacej si¢ o stosowanie
komercyjnych zestawdw. Dlatego tez w pracy podjeto probe takiego zoptymalizowania
techniki PCR stuzacej do oceny wystgpowania allelu HLA-Cw*06, aby umozliwi¢ jej
szersze stosowanie przy nizszych kosztach analizy. Przydatno$¢ metody oceniono stosu-
jac ja do typowania allelu HLA-Cw*06 w duzej populacji chorych i w grupie kontrolne;.

Material do klinicznej czgsci badan stanowito 404 chorych na tuszczycg zwyczajna
rozpoczynajaca si¢ powyzej trzydziestego roku zycia. Od pacjentéw zbierano szczego-
lowy wywiad uwzgledniajacy szereg parametrow charakteryzujacych epidemiologiczne
i kliniczne cechy tuszczycy. Kazdego chorego badano dermatologicznie. Do oceny cigz-
kosci tuszezycy postuzono sig tuszczycowym wskaznikiem PASI.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze silny stres psychiczny byl najczestszym
czynnikiem prowokujacym pierwszy i kolejne wysiewy tuszczycy pdznej. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wiek, w ktérym choroba si¢ rozpoczyna nie
wptywa na fenotyp choroby. Badania potwierdzily ujemna korelacje wystepowania
luszczycy w rodzinie z wiekiem poczatku choroby. Wykazano ponadto, ze zajecie pa-
znokci jest czynnikiem prognostycznym cig¢zkiego przebiegu tuszczycy podznej, nato-
miast wiek, w ktorym tuszczyca si¢ rozpoczyna po raz pierwszy oraz wystgpowanie
huszczycy w rodzinie ryzyka tego nie zwigkszaja.

W dalszym etapie badan przystapiono do opracowania zoptymalizowanej procedury
shuzacej do oznaczania allelu HLA-Cw*06, taczacej techniki PCR-RFLP i PCR—SSP.
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Przebiegala ona w trzech etapach:

— pierwszym z uzyciem techniki PCR—-SSP do specyficznego wykrycia allelu HLA—
Cw*06 w wielu probkach jednoczesnie

— drugim z zastosowaniem techniki PCR-RFLP do rozréznienia na podstawie wzoru
fragmentow restrykcyjnych wsérdd osobnikow Cw*06 dodatnich homozygot od hete-
rozygot

— W trzecim, koncowym etapie w celu wykluczenia niespecyficznego trawienia alleli
Cw*07 i Cw*18 przeprowadzono amplifikacje¢ tych alleli metoda PCR—SSP przy
uzyciu opracowanego zdegenerowanego allelu, bez konieczno$ci zmiany parame-
trow pierwszego etapu analizy

Przydatno$¢ opracowanej metody oceniono stosujac ja do oznaczania allelu HLA-
Cw*06 u 383. chorych z luszczyca zwyczajna rozpoczynajaca si¢ po trzydziestym roku
zycia, w grupie 30. chorych z pustulosis palmo-plantaris (PPP) oraz u 25. 0s6b z tusz-
czyca kropelkowatg. Czgstosci wystgpowania allelu HLA-Cw*06 w ww. populacjach
chorych poréwnano z wtasciwie dobranymi do wieku i plci chorych grupami kontrolny-
mi (liczebnosci grup kontrolnych odpowiednio: 143, 114 oraz 69 oséb).

W celu wewngtrznej weryfikacji zastosowanej metody allel HLA-Cw*06 oznaczano
u 64. 0s6b z grupy kontrolnej za pomoca komercyjnego zestawu Dynal Allset”"“ SSP
HLA-Cw low resolution uzyskujac pelna zgodno$¢ genotypow.

Przeprowadzone badania wykazaty statystycznie znamienng réznicg w czgstosciach
wystgpowania allelu HLA-Cw*06 pomigdzy pacjentami z tuszczyca zwyczajna z po-
czatkiem powyzej 30. roku zycia, a grupa kontrolna (p=0,017). Ujawniono, ze znamien-
no$¢ roznicy statystycznej utrzymuje sig, jesli czestosci HLA-Cw*06 porownywane sa
migdzy grupa chorych z poczatkiem tuszczycy do 44. roku zycia, a odpowiednio dobra-
na grupa kontrolna.

Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania allelu HLA—Cw*06 w populacji 30 chorych z
PPP i w grupie kontrolnej nie wykazato statystycznie istotnych réznic (p=1,000).

Analiza czgsto$ci wystgpowania allelu HLA—Cw*06 w populacji chorych na tusz-
czycg kropelkowata i w grupie kontrolnej ujawnila, Ze grupy te roznig sig statystycznie
znamiennie ( p=0,049).

Przeprowadzone badania wskazaty na kliniczna heterogennos¢ tuszczycy pdznej i
nie pozwolily na jednoznaczne wykazanie objawdw wyrdzniajacych ten typ choroby,
ujawnitly natomiast istotng rolg silnego stresu psychicznego w jej prowokacji. Dokonana
kliniczna analiza chorych zweryfikowala hipoteze, ze wiek, w ktéorym choroba si¢ roz-
poczyna, wptywa na fenotyp i cigzkos$¢ przebiegu tuszczycy p6znej. Na podstawie prze-
prowadzonych badan stwierdzono, ze zajgcie paznokci jest czynnikiem prognostycznym
cigzkiego przebiegu tuszczycy poznej, natomiast wiek, w ktorym tuszczyca sig¢ rozpo-
czyna po raz pierwszy oraz wystgpowanie tuszczycy w rodzinie ryzyka tego nie zwigk-
szaja.

Opracowana zmodyfikowana technika PCR ze wzglgdu na mozliwos$¢ jednoczesnej
analizy duzej liczby probek niewielkich ilosci DNA i zastosowania kazdego z etapow
analizy oddzielnie oraz mozliwo$¢ rozréznienia homozygot od heterozygot HLA-Cw*06
i relatywnie niskie koszty jest przydatna metoda do przesiewowego oznaczania allelu
HLA-Cw*06 w duzych populacjach chorych na tuszczycg, zaréwno dla celéw badan
genetycznych, jak i praktyki klinicznej, a takze dalszych badan nad rola HLA—C w pato-
genezie choroby.
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HLA-Cw*06 jest allelem ryzyka tuszczycy rozpoczynajacej si¢ w ponizej 45. roku
zycia.

Brak zwiazku wystgpowania HLA-Cw*06 z pustulosis palmo-plantaris przemawia
za genetyczna od tuszczycy odrgbnoscia tej jednostki chorobowej. Allel ten odgrywa
natomiast szczegolng rol¢ w predyspozycji do rozwoju tuszczycy kropelkowate;.
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9. SUMMARY

In spite of enormous progress in understanding psoriasis pathogenesis, its cause still
remains enigmatic. Together with human genome description efforts are being under-
taken to determinate genetic background of the disease. According to very recent studies,
it has been proven that HLA-Cw*06 is currently recognized as a major disease allele at
the PSORS1 locus.

There is a strong conviction among researchers that genetic factors considerably af-
fect disease phenotype as well as the onset of psoriasis. In this dermatosis genotype-
phenotype correlation is additionally modified by multiple environmental factors. Pso-
riasis studies are complicated by the clinical heterogeneity of psoriasis, therefore, further
progress in understanding the pathogenesis of psoriasis needs clinical stratification of
patients enrolled to the studies. Up till now research has focused on psoriasis with early
onset, which is associated with HLA-Cw*06 allele and positive family history, and
psoriasis guttata which represents model of direct, functional contribution of HLA—
Cw*06 in psoriasis pathogenesis.

Relatively little research has been done into clinical and genetic characteristic of less
frequent late onset psoriasis. Only few available foreign publications and no published
studies in Polish literature were the reason to undertake the attempt of clinical evaluation
of this type of disease.

Recent studies have indicated that the characterization of HLA-Cw*06 gene should
be used as a convenient criterion of different psoriasis phenotypes definition. It has been
recommended that typing of this gene should be performed in every patient enrolled into
clinical and experimental studies. In practice, it is limited by the high cost of analysis,
based on commercial kits. Therefore DNA typing procedure suitable for identification of
HLA-Cw*06 in large-scale analyses was worked out and optimized and tested for its
rebustness in a case-control study.

A total of 404 patients with psoriasis vulgaris and the age of onset above 30 years
were enrolled into the study. Epidemiological and clinical data were collected from each
patient. Each patient was dermatologically examined. The severity of the psoriasis was
estimated by means of the Psoriasis Area and Severity Index (PASI).

Studies revealed that strong psychological stress was the most frequent provocative
factor of late onset psoriasis. In the population examined, the onset age of the disease did
not influence the phenotype of the disease. Negative association of familial psoriasis
with age of onset was also proved. Nail psoriasis was a prognostic factor of severe
course of late psoriasis, whereas the age of onset and familial psoriasis did not increase
this risk.

The next step of the study was to work out and optimize a PCR-RFLP and PCR-
SSP based method suitable for identification of HLA—-Cw*06 allele.

It involved three stages:

— at the first stage the PCR—SSP technique was used for specific detection of HLA—
Cw*06

— at the next stage PCR-RFLP was used in case of HLA-Cw*06 individuals to distin-
guish heterozygotes from homozygotes by comparison of the restriction fragment
patterns
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— at the third last stage, to exclude the presence of unspecifically digested Cw*07 and
Cw*18 a degenerate primer was designed which enables amplification of these al-
leles by PCR—SSP without the necessity of changing parameters of the first-stage
analysis

The suitability of this method was assessed using HLA-Cw*06 typing in 383 pa-
tients with psoriasis vulgaris with onset above 30 y, 30 patients with pustulosis palmo-
plantaris, 25 patients with guttate psoriasis. The frequency of HLA-Cw*06 in those
populations was compared with control populations selected according to age and gender
(number of control groups respectively: 143, 114 and 69).

As internal validation, the commercial Dynal AllSet ™SSP HLA-Cw low resolution
kit was used to determine the HLA—Cw*06 status of 64 individuals previously geno-
typed with the use of the described procedure. All genotypes were fully concordant.

A significant difference in the frequency of HLA-Cw*06 allele between patients
and controls was observed (p=0.017). The difference in HLA-Cw*06 frequency re-
mained statistically significant up to 44 years of age.

No statistical difference in HLA—Cw*06 allele frequency was observed between pa-
tients with PPP and controls (p=1,000).

The comparison of HLA-Cw*06 frequencies in patients with guttate psoriasis and
controls revealed a statistically significant difference (p=0,049).

This study revealed that the clinical picture of psoriasis with onset above the age of
30 is heterogenous and does not allow to indicate its distinctive features. The signifi-
cance of strong psychological stress as a provocative factor was revealed. The study
showed that age of onset does not influence phenotype of the disease. It was revealed
that nail involvement is a prognostic factor of severe late psoriasis, whereas age of onset
and familial psoriasis do not increase this risk.

This study showed markedly that the newly developed PCR-based procedure, due to
low costs of analysis, high-throughput capacity, low sample amount requirements, veri-
fication of zygosity status can be useful in rapid screening of large number of samples
for typing of HLA-Cw*06 allele. It might be especially useful for the purpose of genetic
studies as well as in medical practice and may also contribute to future studies in char-
acterising the role of HLA—C locus in the psoriasis pathogenesis.

HLA-Cw*06 is a risk factor of psoriasis with onset below 45 y. No correlation of
HLA-Cw*06 with pustulosis palmo-plantaris indicates its different from psoriasis ge-
netic background. In contrast, this allele plays an important role in predisposition to
guttate psoriasis.
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11. ZALACZNIK

ANKIETA
I. Wywiad

Dane pacjenta
Nazwisko, imig, data UrodzZenia ............cc.ccceeeiiiieiiiieiiieeie ettt eveeeveeeas
AIES/EL. . e
Pacjent ambulatoryjny, hospitalizowany, placOwka ...........ccceeveevvieeiieniiienieenieenieene,
Wagaciala ..........oooeiiiiiiii
WZIOSt oo
Uzywki: obecnie — alkohol, papierosy, INNE ........c..ceceeceereerierineneneeienieneneneneseenens

dawniej — alkohol, papierosy, INNE ..........cccccoerererenenereenieienenene e

Pierwszy wysiew luszczycy

W wieku lat ..........
Rozpoznany przez lekarza: tak, nie

Czynnik prowokujacy pierwszy wysiew:
« silny stres psychiczny (proszg zaznaczy¢ wydarzenie na zalaczone;j liscie)
o Infekcja (JAKA?) .oueniiiiii e
rozpoznana przez lekarza/ niepotwierdzona przez lekarza,
leczona: nie tak

(proszg podac nazwe leku) ........oovuiniiiiiiiiii
o INNE (PTOSZE WYMICTHIC) . .. .ttt st ettt et et e e e e e eeeeaeaaann
Postac tuszczycy podczas pierwszego WYSIEWU.....o.vvinrinieneireeeneananannen.

« zajgcie skory owlosionej glowy w trakcie pierwszego wysiewu: nie,

jesli tak jaki stopien nasilenia miaty zmiany: maly, umiarkowany, nasilony
« zajgcie paznokci w trakcie pierwszego wysiewu tuszczycy

- dloni: tak nie

- stop:  tak nie
przyblizony % zajgtej powierzchni skory ...........

Leczenie pierwszego wysiewu:
tylko miejscowe, miejscowe + ogolne, szpitalne, ambulatoryjne
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Przebieg tuszczycy

Srednia liczba nawrotow w ciagu roku: .......

Ciagly przebieg choroby (bez remisji lub bez sktonnosci do wystgpowania minimalnych

zmian na skorze — niewielkie uniesienie zmian o bialawym, dyskretnym ztuszczaniu i

/lub malo nasilonym rumieniu) tak nie

Stawy

Swiad skéry

Bole stawow:
Nie
Porada reumatologa z powodu bolow

stawow? tak nie
Leczenie reumatologiczne tak nie

Rozpoznanie tuszczycowego zapalenia
stawOw przez reumatologa tak,
kiedy? (rok) .......... nie

Czy zmiany tuszczycowe powoduja
Swiad?

e nie

e czasami

o w trakcie kazdego wysiewu

Nasilenie §wigdu:
o lekki
o umiarkowany
o nasilony

Czynniki prowokujace wysiewy luszezycy

Leki tak nie
Jesli tak, jakie?.....ccoeeevnieinincncnne
Uraz fizyczny  tak nie

Jesli tak, jaki?.....cooovveieiiniiiiiinc

Infekcje (jakie?) ......cccccoovvrvevevennnnne.
e rozpoznane przez lekarza

« niepotwierdzone przez lekarza,

e leczone: nie tak

nazwaleku ..................o
Silny stres psychiczny tak nie Inne czynniki:
Jesli tak prosze zaznaczyd * pora roku o cykl miesigczny
wydarzenie na zalaczonej liscie ¢ Clgza e menopauza
e potog o dieta

Luszczyca w rodzinie

Inne choroby

e Tak — stopien pokrewienstwa
(rodzice, dziadkowie, kuzyni itd.)

e Nie

e Nie wiem

Jesli tak — czy tuszczyca u czton-

ka/cztonkéw rodziny byta rozpoznana

przez lekarza? tak nie

o Przewlekle choroby skory (atopowe
zapalenie skory, pokrzywka, wy-
prysk, inne)

¢ Inne przewleklte choroby

e Zabiegi operacyjne

¢ Przyjmowane leki




Zalacznik 107

Dotychczasowe leczenie tuszczycy

hospitalizacje..........ocevieiiiiiiiiiiiiii e, ilerazy? .................
tylko zewngtrzne (masciami)

MEtotreksat. .....ovvveieiie i ilerazy? .................
tigason (NEO-tiZason).......c.vvvvrenreennennnnennns ilerazy? .................
cyklosporyna A (sandimmun )..................... ilerazy? .................
naswietlania: UVB, PUVA

120

I1. Badanie chorego

Postaé tuszczycy

A. forma zlokalizowana tuszczycy B. forma rozlegta tuszczycy
luszczyca faldéw/wyprzeniowa luszczyca plackowata
luszczyca lojotokowa luszczyca kropelkowata
skora owlosiona glowy erytrodermia luszczycowa
dlonie i stopy ( nickrostkowe !) luszezyca krostkowa uogol-
konczyny gorne i dolne niona

+ cechy ponizej + cechy ponizej

luszczyca niestabilna, aktywna (powigkszanie sie istniejqcych ognisk lub i pojawie-
nie si¢ nowych matych ognisk plackowatych, ktore mogq by¢ cienkie lub grube)
luszczyca stabilna, nieaktywna (zmiany o tym samym rozmiarze, nowe si¢ nie poja-
wiajq)

male ogniska plackowate <3 cm, duze ogniska plackowate >3cm

ogniska cienkie (<0,75 mm), grube (>0,75 mm)
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Zajecie paznokcei dloni i stop

Dlonie I,

I, | I, | IV, | 'V, I

I,

I,

v,

\

naparstkowanie

rogowacenie
podpaznokciowe

dystrofia

onycholiza

inne

Stopy I,

I, | III

11,

111,

v,

A\

naparstkowanie

rogowacenie
podpaznokciowe

dystrofia

onycholiza

inne

p-prawa, l-lewa

Schematyczne rozmieszczenie

zmian na skorze

Opis zmian skérnych

mig i nazwisko chorego

Wkiadka

PESEL Nr Ks. GH/Oddz. ...

1, Umiejscowienio zmian skérnyeh

Gl {
o
L

Ll

2. Opis zmian skémych

4
)
\

M)

\.
t_
L
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PASI
Punktacja 0 1 2 3 4 5 6
r - rumien nie- umiar- bardzo
n — naciek brak ciezkie - -

znaczne | kowane cigzkie
[30, [50, [70, [90,
50) 70) 90) 100]

z — ztuszczanie

p — powierzchnia
(%)

0 <10 | [10,30)

PASI=0,1-(ry + 1y + 2)'p + 0,2 (1g + Nk + Zg)'p + 0,3 (1, + 0y + ) p + 0,4 (rg + N +
Zg)'P

gdzie: g — glowa, gk — gorne konczyny, t — tutéw, dk — dolne koniczyny

II1. Aktualne leczenie tuszczycy

Zewngtrzne:

Ogodlne: prosze podac nazwe leku

Lista zdarzen wywolujacych silny stres psychiczny poprzedzajacy pierwszy i kolej-
ne wysiewy luszczycy

Poprzedzajace

. Poprzedzajace
Lp. Zdarzenie PIETWSZE kolejne
pojawienie si¢ .
zmian na skérze wysiewy
1. | Smieré wspotmatzonka
2. | Rozwod
3. | Separacja matzenska
4. | Pobyt w wigzieniu
5. | Smier¢ bliskiego cztonka rodziny
6. | Uraz ciala lub choroba
7. | Zawarcie malzenstwa
8. | Zwolnienie z pracy
9. | Pogodzenie sig ze sktoconym malzonkiem
10. | Przejscie na rentg lub emeryture
11. | Choroba w rodzinie
12. | Ciaza
13. | Ktopoty w pozyciu seksualnym
14. | Powigkszenie rodziny
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15. | Podjecie nowej pracy zawodowej

16. | Zmiany w dochodach finansowych

17. | Smier¢ bliskiego przyjaciela

18. | Zmiana zawodu

19. | Wzrost konfliktoéw matzenskich

20. | Sptacanie wysokiego kredytu

21. | Wiadomos¢ o konieczno$ci zwrotu wigkszego
dhugu lub pozyczki

22. | Zmiana stopnia odpowiedzialnosci w zyciu
zawodowym

23. | Opuszczenie przez dzieci domu rodzinnego

24. | Konflikt i starcia z krewnymi wspotmatzonka

25. | Wzmozenie wysitku dla wykonania jakiego$
zadania

26. | Poczatek lub zakonczenie pracy zawodowe;j
wspotmatzonka

27. | Rozpoczgceie lub zakonczenie nauki szkolnej

28. | Zmiany standardu, poziomu zycia

29. | Zmiany osobistych nawykow i przyzwyczajen

30. | Konflikt ze zwierzchnikiem

31. | Zmiany warunkow pracy lub najblizszego
otoczenia

32. | Przeprowadzka

33. | Zmiana szkoty

34. | Zmiana w sposobie spgdzania wolnego czasu

35. | Zmiany w praktykach religijnych

36. | Zmiany w nawykach zycia towarzyskiego

37. | Hipoteka lub zaciaganie dtugu ponizej
10.000 dolarow (rownowarto$é¢ PLN)

38. | Zmiana nawykow snu

39. | Zmiana czgstosci spotkan rodzinnych

40. | Zmiana nawykow zywieniowych

41. | Urlop

42. | Swigta Bozego Narodzenia

43. | Mate naruszenie przepisOw prawnych

44. | Inne

Badanie przeprowadzit:

Data:




