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Objasnienia skrotow i symboli uzywanych w tekscie

AFLP - polimorfizm dtugosci amplifikowanych fragmentow (amplified fragment length
polymorphism)

APC - komorka prezentujaca antygen (antigen-presenting cell)

¢GRS - zsumowany genetyczny wskaznik ryzyka (counted genetic risk score)
CNV- zmiennos¢ liczby kopii genow (copy number variation)

Da — dalton

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

dNTP — trojfosforany dezoksynukleotyddéw (deoxynucleotide triphosphate)

EDC - kompleks roznicowania naskérka (epidermal differentiation complex)
GRS - genetyczny wskaznik ryzyka (genetic risk score)

GWAS - badania asocjacyjne calego genomu (genome wide association studies)
HLA - ludzkie antygeny leukocytarne (human leukocyte antigens)

kb — tysiac par zasad (kilo base)

LCE - pdzna koperta rogowa (late cornified envelope)

L.d. — niezrownowazenie sprzezen (linkage disequilibrium)

locus — miejsce genu na chromosomie (locus)

MgCl, — chlorek magnezu (magnesium chloride)

MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex)
mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy (messenger ribonucleic acid)

OR - iloraz szans (odds ratio)

PASI — wskaznik rozlegtosci 1 cigzkosci tuszczycy (psoriasis area and severity index)



PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)

PCR-SSP - metoda specyficznej sekwencji starterow (sequence specific primers)
PPP — krostkowica dloni 1 stop, tuszczyca krostkowa dtoni i stop (pustulosis palmo-plantaris)

PSORS - /ocus podatno$ci na tuszczyce (Psoriasis Susceptibility Locus)

RFLP - polimorfizm dlugosci fragmentdw restrykcyjnych (restriction fragment length
polymorphism)
RR - ryzyko wzgledne (relative risk)

RT-PCR- reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza (reverse transcriptase

polymerase chain reaction)

SDS - dodecylosiarczan sodu (sodium dodecyl sulphate)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism)
u — jednostka (unit)

wGRS — wazony genetyczny wskaznik ryzyka (weighted genetic risk score)



1.Wstep

Luszczyca (tac. psoriasis vulgaris) jest czesta, przewlekta chorobg zapalng skory.
Schorzenie znane jest od setek lat, a pierwsze zapiski dotyczace leczenia tuszczycy zawarte w
Papirusie Ebersa, powstaty prawdopodobnie juz w XV wieku p.n.e. [1]. W 1808 roku
brytyjski dermatolog Robert Willan po raz pierwszy wyodrebnit tuszczyce jako jednostke
chorobowa nalezaca do schorzen grudkowo-ztuszczajacych [2]. Pelnego opisu klinicznego
tuszczycy pod nazwa psoriasis oraz oddzielenia tej dermatozy od tradu dokonal Ferdinand
von Hebra w 1841 roku [3.4].

Przyczyna luszczycy nie zostala jak dotad w pelni poznana, jednak uwaza si¢, ze w
indukowaniu procesu chorobowego istotng role odgrywa wzajemne oddzialywanie czynnikow
genetycznych, immunologicznych oraz $§rodowiskowych [5]. Wyjasnienie zwigzkow
pomiedzy poszczegdlnymi $ciezkami patogenetycznymi pozostaje nadal przedmiotem badan.
W ostatnich latach udowodniono, iz mechanizmy odpowiedzialne za rozwdj stanu zapalnego
w przebiegu tuszczycy sg wspolne z mechanizmami innych schorzen systemowych o podtozu
zapalnym, m.in. tuszczycowego zapalenia stawow, reumatoidalnego zapalenia stawow,
nieswoistych zapalen jelit, zespolu metabolicznego czy schorzen uktadu sercowo-
naczyniowego rozwijajacych si¢ na podtozu miazdzycy [5].

Luszczyca jako schorzenie przewlekle i nieuleczalne oraz wigzace si¢ z tym poczucie
stygmatyzacji ma negatywny wplyw na jakos$¢ zycia chorych, czesto prowadzac do zaburzen

depresyjnych [6].

1.1 Epidemiologia luszczycy

Szacuje sie¢, ze tuszczyca wystepuje u 2% do 4% populacji krajéw zachodnich [7,8].
Liczne badania epidemiologiczne potwierdzaja istotny wplyw czynnikdéw etnicznych i
rasowych na zroznicowanie czg¢stosci wystepowania tuszczycy na S$wiecie. Najwyzszy
odsetek zachorowan na t¢ dermatoze zaobserwowano dotychczas w populacji zamieszkujacej
cze¢$¢ arktyczng Kazachstanu (11,8%), co istotnie kontrastuje z czesto$cia wystgpowania
tuszczycy na poziomie od 0% do 0,3% w populacji Azjatow, Indian Ameryki Polnocnej i

mieszkancow Afryki Zachodniej [9,10]. Kolejnym dowodem na wyrazny wpltyw czynnikoéw



geograficznych 1 rasowych na epidemiologi¢ tuszczycy jest niski odsetek wystepowania tego
schorzenia (od 0,45% do 0,7%) w negroidalnej populacji Standw Zjednoczonych w
poréwnaniu z jej pozostatg czescia (od 1,4% do 4,6%) [11-13].

Luszczyca wystepuje z rowna czestoscia u obu plci [14]. Choroba moze rozpoczac si¢
w kazdym wieku, niemniej jednak wyrdéznia si¢ dwa szczyty zachorowan, wyrazny
przypadajacy na 30-39. r.z. oraz mniejszy w 5-6 dekadzie zycia, czego wyrazem jest podziat
schorzenia na typ wczesny (rozpoczynajacy si¢ przed 40. r.z.) oraz typ pdzny (rozpoczynajacy

si¢ po 40.r.z.) [15-17].

1.2 Etiopatogeneza luszczycy

Badania dotyczace etiopatogenezy tuszczycy siegaja lat sze$¢dziesigtych ubieglego
wieku.  Poczatkowo kluczowa role w  patogenezie tluszczycy — przypisywano
nieprawidlowos$ciom w procesie roznicowania si¢ i nadmiernej proliferacji keratynocytéw, co
klinicznie wyraza si¢ tworzeniem blaszek luszczycowych. Przyjmowano, ze wystepowanie
naciekéw zapalnych w naskorku i1 skorze wtasciwej stanowito zjawisko wtorne do zaburzen
keratynizacji. Wspolczesnie tuszczyce uznaje si¢ za chorobe zapalng, mediowang pierwotnie
zaburzeniami immunologicznymi, wystepujacymi u osob predysponowanych genetycznie pod
wplywem dziatania okreslonych czynnikéw srodowiskowych. Hipoteze t¢ potwierdzaja liczne
obserwacje kliniczne, wyniki badan doswiadczalnych oraz skutecznos¢ lekow
immunomodulujgcych stosowanych w terapii tuszczycy.

Analizy genetyczne oraz badania z wykorzystaniem hodowli keratynocytow w
ostatnich latach ponownie zwrdcity uwage badaczy na istotng role zaburzen keratynizacji, a
w szczegblnosci nieprawidlowosci w tworzeniu koperty rogowej i funkcjonowaniu bariery
naskorkowej w patogenezie tuszczycy. Nowo odkryte polimorfizmy w obrgbie gendw-
kandydatow bioracych udziat w tworzeniu koperty rogowej jak i zmiany w ekspresji
poszczegblnych gendéw kodujacych biatka kompleksu réznicowania naskérka dowodza
hipotetycznej roli genetycznie uwarunkowanych zaburzen bariery naskorkowej w patogenezie
tuszczycy.

Dyskusja nad znaczeniem poszczegdlnych zjawisk zaangazowanych w
patomechanizmy tuszczycy nadal trwa. Konieczne sa dalsze badania mogace wyjasnic¢

powiazania pomigdzy uwarunkowaniami genetycznymi, zaburzeniami w funkcjonowaniu



bariery naskoérkowej oraz zaburzeniami w regulacji procesow dotyczacych wrodzonej i

nabytej odpowiedzi immunologiczne] w przebiegu tuszczycy.

1.2.1 Zaburzenia immunologiczne w luszczycy

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, istotng rol¢ w patogenezie tuszczycy przypisuje
si¢ nieprawidtowosciom w regulacji wrodzonej 1 nabytej odpowiedzi immunologiczne;j.
Proces chorobowy mediowany jest za posrednictwem aktywowanych w niekontrolowany
sposob limfocytéw T [18]. Hipoteze te potwierdzono licznymi obserwacjami wykazujacymi
wysoka skuteczno$¢ cyklosporyny A w terapii tuszczycy [19,20]. Kolejny dowod stanowig
badania wykazujace dominujacg obecno$¢ limfocytow T w naciekach zapalnych skory
zmienionej chorobowo [21,22].

Inicjacja procesu zapalnego odbywa si¢ poprzez prezentacje¢ za posrednictwem
czasteczek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex,
MHC) nieznanego jak dotad antygenu na komorkach prezentujacych antygen (ang. antigen-
presenting cells, APCs), do ktorych naleza m.in. komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells,
DC) 1 makrofagi. Pobudzone komorki APC migrujg do regionalnych weztéw chtonnych,
gdzie za posrednictwem interleukiny 12 (IL-12) oraz kostymulatoréw inicjuja réznicowanie
si¢ limfocytow naiwnych w komorki Thl (ang. T helper, limfocyt T pomocniczy) [23]. 1L-12
bierze rowniez udziat w aktywacji komorek NK (ang. natural killer). Stymulacja limfocytow
Th1 prowadzi do produkcji licznych cytokin prozapalnych takich jak: interleukina 2 (IL-2),
interleukina 3 (IL-3), IL-12, czynnik martwicy nowotworu o i B (ang. tumor necrosis factor,
TNF-a i —B), interferon y (IFN-y) [24]. Nieprawidtowa odpowiedz limfocytéw Thl inicjuje
nadmierng proliferacje i aktywacj¢ keratynocytow, jak réwniez migracje komoérek T do
naskorka.

Do niedawna uwazano, ze o$ IL-12/Th1/IFN-a odgrywa kluczowa rol¢ w patogenezie
tuszczycy, jednak szeroko zakrojone badania nad nowo odkryta S$ciezkg IL-23/Th17
udowodnity, Ze ma ona réwniez istotne znaczenie w zaburzeniach immunologicznych w
przebiegu tuszczycy. Interleukina 23 (IL-23) jest heterodimerem sktadajacym si¢ z dwoch
podjednostek — p19, swoistej dla interleukiny oraz p40 identycznej z podjednostka obecng w
IL-12. IL-23 wytwarzana jest glownie przez komorki dendrytyczne, makrofagi i keratynocyty

[25]. Teunissen i wsp. wykazali wysoki poziom matrycowego kwasu rybonukleinowego (ang.
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messenger ribonucleic acid, mRNA) IL-23 w obrebie ognisk tuszczycowych w poréwnaniu
ze zdrowg skorg [26]. Razem z interleuking 6 (IL-6) odgrywa ona istotng rol¢ w roznicowaniu
si¢ limfocytoéw dziewiczych ThO do linii limfocytéw efektorowych Thl17 [27]. IL-23
stymuluje komodrki Th17 do produkcji szeregu cytokin prozapalnych, takich jak: interleukina
17A (IL-17A), interleukina 17F (IL-17F), interleukina 22 (IL-22), interleukina 21 (IL-21),
IL-6 oraz TNF-a. IL-17A 1 IL-17F pobudzaja keratynocyty do proliferacji 1 produkcji B-
defensyn, peptydow przeciwdrobnoustrojowych (ang. antimicrobial peptides, AMPs) oraz
chemokin — interleukiny 8 (IL-8), CCL2, CCL20, ktoére prowadza do migracji neutrofilow w
miejsce stanu zapalnego [28]. Wiele doniesien naukowych potwierdza réwniez istotne
znaczenie komoérek Th17 1 interleukiny 17 (IL-17) w procesach autoimmunizacji [29].

Nowo poznang subpopulacja limfocytdw pomocniczych bioracych udzial w
patogenezie luszczycy sa limfocyty Th22. Komoérki te pod wpltywem TNF-a, IL-6 i
chemokiny CCL20 produkujg interleuking 22 (IL-22), ktéra podobnie jak IL-17 jest istotna
dla prawidlowego funkcjonowania IL-23 [18,23]. Podwyzszony poziom IL-22 prowadzi do
hamowania koncowych etapow roznicowania keratynocytow i powstawania zjawiska
akantozy w naskorku. Co wigcej, interleukina ta bierze udzial w regulacji ekspresji genow
kodujacych biatka o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [30].

Schemat odpowiedzi komorkowej zaangazowanej w patogeneze tuszczycy

przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Odpowiedz komérkowa w tuszezycy [23,31]
Figure 1. Cellular immunity in psoriasis [23,31]

1.2.2 Rola czynnikow Srodowiskowych w patogenezie tuszczycy

Do czynnikéw Srodowiskowych odgrywajacych istotng role w indukcji 1/lub
zaostrzaniu tuszczycy nalezg: stres psychiczny, uraz fizyczny, infekcje, otytos¢, nikotynizm,
spozywanie alkoholu oraz niektoére leki (beta-blokery, lit, niesteroidowe leki przeciwzapalne
(NLPZ), leki antymalaryczne, inhibitory konwertazy angiotensyny (ACE-inhibitory),
interferony, glikokortykosteroidy stosowane systemowo, imikwimod) [32-38]. Sposrod
czynnikow $rodowiskowych mogacych wyzwala¢ badz zaostrzaé proces tuszczycowy warto
zwréci¢ uwage na zjawisko Koebner’a, opisane w 1876 roku jako objaw izomorficzny
polegajacy na wystepowaniu nowych grudek i blaszek tluszczycowych w miejscu urazu
fizycznego skory [39]. Zjawisko Koebner’a obserwuje si¢ srednio u 25% chorych z tuszczyca
[40]. Okres pomiedzy zadziataniem czynnika sprawczego a wysiewem ognisk chorobowych

jest kwestig indywidualng i waha si¢ od 3 do 14 dni [41]. Zaobserwowano czestsze
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wystepowanie tego zjawiska u chorych z tuszczyca w sezonie zimowym oraz w okresach
zaostrzenia schorzenia [42]. Doktadna patogeneza kebneryzacji nie zostata jednak w pelni
poznana. Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, zjawisko to uwaza si¢ za proces
dwustopniowy polegajacy, w pierwszym etapie, na wytworzeniu nieswoistego stanu
zapalnego, prowadzacego do produkcji cytokin prozapalnych, takich jak IL-23, czynnika
wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor, FGF), czasteczek adhezyjnych oraz
autoantygenow. Drugi etap obejmuje swoiste reakcje immunologiczne mediowane przez
limfocyty T i B oraz autoprzeciwciata [43]. Interesujagcym odkryciem ostatnich lat, mogacym
mie¢ znaczenie w patogenezie zjawiska Koebner’a sg genetycznie uwarunkowane
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu bariery naskorkowej. Utrata funkcji czesci gendw, pod
postacig wspodlnej delecji w obrebie genéw kodujacych biatka poznej koperty rogowej (ang.
late cornified envelope, LCE) LCE3B 1 LCE3C (LCE3C LCE3B-del), moze prowadzi¢ do
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu biatek koperty rogowej 1 dysfunkcji procesow
naprawczych w naskorku. W kontekscie objawu Koebner’a, zjawisko to moze wigzac si¢ z
tatwiejsza penetracja antygenéw do naskdrka oraz indukcja proceséOw zapalnych. Zwigzku
pomiedzy obecnoscia LCE3C LCE3B-del w populacji 0sob chorych na tuszczyce a
wystepowaniem objawu Koebner’a nie potwierdzito jednak badanie przeprowadzone przez

Bergboer 1 wsp. 1 z tego wzgledu zagadnienie to wymaga dalszych analiz [44].

1.2.3 Genetyczne uwarunkowanie tuszczycy

Podtoze genetyczne odgrywa kluczowa role w patogenezie tluszczycy. Cennymi
badaniami potwierdzajacymi dziedziczne uwarunkowanie tej dermatozy sa badania rodzin
chorych na luszczyce, badania bliznigt oraz analizy genetyczne, poczawszy od wczesnych
badan wykazujacych zwigzek tuszczycy z antygenami zgodnosci tkankowej, poprzez analizy
sprzezen (ang. linkage analysis), ktoére pozwolity na identyfikacje regionow (loci) wysokiego
ryzyka zachorowania na tuszczyce, konczac na nowej erze badan molekularnych, jakimi sg
badania asocjacyjne catego genomu (ang. genome wide association studies, GWAS), ktorych
wyniki doprowadzity do wykrycia licznych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang.
single nucleotide polymorphism, SNP) oraz zmiennos$ci liczby kopii genow (ang. copy
number variation, CNV) o rzeczywistym, cho¢ niewielkim udziale w predyspozycji do
zachorowania na tuszczycg.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, luszczyca zaliczana jest do chorob

kompleksowych o wielogenowym i wieloczynnikowym modelu dziedziczenia. Kliniczne
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ujawnienie si¢ procesu chorobowego wynika z oddziatywan pomiedzy czynnikami
genetycznymi 1 Srodowiskowymi oraz wzajemnej interakcji pomigdzy licznymi genami

podatnosci na tuszczyce.

1.2.3.1 Rodzinne wystepowanie luszczycy

Wyniki licznych badan epidemiologicznych obejmujacych rodziny osob chorych na
tuszczyce stanowig potwierdzenie dziedzicznego charakteru schorzenia.

Ryzyko rozwoju tej dermatozy u rodzenstwa osoby chorej, gdy oboje rodzicow cierpi
na tuszczyce, wynosi okoto 50%. W przypadku gdy jedno badz Zzadne z rodzicoOw nie choruje
wartosci te wynosza odpowiednio 16% 1 8% [45]. Dodatni wywiad rodzinny obserwowany

jestu 71% pacjentéw z tuszczyca wczesng [46].

1.2.3.2 Badania blizniat

Cennymi badaniami potwierdzajagcymi genetyczne uwarunkowanie luszczycy sg
obserwacje bliznigt, wykazujace znamiennie wyzszy wspotczynnik zgodnosci (ang.
concordance rate) wystepowania tej choroby u bliznigt monozygotycznych w poréwnaniu do
bliznigt dwuzygotycznych. Retrospektywne badanie przeprowadzone przez Fabera i wsp.,
ktorym objeto 61 par bliznigt wykazato, 1z czgstos¢ wystepowania tuszezycy w przypadku
bliZznigt jednojajowych wynosi 65% w porownaniu z bliznigtami dwujajowymi (23%) [47].
Analizy przeprowadzone przez Dufty i wsp. w populacji australijskiej potwierdzity istotnie
wyzszy wspoOtczynnik zgodnosci wystepowania luszezycy wsérod blizniat jednojajowych
(35%) w poréwnaniu z bliznigtami dwujajowymi (12%) [48].

Powyzsze obserwacje stanowig niezbity dowdd na genetyczne uwarunkowanie
luszczycy, jednak fakt niepelnej zgodnosci jej wystepowania wsrdd  blizniat
monozygotycznych §wiadczy o wptywie innych niz genetyczne czynnikdw na ujawnienie si¢

schorzenia.
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1.2.3.3 Zwigzek huszczycy z antygenami zgodnoSci tkankowej

Pierwsze doniesienia dotyczace zwigzku antygendéw zgodnosci tkankowej (ang.
human leukocyte anitigen, HLA) z tuszczyca siggaja lat siedemdziesigtych XX wieku. Na
podstawie dwoch niezaleznych badan, Russell i White zaobserwowali czgstsze wystepowanie
antygenéw HLA klasy I: HLA-B13 1 —B57 w populacji oso6b chorych na tuszczyce [49,50]. W
1975 roku Sveygaard 1 wsp. udowodnili silny zwigzek tuszczycy z antygenami HLA
kodowanymi przez geny zlokalizowane w obrebie locus C [51]. Obserwacje te zostaly w
kolejnych latach potwierdzone przez niezalezne badania przeprowadzone w etnicznie i
rasowo zroznicowanych populacjach. Analizy te wykazaly silng korelacje miedzy obecnoscia

antygenu HLA-Cw®6 z zachorowaniem na tuszczyce [52-54].

1.2.3.4 Loci genowe zwigzane z luszczyca

Badania obejmujace duze rodziny, w ktorych wykorzystywano genetyczng analize
sprz¢zen oraz badania GWAS doprowadzity do ujawnienia przeszto 46 loci wykazujacych w
sposob istotny zwigzek z podatnoscig na tuszezyce [55,56].

Jak dotad, najsilniejsze sprzezenie z luszczyca wykazuje locus PSORSI (ang.
psoriasis susceptibility locus 1) [57-60]. Rejon ten obejmuje okoto 300 tysigcy par zasad
(ang. kilobase, kb) zlokalizowanych w obrebie regionu MHC na chromosomie 6p21, od genu
korneodesmozyny (ang. corneodesmosin, CDSN) do HLA-C [61]. Lokalizacje PSORS1 wraz

z wybranymi genami zidentyfikowanymi w obrebie locus prezentuje rycina 2.
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Rycina 2. Locus podatno$ci na tuszczyce 1 (PSORSI). Zaznaczona lokalizacja wybranych
genow PSORS1
Figure 2. Psoriasis susceptibility locus 1 (PSORS1). Position of some PSORS1 genes marked

Szacuje si¢, ze geny zlokalizowane w obrebie PSORS1 odpowiadaja za 35-50%
predyspozycji genetycznej do rozwoju tuszczycy wezesnej w populacjach kaukazoidalnych
[62-64]. W obrebie opisywanego locus zidentyfikowano przynajmniej 10 genéw, m.in. HLA-
C, HERV-K, HCG27, PSORSIC3, POUS5FI, TCF19, CCHCRI (HCR), LMP,
SEEKI1(PSORSICI), SPRI(PSORSI1C2), STG oraz CDSN [65]. Z uwagi na wystepowanie w
regionie MHC zjawiska nielosowego sprzggania si¢ alleli w haplotypach (ang. linkage
disequilibrium, 1.d.), wiele genow zidentyfikowanych w obrebie PSORS1 wykazuje korelacje
z tuszczyca. Wyniki niezaleznych badan potwierdzity silny zwigzek z tuszczyca dla HLA-C,
CCHCRI oraz CDSN [66-68]. Pomimo ze wszystkie trzy biatka kodowane przez powyzsze
geny majg istotne znaczenie dla procesoOw biologicznych zaangazowanych w patogeneze
tuszczycy, HLA-C uznaje si¢ za gldwny gen podatnosci na tuszczyce [69].

CCHCRI (ang. coiled-coil o-helical rod 1) koduje biatko sktadajace sie z 757
aminokwasow, ulegajace zwigkszonej ekspresji w keratynocytach w obrgbie ognisk
tuszczycowych. Badanie przeprowadzone przez Asulamahti i wsp. wykazato, ze wariant
biatka kodowany przez haplotyp CCHCRI*WWCC moze bra¢ udzial w zaburzeniach
proliferacji 1 roznicowania keratynocytow, co stanowi istotny czynnik ryzyka dla rozwoju

tuszczycy [63]. Wyniki badania O’Brien 1 wsp., wykazaly natomiast, Ze asocjacja
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polimorfizmoéow genetycznych CCHCRI z tuszczyca wynika ze zjawiska 1.d. z HLA-Cw*0602
1 z tego powodu biatko kodowane przez CCHCRI nie moze by¢ w sposdb bezposredni
zaangazowane w proces tuszczycowy [70].

CDSN koduje korneodesmozyn¢ - glikoproteine ulegajaca ekspresji w warstwie
ziarniste] naskorka w koncowej fazie keratynizacji, warunkujagc tym samym prawidlowe
przyleganie keratynocytéw. W warstwie rogowe] naskorka pochodzacego ze zmian
tuszczycowych zaobserwowano zwigkszong ilo§¢ produktu ekspresji CDSN, co moze
przemawia¢ za zwigzkiem tego genu z zaburzeniami procesOw zluszczania w przebiegu
tuszezycy [71]. CDSN cechuje ponadto wybitny polimorfizm. Z uwagi na wystepowanie
zjawiska 1.d. w obrebie locus PSORSI1, prowadzacego do czestszego od przypadkowego
dziedziczenia CDSN i1 HLA-C razem, istnieja pewne trudnos$ci w okresleniu, ktory z genow
stanowi gltéwny gen podatno$ci na tuszczyce [72]. Watpliwosci te zostaty ostatecznie
wyjasnione dzigki opublikowanym w 2006 r. wynikom szeroko zakrojonych badan
przeprowadzonych przez Nair 1 wsp. w populacji kaukazoidalnej. Na podstawie analiz
rekombinowanych haplotypéw zawierajacych wylacznie HLA-C lub CDSN, stwierdzono, ze
HLA-Cw*06 stanowi glowny allel podatnosci na tuszczyce w obrebie PSORS1 [69].
Obserwacje te =zostaly potwierdzone badaniami przeprowadzonymi w etnicznie

zroznicowanych populacjach [54,73-77].

1.2.3.5 HLA-Cw*06 jako gléwny gen podatnosci na luszczyce

Na poczatku lat dziewigcdziesiagtych ubiegltego wieku rozpoczeto identyfikacje HLA-
Cw6 na poziomie genu, co charakteryzowato si¢ wigksza czuloScig i1 swoistoscia w
poréwnaniu z metodami serologicznymi. Meta-analiza przeprowadzona w 2010 roku przez
Wu i1 wsp. potwierdzila zwigzek wariantu HLA-Cw*0602 ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
huszczycy zardwno w populacji kaukazoidalnej jak 1 azjatyckiej [77]. Badanie Gudjonsson’a i
wsp. wykazato ponadto, ze u pacjentdow homozygotycznych pod katem obecnosci allelu HLA-
Cw*0602 stwierdza si¢ 2,5-krotnie wigksze ryzyko zachorowania na tuszczyce w porownaniu
do 0s6b heterozygotycznych [78].

Czestos¢ wystepowania allelu HLA-Cw*06 rézni si¢ w zalezno$ci od szerokosci
geograficznej. W populacjach oséb chorych na luszczyce rasy kaukazoidalnej czgstos¢ ta
waha si¢ w przedziale od 36,3% (populacja grecka) do 87% (populacja dunska), podczas gdy
w populacji generalnej nie przekracza 10-15% [12,51,79]. Badanie przeprowadzone przez

Szczerkowska-Dobosz 1 wsp. w populacji polskiej oséb chorych na tuszczyce wykazato
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czgsto$¢ wystepowania HLA-Cw*06 na poziomie 47,8% [80]. Genotyp HLA-Cw*06
stwierdza si¢ najrzadziej wsrod rasy azjatyckiej [81,82].

HLA-Cw*06 stanowi jedyny wariant genetyczny wplywajacy na fenotyp tuszczycy.
Wiele niezaleznych badan potwierdzito zwigzek allelu z wezesnym poczatkiem schorzenia
[54,75,76,78,83,84]. W 1985 roku Hensler i Christophers wyodrgbnili dwa typy tuszczycy —
typ I (Cwo6-dodatni) z poczatkiem zachorowania przed 40 rokiem zycia oraz typ II (Cwo6-
ujemny) z poczatkiem choroby po 40 roku zycia. Badacze zaobserwowali ponadto, ze w
grupie pacjentow z wezesnym wiekiem zachorowania czgséciej stwierdza si¢ dodatni wywiad
rodzinny w kierunku tuszczycy, ciezszy przebieg kliniczny schorzenia, czgstsze nawroty oraz
wyrazng korelacje z obecno$cig antygenu HLA-Cwo6 [17]. Potwierdzeniem wplywu HLA-
Cw*06 na obraz kliniczny tuszczycy stanowi szeroko zakrojone badanie przeprowadzone
przez Gudjonsson i wsp., ktorym objeto 1019 osoéb chorych na tuszezyce i1 stwierdzono
istotny zwigzek pomig¢dzy obecnoscig allelu HLA-Cw*06 a wczes$niejszym wiekiem
zachorowania, ci¢zszym przebiegiem klinicznym schorzenia, wigksza tendencja do
wystepowania wysiewne] postaci schorzenia oraz dodatniego objawu Koebnera, a takze
czestszymi remisjami klinicznymi w grupie kobiet ciezarnych chorujacych na tuszczyce w
porownaniu do o0sob HLA-Cw*06-ujemnych. Dodatkowo badacze zaobserwowali, ze w
grupie chorych HLA-Cw*06-dodatnich cz¢$ciej stwierdzano tuszczyce paznokci oraz
zapalenie stawow [75]. Podobne wyniki uzyskano w badaniu przeprowadzonym przez Fan X.
1 wsp. w populacji chinskiej. Wyniki analiz, ktorymi objeto grupe 679 chorych na tuszczyce
potwierdzity zwigzek obecnosci HLA-Cw*0602 z wczesniejszym wiekiem zachorowania,
cigzszym przebiegiem schorzenia, wigkszg tendencja do wystgpowania wysiewnych postaci
tuszczycy, dodatnim objawem Koebnera oraz cz¢stszym wystgpowaniem zmian skornych w
obrebie tutowia i konczyn dolnych [85].

Asocjacje HLA-Cw*06 z tuszczyca wykazano roéwniez w populacjach Polski
ponocnej 1 poludniowej. Luszczek 1 wsp. dokonujac analizy w grupie 102 pacjentow z
tuszczyca wykazali czterokrotnie wigksza czestos¢ wystgpowania genotypu HLA-Cw*06
wsérod chorych bedacych w przedziale wiekowym od 0 do 20 lat w poréwnaniu z grupa
wszystkich chorych oraz osiemdziesigt razy czgstsze wystepowanie Cw*06 w grupie
pacjentow z tuszczyca w porodwnaniu z populacjg kontrolng [86]. Szczerkowska-Dobosz i
wsp. w badaniu obejmujgcym populacje 50 chorych z przewlekta tuszczyca plackowatg i 28
chorych z postacia wysiewna tuszczycy udowodnili niemal sze$ciokrotnie czgstsze
wystepowanie allelu HLA-Cw*06 w grupie chorych z poczatkiem schorzenia przed 40 rokiem

zycia 1 pozytywnym wywiadem rodzinnym w poréwnaniu do grupy kontrolnej [76]. W
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kolejnej analizie klinicznej dotyczacej chorych z tego samego regionu Polski, w populacji 383
pacjentow z odmiang plackowatg luszczycy stwierdzono, ze HLA-Cw*06 nie jest allelem
ryzyka schorzenia rozpoczynajacego si¢ powyzej 44 roku zycia. Dodatkowo, w grupie 30
chorych z rozpoznang odmiang krostkowg tuszczycy dloni i stop (pustulosis palmo-plantaris,
PPP) nie wykazano czestszego wystepowania HLA-Cw*(06, natomiast znamienng korelacje z
wystepowaniem tego genotypu stwierdzono w grupie 25 chorych z postacig kropelkowata
schorzenia [87]. Istotng asocjacj¢ genotypu HLA-Cw*06 z fenotypem tuszczycy udowodniono
w odniesieniu do odmiany drobnogrudkowej schorzenia, poprzedzonej infekcja gornych drog
oddechowych, wywotang paciorkowcami B-hemolizujgcymi grupy A. Sugeruje si¢, ze udziat
czasteczek Cw6 w patogenezie tuszczycy moze polega¢ na zjawisku mimikry molekularne;j,
badZ posredniczeniu w prezentacji egzogennych lub endogennych epitopéw limfocytom T
[78,88]. Zwiazek obecnosci allelu HLA-Cw*06 z odmiang kropelkowata tuszczycy wykazano
rowniez w populacji chorych pochodzacych z Polski potnocnej [89].

Pomimo licznych badan potwierdzajacych zwigzek wystepowania allelu HLA-Cw*06
ze zwigkszong predyspozycja do rozwoju tuszczycy, znaczenie tej asocjacji na poziomie
molekularnym nie zostato jak dotad w pelni poznane. Gtéwna hipoteza thumaczaca udziat
Cw6 w patogenezie tuszczycy opiera si¢ na zjawisku zdolnosci tej czasteczki do prezentacji
antygendéw limfocytom CD8+, dominujacych w zmianach tuszczycowych. Prezentowane
antygeny wykazuja reakcje krzyzowe z podobnymi do siebie antygenami keratyny 17,
zawartej w naskorku [79]. Zjawisko mimikry molekularnej wydaje si¢ odgrywac szczegodlna
role¢ w odmianie kropelkowatej tuszczycy, w ktorej reakcje krzyzowe moga zachodzié¢
pomiedzy powierzchniowym biatkiem M paciorkowcow [-hemolizujagcych grupy A,
petnigcym role superantygenu, a keratyng 17 [90]. Kolejnym sugerowanym biatkiem
mogacym aktywowac limfocyty T za posrednictwem naskorkowych makrofagoéw CD68+ w
przebiegu tuszczycy jest peptydoglikan (ang. peptidoglycan, PG) stanowiagcy gtoéwny sktadnik
paciorkowcowych $cian komorkowych [91].

Inng sugerowang przez badaczy funkcja HLA-Cw6 jest udzial w regulacji naturalnych
komorek cytotoksycznych za posrednictwem immunoglobulinopodobnych receptoréw (ang.
killer immunoglobulin — like receptor, KIR), kodowanych przez geny KIR zlokalizowanych w
obrgbie chromosomu 19. Czasteczka Cw6 wigze si¢ z receptorami KIR2DL1 i KIR2DSI.
Udowodniono zwigzek genu dla KIR2DS1 z tuszczycg i tuszczycowym zapaleniem stawow
[92,93]. Czasteczki bedace ligandami dla receptorow KIR moga stymulowaé badz hamowaé
komorki NK, stanowigce wazny element taczacy wrodzong i nabyta odpowiedz

immunologiczng.
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Pomimo ze PSORS1 powszechnie uznaje si¢ za gtowne locus podatnosci na tuszczyce,
region ten odpowiada za mniej niz 50% predyspozycji genetycznej do rozwoju tuszczycy
wezesnej w populacjach kaukazoidalnych. Swiadczy to o obecnosci innych loci/genéw spoza
regionu MHC, ktére moga wigzal si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju tuszczycy.
Dodatkowo, penetracja gendéw zidentyfikowanych w obrebie PSORSI szacowana jest na
poziomie 10-15%, co moze stanowi¢ dowdd na istnienie zjawiska epistazy (interakcji)

pomig¢dzy genami spoza regionu MHC, a zlokalizowanymi w obrgbie PSORS].

1.2.3.6 Geny podatnosci na luszczyce niezwigzane z regionem MHC (ang. non-

MHC associated genes)

Badania GWAS stanowia najnowszy kierunek analiz genetycznych ostatniej dekady.
Ich przydatnos$¢ jest szczegodlnie duza w odniesieniu do badan dotyczacych chordb o podtozu
wielogenowym, jak tuszczyca, w ktorych pojedyncze geny maja niewielki wptyw na fenotyp.
Kluczowym zalozeniem GWAS jest genotypowanie setek tysigcy polimorfizmow,
zidentyfikowanych w ramach migdzynarodowego projektu HapMap (ang. International
HapMap Project) w obrebie duzych populacji oraz analiza zwigzku pomiedzy
wystepowaniem okreslonej cechy klinicznej a polimorfizmami typu SNP lub CNV
rozmieszczonymi w genomie. Technika GWAS umozliwia odnalezienie markeréw
genetycznych badanej cechy poprzez wykazanie istotnych statystycznie roznic w czgstosciach
wystepowania ich polimorficznych wariantow w genomach dwoch grup réznigcych si¢ pod
wzgledem danej cechy.

Przeprowadzone w ostatnich latach badania GWAS doprowadzity do ujawnienia
ponad czterdziestu genéw-kandydatéw mogacych odgrywac role w patogenezie tuszczycy i
huszczycowego zapalenia stawdéw. Do odkrytych dotychczas markerow genowych zaliczamy
liczne polimorfizmy genetyczne zwigzane z funkcjonowaniem bariery naskérkowej (LCE3B,
LCE3C), sciezka immunologiczng mediowana przez I1L-12/IL-23 (IL12B, IL23A4, IL23R,
TRAF3IP2, TYK?), sygnalizowaniem zaleznym od NF-«B i IFN (TNFAIP3, TNIPI, NFKBIA,
REL, TYK2, IFIHI, IL28RA), $ciezka immunologiczng Th2-zalezng (IL4, IL13) oraz nabyta
odpowiedzig immunologiczng mediowang przez limfocyty CD8+ (ERAPI, ZAP70) [95,96]
(Rycina 3). W tabeli I przedstawiono geny zaangazowane w S$ciezki patogenetyczne w

huszczycy.
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Rycina 3. Geny zaangazowane w $ciezki patogenetyczne w tuszczycy [94,95]

Figure 3. Genes involved in pathogenic pathways in psoriasis [94,95]

21



uonounf [p2130]01q 412y] pup saua3 A111q13doIsns S1SVLIOSJ T ]qV L,
eloyuny euzo130701q YOI Ze10 30Az9zsn} eu 19soujepod Audn) T Bdqe .

[LOT1°56] NAT I g¥-4N PO duza[ez bz NAT THIAT
oruemozifeusAs ‘euozpoim sourodpQ eoklonpur O Azey1[oy | eudwo(
1 g2-4N PO QUZJ[BZ JTUBMOZI[BUSAS
[s¢] “ECTI/CITI BUBAOIpIW cerdel TNAL
BYZa10$ ‘euozpoim PsourodpQ 7 BMOUAZOIA) BZRULY
YAl
[L6°6¢] 'UZI[BZ-/ [-YL SO ‘elhqeu dsourodp( €' ¢1bzI e[p 61d ppsoupalpod 0 yonoue} yec
e €dVdLZz
[901°501°5] 12b9 TdI€AVYL
[91Aqeu 1osourodpo eloen3oy dloyeadjur m dobzpoyom 7 ojerq
L mo1Ao05tur] eCl/cI-1I
o1 sruemazifop ‘e1&qeu gsourodpO 1°eeb-11€bg elp ofd expsoupalpog gcr-
L mo1kooyur|
[€01] €1edi ¥ET- I
aruemazifop ‘eihqeu psourodp( €Z-11 e103dadax expysoupalpod
[201-96¢¢] [omodjIoyseu A1dLreq sruemouo(oyun,j €'12b1 D¢ 1 g¢ emo3oa erodoy euzod QEHDTTEELDT
OMIITUUIIWST e[ounj vuzdidojorg eloezipeyoy sidQ S§N0]/ud%)

22



uonounf [p2130]01q 412y} pup saua3 A1171q1daosns si1SvLIOS [ ]qV.L
eloyuny euzo130701q YOI Ze10 30Azozsn} eu 19soujepod Audn) °T Bdqe L,

[ss] +8D Mmoykooyur eloemAy 11bz BMOUAZOIA] Zeury] BMO010}dO03I0IN 0LdV7Z
o . 1 Asep] DHIA 2105y Iuoy 1 03auzokyewzejdopud
[801°86°6S] S1bg 1dvid
M gokuemojuazoid mouaAjue vYqoIiqO wnnynal ezepAidodourury
[ouzorez-zyL,
[011°801°L6°SS] 1'1€bg E1-T1 '+-11
1zparmodpo efoe[n3ai ‘ejAqeu osourodpO CI-11 ‘11
&N
[eoT°s01°6¢] PO 039UZo[eZ BIUBMOZI[BUSAS JIUBMOWEH cerbyl g-eddey-1 oxperg VIEAN
6C-11 “d8¢-"11 “V8T-1I
[ss] B[p 103do0a1 ‘euozpoim JsourodpQ 1r9gd 8Z-TI ®eIp ®103dooar 0 exysoupalpod vasc
go-AN PO 039UZd[eZ BIUBMOZI[RUSAS
[o11°101°86] g'€cby EdIVANL
oruemowey ‘euozpoim JsourodpQ 0,INLL duemodnpul ¢ odjjerg
g1-+{N PO duzo[ez €dIVNL
[801°001°L6°5¢] OIUBMOZI[RUSAS ‘BUOZPOIM Jsourodp( 1°¢€b-zebs z d[oxeIdur m ddbzpoyom | odferg [dINL
NI I §¥-4N Po duza[ez gr-IN/199g Auizpoi op
[s¢] OTUBMOZIJRUSAS ‘eu0oZpoim dsourodp €1dz Kobzoreu AulKodAnysuen Yuuiz) 134
OMIITUUIIWST e[ounj vuzdidojorg eloezipeyoy sidQ S§N0]/ud%)

23



1.2.3.7 Rola koperty rogowej oraz genow zaangazowanych w funkcjonowanie

bariery naskorkowej w patogenezie luszczycy

Poszczegblne etapy rdéznicowania si¢ keratynocytdw charakteryzuja si¢ ekspresja
genow kodujacych specyficzne biatka powierzchniowe. W koncowej fazie keratynizacji, w
obrgbie  keratynocytébw  dochodzi do  wytworzenia wysoko  wyspecjalizowanej
nierozpuszczalne] struktury biatkowo-lipidowej nazywanej koperta rogowa (ang. cornified
envelope, CE). Na poziomie molekularnym, za posrednictwem procesow katalizowanych
przez transglutaminazy (ang. transglutaminases, TGs) TG1, TG3 1 TGS powstaja stabilne
wigzania krzyzowe pomiedzy tancuchami peptydowymi [111]. W poczatkowym etapie,
tworzenie cytoszkieletu opiera si¢ na tgczeniu posrednich filamentéw keratynowych (ang.
Keratin Intermediate Filaments, KIFs) z filagryna (FLG). W pdzniejszych fazach
transglutaminazy katalizuja procesy przylaczania inwolukryny (IVL), lorykryny (LOR),
trichohialiny (TCHH), biatek bogatych w proline (ang. small proline-rich proteins, SPRPs)
oraz ostatnio odkrytej rodziny biatek pdznej koperty rogowej (ang. late envelope proteins,
LEPs) i biatek z rodziny S100 (ang. S100 proteins) [111-114]. W koncowym etapie
keratynizacji nastepuje przytaczenie lipidow, m.in. ceramidéw do biatkowej struktury koperty
rogowej. Schemat poszczegélnych etapéw tworzenia koperty rogowej przedstawiono na

rycinie 4.
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Rycina 4. Uproszczony schemat tworzenia koperty rogowej [111,115]

Figure 4. Simplified scheme of a cornified envelope formation [111,115]

Rola koperty rogowej jest kluczowa dla prawidlowego funkcjonowania bariery
naskorkowej. Liczne badania eksperymentalne potwierdzaja wplyw uszkodzen naskorka na
ekspresje gendw kodujacych poszczegoélne biatka wchodzace w skiad koperty rogowe;.
Swiadcza o tym analizy przeprowadzone w populacji 0séb zdrowych, u ktorych gwattowne
zerwanie tasmy klejacej przytwierdzonej do skory badz aplikacja dodecylosiarczanu sodu
(ang. sodium dodecyl! sulfate, SDS) na skore, stymulowaty ekspresj¢ biatek FLG i IVL jak
réwniez powodowaty zwigkszony poziom mRNA FLG, IVL, TGM]I oraz gendow kodujacych
enzymy zaangazowane w procesy metaboliczne lipidow w obrebie naskorka [116-118].
Podobnie zaprojektowane badanie przeprowadzone przez Koning i wsp. jednak w
populacjach oséb chorych na tuszczyce i atopowe zapalenie skoéry, wykazato obnizenie
ekspresji na poziomie biatek jak 1 mRNA LCE54, LCE2B, FLG, FLG2 i1 LOR oraz
zwiekszenie ekspresji IVL, SPRPI, SPRP2, HRNR, LCE3A4, TGMI, TGM3 1 TGM5 w
pozornie niezmienionej skoérze pod wplywem gwalttownego zerwania tasmy klejacej
przytwierdzonej do skory jak i aplikacji SDS na skore [119].

Wszelkie nieprawidlowosci w ekspresji genow kodujacych bialka, ktore wchodza w
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sktad koperty, badz uczestniczg w katalizowaniu procesOw enzymatycznych, moga skutkowac
zaburzeniami na poszczegdlnych etapach roéznicowania si¢ keratynocytow oraz ostatecznie
doprowadzi¢ do dysfunkcji bariery naskérkowej. Przeprowadzone w ostatnich latach badania
GWAS skupiajg si¢ nad rolg poszczegélnych genow-kandydatow zaangazowanych w procesy
tworzenia koperty rogowej w patogenezie tuszczycy zwyczajne;j.

Kompleks réznicowania naskérka (ang. epidermal differentiation complex, EDC),
zlokalizowany w obrgbie PSORS4 na chromosomie 1q21, zawiera geny ulegajace ekspresji
na poszczegdlnych etapach keratynizacji. Lokalizacj¢ genow wchodzacych w sktad EDC w

obrgbie locus PSORS4 zaprezentowano na rycinie 5.
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Rycina 5. Geny kompleksu réznicowania naskorka

Figure 5. Epidermal differentiation complex genes

Jak dotad, odkryto 45 gendéw wchodzacych w sktad EDC. Biatka, bedace produktami
ekspresji genow nalezacych do kompleksu zostaly podzielone na trzy rodziny: grupa biatek
prekursorowych koperty rogowej, tj. LOR, IVL, SPRR, LEP, grupa biatek wigzacych
filamenty keratynowe, tj. FLG, TCHH, filagryna 2 (FLG2), repetyna (RPTN), horneryna
(HRNR), kornulina (CRNN) oraz grupa biatek S100 wiazacych jony wapnia [120-122].

Badania nad rolg genetycznie uwarunkowanych nieprawidlowosci bariery
naskorkowej w patogenezie atopowego zapalenia skory, doprowadzity do odkrycia dwéch
niezaleznych mutacji typu null (R510X oraz 2282del4) w genie FLG w populacjach osob
chorych na atopowe zapalenie skory [123]. Odkrycie to zrewolucjonizowato dotychczasowe

poglady na temat tej dermatozy jako schorzenia mediowanego gléwnie zaburzeniami w
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odpowiedzi immunologicznej. Ze wzgledu na bliskg lokalizacje genu FLG w stosunku do
locus PSORS4, rozpoczeto poszukiwania zwigzku mutacji typu utraty funkcji - R510X oraz
2282del4 w genie FLG w populacjach osob chorych na tuszczyce. W badanych populacjach
niemieckiej 1 duniskiej wyniki analiz genetycznych nie wykazaly istotnej asocjacji FLG z
ryzykiem rozwoju tuszczycy [124,125]. Odmienne wyniki uzyskali Kim 1 wsp. Badacze
wykazali zwigzek tuszczycy z obnizong ekspresja genéw kodujacych FLG 1 LOR. Za pomoca
techniki RT-PCR (ang. reverse transcriptase-PCR) przeanalizowano 9 wycinkéw skornych
pobranych zaré6wno z ognisk luszczycowych, jak i skéry pozornie niezmienionej w grupie
0sOb chorych na tuszczycg. Udowodniono obnizong ekspresje genéw FLG oraz LOR, co
dodatkowo zostalo potwierdzone barwieniem immunohistochemicznym w kierunku
kodowanych przez nie biatek w wycinkach skornych [126]. Obnizong ekspresje LOR oraz jej
istotny zwigzek z ryzykiem rozwoju ‘tuszczycy wykazano réwniez w analizie
przeprowadzonej przez. Giardina i wsp. [127]. Z kolei Chen 1 wsp. udowodnili znamienng
asocjacje SNP sprzezonego z genem [VL z podatno$ciag na wczesng posta¢ tuszczycy w
populacji chinskiej [122]. Dalsze analizy in vitro w badaniu Kim i wsp. wykazaty rowniez
istotny udzial cytokiny TNF-a w procesie regulacji za posrednictwem $ciezki zaleznej od N-
terminalnej kinazy biatka C-Jun prowadzacej do obnizenia ekspresji genow FLG 1 LOR [126].
Podobnie jak w przypadku TNF-a, cytokiny Th2-zalezne reguluja procesy ekspresji genow
kodujacych biatka kompleksu roznicowania naskoérka, jednak prawdopodobnie zjawisko to
zwigzane jest z odmiennym mechanizmem sygnalowym. W odniesieniu do genéw FLG,
LOR, IVL udowodniono zwigzek z obnizeniem ich ekspresji przy udziale cytokin Th2-
zaleznych, w populacji 0séb z atopowym zapaleniem skory oraz niezaleznie w populacji 0sob
chorych na tuszczyce [126,128,129]. Powyzsze doniesienia potwierdzaja, ze geny bariery
naskorkowej nie s3 genami konstytutywnymi, a ich ekspresja podlega regulacji przez m.in.
czynniki immunologiczne, co przemawia za zlozono$cig zjawisk patogenetycznych w
przebiegu tuszczycy.

Rodzina biatek S100 obejmuje okoto 25 przedstawicieli. Bialka te wchodzag w skiad
koperty rogowej 1 charakteryzuja si¢ niskag masg czasteczkowa (9-13 kDa), a ich rola polega
na aktywacji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem stymulacji produkcji
cytokin prozapalnych, m.in. TNF-a. Dodatkowo, biatka S100A7 (psoriazyna), S100A8
(kalgranulina A), SI00A9 (kalgranulina B) i SI00A15 (koebneryzyna) posiadaja wiasciwosci
peptydow antydrobnoustrojowych (ang. antimicrobial peptides, AMPs) [130-134].
Zaobserwowano zwickszong ekspresje S10047, S10048, S10049, S100412 oraz SI00A15 w
ogniskach chorobowych 0s6b chorych na tuszczyce [135-138]. W badaniu przeprowadzonym
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przez Wolf 1 wsp. wykazano, ze zwigkszona ekspresja S100A7 oraz S100415 w skorze myszy
wigze si¢ z indukcja procesow zapalnych prowadzacych do rozwoju cech histologicznych
charakterystycznych dla skéry pozornie niezmienionej u osoby chorej na tuszczyce [139].
S100A7 1 SI00A1S sa stymulowane przez cytokiny wytwarzane na drodze Th-1, Th-17 1 Th-
22 zaleznej, co znaczaco wplywa na tworzenie stanu zapalnego w zmianach tuszczycowych
[139,140]. Biatka te pobudzajg keratynocyty do produkcji cytokin prozapalnych takich jak:
TNF-a, IL-6 1 IL-8, co rowniez przemawia za istotng rolg SI00A7 i SIO0A1S5 w patogenezie
tuszczycy [140]. Przypuszcza sie, ze SI00A8 1 S100A9 moga dziala¢ w dwojaki sposob.
Biatka wydzielane do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej prawdopodobnie stymulujg
nadmierng proliferacj¢ i nieprawidtowe réznicowanie keratynocytow, podczas gdy formy
wewnatrzkomorkowe ST100AS8 1 ST00A9 hamujg aktywno$¢ mitotyczng keratynocytow [141].
S100A12 rowniez wykazuje zwigkszong ekspresje w zmianach tuszczycowych, jednak jego
rola w patogenezie schorzenia nie zostata jak dotagd w pelni poznana [138].

W ostatnim czasie szczegdlng uwage badaczy zwraca rodzina gendéw kodujacych
biatka pdznej koperty rogowej (ang. late cornified envelope, LCE) obejmujaca 18
przedstawicieli pogrupowanych w sze§¢ podrodzin LCE -6 [121]. Klaster genéw LCE
zlokalizowany jest obrebie locus PSORS4 na chromosomie 1g21.3 1 wchodzi w sktad
kompleksu EDC. Biatka pdznej koperty rogowej biorg udzial w terminalnym etapie
réznicowania keratynocytéw [142]. Badanie przeprowadzone przez Jackson i wsp. dowodzi
zréznicowanej ekspresji tkankowej poszczegdlnych podgrup omawianych gendéw. Rodzina
LCEI i LCE?2 ulega ekspresji gtéwnie w obrgbie skory, z kolei ekspresja grupy LCE3 jest
niewykrywalna badz wykrywalna w niskim stopniu w obrebie komorek epitelialnych [121].
W odniesieniu do badan nad zwigzkiem LCE z tuszczycy interesujace wyniki dotycza
wspolnej delecji w obrebie LCE3B i LCE3C (LCE3C LCE3B-del). W pionierskim badaniu
przeprowadzonym przez de Cid i wsp. w 2009 r. w populacjach: holenderskiej, wtoskiej 1
hiszpanskiej wykazano zmienng liczbe kopii gendw zwigzang w sposob istotny z rodzing LCE
u osob chorych na tuszczyce. Dalsze analizy doprowadzity do odkrycia wspolnej delecji
genow LCE3C-LCE3B liczacej 32,2 kb, ktorej czestos¢ wystepowania istotnie korelowata z
ryzykiem rozwoju tuszczycy [96]. Powtarzalne wyniki uzyskano w kolejnych badaniach
przeprowadzonych w etnicznie zréznicowanych populacjach — europejskiej, chinskiej oraz
mongolskiej [102,143,144]. Co wigcej, w badaniu obejmujacym populacje¢ chinska odkryto
polimorfizmy SNP pozostajace w sprzezeniu z LCE3C LCE3B-del u o0séb chorych na
tuszczyce [98]. Dodatkowe potwierdzenie tych wynikéw stanowig rezultaty meta-analizy

Riveira-Munoz 1 wsp., ktora objeto 9389 chorych na tuszczyce oraz 9477 osdb w grupie
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kontrolnej z r6znych populacji pochodzenia europejskiego 1 azjatyckiego. Analizy genetyczne
wykazaty znamiennie cze¢stsze wystepowanie osob homozygotycznych pod katem obecnosci
LCE3C LCE3B-del w grupie badanej pochodzenia europejskiego w poréwnaniu z grupa
kontrolng [145]. Podobne wyniki uzyskali Coto 1 wsp. w populacji oséb chorych na tuszczyce
z rejonu Hiszpanii polnocnej. Badacze odkryli czestsze wystepowanie homozygot
LCE3C LCE3B-del w grupie o0sob z przewlekla luszczyca plackowaty. Czgsto$¢ tego
genotypu u chorych z tuszczycowym zapaleniem stawow nie rdznita si¢ od czestosci w grupie
kontrolnej. Na podstawie uzyskanych wynikow autorzy wysnuli wniosek, Zze genotyp ten
stanowi marker ryzyka dla rozwoju wytacznie zmian skérnych [146]. Zwigzku czestszego
wystepowania LCE3C LCE3B-del w grupie chorych z tuszczycowym zapaleniem stawdw nie
wykazano réwniez w populacji niemieckiej [147]. Z drugiej strony, odmienne wyniki
swiadczace o korelacji LCE3C LCE3B-del z ryzykiem rozwoju tuszczycowego zapalenia
stawow uzyskali Decompo i1 wsp. w populacjach wloskiej 1 hiszpanskiej [148]. W
obserwacjach dotyczacych zwiazku genotypu LCE3C LCE3B-del z fenotypem tuszczycy, Xu
1 wsp. oraz Bergboer i wsp. niezaleznie udowodnili czgstsze wystgpowanie delecji w
populacji chorych z wezesnym poczatkiem zachorowania na tuszczyce [102, 149]. W badaniu
nad asocjacjg genetycznych markeréw podatnosci na tuszczyce z odpowiedzig na leczenie
biologiczne, wykazano wigksza skuteczno$¢ terapii ustekinumabem w grupie os6b chorych
HLA-Cw*06-dodatnich. Takiego zwigzku nie wykazano w odniesieniu do polimorfizmow
LCE3B1LCE3C[150].

Zwiazek delecji w obrgbie LCE3B i LCE3C ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania
udowodniono takze dla innych schorzen o podlozu immunologicznym, takich jak
reumatoidalne zapalenie stawdéw (w populacji hiszpanskiej i1 chinskiej) oraz toczen
rumieniowaty uktadowy (w populacji chinskiej) [151,152]. Z uwagi na rewolucyjne odkrycie,
swiadczace o kluczowej roli mutacji w genie filagryny w patogenezie atopowego zapalenia
skory, rozpoczeto poszukiwania innych polimorfizméw genow wchodzacych w sktad EDC,
mogacych wigza¢ si¢ z zaburzeniami funkcjonowania bariery naskorkowej w przebiegu
atopowego zapalenia skory. Szeroko zakrojone badanie przeprowadzone przez Bergboer i
wsp. nie potwierdzito jednak asocjacji LCE3C LCE3B-del z podatno$ciag na atopowe
zapalenie skory, jak 1 astme oskrzelowa w grupie osob chorych [153].

Rola LCE3C LCE3B-del w patogenezie tuszczycy nie jest w petni poznana. Co
ciekawe, czestos$¢ jej wystepowania w calej populacji jest wysoka i siega okoto 60-70% [147].
W  badaniu przeprowadzonym przez Bassaganyas i1 wsp., ktorym objeto 13 grup

populacyjnych pochodzacych ze zbiorow HapMap oraz Human Genome Diveristy Panel,
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podjeto probe scharakteryzowania roéznic populacyjnych w wystepowaniu LCE3C LCE3B-
del. Analizy wykazaty czestsze nosicielstwo delecji w postaci heterozygotycznej w populacji
ogoblnej. Porownanie czgstosci wystgpowania genotypu LCE3C LCE3B-del w populacjach
pochodzacych z rdznych rejonéw geograficznych przedstawia tabela I1 [154].

Czestos¢ wystepowania allelu

Rejon geograficzny Populacja LCE3C_LCE3B-del (%)
+ -
Kraje afrykanskie Pigmeje 64,77 35,23
lezace na potudnie od | Jorubowie 65,91 34,09
Sahary Bantu 72,22 27,78
Algieria 32,69 67,31
Afryka Potnocna
Beduini 47,22 52,78
Europa Francja 40,74 59,26
Brahui 43,18 56,82
Azja Poludniowa
Hazarowie 79,41 20,59
) ) Chinczycy Han 38,24 61,76
Azja Wschodnia )
Jakuci 77,27 22,73
Oceania Papua-Malanezja 50 50
PIMA 25 75
Ameryka
MAYA 38,1 61,9

Tabela II. Czgstos¢ wystgpowania allelu LCE3C LCE3B-del (%) w wybranych populacjach
pochodzacych z réznych rejondw geograficznych
Table I1. LCE3C LCE3B-del allele frequency (%) in chosen populations from different

geographic regions

Autorzy powyzszej analizy sugeruja, ze szerokie rozpowszechnienie genotypu
LCE3C LCE3B-del moze $wiadczy¢ o zniesieniu pewnych funkcji uzaleznionych od genéw
zlokalizowanych w grupie LCE. Prawdopodobnie, wystepowanie wylacznie delecji nie
wystarcza do fenotypowego ujawnienia si¢ tuszczycy, gdyz inne geny przejmuja funkcje

LCE3B 1 LCE3C. Przeciwnie, w sytuacji gdy oprocz LCE3C LCE3B-del u danej osoby
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wystepuja inne markery genetyczne podatnosci na tuszczyce, ryzyko rozwoju schorzenia jest
znacznie wyzsze [154].

Fizjologicznie biatka z rodziny LCE3 sa niewykrywalne w skorze, jednak na skutek
uszkodzen naskorka dochodzi do indukcji ekspresji genow z rodziny LCE3. W pionierskim
badaniu eksperymentalnym przeprowadzonym przez zespét de Cid 1 wsp. wykazano zwigzek
pomiedzy LCE3C LCE3B-del a nieprawidlowa odpowiedzig bariery naskérkowej na czynniki
mechaniczne. Usunigcie warstwy rogowe] naskorka poprzez gwaltowne zerwanie tasmy
klejacej przytwierdzonej do skory stymulowato proces proliferacji i roéznicowania
keratynocytow, jak rowniez prowadzito do zwigkszonej ekspresji LCE3C jak i innych genow
zaangazowanych w funkcjonowanie bariery naskorkowej. Zjawisko to nie zostalo jednak
potwierdzone w przypadku os6b homozygotycznych pod katem wystgpowania
LCE3C LCE3B-del, u ktorych nie wykryto mRNA LCE3C [96]. Do podobnych wnioskoéw
doszedl zespdt Bergboer 1 wsp. Holenderscy badacze udowodnili, ze w wyniku ostrego
(zerwanie tasmy klejace] przytwierdzonej do naskorka) jak 1 przewlektego (blaszka
tuszczycowa) procesu prowadzacego do uszkodzenia bariery naskorkowej dochodzi do
zwigkszenia ekspresji LCE3 oraz obnizenia ekspresji LCEI, LCE2, LCES5, LCE6 [155].
Wyniki powyzszych badan eksperymentalnych dowodza istotnej roli bialek LCE3 w
procesach naprawczych prowokowanych uszkodzeniami powstatymi w naskorku. W
odniesieniu do patofizjologii luszczycy, utrata funkcji czeSci gendéw, pod postacia
LCE3C LCE3B-del, moze prowadzi¢ do nieprawidlowosci w funkcjonowaniu koperty
rogowe] oraz dysfunkcji proceséw naprawczych w naskérku [96]. Uszkodzona bariera
naskorkowa ulatwia penetracje egzogennych antygenoéw, co moze wtornie stymulowac badz
indukowac¢ procesy zapalne w tuszczycy. Co wiegcej, badanie przeprowadzone przez Capon i
wsp. juz w 1999 r., obejmujace rodziny pochodzenia wloskiego, wykazato interakcje
pomiedzy locus PSORS4 a gtownym allelem podatnosci na tuszczyce, HLA-Cw*06 [60].
Dalszy rozw¢j badan genetycznych oraz sekwencjonowanie PSORS4, doprowadzily do
uzyskania interesujagcych wynikow §wiadczacych o istnieniu interakcji pomiedzy HLA-Cw*06
oraz LCE3C LCE3B-del u oséb chorych na tuszczyce, co wydaje si¢ potwierdzac
kompleksowa nature schorzenia [55,96,146,147,155].

Nowo odkryte polimorfizmy sprzgzone z genem CSTA (ang. cystatin A) wykazuja
rowniez zwigzek z predyspozycja do rozwoju tuszczycy. Gen CSTA zlokalizowany jest w
regionie PSORS5 na chromosomie 3q21 i1 koduje biatko o masie czasteczkowej 11 kDa.
Cystatyna A jest endogennym inhibitorem proteazy cysteinowej, prekursorem bialek koperty

rogowej 1 bierze udziat w regulacji proceséw zluszczania naskorka oraz réznicowania
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keratynocytéw. W badaniu przeprowadzonym przez Vasilopoulos i wsp. wykazano istotng
asocjacje dwoch haplotypéw - CSTA TCC oraz CSTA TTC z ryzykiem rozwoju luszczycy.
Wyniki powyzszej analizy stanowig takze dowdd na obecno$¢ interakcji pomigdzy ww.
haplotypami a allelem HLA-Cw*06, co w przypadku nosicieli obu czynnikow ryzyka
prowadzi do istotnego zwigkszenia predyspozycji do rozwoju tuszczycy [156]. Vasilopoulos i
wsp. kontynuujac badania genetyczne nad zwigzkiem CSTA z tuszczycg, udowodnili istnienie
interakcji pomigdzy PSORS1, PSORS4 1 PSORSS5 w grupie obejmujacej 130 rodzin z
wywiadem luszczycy pochodzacych z rejonu Wielkiej Brytanii. W obrgbie wymienionych
loci podatnos$ci na tuszczyce wybrano odpowiednio zlokalizowane markery genetyczne: HLA-
Cw*06, D1S2346 oraz CSTA c162T>T. Wykazano 105-krotnie zwigkszone ryzyko rozwoju
schorzenia w przypadku oséb HLA-Cw*06-dodatnich, bedacych dodatkowo nosicielami
dwoch kopii allelu w obrebie CSTA 1 D1S2346 [157].

Kolejnym biatkiem zaangazowanym w proces regulacji tworzenia bariery
naskorkowej jest cystatyna M/E, kodowana przez CST6. Gen CST6 wykazuje silng ekspresje
w gornych warstwach naskorka, mieszkach wtosowych, gruczotach tojowych oraz gruczotach
potowych [158]. Cystatyna M/E bedaca inhibitorem katepsyny L (CTSL) oraz legumainy
(LGMN), kontroluje procesy krzyzowego wigzania biatek strukturalnych przez TGM3
podczas procesu keratynizacji. Dysregulacja $ciezki kontrolowanej przez cystatyne M/E
prowadzi do zaburzen rogowacenia oraz upos$ledzenia funkcji bariery naskérkowej. W
badaniu przeprowadzonym przez Cheng i wsp. wykazano zmniejszong ekspresje cystatyny

M/E w obrebie ognisk tuszczycowych [159].

1.2.3.8 Rola genow zwiazanych z nabyta odpowiedzia immunologiczna

mediowang przez limfocyty CD8+ w patogenezie luszczycy

Pionierskie badanie GWAS przeprowadzone przez Strange i wsp. w 2010 r., ktérym
objeto 2622 chorych z luszczyca oraz 5667 niespokrewnionych oséb grupy kontrolne;j,
pochodzacych z terenu Wielkiej Brytanii i Irlandii, wskazalo na asocjacje tuszczycy z
wariantami genow ERAPI oraz ZAP70 zlokalizowanymi odpowiednio na chromosomach
5ql5 oraz 2qll. Obserwacje te wykazaly ponadto czestsze wystgpowanie polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu rs27524 sprzgzonego z ERAPI w grupie 0s6b bedacych nosicielami
przynajmniej jednej kopii allelu HLA-C (p=6.95 x 10°). Co wigcej, podobna asocjacje na
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poziomie istotnosci p = 2.37 x 107 wykazano dla rs17695937 znajdujacego sic w poblizu
ZAP70 w populacji oséb HLA-C-dodatnich. Powyzsze doniesienia stanowig dowdd na
istnienie interakcji pomiedzy gtownym genem podatnosci na tuszczyce HLA-Cw*06 a nowo
odkrytymi polimorfizmami w obrgbie ERAPI 1 ZAP70 [55].

Gen ERAPI zlokalizowany w obrgbie dtugiego ramienia chromosomu 5, obejmuje 47
kb i sktada si¢ z 20 egzondéw [160]. Jego transkrypcja jest stymulowana przez IFN-y [161].
ERAPI koduje aminopeptydaze retikulum endoplazmatycznego 1 (ang. endoplasmic
reticulum aminopeptydase 1, ERAP1) zaliczang do grupy oksytocynaz nalezacych do rodziny
M1 aminopeptydaz [162]. Biatko to zlokalizowane jest w S$wietle retikulum
endoplazmatycznego (ang. endoplasmic reticulum, ER), a jego gtowna funkcja enzymatyczna
polega na proteolitycznej obrobce N-koncowych fragmentow czasteczek prezentowanych w
kontekscie MHC klasy I limfocytom CD8+ [163,164]. Wyniki kilku niezaleznych badan
dowodza ponadto, ze ERAP1 w pewnych warunkach opuszcza ER do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej biorgc udzial w enzymatycznym ,,odcinaniu” btonowym (ang.
shedding) wybranych receptoréow cytokinowych takich jak — receptor typu 1 dla TNF (ang.
type 1 tumor necrosis factor receptor, TNF-R1), podjednostka alfa receptora dla interleukiny-
6 (ang. interleukin-6 receptor o, IL-6Ra) oraz receptor typu 2 dla interleukiny-1 (ang. #ype 2
interleukin-1 receptor, 1L-1R2) [165-167]. Zjawisko to §wiadczy o istotnej roli ERAPI w
modulowaniu odpowiedzi immunologicznej. Enzym ten jest rowniez wydzielany przez
makrofagi stymulowane IFN-y i lipopolisacharydem (ang. lipopolysaccharide, LPS), co
zwicksza aktywnos$¢ fagocytowa makrofagow [168]. Opisane powyzej funkcje ERAPI1

przedstawiono na rycinie 6.
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Rycina 6. Mechanizmy dzialania ERAP1 [169]
Figure 6. The mechanisms of ERAPI action [169]

Asocjacje wybranych polimorfizmow ERAPI ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
tuszczycy, poza obserwacjami przeprowadzonymi przez Strange i1 wsp. w populacji
europejskiej, wykazaty roOwniez niezalezne badania obejmujace populacje chinskie [108,170].
Interesujace wyniki badan nad ERAPI udato si¢ uzyska¢ takze w odniesieniu do tuszczycy
rozpoczynajacej si¢ w mlodym wieku. Analizy genetyczne przeprowadzone przez Lysell i
wsp. w populacji szwedzkiej wykazaly asocjacje SNP rs26653 sprzezonego z ERAPI z
czestszym wystgpowaniem tuszczycy jedynie w grupie chorych z poczatkiem zachorowania
w przedziale wiekowym od 10 do 20 r.z. Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, iz w tej

grupie wiekowej zwigzek ten nie byl zalezny od obecnosci allelu HLA-Cw*0602 [171].
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Czestsze wystepowanie ERAPI w grupie chorych z wiekiem zachorowania ponizej 18 r.z.
uzyskali takze badacze dunscy. W przeciwienstwie do wynikow opublikowanych przez Lysell
1 wsp., Bergboer 1 wsp. udato si¢ wykaza¢ asocjacj¢ ERAPI z HLA-Cw*06 w tej grupie
chorych [149]. Poza populacjami europejskimi czgstsze wystgpowanie polimorfizméw
ERAPI wsrdd chorych z typem 1 tuszczycy udowodniono réwniez w populacjach azjatyckich
[108]. Dodatkowo, Oostven 1 wsp. w toku prowadzonych w grupie dziecigcej badan,
wykazali znamienng asocjacje ERAPI z cigzka odmiang tuszczycy [172].

Na podstawie badan GWAS, zaobserwowano istnienie zwigzku pomiedzy
poszczegblnymi  polimorfizmami ERAPI a innymi schorzeniami o  podtozu
autoimmunologicznym, takimi jak: zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa, choroba
Behceta czy stwardnienie rozsiane [173-176]. W zwigzku z tymi obserwacjami sugeruje sig,
ze enzym ten za posrednictwem obrobki antygendw prezentowanych w kontek§cie MHC
klasy I, bierze udziat w tworzeniu biatek autoimmunogennych [177].

ZAP70 koduje niereceptorowa kinaze tyrozynowa (ang. zeta associated protein,
ZAP70) o masie czasteczkowej 70 kDa. Wyrdznia si¢ cztery typy kinaz. Pierwsza grupa to
kinazy Scr-podobne (Lck i Fyn), druga to kinazy Syk-podobne, do ktérych zalicza si¢ ZAP70
1 Syk, do trzeciego typu nalezg kinazy Tec (Itk), a do czwartego kinazy Csk. Ekspresje
ZAP70 wykryto w obrgbie komoérek NK i limfocytow T, gdzie enzym ten wigze si¢ z
tancuchem zeta CD3 kompleksu receptora limfocytow T (ang. T cell receptor, TCR). Kinaza
ta niezb¢dna jest dla prawidlowego dojrzewania i réznicowania si¢ limfocytow T [178].
Poprzez fosforylacje reszt tyrozynowych motywow ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) zlokalizowanych w rejonie receptora TCR, ZAP70 bierze udziat w
transdukcji sygnalow do cytoplazmy. Kinaza ta jest niezbedna dla prawidtowej aktywacji
limfocytow CD8+ [182]. Udowodniono, ze mutacje w obrebie ZAP70 prowadza do
powaznych zaburzen odpornosci zwigzanych z deficytem limfocytow CD8+ [180]. Badania
ostatnich lat wykazaly ponadto istotne znaczenie ekspresji ZAP70 jako czynnika
rokowniczego korelujacego z aktywnoscig przewlektej biataczki limfocytowej [181].

Zwiazek ZAP70 z podatnosciag na tuszczyce niezaleznie od badan Strange i wsp.
wykazano na podstawie analizy interakcji na poziomie biatek przeprowadzonej przez Park i
wsp. Uzyskane wyniki dowodza, ze kinaza moze odgrywac istotng rol¢ w patogenezie
hluszczycy 1 w zwigzku z tym moze by¢ waznym celem przysztych terapii, jednak jej

biologiczne znaczenie wymaga dalszych i bardziej szczegdétowych analiz [182].
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2. Zalozenia i cele pracy

Luszczyca jest czesta, zapalng choroba, ktdra istotnie obniza jako$¢ zycia chorych i
zwigksza ryzyko innych powaznych schorzen. Mimo olbrzymiego postgpu w poznaniu
patogenezy choroby, wyrazajacego si¢ m.in. wprowadzeniem do praktyki klinicznej leczenia
biologicznego, przyczyna tuszczycy nadal nie jest poznana. Istota schorzenia jest nadmierne,
zaburzone roéznicowanie keratynocytow w  odpowiedzi na aktywacj¢ ukiadu
immunologicznego, z kluczowa rolg limfocytow T, komorek dendrytycznych, prozapalnych
cytokin i chemokin. Wiadomo obecnie, ze czynniki immunologiczne wraz z wpltywami
srodowiskowymi 1 podtozem genetycznym sktadajg si¢ na kompleksowa etiologie tego
czestego schorzenia.

Sposrod wielu poznanych markeréw genetycznych predysponujacych do rozwoju
tuszczycy, kluczowa role przypisuje si¢ allelowi HLA-Cw*06, zlokalizowanemu w obregbie
locus PSORS1 na chromosomie 6. Szacuje si¢, ze PSORS1 odpowiada za 35-50%
predyspozycji do tuszczycy wczesnej] w populacjach kaukazoidalnych [62-64]. Znaczacy
rozwo0j badan molekularnych, a szczeg6lnie odkrycia genetyczne dokonane dzigki badaniom
GWAS doprowadzitly do identyfikacji wielu innych polimorfizméw genetycznych
zlokalizowanych poza regionem MHC, wykazujacych zwigzek ze zwigkszonym ryzykiem
rozwoju tuszczycy. Na szczeg6lng uwage zastuguja najnowsze wyniki badan, potwierdzajace
asocjacje genow zaangazowanych w funkcjonowanie bariery naskorkowej (LCE3, CSTA)
oraz wariantow genetycznych biorgcych udziat w obrobce antygenow w kontekscie MHC
klasy I oraz regulacji aktywacji limfocytow CD8+ (ERAPI, ZAP70) z tuszczyca [55,96-102,
156]. Biologiczne znaczenie nowo odkrytych markeréw genetycznych ryzyka tuszczycy
wpisuje si¢ w mechanizmy zalezne od HLA-Cw*06, a ich rola moze hipotetycznie polega¢ na
tatwiejszej penetracji antygenow spowodowanej zaburzeniami funkcjonowania bariery
naskorkowej, jak 1 nieprawidlowosciach w obrobce oraz prezentacji antygendow limfocytom
T. Fenotypowe ujawnienie si¢ tuszczycy zalezy nie tylko od interakcji pomiedzy czynnikami
genetycznymi i §rodowiskowymi, lecz réwniez od wzajemnego oddziatywania na poziomie
genow, czyli zjawiska epistazy opisanego w odniesieniu do kilku polimorfizmow
genetycznych, takich jak - LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI 1 ZAP70 z HLA-Cw*06
[55,96,98,108,145,149,156,157]. Opublikowane dotychczas wyniki badan dotyczacych
interakcji jak 1 asocjacji tych genow-kandydatow z ryzykiem rozwoju tuszczycy sa

niejednoznaczne.
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Z powodu kompleksowej natury tuszczycy, oszacowanie ryzyka rozwoju schorzenia
na podstawie oceny pojedynczych polimorfizméw genetycznych nie jest mozliwe. W
ostatnim czasie zaproponowano panel 10 markerow typu SNP, ktore wykazuja zwigzek z
tuszczyca. Ich taczna ocena pozwala na oszacowanie predyspozycji do zachorowania na
tuszczyce. W zaproponowanym panelu warto$¢ prognostyczna wystgpienia schorzenia dla
allelu HLA-Cw*06 byta poréwnywalna do tgcznej wartosci prognostycznej wszystkich innych
ujetych w zestawie 9 wariantow genowych [100]. W innym badaniu, w ktérym analizowano
panel 3 markeréw tuszczycy, obejmujacy HLA-Cw*06, CSTA 1 D1S2346, ktore wykazuja
wzajemng interakcje, stwierdzono ponad 100-krotnie zwiekszone ryzyko wystgpienia choroby
u 0s0b bedacych nosicielami réwnoczesnie wszystkich tych polimorfizmow genetycznych
[157].

Niniejsza praca wpisuje si¢ zatem w najnowszy trend laczenia poznanych dotad
markerow predysponujagcych do rozwoju tuszczycy pod katem kompleksowej oceny
genetycznego ryzyka rozwoju tej dermatozy a takze badania korelacji polimorfizmow
genetycznych majacych zwigzek z patogeneza luszczycy nieanalizowanych jak dotad w
populacji polskiej. W tym celu wybrano az 5 markerow wykazujacych interakcje, co moze
dostarczy¢ cennego narzedzia diagnostycznego w praktyce dermatologiczne;.

Jak dotad nie ukazaty si¢ publikacje dotyczace zwiazku LCE3C LCE3B-del, CSTA,
ERAPI oraz ZAP70 z tuszczycg ani mozliwych interakcji/wspotwystepowania z genem HLA-
Cw*06 w populacji polskiej.

Powyzsze przestanki byly powodem podjecia badan, ktorych celem bylo:

1. Poréwnanie czgstosci wystepowania: HLA-Cw*06, LCE3C LCE3B-del, CSTA,
ERAPI, ZAP70 w populacji chorych na tuszczyce i w populacji kontrolnej
pochodzacych z Polski potnocne;.

2. Porownanie wspotwystepowania: LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI, ZAP70 z
allelem HLA-Cw*06 w populacji chorych na tuszczyce i w populacji kontrolnej
pochodzacych z Polski poétnocne;.

3. Ocena korelacji HLA-Cw*06, LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI i ZAP70 z
cigzkos$cig tuszczycy, wyrazonej wskaznikiem PASI.

4. Oszacowanie genetycznego wskaznika ryzyka wystapienia luszczycy dla pigciu
badanych polimorfizmow genetycznych HLA-C, LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI,
ZAP70.
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3.Material i metody

3.1 Material badany

3.1.1. Populacja chorych

Do badan genetycznych zostato uzyte jadrowe DNA wyizolowane z 4 ml obwodowej
krwi zylnej pobranej od wstepnie ocenionych klinicznie 148 niespokrewnionych ze soba
chorych z przewlekla tuszczyca plackowata, hospitalizowanych w Klinice Dermatologii,
Wenerologii i Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (n=105) oraz bedacych pod
opieka Poradni Kliniki Dermatologii, Wenerologii 1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (n=43). W grupie badanej bylo 79 mezczyzn (53,38%) oraz 69 kobiet (46,62%)
w wieku od 18 do 83 lat. Srednia wieku 0séb chorych wynosita 43,3 lat (wéréd mezczyzn —
43,32 lat; wsrdd kobiet — 43,28 lat). Dane demograficzne osob nalezacych do populacji

badanej przedstawiono w tabeli III.

Parametr Mezczyzni Kobiety Ogolem
Liczebnos$¢ 79 69 148
Sredni wiek (lata) 43,32 43,28 43,3

Tabela III. Dane demograficzne chorych z tuszczyca zakwalifikowanych do grupy badanej
(n=148)
Table III. Demographic data of the patients with psoriasis included into the study group
(n=148)

Rozktad liczebnosci chorych w poszczeg6lnych przedziatach wiekowych przedstawia

rycina 7.
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Rycina 7. Rozktad wieku chorych na tuszczyce wiaczonych do badania (n=148)
Figure 7. Age ranges of the patients with psoriasis at the time of the study (n=148)

Do populacji badanej kwalifikowano osoby obu pici, u ktérych na podstawie badania
fizykalnego stwierdzono na skorze zmiany tuszczycowe o typie tuszczycy plackowate;j.
Chorzy ze zmianami skornymi odpowiadajacymi rozpoznaniu tuszczycy kropelkowatej,

odmiany krostkowej i1 erytrodemii tuszczycowej byli wykluczeni z populacji badane;.

3.1.2. Populacja kontrolna

Populacje kontrolng stanowily osoby zdrowe, niespokrewnione ze soba, dobrane
odpowiednio pod wzgledem wieku 1 pici w stosunku do grupy badanej. Grupa ta liczyla 146
0sob, w tym 83 mezczyzn (56,64%) i 63 kobiet (43,16%) w wieku od 19 do 84 lat. Srednia
wieku populacji kontrolnej wyniosta 42,0 lat.

Od o0s6b tych zbierano szczegdélowy wywiad osobniczy oraz rodzinny w kierunku
chorob skory. Do grupy kontrolnej nie wtgczono oséb ze zmianami luszczycowymi na skorze,

z rozpoznaniem tuszczycowego zapalenia stawow jak rowniez z dodatnim lub watpliwym
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wywiadem osobniczym oraz rodzinnym w kierunku tuszczycy i/lub tuszczycowego zapalenia

stawoOw.

Populacje badane 1 kontrolne pochodzily z tego samego regionu Polski poinocne;.

Chorzy oraz osoby z grupy kontrolnej przed przystapieniem do badania wyrazity

pisemng zgode¢ na udziat w nim.

Projekt badawczy uzyskat zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej Do Spraw Badan
Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN/181/2012).

3.2 Metody badawcze

3.2.1. Kliniczna ocena chorych

Chorych kwalifikowano do grupy badanej na podstawie badania dermatologicznego.
U wszystkich pacjentow okreslono wskaznik PASI (ang. psoriasis area nad severity index),
stuzacy do oceny stopnia nasilenia tuszczycy. Wskaznik ten uwzglednia obszar skory zajetej

przez zmiany tuszczycowe, nasilenie zluszczania, rumienia oraz nacieku [183] (Tabela IV).
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Punktacja 0 1 2 3 4 5 6

r — rumien
bardzo

n — naciek brak | nieznaczne | umiarkowane | cigzkie o - -
cigzkie

z — zhuszczanie

p —

powierzchnia 0 1-9 10-29 30-49 50-69 70-89 | 90-100

(%)

PASI =0,1-(rg + ng + zg)'p + 0,2 (rex + Dok + Zgk)'p + 0,3-(r; + n¢ + z)'p + 0,4 (raxt Nk + Zax)'p

g — glowa; gk — gorne konczyny; t — tutow; dk — dolne konczyny

Tabela IV. Schemat obliczania wskaznika PASI
Table IV. The scheme of PASI index calculation

3.2.2. Metody badan molekularnych

3.2.2.1. Izolacja DNA

Do izolacji jadrowego DNA z krwi pelnej zastosowano nieznacznie zmodyfikowana
technike wg. Lahiri’ego 1 Nurnberger’a [184]. Metoda ta pozwolita na uzyskanie wysokiej
jakosci DNA bez koniecznosci diugotrwalej inkubacji z proteinazg K oraz stosowania
agresywnych rozpuszczalnikow organicznych, takich jak fenol, chloroform czy alkohol

izoamylowy.
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3.2.2.2. Oznaczanie jakosci DNA

Stezenie i czysto$¢ wyizolowanego jadrowego DNA oznaczono spektrofotometrycznie
w aparacie NanoDrop® ND-1000. Pomiar odczytano przy dtugosci fali 260 nm, przy ktore;j

absorbancja dla kwaséw nukleinowych wykazuje maksimum.

3.2.2.3. Oznaczanie allelu HLA-Cw*06

Do typowania allelu HLA-Cw*06 w populacji 148 chorych oraz 146 0s6b z grupy
kontrolnej wykorzystano zoptymalizowang technik¢ PCR-SSP (ang. Sequence Specific
Primers) 1 PCR-RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism) przebiegajaca w
trzech etapach [87,185].

W pierwszym etapie przeprowadzono typowanie allelu HLA-Cw*06 wykorzystujac
reakcj¢ PCR z uzyciem metody specyficznej sekwencji starterow (PCR-SSP). W celu
eliminacji wynikow falszywie ujemnych, zastosowano wewnetrzng kontrole amplifikacji w
postaci fragmentu genu HLA-C. Reakcje przeprowadzono w 13 ul mieszaniny reakcyjnej
sktadajacej si¢ z buforu C dostarczonego w zestawie z polimeraza, 350 uM trdjfosforanow
dezoksynukleotydéw (ang. deoxynucleotide triphosphate, dNTP), 750 nM starterow
allelospecyficznych, 125 nM starterow wewnetrznej kontroli amplifikacji, 0,1875 u
polimerazy Taq oraz 30 ng wyizolowanego DNA. Warunki temperaturowe w poszczegolnych

etapach reakcji PCR zaprezentowano w tabeli V.

Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C
: _ Denaturacja 25s5.w 96 °C
Amplifikacja
Hybrydyzacja 60 s. w 64 °C
(30 cykli)
Elongacja 120 s. w 72 °C
Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C

Tabela V. Warunki amplifikacji alleli locus HLA-C
Table V. Conditions of amplification of HLA-C allele
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W celu wykrycia heterozygot, probki DNA, w ktorych wytypowano w pierwszej
reakcji allel HLA-Cw*06, poddano analizie z wykorzystaniem metody PCR z oceng
polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR-RFLP). Amplifikacj¢ prowadzono
w 10 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej bufor A dostarczony w zestawie z polimeraza,
1,25 mM chlorku magnezu (ang. magnesium chloride, MgCl,), 200 uM dNTP, 750 nM
starterow HLA-CF 1 HLA-CR, 0,625 u polimerazy 7Taq oraz 2,5 ng matrycowego DNA.
Warunki temperaturowe dla powyzszej reakcji obejmowaly 2 min. wstgpnej denaturacji w
95°C, 30 cykli amplifikacji (60 s. w 95°C, 60 s. w 62°C, 30s. w 72 °C) oraz 5 min. koncowej
elongacji w 72°C. Powielony fragment genu HLA-C poddano nastepnie analizie restrykcyjnej
z uzyciem enzymu Sma . W tym celu 5 ul uzyskanego produktu PCR poddano trawieniu
przez 4 h w 25°C w 10 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej ponadto 5 u enzymu Sma I oraz
bufor dostarczony w zestawie z enzymem Sma I. W przypadku homozygot pod wptywem
restryktazy Sma I z produktu PCR wielkosci 618 bp powstawaty fragmenty wielkos$ci 348 bp,
196 bp 1 74 bp. W przypadku heterozygot obserwowano dodatkowy fragment wielkosci 270
bp.

Trzeci etap identyfikacji allelu HLA-Cw*06 polegal na wykluczeniu u homozygot
niespecyficznego trawienia enzymem Sma I, ktory oprocz Cw*06 wykrywal takze allele
Cw*07 1 Cw*18. W tym celu wykorzystano zmodyfikowany allelospecyficzny starter reverse
uzyty w pierwszym etapie oraz niezmieniony starter forward, co umozliwito amplifikacje
Cw*07 1 Cw*18. Ponownie zastosowano reakcj¢ PCR-SSP, ktorej profil temperaturowy nie
roznit si¢ od profilu z pierwszego etapu badania.

Na kazdym =z trzech etapow produkty PCR rozdzielono w 13% zelu
poliakrylamidowym przy uzyciu aparatu do elektroforezy poziomej Multiphor II (LKB) przy
napigciu 1000 V, natezeniu 30 mA oraz mocy 15 W. Po rozdziale elektroforetycznym DNA
barwiono azotanem srebra.

Poszczegolne etapy identyfikacji allelu HLA-Cw*06 przedstawia rycina 8.
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Rycina 8. Wyniki typowania obecnosci i zygotycznos$ci allelu HLA-Cw*06 zmodyfikowang
metoda PCR-SSP i PCR-RFLP
Etap a — detekcja Cw*06:

e Sciezka 1 —allel Cw*06 obecny (297 bp);
e Sciezki 2 i 3 — pozytywna kontrola amplifikaciji (618 bp), brak allelu Cw*06

Etap b — r6znicowanie homozygot i heterozygot Cw *06:

e Sciezka 1 — widoczne trzy fragmenty (348 bp, 270 bp, 196 bp) — heterozygota Cw *06;
e Sciezka 2 — widoczne dwa fragmenty (348 bp, 196 bp) — osoba z Cw*06 i drugim
allelem trawionym przez restryktaze Sma I, tj. Cw*06 lub Cw*07 lub Cw*18

Etap c — identyfikacja alleli Cw*07 i Cw*I8 niespecyficznie trawionych przez Sma I:

o Sciezka 1 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp) — homozygota Cw*06/ Cw*06;
e Sciezka 2 - obecny Cw*07 lub Cw*18 (297 bp) - heterozygota Cw*06

Figure 8. The results of detection and zygosity status verification of HLA-Cw*06 allele with
the use of modified PCR-SSP and PCR-RFLP methods

44



Stage a — detection of Cw*06:

o Sample I — Cw*06 allele present (297 bp);
o Samples 2 and 3 — positive control of amplification (618 bp), lack of Cw*06 allele

Stage b — discrimination of homo- and heterozygotes with Cw*06 allele:

e Sample 1 — three fragments visible (348 bp, 270 bp, 196 bp) — heterozygote with
Cw*06;

e Sample 2 — two fragments visible (348 bp, 196 bp) — person with Cw*06 and a second
allele digested by Sma I restrictase, i.e. Cw*06 or Cw*07 or Cw*18

Stage c — identification of Cw*07 and Cw*18 alleles, unspecifically digested by Sma I:

o Sample 1 — positive control of amplification (618 bp) — homozygote Cw*06/ Cw*06;
o  Sample 2 - Cw*07 or Cw*18 allele present (297 bp) — heterozygote with Cw*06

3.2.2.4. Oznaczanie polimorfizmu LCE3C_LCE3B-del

Do oznaczania obecnosci 1 zygotyczno$ci LCE3C LCE3B-del wsrod 148 chorych
oraz 146 0sob z grupy kontrolnej zastosowano reakcje PCR z oceng polimorfizmu dtugosci
amplifikowanych fragmentow (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP). Do
amplifikacji uzyto zoptymalizowanej metody wykorzystujacej trzy rdézne startery

charakterystyczne dla badanego miejsca, ktorych sekwencje przedstawiono w tabeli VI [96].
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Nazwa starteru Sekwencja starteru

LCE3C_F S’TTTGGAGCATGTTGTCAGGA3’
LCE3C_R 5’AGGGTTAGGCACAGGGAACT3’
LCE3CR2D 5’CATCCCAGGGATGCTGCATGY’

Tabela VI. Nazwy 1 sekwencje starteréw wykorzystanych do typowania LCE3C LCE3B-del
Table VI. Primer names and sequences used for genotyping LCE3C LCE3B-del

Produkt allelospecyficzny nie wykazujacy delecji, wielkosci 240 bp, powstawat przy
uzyciu LCE3C F i LCE3C R (Rycina 9). Allel posiadajacy delecj¢, wielkosci 199 bp,
wykrywano w oparciu o startery LCE3C_F i LCE3CR2D (Rycina 10).

—

B
LCE3C_R

- -

240 bp

Rycina 9. Schemat przytaczania starteréw LCE3C _F i LCE3C_R w przypadku wariantu bez
delecji. Amplifikacji ulega produkt wielkosci 240 bp. Fragment LCE3C_F-LCE3CR2D nie
powstaje (32,2 kb)

Figure 9. The scheme of LCE3C _F and LCE3C R hybridization in a variant without the
deletion. The product length of 240 bp is amplified. LCE3C _F-LCE3CR2D fragment is not

detected
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|

199 bp
Rycina 10. Schemat przylaczania starteréw LCE3C_F i LCE3CR2D w przypadku wariantu z
delecja. Amplifikacji ulega produkt wielkosci 199 bp
Figure 10. The scheme of LCE3C F and LCE3CR2D hybridization in a variant with the
deletion. The product length of 199 bp is amplified

Amplifikacj¢ prowadzono w 10 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z buforu B
dostarczonego w zestawie z polimerazg, 200 uM dNTP, po 0,2 uM kazdego ze starterow, 0,5
u polimerazy 7Tag oraz 30 ng wyizolowanego DNA. Warunki temperaturowe w

poszczegbdlnych etapach reakcji PCR zaprezentowano w tabeli VII.

Wstepna denaturacja 3 min. w 95 °C

; ; Denaturacja 30s.w95°C
Amplifikacja
Hybrydyzacja 30s. w60 °C
(30 cykli)

Elongacja 50s.w72°C

Koncowa elongacja 10 min. w 72 °C

Koncowa inkubacja 25°C

Tabela VII. Warunki amplifikacji allelu LCE3C LCE3B-del
Table VII. Conditions of amplification of LCE3C LCE3B-del allele
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Produkty PCR rozdzielono w 13% zelu poliakrylamidowym przy uzyciu aparatu do
elektroforezy poziomej Multiphor II (LKB) przy napigciu 1000 V, natezeniu 30 mA oraz
mocy 15 W. Po rozdziale elektroforetycznym DNA barwiono azotanem srebra. Przyktadowy
wynik typowania LCE3C LCE3B-del przy uzyciu opisywane] metody przedstawiono na
rycinie 11.

Rycina 11. Ocena obecnosci 1 zygotycznosci allelu LCE3C LCE3B-del

e Sciezka 1 — widoczne dwa fragmenty (240 bp, 199 bp), heterozygota LCE3C LCE3B-
del;

e Sciezka 2 — widoczny jeden fragment (240 bp), brak allelu LCE3C LCE3B-del;

e Sciezka 3 — widoczny jeden fragment (199 bp), homozygota LCE3C LCE3B-del/
LCE3C _LCE3B-del

Figure 11. Detection and zygosity status verification of LCE3C LCE3B-del allele
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e Sample I- two fragments visible (240 bp, 199 bp), heterozygote with LCE3C LCE3B-
del;

e Sample 2 — one fragment visible (240 bp), lack of LCE3C LCE3B-del allele,

e Sample 3 — one fragment visible (199 bp), homozygote LCE3C LCE3B-del/
LCE3C LCE3B-del

3.2.2.5. Oznaczanie polimorfizmow CSTA

Do oznaczania polimorfizméw CSTA*C 1 CSTA*T wsrod 148 osoéb z populacji
badanej oraz 146 0s6b z grupy kontrolnej wykorzystano reakcje PCR-SSP.
Do amplifikacji wykorzystano startery, ktorych sekwencje przedstawiono w tabeli

VIIIL

Nazwa starteru Sekwencja starteru
CSTA-FC 5’GAAGAAAAAACAAATGAGACTGAC?’
CSTA-FT 5’GAAGAAAAAACAAATGAGACTGAT3’
CSTA-R 5’TGAGAGTCCACCACTTG3’

Tabela VIII. Nazwy i sekwencje starteréw wykorzystanych do oznaczania CSTA*C i
CSTA*T
Table VIII. Primer names and sequences used for genotyping CSTA*C and CSTA*T

W nastgpnym etapie wykonano optymalizacj¢ profilu temperaturowego dla reakcji
hybrydyzacji starterow charakterystycznych dla badanego miejsca jak i wewnetrznej kontroli

amplifikacji (Rycina 12ab).
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€ 236bp

Rycina 12. Wyniki optymalizacji profilu temperaturowego dla reakcji hybrydyzacji starteréw
wykorzystanych do typowania polimorfizmow CSTA:

a) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starteréw wykorzystanych do
oznaczania CSTA*C. Sygnat amplifikacji produktu powstatego przy uzyciu starterow
CSTA-FC 1 CSTA-R oraz kontroli wewnegtrznej jest najsilniejszy dla Sciezki 5 (57,3
°C);

b) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starterow wykorzystanych do
typowania CSTA*T. Sygnal amplifikacji produktu powstalego przy uzyciu starterow
CSTA-FT 1 CSTA-R oraz kontroli wewnetrznej jest najsilniejszy dla $ciezki 5 (57,3
°C)

Figure 12. The results of temperature profile optimization for a reaction of hybridization of

the primers used for genotyping CSTA polymorphisms:
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a) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for
genotyping CSTA*C. The amplification signal for the product generated by CSTA-FC,
CSTA-R primers and amplification control is the strongest in the sample 5 (57,3 °C),

b) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for
genotyping CSTA*T. The amplification signal for the product generated by CSTA-FT,
CSTA-R primers and amplification control is the strongest in the samples 5 (57,3 °C)

Amplifikacj¢ dla allelu CSTA*C prowadzono w 13 pl mieszaniny skladajacej si¢ z
buforu C dostarczonego w zestawie z polimeraza, 350 uM dNTP, 750 nM starteru CSTA-FC,
750 nM starteru CSTA-R, po 125 nM starterow wewngtrznej kontroli amplifikacji, 0,875 u
polimerazy Taq oraz 30 ng wyizolowanego DNA. Amplifikacj¢ dla allelu CSTA*T
prowadzono w 13 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z buforu C dostarczonego w zestawie z
polimerazg, 350 uM dNTP, 750 nM starteru CSTA-FT, 750 nM starteru CSTA-R, po 125 nM
starterow wewnetrznej kontroli amplifikacji, 0,875 u polimerazy Tag oraz 30 ng
wyizolowanego DNA. Warunki temperaturowe w poszczegdlnych etapach reakcji PCR
wykorzystanej do oznaczania polimorfizméw CSTA*C i CSTA*T zaprezentowano w tabeli

IX.

Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C

; ; Denaturacja 25s.w 96 °C

Amplifikacja
Hybrydyzacja 60s. w57°C
(30 cyKkli)
Elongacja 2 min. w 72 °C
Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C
Koncowa inkubacja 25°C

Tabela IX. Warunki amplifikacji alleli CSTA*C 1 CSTA*T
Table IX. Conditions of amplification of CSTA*C and CSTA*T alleles

Produkty PCR rozdzielono w 13% zelu poliakrylamidowym przy uzyciu aparatu do
elektroforezy poziomej Multiphor II (LKB) przy napieciu 1000 V, natezeniu 30 mA oraz
mocy 15 W. Po rozdziale elektroforetycznym DNA barwiono azotanem srebra. Przyktadowy

wynik typowania CSTA *T przy uzyciu opisywanej metody przedstawiono na rycinie 13.
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& Wi« 618 bp

W 236 bp

1 2

Rycina 13. Przyktadowy wynik typowania allelu CSTA*T
e Sciezka 1 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), brak allelu CSTA *T;
e Sciezka 2 — widoczne dwa fragmenty, allel CSTA *T obecny (236 bp)
Figure 13. The example of CSTA*T allele genotyping
o Sample 1 - positive control of amplification (618 bp), lack of CSTA*T allele;
o  Sample 2 - two fragments visible, CSTA*T allele present (236 bp)

3.2.2.6. Oznaczanie polimorfizmow ERAPI
Do typowania polimorfizméw ERAPI*C i ERAP1*G wsrdd 148 chorych oraz 146
0s6b z grupy kontrolnej zastosowano reakcje PCR-SSP.

Do amplifikacji wykorzystano trzy startery, ktorych sekwencje przedstawiono w tabeli

X.
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Nazwa starteru Sekwencja starteru

ERAPI1-FG S’GCAGTGCAATTTGCTCCTAAGD’

Tabela X. Nazwy i sekwencje starteréw wykorzystanych do typowania ERAPI*C i
ERAPI*G
Table X. Primer names and sequences used for genotyping ERAP1*C and ERAPI1*G

W kolejnym etapie zoptymalizowano program temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji
starterOw charakterystycznych dla badanego miejsca jak 1 wewnetrznej kontroli amplifikacji
(Rycina 14ab).
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<618 bp

<172 bp

<618 bp

<172 bp

Rycina 14. Wyniki optymalizacji programu temperaturowego dla reakcji hybrydyzacji
starterow wykorzystanych do typowania polimorfizmow ERAPI:

a) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starterow wykorzystanych do
typowania ERAPI*C. Sygnatl amplifikacji produktu powstalego przy uzyciu starterow
ERAPI1-FC i ERAP1-R oraz kontroli wewng¢trznej jest najsilniejszy dla $ciezki 7 (62,2
°C);

b) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starterow wykorzystanych do
typowania ERAP1*G. Sygnal amplifikacji produktu powstatego przy uzyciu starterow
ERAPI1-FG i ERAPI-R oraz kontroli wewnetrznej jest najsilniejszy dla Sciezek 7
(62,2°C)18 (64,4 °C)

Figure 14. The results of temperature programme optimization for a reaction of hybridization
of the primers used for genotyping ERAPI polymorphisms:

a) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for

genotyping ERAPI1*C. The amplification signal for the product generated by ERAPI-
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FC, ERAPI-R primers and amplification control is the strongest in the sample 7 (62,2
°C);

b) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for
genotyping ERAP1*G. The amplification signal for the product generated by ERAPI-
FG, ERAPI-R primers and amplification control is the strongest in the samples 7
(62,2 °C) and 8 (64,4 °C)

Amplifikacj¢ allelu ERAPI*C prowadzono w 13 pl mieszaniny skladajacej si¢ z
buforu C dostarczonego w zestawie z polimerazg, 350 uM dNTP, 750 nM starteru ERAP1-
FC, 750 nM starteru ERAP1-R, po 125 nM starterow wewnetrznej kontroli amplifikacji,
0,875 u polimerazy Tag oraz 30 ng wyizolowanego DNA. Amplifikacj¢ allelu ERAPI*G
prowadzono w 13 pl mieszaniny skladajacej si¢ z buforu C dostarczonego w zestawie z
polimeraza, 350 uM dNTP, 750 nM starteru ERAP1-FG, 750 nM starteru ERAPI-R, po 125
nM starterow wewnetrznej kontroli amplifikacji, 0,875 u polimerazy Tag oraz 30 ng
wyizolowanego DNA. Warunki temperaturowe w poszczegdlnych etapach reakcji PCR dla

polimorfizméw ERAPI*C oraz ERAPI1*G zaprezentowano w tabelach XI 1 XII.

Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C

; ; Denaturacja 25s.w 96 °C

Amplifikacja
Hybrydyzacja 60 s. w 62 °C
(30 cyKkli)
Elongacja 2 min. w 72 °C
Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C
Koncowa inkubacja 25°C

Tabela XI. Warunki amplifikacji allelu ERAP1*C
Table XI. Conditions of amplification of ERAP1*C allele
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Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C

: _ Denaturacja 255.w 96 °C
Amplifikacja
Hybrydyzacja 60 s. w 63 °C
(30 cyKkli)
Elongacja 2 min. w 72 °C
Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C
Koncowa inkubacja 25°C

Tabela XII. Warunki amplifikacji allelu ERAPI*G
Table XII. Conditions of amplification of ERAP1*G allele

Produkty PCR rozdzielono w 13% zelu poliakrylamidowym przy uzyciu aparatu do
elektroforezy poziomej Multiphor II (LKB) przy napigciu 1000 V, natezeniu 30 mA oraz
mocy 15 W. Po rozdziale elektroforetycznym DNA barwiono azotanem srebra. Przyktadowy

wynik typowania ERAPI*G przy uzyciu opisywanej metody przedstawiono na rycinie 15.

<618 bp

<172 bp
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Rycina 15. Przyktadowy wynik typowania allelu ERAPI*G
e Sciezka 1 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), brak allelu ERAPI*G;
e Sciezka 2 — widoczne dwa fragmenty, allel ERAPI1*G obecny (172 bp)
Figure 15. The example of ERAP1*G allele genotyping
e Sample 1 - positive control of amplification (618 bp), lack of ERAPI*G allele;
e Sample 2 - two fragments visible, ERAP1*G allele present (172 bp)

3.2.2.7. Oznaczanie polimorfizmow ZAP70

Do typowania polimorfizmow ZAP70*A4 i ZAP70*G u wszystkich os6b z populacji
badanej oraz grupy kontrolnej zastosowano reakcj¢ PCR-SSP.
W reakceji amplifikacji wykorzystano trzy startery, ktorych sekwencje przedstawiono

w tabeli XIII.

Nazwa starteru Sekwencja starteru
ZAP70-FA 5’CCTTCGGGGAGATATTTTTCAZ’
ZAP70-FG 5’CTTCGGGGAGATATTTTCCG3’

5’GCTGGACGCTCATTTCTT3’
ZAP70-R

Tabela XIII. Nazwy i sekwencje starterow wykorzystanych do typowania ZAP70*4 i
ZAP70*G
Table XIII. Primer names and sequences used for genotyping ZAP70*4 1 ZAP70*G
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Temperature dla reakcji hybrydyzacji starterow allelospecyficznych jak i wewngtrznej
kontroli amplifikacji poddano optymalizacji (Rycina 16ab).

Rycina 16. Wyniki optymalizacji temperatury dla reakcji hybrydyzacji starterow
wykorzystanych do typowania polimorfizméw ZAP70:

a) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starterow wykorzystanych do
typowania ZAP70*4. Sygnal amplifikacji produktu powstatego przy uzyciu starterow
ZAP70-FA 1 ZAP70-R oraz wewnetrznej kontroli amplifikacji jest najsilniejszy dla
sciezek 4 (54,9 °C) 15 (57,3 °C);

b) Gradient temperaturowy dla reakcji hybrydyzacji starterow wykorzystanych do
typowania ZAP70*G. Sygnat amplifikacji produktu powstatego przy uzyciu starterow
ZAP70-FG 1 ZAP70-R oraz wewnetrznej kontroli amplifikacji jest najsilniejszy dla
sciezki 6 (59,7 °C)
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Figure 16. The results of temperature optimization for a reaction of hybridization of the
primers used for genotyping ZAP70 polymorphisms:

a) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for
genotyping ZAP70*A. The amplification signal for the product generated by
ZAP70-FA, ZAP70-R primers and amplification control is the strongest in the
samples 4 (54,9 °C) and 5 (57,3 °C;

b) The temperature gradient for a reaction of hybridization of the primers used for
genotyping ZAP70*G. The amplification signal for the product generated by
ZAP70-FG, ZAP70-R primers and amplification control is the strongest in the
sample 6 (59,7 °C)

Amplifikacj¢ allelu ZAP70*4 prowadzono w 13 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z
buforu C dostarczonego w zestawie z polimeraza, 350 uM dNTP, 750 nM starteru ZAP70-
FA, 750 nM starteru ZAP70-R, po 125 nM starterow wewngetrznej kontroli amplifikacji, 0,875
u polimerazy Taq oraz 30 ng wyizolowanego DNA. Amplifikacj¢ allelu ZAP70*G
prowadzono w 13 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z buforu C dostarczonego w zestawie z
polimeraza, 350 uM dNTP, 750 nM starteru ZAP70-FG, 750 nM starteru ZAP70-R, po 125
nM starterow wewnetrznej kontroli amplifikacji, 0,875 u polimerazy Tag oraz 30 ng
wyizolowanego DNA. Warunki temperaturowe w poszczegdlnych etapach reakcji PCR dla

polimorfizméw ZAP70*4 oraz ZAP70*G zaprezentowano w tabelach XVIi XVII.

Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C

; ; Denaturacja 255.w 96 °C

Amplifikacja
Hybrydyzacja 60 s. w 56 °C
(30 cyKkli)
Elongacja 2 min. w 72 °C
Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C
Koncowa inkubacja 25°C

Tabela XIV. Warunki amplifikacji allelu ZAP70*4
Table X1V. Conditions of amplification of ZAP70*A4 allele
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Wstepna denaturacja 2 min. w 96 °C

Hybrydyzacja 60 s. w59 °C

Koncowa elongacja 5 min. w 72 °C

Tabela XV. Warunki amplifikacji allelu ZAP70*G
Table XV. Conditions of amplification of ZAP70*G allele

Produkty PCR rozdzielono w 13% zelu poliakrylamidowym przy uzyciu aparatu do
elektroforezy poziomej Multiphor II (LKB) przy napieciu 1000 V, natezeniu 30 mA oraz
mocy 15 W. Po rozdziale elektroforetycznym DNA barwiono azotanem srebra. Przykladowy
wynik typowania polimorfizméw ZAP70 przy uzyciu opisanej metody przedstawiono na

rycinie 17ab.

< 618 bp

< 310 bp
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Rycina 17. Przyktadowy wynik typowania polimorfizméw ZAP70

a) Ocena obecnosci allelu ZAP70%*A4:

e Sciezka 1 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), brak allelu ZAP70%*4;

e Sciezka 2 — widoczne dwa fragmenty, allel Z4P70*4 obecny (311 bp)

b) Ocena obecnosci allelu ZAP70*G:

e Sciezka 1 — widoczne dwa fragmenty, allel Z4P70*G obecny (310 bp);

e Sciezka 2 — pozytywna kontrola amplifikacji (618 bp), brak allelu ZAP70*G
Figure 17. The example of ZAP70 polymorphisms genotyping.

a) Detection of ZAP70%*4 allele:

o Sample I - positive control of amplification (618 bp), lack of ZAP70*4 allele;

o Sample 2 - two fragments visible, ZAP70*A allele present (311 bp)

b) Detection of ZAP70*G allele:

o Sample 1 - two fragments visible, ZAP70*G allele present (310 bp);

e Sample 2 - positive control of amplification (618 bp), lack of ZAP70*G allele

3.2.3 Metody statystyczne

Czestosci wystepowania poszczegolnych alleli 1 genotypoéw HLA-C, LCE3C LCE3B,
CSTA, ERAPI i ZAP70 w grupie chorych na tuszczyce oraz w populacji 0sob zdrowych
porownywano przy uzyciu doktadnego testu Fishera dla tabel kontyngencji 2x2 lub testu chi-
kwadrat dla tabel wigkszych. Dla tabel 2x2 preferowano doktadny test Fishera, poniewaz
wyznacza on zawsze doktadng warto$¢ P, natomiast test chi-kwadrat lepsza lub gorsza jej
aproksymacje. Analizy interakcji poszczegélnych markeréw genetycznych z HLA-Cw*06
dokonano przy uzyciu doktadnego testu Fishera.

Do korelacji $rednich wartosci  wskaznika PASI z badanymi genotypami
wykorzystano test U Manna Whitneya.

Przy pomocy wzglednego ryzyka (RR) oceniono prawdopodobienstwo rozwoju
luszczycy u osoby posiadajacej dany marker genetyczny oraz prawdopodobienstwo
wystapienia tego schorzenia u osoby nie bedacej nosicielem tego markera. Warto§¢ RR
informuje, ile razy cze$ciej choroba wystepuje u oséb z danym wariantem genetycznym w

stosunku do os6b bez niego. Iloraz szans (OR) okresla zwiazek badanego markera z choroba.
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Warto$¢ 1 mowi o braku réznic, warto§¢ ponizej 1 okresla wyzszg czesto$¢ allela u 0sob
zdrowych niz u oséb chorych, za§ wartos¢ powyzej 1 $wiadczy o czestszym wystepowaniu
allela u chorych w stosunku do os6b zdrowych, co wskazuje na jego zwiazek z rozwojem
choroby.

Do obliczen wartosci GRS wykorzystano allele predysponujace do rozwoju tuszczycy
o warto$ciach OR 1 RR wigkszych niz 1 niezaleznie od tego, czy zaobserwowany zwigzek z
tuszczyca byt statystycznie istotny. Byty to allele HLA-Cw*06, ERAPI*G, ZAP70*G oraz
LCE3C LCE3B-del. Do obliczen nie wlaczono zadnego z alleli genu CSTA, poniewaz nie
wykazywaty one wplywu na ryzyko rozwoju schorzenia. Oszacowanie wartosci GRS oparto
na wynikach uzyskanyych od o0so6b, u ktorych oznaczono pelny genotyp 4 wyzej
wymienionych polimorfizméw (127 pacjentow i1 100 osoéb z grupy kontrolnej). GRS dla
badanych 0so6b okreslono dwoma sposobami wedlug metody opisanej przez zespdt Chen -
jako sumg liczby alleli predysponujacych do rozwoju tuszczycy (,,count GRS”, cGRS) oraz
jako sume liczby alleli predysponujacych do rozwoju tuszczycy, pomnozonej przez logarytm
naturalny z ilorazu szans (In(OR)) dla kazdego z 4 genow (,,weighted GRS”, wGRS) [100].

Obliczenia statystyczne zostaly przeprowadzone przy uzyciu pakietu statystycznego
STATISTICA 12 (StatSoft Inc.) oraz arkusza kalkulacyjnego Excel. Wyniki analiz zostaly

przedstawione w postaci rycin i tabel.
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4.Wyniki

4.1 Czestos¢ wystepowania HLA-Cw*06 u chorych na luszczyce

W grupie oséb chorych oznaczono 296 alleli po katem obecnosci HLA-Cw*06.
Stwierdzono 101 wariantow z allelem HLA-Cw*06 (34,1%) oraz 195 wariantow bez HLA-
Cw*06 (65,9%). W grupie kontrolnej oznaczono 292 allele, co pozwolito zaobserwowaé 32
warianty posiadajace HLA-Cw*06 (11,0%) oraz 260 nie posiadajacych HLA-Cw*06 (89,0%).

Wykazano istotnie cz¢stsze wystepowanie allelu HLA-Cw*06 w grupie chorych na
tuszczyce w pordwnaniu z osobami z grupy kontrolnej (p=1,02 x 10™).

Poréwnanie czgstosci wystepowania (%) alleli HLA-Cw*06 oraz alleli bez HLA-
Cw*06 w obu grupach przedstawiono na rycinie 18.
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*p=1,02 X 10'“, doktadny test Fishera

Rycina 18. Poréwnanie czgstosci wystgpowania (%) alleli HLA-Cw*06 oraz alleli bez HLA-
Cw*06 w populacji badanej (n=148) oraz kontrolnej (n=146)
Figure 18. Comparison of frequencies (%) of alleles with HLA-Cw*06 and without HLA-
Cw*06 in the study population (n=148) and controls (n=146)
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W populacji 0séb chorych na tuszczyce 4 osoby badane (2,7%) byty homozygotami
Cw*06/Cw*06, 93 badanych (62,8%) bylo heterozygotami z genotypem Cw*(06/allel bez
HLA-Cw*06, natomiast 51 chorych (34,5%) bylo homozygotami posiadajacymi allele bez
HLA-Cw*06. W przypadku grupy kontrolnej 32 osoby (21,9%) byly heterozygotami z
genotypem Cw*(06/allel bez HLA-Cw*(06, natomiast pozostate 114 o0s6b stanowily
homozygoty posiadajace allele bez HLA-Cw*06. W populacji kontrolnej nie stwierdzono
homozygot Cw*06/Cw*06.

Na rycinie 19 przedstawiono czesto$ci wystepowania (%) trzech réoznych genotypoéw

HLA-C w populacji chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolne;.
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Rycina 19. Czgstosci wystepowania (%) trzech réznych genotypéw HLA-C w populacji
chorych na tuszczyce (n=148) 1 w grupie kontrolnej (n=146)

Figure 19. Frequencies (%) of three different HLA-C genotypes in the population of patients
with psoriasis (n=148) and controls (n=146)
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Wykazano statystycznie istotne rdznice miedzy chorymi a osobami z grupy kontrolnej
w czestosciach genotypow HLA-C. W populacji chorych na tuszczyce statystycznie czesciej
obserwowano genotyp heterozygotyczny (Tabela XVI).

W grupie chorych na tuszczyc¢ oraz w populacji kontrolnej pordwnano czestosé
wystepowania allelu HLA-Cw*06 w ukladzie homo-, jak 1 heterozygotycznym. W grupie
badanej 97 chorych (65,5%) posiadato allel Cw*06, natomiast 51 chorych (34,5%) nie
posiadalo allelu Cw*06. Z kolei w grupie kontrolnej 32 osoby (21,9%) posiadaty allel Cw*06,

natomiast u 114 oso6b (78,1%) nie stwierdzono jego obecnosci.

Czestosc — Czestosc — Test
Gen Genotyp Wartosé p
tuszczyca kontrola statystyczny
Cw*06/Cw*06 0,027 0,000 0,000000
test chi-
Cw*06/inny 0,628 0,219
kwadrat
inny/inny 0,345 0,781
heterozygoty 0,628 0,219 doktadny 8,09x 10"
HLA-C homozygoty 0,372 0,781 test Fishera
Cw*06 (+) 0,655 0,219 doktadny
2,55x10™"
Cw*06 (-) 0,345 0,781 test Fishera
inny (+) 0,973 1,000 doktadny
0,122
inny (-) 0,027 0,000 test Fishera

Tabela XVI. Porownanie czgstosci genotypéw HLA-C w populacji chorych na tuszczyce
(n=148) i w grupie kontrolnej (n=146)

Table XVI. Comparison of HLA-C genotypes frequencies in the population of patients with
psoriasis (n=148) and controls (n=146)

4.2 Czestos¢ wystepowania LCE3C_LCE3B-del u chorych na luszczyce

W grupie 0s6b chorych oznaczono 296 alleli po katem obecnosci LCE3C LCE3B-del.
Stwierdzono 181 wariantow z delecja (61,1%) oraz 115 wariantow bez delecji (38,9%).
Natomiast w grupie kontrolnej oznaczono 292 allele, co pozwolito zaobserwowaé 167

wariantow posiadajacych LCE3C LCE3B-del (57,2%) oraz 125 nie
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posiadajacych LCE3C LCE3B-del (42,8%).

Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy miedzy chorymi na tuszczyce a osobami z
grupy kontrolnej w czgstosciach alleli z LCE3C LCE3B-del (p=0,356).

Poréwnanie czgstosci wystepowania (%) alleli z delecja oraz bez delecji w obu

grupach przedstawia rycina 20.
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Rycina 20. Porownanie czgstosci wystepowania (%) alleli z LCE3C LCE3B-del oraz alleli
bez LCE3C LCE3B-del w populacji badanej (n=148) oraz kontrolnej (n=146)
Figure 20. Comparison of frequencies (%) of alleles with LCE3C LCE3B-del and without
LCE3C _LCE3B-del in the study population (n=148) and controls (n=146)

W populacji 0séb chorych 55 osob badanych (37,2%) byto homozygotami del/del, 71
badanych (48%) bylo heterozygotami z genotypem del/wt, natomiast 22 chorych (14,9%)
posiadato genotyp homozygotyczny bez delecji (wt/wt). W przypadku grupy kontrolnej 46
0sob (31,51%) posiadato genotyp del/del, 75 o0séb (51,4%) byto heterozygotami z genotypem
del/wt, natomiast pozostale 25 oso6b (17,12%) stanowily homozygoty nie posiadajace
wariantu z delecjag (wt/wt).

Rycina 21 przedstawia czestosci wystepowania (%) trzech roéznych genotypow

LCE3C LCE3B w populacji chorych na tuszczycg oraz w grupie kontrolne;j.
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Rycina 21. Czestosci wystgpowania (%) trzech réznych genotypéw LCE3C LCE3B w

populacji chorych na tuszczyce (n=148) i w grupie kontrolnej (n=146)

Figure 21. Frequencies (%) of three different LCE3C _LCE3B genotypes in the population of

patients with psoriasis (n=148) and controls (n=146)

Nie wykazano statystycznie istotnych rdznic migdzy chorymi a osobami z grupy

kontrolnej w czgstosciach genotypoéw LCE3C LCE3B (Tabela XVII).

W grupie chorych na tuszczyce oraz w populacji kontrolnej poréwnano czestosé
wystepowania delecji gendw LCE3B 1 LCE3C w uktadzie homo-, jak i heterozygotycznym.
W grupie badanej 126 chorych (85,2%) posiadato genotyp z LCE3C LCE3B-del, natomiast
22 chorych (14,9%) posiadatlo dwie kopie genéw LCE3B i LCE3C. W grupie kontrolnej 121
0s0b (82,9%) posiadato genotyp z delecja w uktadzie homo- i heterozygotycznym, natomiast

u 25 0s6b (17,1%) nie stwierdzono delecji w genotypach.
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Czestosc — Czestosc — Test

Gen Genotyp Wartos¢ p
tuszczyca kontrola statystyczny
del/del 0,372 0,315
test chi-
del/wt 0,480 0,514 0,580
kwadrat
wt/wt 0,149 0,171
heterozygoty 0,480 0,514 doktadny
LCE3C_LCE3B 0,641
homozygoty 0,521 0,486 test Fishera
del (+) 0,852 0,829 doktadny
0,635
del (-) 0,149 0,171 test Fishera
wt (+) 0,629 0,685 doktadny
0,328
wt (-) 0,372 0,315 test Fishera

Tabela XVII. Porownanie czestosci genotypow LCE3C LCE3B w populacji chorych na
tuszczyce (n=148) 1 w grupie kontrolnej (n=146)

Table XVII. Comparison of LCE3C LCE3B genotypes frequencies in the population of
patients with psoriasis (n=148) and controls (n=146)

4.3 Czestos¢ wystepowania alleli genu CS7A4 u chorych na luszczyce

W grupie 0s6b chorych oznaczono 292 allele po katem obecnosci CSTA*C 1 CSTA*T.
Stwierdzono 161 wariantow z CSTA*C (55,1%) oraz 131 wariantow z CSTA*T (44,9%). Z
kolei w grupie kontrolnej oznaczono 292 allele, co pozwolilo zaobserwowa¢ 160 wariantow
posiadajacych CSTA*C (54,8%) oraz 132 warianty z CSTA*T (45,2%).

Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy miedzy chorymi na tuszczyce a osobami z
grupy kontrolnej w czestosciach alleli genu CSTA (p=1).

Porownanie czgstosci wystepowania (%) alleli CSTA*C 1 CSTA*T w obu grupach

przedstawia rycina 22.
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Rycina 22. Porownanie czesto$ci wystepowania (%) alleli CSTA*C 1 CSTA*T w populacji
chorych na tuszczyce (n=146) oraz w grupie kontrolnej (n=146)

Figure 22. Comparison of frequencies (%) of CSTA*C and CSTA*T alleles in the psoriatic
population (n=146) and controls (n=146)

W populacji chorych na tuszczyce 24 osoby badane (16,4%) byly homozygotami CC,
113 badanych (77,4%) bylo heterozygotami z genotypem CT, natomiast 9 chorych (6,2%)
posiadato genotyp homozygotyczny TT. W przypadku grupy kontrolnej 18 osob (12,3%)
posiadato genotyp CC, 124 osoby (84,9%) byty heterozygotami z genotypem CT, natomiast
pozostale 4 osoby (2,7%) stanowily homozygoty TT.

Rycina 23 przedstawia czestosci wystepowania (%) trzech réoznych genotypow CSTA

w populacji chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolne;.
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Rycina 23. Czgsto$ci wystgpowania (%) trzech réznych genotypoéw CSTA w populacji
chorych na tuszczyce (n=146) i w grupie kontrolnej (n=146)

Figure 23. Frequencies (%) of three different CSTA genotypes in the population of patients
with psoriasis (n=146) and controls (n=146)

Nie wykazano statystycznie istotnych r6znic miedzy chorymi na tuszczyc¢ a osobami
z grupy kontrolnej w czestosciach genotypow CSTA (Tabela XVIII).

W grupie chorych na tuszczyce oraz w populacji kontrolnej porownano czgstosci
wystepowania alleli CSTA*C 1 CSTA*T w ukladzie homo-, jak i heterozygotycznym. W
grupie badanej 137 chorych (93,8%) posiadato allel C genu CSTA4, a 9 chorych (6,2%) nie
posiadato zadnej kopii CSTA*C. 122 chorych na tuszczyce (83,6%) posiadato przynajmniej
jedna kopie CSTA*T, a u 24 chorych (16,4%) nie stwierdzono obecnosci allelu 7" genu CSTA.
W grupie kontrolnej 142 osoby (97,2%) posiadaty genotyp z CSTA*C w uktadzie homo- i
heterozygotycznym, 4 osoby (2,7%) nie posiadaty allelu C, natomiast u 128 oséb (87,6%)
stwierdzono allel 7, a u pozostatych 18 0séb (12,3%) CSTA*T nie zostato wykryte.
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Czestosc — Czestosc — Test

Gen Genotyp Wartos¢ p
tuszczyca kontrola statystyczny
CcC 0,164 0,123
test chi-
CT 0,774 0,849 0,193
kwadrat
1T 0,062 0,027
heterozygoty 0,774 0,849 doktadny test
0,134
CSTA homozygoty 0,226 0,150 Fishera
C(+) 0,938 0,972 doktadny
0,256
C(-) 0,062 0,027 test Fishera
T(+) 0,836 0,876 doktadny
0,405
T(-) 0,164 0,123 test Fishera

Tabela XVIII. Porownanie czestosci genotypow CSTA w populacji chorych na tluszczyce
(n=146) i w grupie kontrolnej (n=146)

Table XVIII. Comparison of CSTA genotypes frequencies in the population of patients with
psoriasis (n=146) and controls (n=146)

4.4 Czestos¢ wystepowania alleli genu ERAPI u chorych na luszezyce

W grupie oséb chorych oznaczono 254 allele po katem obecno$ci ERAPI*G i
ERAPI*C. Stwierdzono 210 wariantow z ERAPI*G (82,7%) oraz 44 warianty z ERAPI1*C
(17,3%). W grupie kontrolnej oznaczono 202 allele, co pozwolito zaobserwowaé 132
warianty posiadajace ERAPI1*G (65,3%) oraz 70 wariantow z ERAP1*C (34,7%).

Wykazano statystycznie istotng roznice miedzy chorymi na tuszczyce a osobami z
grupy kontrolnej w czgstosciach alleli genu ERAPI. W populacji chorych na tuszczyce
stwierdzono znamiennie czgstsze wystgpowanie allelu ERAPI*G w poréwnaniu z grupa
kontrolng, natomiast w grupie kontrolnej istotnie czgsciej obserwowano allel ERAPI*C w
stosunku do populacji chorych na tuszczyce (p=3,11 x107).

Porownanie czestosci wystepowania (%) alleli ERAP1*G i ERAPI*C w obu grupach

przedstawiono na rycinie 24.

71



90%

80% -

70% -

p=3,11 x10->*
60% -

50% -

M tuszczyca
40% -

i Kontrola

30% -

20% -

10% -

0% -
ERAP1*G ERAP1*C

*p=3,1 lxlO'S, doktadny test Fishera

Rycina 24. Poréwnanie czgstosci wystepowania (%) alleli ERAP1*G 1 ERAPI*C w populacji
chorych na  tuszczyc¢  (n=127) oraz w  grupie  kontrolnej (n=101)
Figure 24. Comparison of frequencies (%) of ERAPI*G and ERAPI*C alleles in the
psoriatic population (n=127) and controls (n=101)

W populacji chorych na tuszczyce 92 osoby badane (72,4%) byly homozygotami GG,
26 badanych (20,5%) bylo heterozygotami z genotypem CG, natomiast 9 chorych (7,1%)
posiadato genotyp homozygotyczny CC. W przypadku grupy kontrolnej 52 osoby (51,5%)
posiadaty genotyp homozygotyczny GG, 28 os6b (27,7%) stanowity heterozygoty z
genotypem CG, natomiast pozostate 210s6b (20,8%) byly homozygotami CC.

Rycina 25 przedstawia cze¢stosci wystepowania (%) trzech roznych genotypdéw ERAPI

w populacji chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolne;.
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Rycina 25. Czgsto$ci wystgpowania (%) trzech réznych genotypéw ERAPI w populacji
chorych na tuszczyce (n=127) i w grupie kontrolnej (n=101)

Figure 25. Frequencies (%) of three different ERAPI genotypes in the population of patients
with psoriasis (n=127) and controls (n=101)

Wykazano statystycznie istotne rdznice pomiedzy chorymi na tuszczyce a osobami z
grupy kontrolnej w czgstosciach genotypow ERAPI. W populacji chorych na tuszczyce
statystycznie czgsciej obserwowano homozygoty GG (Tabela XIX).

W grupie chorych na tuszczyce oraz w populacji kontrolnej pordwnano czgstosci
wystepowania alleli ERAPI*G 1 ERAPI*C w ukfadzie homo-, jak i heterozygotycznym. W
populacji badanej 118 chorych (92,9%) posiadato allel G genu ERAPI, a 9 chorych (7,1%)
nie posiadato zadnej kopii ERAPI*G. 35 chorych na tuszczyce (27,6%) posiadato
przynajmniej jedng kopi¢ ERAPI*C, a 92 chorych (72,4%) nie posiadato allelu C genu
ERAPI. W grupie kontrolnej 80 osob (79,2%) posiadato genotyp z ERAPI*G w ukladzie
homo- i heterozygotycznym, 21 osob (20,8%) nie posiadato allelu G, natomiast u 49 oséb
(48,5%) stwierdzono allel C, a u pozostatych 52 oséb (51,5%) ERAPI*C nie wystepowato.
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Czestosc — Czestosc — Test

Gen Genotyp Wartos¢ p
tuszczyca kontrola statystyczny
GG 0,724 0,515
test chi-
CG 0,205 0,277 0,001366
kwadrat
CcC 0,071 0,208
heterozygoty 0,205 0,277 doktadny
ERAP1 0,213
homozygoty 0,795 0,723 test Fishera
G (+) 0,929 0,792 doktadny
0,002910
G(-) 0,071 0,208 test Fishera
C(+) 0,276 0,485 doktadny
0,001445
C(-) 0,724 0,515 test Fishera

Tabela XIX. Poréwnanie czgstosci genotypow ERAPI w populacji chorych na luszczyce
(n=127) 1 w grupie kontrolnej (n=101)

Table XIX. Comparison of ERAPI genotypes frequencies in the population of patients with
psoriasis (n=127) and controls (n=101)

4.5 Czestos¢ wystepowania alleli genu ZAP70 u chorych na luszczyce

W grupie o0séb chorych oznaczono 296 alleli po katem obecnosci ZAP70*G i
ZAP70*A. Stwierdzono 64 warianty z ZAP70*G (21,6%) oraz 232 warianty z ZAP70*A
(78,4%). W grupie kontrolnej oznaczono 290 alleli, co pozwolilo zaobserwowac¢ 52 warianty
posiadajace ZAP70*G (17,9%) oraz 238 wariantow z ZAP70*4 (82,1%).

Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy miedzy chorymi na tuszczyce¢ a osobami z
grupy kontrolnej w czgstosciach alleli genu ZAP70 (p=0,300).

Porownanie czgsto$ci wystepowania (%) alleli ZAP70*G 1 ZAP70*4 w obu grupach

przedstawia rycina 26.
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Rycina 26. Porownanie czesto$ci wystgpowania (%) alleli ZAP70*G 1 ZAP70*A4 w populacji
chorych na  tuszczyc¢  (n=148) oraz ~w  grupie  kontrolnej (n=145)
Figure 26. Comparison of frequencies (%) of ZAP70*G and ZAP70*A alleles in the psoriatic
population (n=148) and controls (n=145)

W populacji chorych na tuszczyce 4 osoby badane (2,7%) byty homozygotami GG, 56
badanych (37,8%) bylo heterozygotami z genotypem AG, natomiast 88 pacjentow (59,5%)
posiadato genotyp homozygotyczny AA. W grupie kontrolnej 2 osoby (1,4%) posiadaly
genotyp GG, 48 o0s6b (33,1%) stanowily heterozygoty z genotypem AG, natomiast pozostate
95 0s6b (65,5%) stanowity homozygoty AA.

Na rycinie 27 przedstawiono czgsto$ci wystgpowania (%) trzech rdznych genotypow

ZAP70 w populacji chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolne;.
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Rycina 27. Czgsto$ci wystepowania (%) trzech réznych genotypow ZAP70 w populacji
chorych na tuszczyce (n=148) i w grupie kontrolnej (n=145)

Figure 27. Frequencies (%) of three different ZAP70 genotypes in the population of patients
with psoriasis (n=148) and controls (n=145)

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy chorymi na luszczyce a
osobami z grupy kontrolnej w czgstosciach genotypow ZAP70 (Tabela XX).

W grupie chorych na tuszczyce oraz w populacji kontrolnej porownano czgstosci
wystepowania alleli ZAP70*G 1 ZAP70*4 w uktadzie homo-, jak i heterozygotycznym. W
grupie badanej, 60 chorych (40,5%) posiadalto allel G genu ZAP70, a 88 chorych (59,5%) nie
posiadato zadnej kopii ZAP70*G. 144 chorych na tuszczyce (97,3%) posiadato przynajmniej
jedna kopie ZAP70*A4, a u 4 chorych (2,7%) nie stwierdzono obecnosci allelu 4 genu ZAP70.
W grupie kontrolnej, 50 oso6b (34,5%) posiadato genotyp z ZAP70*G w ukltadzie homo- i
heterozygotycznym, 95 0séb (65,5%) nie posiadato allelu G, natomiast u 143 os6b (98,6%)
stwierdzono allel 4, a u pozostatych 2 0sob (1,4%) ZAP70%*A nie zostato wykryte.
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Czestosc — Czestosc — Test

Gen Genotyp Wartos¢ p
tuszczyca kontrola statystyczny
GG 0,027 0,014
test chi-
AG 0,378 0,331 0,468
kwadrat
AA 0,595 0,655
heterozygoty 0,378 0,331 doktadny
0,464
ZAP70 homozygoty 0,622 0,669 test Fishera
G (+) 0,405 0,345 doktadny
0,335
G(-) 0,595 0,655 test Fishera
A(+) 0,973 0,986 doktadny
0,684
A(-) 0,027 0,014 test Fishera

Tabela XX. Poréwnanie czestosci genotypow ZAP70 w populacji chorych na luszczyce
(n=148) 1 w grupie kontrolnej (n=145)

Table XX. Comparison of ZAP70 genotypes frequencies in the population of patients with
psoriasis (n=148) and controls (n=145)

4.6 Korelacja wartosci wskaznika PASI z HLA-C, LCE3C _LCE3B, CSTA,
ERAPI, ZAP70

W tabeli XXI przedstawiono korelacj¢ wartosci wskaznika PASI z poszczegdlnymi
genotypami HLA-C, LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI i ZAP70.
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W przypadku genu HLA-C wykazano w sposob statystycznie istotny wyzsze $rednie
wartosci wskaznika PASI w grupie chorych nieposiadajacych allelu bez HLA-Cw*06
(homozygoty Cw*06/Cw*06) w pordwnaniu z chorymi posiadajacymi allel bez HLA-Cw*06.

W przypadku delecji gendw LCE3B 1 LCE3C wykazano znamiennie wyzsze wartosci
wskaznika PASI wsrod chorych posiadajacych genotyp heterozygotyczny w stosunku do
chorych nieposiadajacych delecji (homozygot posiadajacych obie kopie tych genow).

W przypadku genu ZAP70 wykazano w sposob statystycznie istotny wyzsze $rednie
warto$ci wskaznika PASI w populacji chorych na tuszczyce posiadajacych allel G genu
ZAP70 (homozygoty lub heterozygoty) w stosunku do chorych nieposiadajacych allelu G
(homozygoty AA). Wykazano réwniez znamiennie nizsze warto$ci wskaznika PASI w grupie
chorych nieposiadajacych allelu G genu ZAP70 (homozygoty AA) w poréwnaniu z
heterozygotami.

Nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w wartosciach wskaznika PASI

pomiedzy chorymi z poszczegdlnymi genotypami CS7TA 1 ERAPI.

4.7 Poréwnanie czestosci LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI1, ZAP70 u 0s6b z allelem
HLA-Cw*06 miedzy populacja chorych na luszczyce a grupa kontrolng

Tabela XXII przedstawia porownanie czgstosci alleli genow LCE3C LCE3B, CSTA,
ERAPI, ZAP70 u 0s6b HLA-Cw*06-dodatnich migdzy populacja chorych na tuszczyce a
grupa kontrolna.
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Liczba oséb LCE3C_LCE3B-del allel bez deleciji Wartos¢ p*
HLA-Cw*06(+)

tuszczyca 97 0,603 0,397 0,770
Kontrola 32 0,578 0,422
Liczba oséb CSTA*C CSTA*T Wartos¢ p*

HLA-Cw*06(+)

tuszczyca 96 0,547 0,453 0,885
Kontrola 32 0,531 0,469
Liczba oséb ERAP1*G ERAP1*C Wartosc p*

HLA-Cw*06(+)

tuszczyca 85 0,800 0,200 0,019855
Kontrola 23 0,630 0,370
Liczba oséb ZAP70*G ZAP70*A Wartosc p*

HLA-Cw*06(+)

tuszczyca 97 0,242 0,758 0,301
Kontrola 32 0,172 0,828

Warto$¢ p*, doktadny test Fishera

Tabela XXII. Pordwnanie czgstosci wystepowania alleli genow LCE3C LCE3B, CSTA,
ERAPI 1 ZAP70 u 0s6b z allelem HLA-Cw*06 w populacji chorych na tuszczyce i w grupie
kontrolne;j

Table XXII. Comparison of LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI and ZAP70 alleles frequencies in
HLA-Cw*06-positive group in the population of psoriatic patients and controls

W grupie os6b z HLA-Cw*06 wykazano statystycznie istotnie czg¢stsze wystgpowanie
allelu ERAPI*G w populacji chorych na tuszczyce w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W
grupie 0sob z HLA-Cw*06 wykazano réwniez znamiennie czg¢stsze wystepowanie allelu
ERAPI*C w grupie kontrolnej w porownaniu do populacji chorych na tuszczyce
(p=0,019855).

W grupie 0s6b posiadajacych allel HLA-Cw*06 nie wykazano statystycznie istotnych
réznic miedzy chorymi na tuszczyce a osobami z grupy kontrolnej w czestosciach alleli

genow LCE3C LCE3B, CSTA oraz ZAP70.
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4.8 Ryzyko wzgledne oraz iloraz szans

Przy uzyciu parametrow ryzyka wzglednego (ang. relative risk, RR) oraz ilorazu szans
(ang. odds ratio, OR) sprawdzono zwigzek analizowanych alleli z ryzykiem wystapienia
tuszczycy. W tabeli XXIII przedstawiono wyniki RR z odpowiadajagcymi przedzialami

ufnosci (ang. confidence intervals, CI).

Allel RR 95% ClI

HLA-Cw*06 2,4327 1,8970-3,1197
allel inny niz HLA-Cw*06 0,4966 0,4422-0,5576
LCE3C_LCE3B-del 1,0898 0,7848-1,5134
allel bez delecji 0,8849 0,7026-1,1145
CSTA*C 0,7093 0,4843-1,0388
CSTA*T 0,8540 0,6383-1,1425
ERAP1*G 1,9865 1,1364-3,4726
ERAP1*C 0,6522 0,4923-0,8640
ZAP70*G 1,1343 0,9035-1,4241
ZAP70*A 0,7526 0,4225-1,3407

Tabela XXIII. Ryzyko wzgledne rozwoju tuszczycy dla poszczegolnych alleli genow HLA-
C, LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI i ZAP70 w populacji badanej

Table XXIII. Relative risk score for psoriasis in different alleles of HLA-C, LCE3C LCE3B,
CSTA, ERAPI and ZAP70 genes in the study population

W badanej populacji posiadanie allelu HLA-Cw*06 statystycznie istotnie zwigkszato
ryzyko rozwoju tuszczycy 2,4 razy. Posiadanie allelu innego niz HLA-Cw*06 statystycznie
istotnie zmniejszato ryzyko rozwoju tuszczycy 2,0 razy.

W analizowanej populacji posiadanie allelu ERAPI*G statystycznie istotnie
zwigkszato ryzyko rozwoju tuszczycy 2,0 razy. Posiadanie allelu ERAPI*C statystycznie

istotnie zmniejszalo ryzyko rozwoju tuszczycy 1,5 razy.
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Allele CSTA*C, CSTA*T, ZAP70*G, ZAP70*A, LCE3C LCE3B-del oraz allele bez
LCE3C LCE3B-del nie wykazaly statystycznie istotnego wplywu na ryzyko rozwoju
tuszczycy w badanej populacji.

W tabeli XXIV zaprezentowano wyniki OR wraz z odpowiadajacymi przedziatami

ufnosci dla badanej populac;ji.

Allel OR 95% CI
HLA-Cw*06 6,7757 4,0350-11,3781
allel inny niz HLA-Cw*06 0,1096 0,0058-2,0541
LCE3C_LCE3B-del 1,1833 0,6334-2,2105
allel bez delecji 0,7778 0,4800-1,2605
CSTA*C 0,4288 0,1290-1,4250
CSTA*T 0,7148 0,3696-1,3824
ERAP1*G 3,4417 1,4994-7,8998
ERAP1*C 0,4037 0,2327-0,7006
ZAP70*G 1,2955 0,8062-2,0816
ZAP70*A 0,5035 0,0908-2,7925

Tabela XXIV. Zestawienie wartosci ilorazu szans dla poszczegolnych alleli genow HLA-C,
LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI i1 ZAP70 w populacji badane;j

Table XXIV. Odds ratio score in different alleles of HLA-C, LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI
and ZAP70 genes in the study population

W analizowanej populacji allele HLA-Cw*06 1 ERAP1*G wykazaly statystycznie istotng
asocjacje z tuszczyca.
Nie wykazano statystycznie istotnego zwigzku alleli genow LCE3C LCE3B, CSTA oraz

ZAP70 z rozwojem tuszczycy w badanej populacji.

82



4.9 Genetyczny wskaznik ryzyka rozwoju luszczycy

Do obliczenia wartosci genetycznego wskaznika ryzyka (ang. genetic risk score, GRS)
rozwoju tuszczycy w grupie badanej oraz kontrolnej wykorzystano allele wykazujace
asocjacje z tuszczyca, niezaleznie od tego, czy zaobserwowany zwigzek byl statystycznie
istotny. Byty to allele HLA-Cw*06, ERAPI1*G, ZAP70*G oraz LCE3C LCE3B-del. Do
obliczen nie wlaczono zadnego z alleli genu CST4, poniewaz nie wykazywaty one wptywu na
predyspozycje do rozwoju schorzenia.

Wartosci GRS dla analizowanych oséb okreslono na dwa sposoby wedlug metody
opisanej przez zespot Chen [102]. Ryzyko zsumowane (ang. count genetic risk score, cGRS)
obliczono jako suma liczby alleli predysponujacych do rozwoju tuszczycy, natomiast ryzyko
wazone (ang. weighted genetic risk score, wGRS), oceniono jako suma liczby alleli
predysponujacych do rozwoju luszczycy, pomnozong przez logarytm naturalny z ilorazu
szans (In(OR)) dla kazdego z 4 genow.

Tabela XXV przedstawia pordwnanie $rednich wartosci cGRS 1 wGRS w populacji

0s6b chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolne;.
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) Odchylenie Rozstep
Liczba oséb Srednia Mediana
standardowe c¢wiartkowy
tuszczyca 127 3,99 1,10 4 2
cGRS
Kontrola 100 3,10 1,29 3 2
tuszczyca 127 3,70 1,20 3,58 2,08
WGRS
Kontrola 100 2,35 1,28 2,64 1,41
u* Z* P* tuszczyca Kontrola
3984 4,9670 6,8044x107 127 100
2942 6,9517 3,61513x10" 127 100

* test U Manna i Whitneya

Tabela XXV. Porownanie S$rednich wartosci ¢GRS 1 wGRS dla zestawu HLA-Cw*06,
ERAPI*G, ZAP70*G i LCE3C LCE3B-del w populacji chorych na luszczyce i w grupie

kontrolne;j

Table XXV. Comparison of mean cGRS and wGRS scores for HLA-Cw*06, ERAPI*G,

ZAP70*G and LCE3C LCE3B-del in the population of psoriatic patients and controls

W grupie chorych na tuszczyce wykazano istotnie wyzsze wartosci cGRS 1 wGRS w

stosunku do 0s6b z grupy kontrolne;.
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5. Dyskusja

Podtoze genetyczne odgrywa kluczowa rolg w patogenezie tuszczycy. Badania
obejmujace duze rodziny, w ktorych wykorzystywano genetyczng analiz¢ sprzezen,
doprowadzily do ujawnienia kilkunastu loci podatno$ci na luszczyce rozmieszonych na
réznych chromosomach autosomalnych, jednak allel HLA-Cw*06 zlokalizowany w obrebie
locus PSORS1 na krotkim ramieniu chromosomu 6 stanowi gtowny marker podatnosci na
tuszezyce [54,69,73-77]. Sposrdd zidentyfikowanych dotychczas polimorfizmoéw wariant ten
wykazuje najsilniejsza korelacje z tuszczyca wczesng w populacjach kaukazoidalnych
[54,75,76,78,83,84]. Asocjacj¢ HLA-Cw*06 z tuszczyca potwierdzono rowniez w badaniach
obejmujacych populacje Polski potnocnej 1 potudniowej [76,86,87]. Szacuje si¢ jednak, ze
geny podatno$ci na tuszczyce zlokalizowane w obrebie PSORS1 odpowiadaja za 35-50%
przypadkéw wczesnej postaci schorzenia, co wskazuje na obecno$¢ innych markerow spoza
regionu MHC, ktére moga predysponowac¢ do rozwoju tuszczycy [62-64].

W odniesieniu do choréb o wielogenowym modelu dziedziczenia, w ktérych
pojedyncze geny majg niewielki, aczkolwiek rzeczywisty wplyw na fenotyp, badania
asocjacyjne calego genomu stanowig niezwykle przydatne narzgdzie wykorzystywane w
analizach molekularnych. Dzigki genotypowaniu setek tysiecy polimorfizméw doszio w ciggu
ostatniej dekady do odkrycia nowych wariantdow genetycznych majacych zwiazek z
sygnalizowaniem zaleznym od [L-23, [L-12, IL-17 1 NF-kB, co dowodzi istotnemu
zaangazowaniu rdéznorodnych mechanizméw immunologicznych w proces chorobowy
prowadzacy do powstania blaszki tuszczycowe;.

Na szczego6lng uwage zastuguja wyniki nowatorskich badan, w ktérych wykazano
istnienie asocjacji nowo zidentyfikowanych markerow genetycznych zaangazowanych w
procesy naprawcze naskoérka i funkcjonowanie bariery naskorkowej z tluszczycg. Liczne
obserwacje przeprowadzone w etnicznie zrdéznicowanych populacjach wykazaty zwigzek
wspolnej delecji w obrgbie genéw LCE3B i LCE3C (LCE3C LCE3B-del) ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju schorzenia [96,102,143-146]. Kodowane przez region LCE bialka tworza
koperte rogowa, odgrywajaca istotng role w koncowym etapie roznicowania keratynocytow.
Utrata czg$ci funkcji genow kodujacych te biatka moze prowadzi¢ zatem do zaburzen w
funkcjonowaniu bariery naskorkowej, co daje nowe spojrzenie na patogeneze tuszczycy.

CSTA stanowi kolejny gen, ktorego ekspresja moze wplywaé na procesy keratynizacji.
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Polimorfizmy w obrebie CSTA wykazuja zwigzek ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
tuszczycy, co zostato udowodnione w badaniach przeprowadzonych w populacji pochodzace;j
z Wielkiej Brytanii [156,157]. Kodowane przez CSTA bialko o nazwie cystatyna A, nalezy do
biatek prekursorowych koperty rogowej, a jego zwickszona ekspresje zaobserwowano takze
w obrebie blaszek tuszczycowych [186].

Doniesienia z 2011 r. wskazujg na zwigzek tuszczycy z wariantami gendw ERAPI
oraz ZAP70 zlokalizowanymi odpowiednio na chromosomach 5ql15 oraz 2ql1 [55]. Biatka
przez nie kodowane biorg istotny udzial w obrdbce 1 prezentacji antygendw w kontekscie
MHC klasy 1, a przez to aktywacji limfocytoéw CD8+. Badanie przeprowadzone przez Strange
1 wsp. wykazato znamienne sprze¢zenie ERAPI i ZAP70 z tuszczyca wylacznie u nosicieli
allelu HLA-Cw*06, co stanowi dowdd na istnienie interakcji miedzy tymi genami [55].

Obserwacje badaczy stanowig dowdd na istnienie asocjacji LCE3C LCE3B-del,
CSTA, ERAPI i ZAP70 z tuszczyca, jednak wyniki te nie sg spojne w obrebie zroznicowanych
etnicznie populacji. Jak dotad nie analizowano zwigzku powyzszych markerow genetycznych
z luszczyca w grupie chorych pochodzacych nie tylko z Polski, lecz z catego regionu Europy
Srodkowo-Wschodniej, co stanowito przestanke do podjecia niniejszych badan.

Przeprowadzona analiza oceny czgstoSci wystepowania polimorfizméw oraz
genotypow HLA-C, LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI i ZAP70 w populacjach chorych na
luszczyce ma zatem w pelni nowatorski charakter, biorgc pod uwage zrdéznicowanie
populacyjne wystepowania alleli podatno$ci na tuszczycg.

Badanie interakcji pomiedzy poszczegdlnymi polimorfizmami predysponujgcymi do
rozwoju schorzenia stanowi najnowszy kierunek analiz molekularnych w kontekscie definicji
tuszczycy jako choroby kompleksowej. W pi$miennictwie dostepne sa doniesienia
$wiadczace o interakcji nowo zidentyfikowanych markerow genetycznych z HLA-Cw*06
[100,157]. Dane przedstawione w niniejszej pracy zawieraja wyniki badan nad zwigzkiem
poszczeg6lnych wariantow gendéw LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI 1 ZAP70 z HLA-Cw*06, co
do tej pory nie byto analizowane w populacji chorych na tuszczyce pochodzacych z Europy
Srodkowo-Wschodniej.

Autorka objela badaniami doroste, niespokrewnione osoby pochodzace z terenu Polski
ponocnej - 148 chorych z przewlekla tuszczyca plackowata, stanowigca najczestsza postaé
kliniczng schorzenia oraz 146 0so6b stanowigcych populacje kontrolng. Cheac zapewni¢ duza
jednorodnos¢ badanej grupy do badan nie zakwalifikowano 0s6b z odmiang kropelkowatg i
krostkowa tuszczycy jak i erytrodemiag tuszczycowa. Postaci te stanowia rzadkie odmiany

kliniczne charakteryzujace si¢ ostrym przebiegiem, czesto prowokowane czynnikami
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infekcyjnymi badz lekami. Za wykluczeniem chorych z krostkowicg dtoni 1 stop (pustulosis
palmoplantaris, PPP), klasyfikowane] w podziatach akademickich jako odmiana tuszczycy
krostkowej ograniczonej do dtoni i stop, przemawialy ponadto wyniki analiz genetycznych, w
ktérych nie wykazano asocjacji PPP z udowodnionymi w odmianie plackowatej schorzenia
wariantami genowymi [189-192]. Dodatkowo, zaplanowane w pracy okreslenie w grupie
chorych wskaznika PASI stosowane jest jedynie u o0s6b ze zmianami skornymi
odpowiadajacymi odmianie plackowatej schorzenia.

Obliczenie wskaznika PASI opiera si¢ na subiektywnej ocenie cech klinicznych
schorzenia, jakimi sg ztuszczanie, rumien 1 grubos$¢ ognisk tuszczycowych oraz obszar skory
zajete] przez proces chorobowy. Z powodu braku bardziej zobiektywizowanych i
wystandaryzowanych schematow, PASI wciaz nalezy do najczgsciej spotkanych w praktyce
klinicznej sposobow oceny stopnia ci¢zkosci tuszezycy [193-197].

Podczas interpretacji wynikow, nalezy jednak zwrdci¢ uwage na pewne ograniczenia
jakie niesie za sobg ta metoda [87,193,198]. Korelacja wskaznika z ci¢zkos$cig tuszczycy nie
ma linearnego przebiegu. Przyktadowo, wartos¢ PASI u chorego, u ktorego proces
chorobowy zajmuje jedynie skor¢ rak i stop, ale punktacja przydzielana poszczegdlnym
cechom klinicznym jest maksymalna, moze by¢ nadal wyzsza od wskaznika okreslonego dla
osoby chorej z uogdlnionymi zmianami skornymi, wykazujagcymi jednak minimalny stan
zapalny czy zluszczanie [87].Kolejnym ograniczeniem wskaznika PASI jest subiektywno$¢
metody 1 wynikajaca z niej znaczna rozbiezno$¢ wartosci uzyskiwanych przez rdzne osoby
oceniajace tego samego chorego [87,199-201]. Powtarzalno$¢ wynikow jest wyzsza jesli
oceny PASI dokonuje ta sama osoba, jak w niniejszym badaniu.

Rozpoznanie tuszczycy ciezkiej opiera si¢ na podstawie nastgpujacych kryteriow:
wskaznika PASI przekraczajacego 10, powierzchni ciala zajetej przez ogniska chorobowe
powyzej 10% oraz wyniku kwestionariusza DLQI (ang. Dermatology Life Quality Index)
powyzej 10 punktow [202]. W niektorych doniesieniach za ciezka posta¢ schorzenia uznaje
si¢ chorobe, w ktorej wartos¢ PASI przekracza 15 lub 12, przy spetnieniu warunku zajgcia
przez zmiany tuszczycowe przynajmniej 10% powierzchni ciata [194,198,203,204]. Srednia
warto$¢ wskaznika PASI w analizowanej populacji chorych wyniosta 16,65, co §wiadczy o
tym, ze u wigkszosci osob z grupy badanej, stwierdzono tuszczyce ciezka. Obserwacje autorki
réznig si¢ od wynikow badan epidemiologicznych, w ktérych najczesciej rozpoznawanym
typem schorzenia byta tuszczyca tagodna [87,205-207]. Analizowana populacja pacjentéw,
moze zatem nie by¢ w pelni reprezentatywna, z uwagi na sposob rekrutacji chorych. Podczas

kwalifikacji do grupy badanej, zdecydowana wickszo$¢ pacjentow (n=105) byta
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hospitalizowana w Oddziale Kliniki Dermatologii, zatem najczgsciej byli to chorzy z
cigzszymi postaciami schorzenia.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze allel HLA-Cw*06 statystycznie czgsciej
wystepuje w grupie chorych na tuszczyce w porownaniu do oséb z grupy kontrolnej. Analiza
czegstosci  wystepowania genotypow HLA-C wykazala w sposob istotny czestsze
wystepowanie osob Cw*06-dodatnich, czyli oséb posiadajacych allel Cw*06 oraz heterozygot
z genotypem Cw*(06/allel bez HLA-Cw*06 w populacji badanej w stosunku do 0so6b z grupy
kontrolnej. Uzyskane przez autorke obserwacje $wiadczace o asocjacji HLA-Cw*06 z
tuszczyca sa zgodne z licznymi danymi z piSmiennictwa oraz wynikami najnowszych meta
analiz przeprowadzonych w zrdéznicowanych etnicznie populacjach [54,69,73-77,86].
Wykazany w niniejszym badaniu zwigzek HLA-Cw*06 z tuszczyca potwierdza analogiczne
wyniki uzyskane na podstawie badan przeprowadzonych w populacjach oséb chorych na
tuszczyce pochodzacych z terenu Polski pdtnocnej jak 1 potudniowej [76,86].

W objetej badaniami genetycznymi populacji chorych na tuszczyce HLA-Cw*06
wystepowat u 65,5% os6b. Wynik ten nie odbiega od czgstosci tego allelu w objetych
niezaleznymi analizami populacjach osob z tluszczyca rasy kaukazoidalnej, wynoszacej od
36,3% do 87% [12,51,79]. Wykazane w szeregu doniesien odmienne czestosci HLA-Cw*06
moga wynika¢ z rdznic genetycznych wystepujacych w objetych badaniami populacjach jak i
niejednorodnosci obrazu klinicznego wsérdd chorych kwalifikowanych do badan.

W populacji chorych na tuszczyce cztery osoby byly homozygotami HLA-Cw*06, co
w poréwnaniu do wynikow badania Gudjonsonna i1 wsp. przeprowadzonego na duzej
populacji chorych pochodzacych z Islandii stanowi nizszy odsetek w stosunku do
obserowanych przez autoréw genotypdéw homozygotycznych Cw*06/Cw*06. Roznice te
mogg wynika¢ ze stosunkowo niskiej liczebnosci 0so6b Cw*06-dodatnich w populacji objetej
niniejszym opracowaniem. Podobny do autorki wynik zostal uzyskany przez Szczerkowska-
Dobosz, jednak grupa badana obejmowata osoby z tuszczyca o péznym poczatku [87].

W badaniu przeprowadzonym przez Gudjonsonn i wsp. wykazano, ze zygotycznos¢
Cw*06 nie determinuje wariantu fenotypowego luszczycy [78]. Zaleznosci tej nie
potwierdzono w niniejszej analizie. W populacji chorych wykazano bowiem statystycznie
istotne réznice w Srednich wartosciach PASI miedzy pacjentami posiadajacymi allel bez
Cw*06 a homozygotami Cw*06/Cw*06. Powyzsza obserwacja moze stanowi¢ przestanke do
do wysunigcia hipotezy, iz stopien nasilenia tuszczycy u 0s6b bedacych homozygotami HLA-
Cw*06 jest wyzszy w stosunku do osob nie posiadajacych zadnej kopii tego allelu, a zatem

zygotyczno$¢ genotypu HLA-C moze wplywaé na cigzko$¢ przebiegu schorzenia. W celu
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pewnego potwierdzenia tej hipotezy konieczne jest przeprowadzenie dalszych analiz
obejmujacych wieksza populacje osob chorych, z wyzszym odsetkiem homozygot HLA-
Cw*06.

Przeprowadzone w ostatniej dekadzie analizy molekularne z udzialem gendéw
wchodzagcych w sklad kompleksu roznicowania naskorka doprowadzily do uzyskania
niezwykle interesujagcych wynikow dotyczacych roli zaburzen bariery naskorkowe; w
patogenezie tuszczycy. Szczegdlng uwage badaczy zwrocila rodzina gendéw kodujacych
biatka p6znej koperty rogowej. Pionierskie badanie de Cid 1 wsp. z 2009 r. zapoczatkowato
ere badan nad zwigzkiem wspolnej delecji w obrgbie LCE3C 1 LCE3B z tuszczycg. Autor ten
wykazatl bowiem wystepowanie znamiennej asocjacji LCE3C LCE3B-del z tuszczyca w
populacjach: holenderskiej, witoskiej i1 hiszpanskiej [96]. Powtarzalne wyniki udalo sie
uzyska¢ w zréznicowanych etnicznie populacjach: chinskiej, mongolskiej 1 niemieckiej
[102,143,144]. W szeroko zakrojonym badaniu przeprowadzonym przez zespot Riveira-
Munoz obejmujacym 13. populacji pochodzacych z Europy, Azji 1 Stanow Zjednoczonych
Ameryki, potwierdzono istnienie zwigzku LCE3C LCE3B-del ze zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na tuszczyce dla 7 populacji pochodzacych z Europy oraz dla Chin i Mongolii.
Asocjacji tej nie zaobserwowano jednak w przypadku chorych pochodzacych z Francji,
Irlandii, Japonii oraz u Amerykanéw pochodzenia europejskiego z Michigan, przy czym
warto podkresli¢, ze w ostatnich dwoch przypadkach wynik byt na granicy istotno$ci
statystycznej [145].

Pomimo ze rola LCE3C LCE3B-del w patogenezie luszczycy nie jest w petni
poznana, przypuszcza si¢, ze utrata funkcji cze$ci genéow LCE prowadzi do zaburzen
naprawczych w naskérku, jak i samego funkcjonowania koperty rogowej. Wykazano bowiem,
ze biatka z rodziny LCE3 nie sg wykrywane w skorze, jednak na skutek mechanicznych
uszkodzen naskorka dochodzi do indukcji ekspresji kodujacych je gendéw [96,155].

Niniejsza praca stanowi pierwsze badanie analizujace czestos¢ wystepowania
LCE3C LCE3B-del w populacji chorych na tuszczyce pochodzacych z Europy Srodkowo-
Wschodniej. W grupie tej wykazano czestsze wystepowanie wariantow z delecja w stosunku
do grupy kontrolnej, jednak réznica ta byla nieistotna statystycznie. W populacji kontrolne;j
stwierdzono wysoka czgsto$¢ wystepowania genotypow z LCE3C LCE3B-del, siggajacy
ponad 57%. Obserwacje te sg zgodne z wynikami innych badan, w ktorych stwierdzono
czestos¢ wystepowania delecji w populacji ogolnej na poziomie 60-70% [147,154]. W
kontekscie patogenezy tuszczycy, zjawisko to moze §wiadczy¢ o niewystarczajacym wptywie

wystepowania wylgcznie tego wariantu genetycznego na fenotypowe ujawnienie si¢
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tluszezycy, gdyz inne geny moga przejmowacé utracong funkcje LCE3C 1 LCE3B. Brak
znamiennych réznic w wystepowaniu LCE3C LCE3B-del pomigdzy chorymi na tuszczyce, a
osobami z grupy kontrolnej autorka tlumaczy stosunkowo niska w poréwnaniu z innymi
badaniami liczebno$cia analizowanych grup. Poréwnujac populacje brytyjska wilaczona do
metaanalizy Riveira-Munoz 1 wsp. réznica w wystepowaniu genotypu z LCE3C LCE3B-del
pomiedzy chorymi na tuszczyce a osobami z grupy kontrolnej takze byta niewielka 1 siggata
3,2%, jednak wynik ten byl istotny statystycznie (p=0,028). W powyzszym badaniu
analizowana populacja liczyla jednak 1962 osoby, w tym 941 chorych na tuszczyce [145].
Kolejnym argumentem przemawiajagcym za uzyskaniem przez autorke odmiennych wynikow
moze by¢ wystepowanie roéznic genetycznych w populacji polskiej. W grupie chorych
pochodzacych z innych rejonow geograficznych moga istnie¢ dodatkowe czynniki
genetyczne, sprzyjajace rozwojowi tuszczycy, ktore nie sg obecne w populacji polskiej.

W niniejszym opracowaniu wsrdd osob chorych na tuszezyce czesciej obserwowano
homozygoty del/del, natomiast w grupie kontrolnej przewazaly heterozygoty del/wt oraz
homozygoty bez LCE3C LCE3B-del. Poréwnujac czestos¢ wystepowania poszczegodlnych
genotypow LCE3C LCE3B pomigdzy grupami nie wykazano jednak znamiennych réznic.
Pomimo nieistotnego statystycznie wyniku, dokonane obserwacje pokrywaja si¢ z danymi z
piSmiennictwa. Niezalezne analizy przeprowadzone przez zespoty Riveira Munoz i Coto
wykazaty czestsze wystepowanie 0sOb homozygotycznych pod katem obecnosci
LCE3C LCE3B-del w grupie chorych na przewlekla tuszczyce plackowata [145,146].
Uzyskany przez autorke niezamienny wynik moze wigza¢ si¢ z nizszag w stosunku do
porownywanych populacji liczebnoscig analizowanych grup.

Przeprowadzone badania wykazaty istotnie wyzsze srednie wartosci PASI w populacji
chorych na tuszczyce bedacych nosicielami jednej kopii LCE3C LCE3B-del
(heterozygotami) a homozygotami posiadajacymi obie kopie genow LCE3B i LCE3C.Wynik
ten moze §wiadczy¢ o istnieniu wptywu LCE3C LCE3B-del na obraz kliniczny tuszczycy u
chorych z przynajmniej jedng kopia allelu z delecjag. W danych z pisSmiennictwa dostgpne sa
pojedyncze doniesienia dotyczace czgstszego wystepowania LCE3C LCE3B-del wérdd osob
chorych z wczesng postacig schorzenia [102,149]. Do tej pory nie analizowano korelacji tego
polimorfizmu ze stopniem nasilenia tuszczycy, wyrazonym wskaznikiem PASI.

W 1999 r. ukazaty si¢ wyniki badania przeprowadzonego przez zespot Capon, na
podstawie ktorego wykazano interakcje pomiedzy locus PSORS4 a HLA-Cw*06 [60].
Intensywny rozwoj analiz molekularnych w kolejnych latach oraz sekwencjonowanie

PSORS4, doprowadzily do uzyskania interesujacych wynikow $wiadczacych o istnieniu
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interakcji pomi¢dzy HLA-Cw*06 oraz LCE3C LCE3B-del u osob chorych na tuszczyce
[55,96,146,147,155]. Powyzsze dane nie znalazly potwierdzenia w niniejszym opracowaniu,
gdyz nie udowodniono statystycznie istotnej roznicy pomigdzy chorymi na tuszczyce a grupa
kontrolng w czegstosciach alleli z LCE3C LCE3B-del wérdd osob, u ktérych jednocze$nie
wystepowat HLA-Cw*06. Wynik ten moze wynika¢ ze zbyt matej liczby osob Cw*06-
dodatnich w obregbie grupy kontrolnej, a zatem uzasadniona bytaby kontynuacja analiz w
oparciu o wigksze liczebnie populacje.

Cystatyna A, nazywana rowniez stefing A, jest biatkiem o masie czasteczkowej 11
kDa, zlokalizowanym glownie w obrebie ziarnistosci keratohialinowych warstwy ziarnistej,
jak 1 w warstwie rogowej naskorka [208]. U ludzi biatko to wyizolowano takze z komorek
macierzy wloséw 1 paznokci, granulocytow wielojadrzastych oraz z komoérek watroby i
Sledziony [209,210]. Do gtownych funkcji cystatyny A, bedacej inhibitorem proteazy
cysteinowej, nalezy ochrona komorek i tkanek przed czynnikami proteolitycznymi [211].
Biatko to nalezy rowniez do biatek prekursorowych koperty rogowej tworzonej w koncowym
etapie roznicowania keratynocytéw [212]. Zaobserwowana zwigkszona ekspresja cystatyny A
w obrgbie blaszek tuszczycowych w pordéwnaniu ze skorg zdrowa doprowadzita do
wysunigcia hipotezy dotyczacej zwigzku tego biatka z zaburzeniami funkcjonowania bariery
naskorkowej w konteks$cie patogenezy tuszczycy [186]. Przypuszcza si¢, ze ekspresja CSTA
moze mie¢ wplyw na proliferacj¢ keratynocytdéw oraz procesy keratynizacji, ktorych
nieprawidlowosci prowadza do powstania blaszek tuszczycowych na skorze.

Powyzsza hipoteza sktonita autorke do poszukiwania zwigzku CSTA z tluszczycy, a
niniejsza praca jest pierwszym takim badaniem przeprowadzonym w populacji oséb chorych
pochodzacych z Europy Srodkowo-Wschodniej. W toku prowadzonych analiz nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic w czegsto$ciach wystepowania alleli CSTA*C i
CSTA*T, jak 1 w czgstosciach wystepowania poszczegélnych genotypow CSTA pomigdzy
grupa badana a kontrolna. Zaden z wariantéw genu CSTA nie wykazal wptywu na ryzyko
rozwoju tuszczycy, jak i zwigzku z HLA-Cw*06 w predyspozycji do schorzenia w badanej
populacji chorych na tuszczyce. Brak wptywu CSTA na predyspozycje do rozwoju tuszczycy
zostal. poza niniejsza praca, udowodniony réwniez przez Samuelsson i wsp. Projekt tej
analizy réznit si¢ od zalozen pracy autorki, gdyz polegal na asocjacji zidentyfikowanych w
pierwszym etapie badania polimorfizmow CSTA z tuszczyca w populacji skupiajacej 44
rodziny pochodzenia szwedzkiego. Wyniki uzyskane przez badaczy stanowig jednak
wiarygodne potwierdzenie braku zwigzku CSTA z tuszczyca w tej populacji [213]. Do

odmiennych wnioskow doprowadzily analizy przeprowadzone przez Vasilopoluous i wsp. W
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badaniu obejmujgcym 107 chorych na tluszczyce oraz 216 oséb zdrowych pochodzacych z
Wielkiej Brytanii, udowodniono statystycznie istotny wptyw haplotypu CS7A4 TCC na ryzyko
rozwoju schorzenia, jednakze tylko w grupie chorych na tuszczyce bedacych jednoczes$nie
nosicielami przynajmniej jednej kopii HLA-Cw*06 [156]. W kolejnej analizie stanowiacej
kontynuacje badania z 2008 r., Vasilopoluous i wsp. wykazali istnienie interakcji pomiedzy
loci podatnosci na tuszczycg - PSORS1, PSORS4 1 PSORSS wsréd 130 rodzin z licznymi
zachorowaniami na tuszczyce pochodzacych z Wielkiej Brytanii. W badanej populacji
wykazano 105-krotnie wigksze ryzyko rozwoju schorzenia w stosunku do grupy kontrolnej, u
0sOb HLA-Cw*06-dodatnich posiadajacych dodatkowo dwie kopie alleli genow CSTA i
D1S2346 [157]. W pracy Vasilopoluous 1 wsp. liczebnos$ci grupy badanej jak i kontrolnej
byly zblizone do populacji analizowanych w niniejszej pracy [156]. Odmienne wyniki
uzyskane przez brytyjskich badaczy moga wynika¢ z faktu, iz badany polimorfizm w obrebie
CSTA wykazywat istotny wptyw na ryzyko rozwoju tuszczycy jedynie w grupie osob HLA-
Cw*06-dodatnich. Mozna zatem przypuszczaé, ze efekt ekspresji CSTA jest uzalezniony od
obecnosci gtownego allelu podatnosci na tuszczyce, jakim jest HLA-Cw*06. Kolejny
argument przemawiajacy za odmiennymi w stosunku do zespotu Vasilopoluous obserwacjami
autorki moze wynika¢ z réznic genetycznych wystepujacych pomiedzy populacja polska a
brytyjska. W grupie chorych pochodzacych z Wielkiej Brytanii mogg istnie¢ dodatkowe
czynniki genetyczne, w tym odmienne loci sprzezone z CSTA, sprzyjajace fenotypowemu
ujawnieniu si¢ tuszczycy, ktore nie sg obecne w populacji polskie;.

Szczegblnie interesujacym wynikiem jest stwierdzenie przez autorke istotnie
czestszego wystepowania allelu ERAPI*G w populacji chorych na tuszczyce w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Z kolei ERAPI*C znamiennie cze¢sciej stwierdzano wsrdd osob z populacji
kontrolnej, co moze $wiadczy¢ o jego dzialaniu protekcyjnym, chronigcym przed rozwojem
huszczycy. Niniejsza praca stanowi pierwsze badanie nad czg¢sto$cig wystepowania wariantow
genetycznych ERAPI w populacji 0sob z tuszczyca pochodzacej z Europy Srodkowo-
Wschodniej. Powyzsze obserwacje potwierdzaja wyniki szeroko zakrojonego badania Strange
1 wsp., w ktérym udowodniono asocjacje ERAPI z tuszczyca w populacji zamieszkujacej
obszary Wielkiej Brytanii i Irlandii [55]. Do analogicznych wnioskéw doszli badacze chinscy
w analizach obejmujacych chorych na tuszczyce pochodzenia azjatyckiego [108,170].

Ocena czesto$ci poszczegdlnych genotypow ERAPI ujawnila istotnie czgstsze
wystepowanie homozygot GG wsrdd osob z tuszczyca w stosunku do grupy kontrolnej.
Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, jest to pierwsze takie doniesienie. Autorka nie moze

zatem odnie$¢ si¢ do wynikow innych badaczy, jednak uzyskane przez nig dane moga
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stanowi¢ dowodd na istnienie istotnego wptywu allelu G genu ERAPI na ryzyko rozwoju
tuszezycy. Wptyw zygotycznosci ERAPI na fenotyp tuszczycy nie zostal w niniejszej analizie
udowodniony, gdyz nie wykazano statystycznie istotnych roznic w $rednich warto$ciach
PASI pomigdzy jego poszczegdlnymi genotypami. Wynik ten rézni si¢ od obserwacji
Oostven 1 wsp., w ktorej wykazano cigzszy przebieg schorzenia u 0osob bedacych nosicielami
polimorfizmu w obrebie ERAPI [172]. Analiza ta zostata jednak przeprowadzona w populacji
dziecigcej, co moze by¢ przyczyng odmiennych wynikow.

Wyniki pojedynczych doniesien §wiadczacych o istnieniu interakcji pomiedzy ERAPI
a gléwnym allelem podatno$ci na tuszczyce - HLA-Cw*06 nie zostaly potwierdzone w
niniejszym badaniu [55,149]. Pomimo, ze u oséb Cw*06-dodatnich wykazano statystycznie
istotng réznicg¢ pomiedzy chorymi a grupa kontrolng w czestosciach alleli genu ERAPI,
réznica ta byla obecna rowniez dla catej grupy badanych osoéb bez ograniczenia do nosicieli
allelu HLA-Cw*06. Swiadczy to o braku interakcji pomiedzy ERAPI a HLA-Cw*06, co moze
wynika¢ z niewielkiej liczebnos$ci grupy kontrolnej z allelem Cw*06. Dla poroéwnania, do
analizy przeprowadzonej przez zespot Strange, w ktorej stwierdzono istotng obecno$¢ takiej
interakcji, zakwalifikowano 2622 chorych na tuszczyce i1 5667 o0s6b zdrowych [55].

Polimorfizmy w obrebie Z4P70 stanowity kolejne warianty analizowane w niniejszym
opracowaniu. Autorka wykazata nieznacznie czgstsze wystepowanie allelu ZAP70*G w
populacji chorych na tuszczyce w stosunku do 0s6b z grupy kontrolenj, jednak wynik ten nie
byt statystycznie istotny. W populacji chorych na tuszczyce czesciej obserwowano rowniez
genotyp homozygotyczny GG badz heterozygotyczny AG, jednak réznica ta w poréwnaniu z
grupa kontrolg nie byla znamienna. Powyzsze dane moga $wiadczy¢ o istnieniu asocjacji
ZAP70*G z tuszczyca, jednak hipoteza ta wymaga weryfikacji w oparciu o szerzej zakrojone
analizy. Przyczyng uzyskania wynikow nieistotnych statystycznie moze by¢ zbyt niska
liczebnos$¢ populacji badanej i kontrolnej. Do tej pory w pismiennictwie ukazato si¢ jedno
doniesienie §wiadczace o wptywie ZAP70 na ryzyko rozwoju tuszczycy [55].

Interesujace wyniki meta analizy przeprowadzonej przez zesp6l Strange dowodza nie
tylko istotnej roli ZAP70 w predyspozycji do schorzenia, lecz rowniez wskazuja na istnienie
zwigzku polimorfizméw w obrebie omawianego genu z HLA-Cw*06. Takiej asocjacji nie
wykazano natomiast w niniejszym badaniu, gdyz nie stwierdzono statystycznie istotnej
réznicy pomiedzy chorymi na tuszczyce a osobami z grupy kontrolnej w czestosciach alleli
ZAP70 w grupie osoéb z allelem HLA-Cw*06. Moze to wynikaé¢ ze zbyt matej liczby osob
Cw*06-dodatnich w obrebie grupy kontrolnej, a zatem analizy te powinny by¢ kontynuowane

w oparciu o wigksze liczebnie populacje.
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W odniesieniu do wplywu badanych polimorfizméw w obrgbie ZAP70 na stopien
nasilenia tuszczycy, wykazano istotnie wyzsze $rednie wartosci wskaznika PASI u chorych
bedacych nosicielami przynajmniej jednej kopii ZAP70*G w stosunku do chorych bgdacych
homozygotami AA. Z kolei w grupie chorych, u ktérych stwierdzono dwie kopie ZAP70*A,
srednie wartosci PASI byly znamiennie nizsze w pordwnaniu z osobami z jedng kopia
ZAP70*G. Wyniki te mogg $wiadczy¢ o istnieniu protekcyjnego charakteru ZAP70%*4, jednak
jedynie u osob posiadajacych obie kopie tego allelu. Z drugiej strony, obecnos¢ ZAP70*G
moze stanowi¢ czynnik niekorzystny rokowniczo, wigzacy si¢ z ci¢zszym przebiegiem
schorzenia. Hipoteza ta wymaga weryfikacji w zroznicowanych etnicznie populacjach, gdyz
zgodnie z aktualnym stanem wiedzy dane dotyczace tego zjawiska, do ktorych autorka
moglaby si¢ odnie$¢, nie sg dostgpne.

Wsrédd chorych na tuszezyce posiadanie HLA-Cw*06 statystycznie istotnie zwigkszato
ryzyko rozwoju tej dermatozy 2,4 razy. Brak allelu HLA-Cw*06 w sposodb znamienny
dwukrotnie zmniejszato to ryzyko. Sposrdd analizowanych w pracy alleli genow HLA-C,
LCE3C LCE3B-del, CSTA, ERAPI i ZAP70, HLA-Cw*06 wykazal zatem najsilniejszy
wplyw na predyspozycje do rozwoju tuszczycy w badanej populacji. Wyniki te sg zbiezne z
obserwacjami innych autoréw i1 potwierdzaja hipoteze, iz HLA-Cw*06 zlokalizowany w
obrgbie PSORSI na chromosomie 6 stanowi glowny, aczkolwiek nie jedyny, marker
podatnos$ci na tuszczyce [54,69,73-77,86]. Wykazano bowiem, iz geny nalezace do locus
PSORSI1 odpowiadaja za mniej niz 50% predyspozycji do rozwoju wczesnych postaci
schorzenia w populacjach kaukazoidalnych, a fakt ten $wiadczy o istnieniu innych
loci/genow spoza regionu MHC, ktére moga wigzac si¢ ze zwickszonym ryzykiem rozwoju
tuszczycy, co zostalo udowodnione roéwniez w niniejszym badaniu [75]. W toku
przeprowadzonych przez autorke analiz genetycznych wykazano, ze w badanej populacji 0s6b
chorych posiadanie allelu ERAPI*G statystycznie istotnie zwigkszato ryzyko rozwoju
huszczycy dwukrotnie, natomiast obecno$¢ przynajmniej jednej kopii ERAPI*C w sposob
znamienny to ryzyko zmniejszata 1,5 razy. W odniesieniu do ZAP70*G oraz
LCE3C LCE3B-del wykazano istnienie niewielkiego wptywu na predyspozycje do
schorzenia, jednak wynik ten nie byl statystycznie istotny. Nie udowodniono natomiast
zadnego zwigzku analizowanych wariantoéw genetycznych w obrebie CSTA ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju tuszczycy w populacji badane;.

W kontekscie HLA-Cw*06 powszechnie uznawanego za gldéwny marker podatnosci na
huszczyce, uzyskane przez autorke wyniki dotyczace asocjacji ERAPI*G z ryzykiem rozwoju

schorzenia sg interesujace. W badanej populacji chorych na tuszczyce, allel G genu ERAPI
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okazatl si¢ niemal réwnie silnym markerem genetycznym podatnosci na tuszczyce co HLA-
Cw*06. Pomimo ze w niniejszej pracy nie wykazano statystycznie istotnej interakcji
genetycznej pomigdzy wspomnianymi allelami, powyzsze wyniki wydaja si¢ mie¢ swoje
odzwierciedlenie w biologicznych funkcjach petnionych przez biatka kodowane przez HLA-
Cw*06 1 ERAPI. Na podstawie powyzszych informacji autorka sktania si¢ do wysunigcia
hipotezy, iz uwarunkowana genetycznie zmiana funkcji bialek ERAP1 1 Cw6 w grupie
chorych na tuszczyce ma ze soba zwigzek 1 moze odgrywac istotng role w patogenezie
schorzenia. Jedna z dotychczasowych teorii dotyczacych indukcji procesu tuszczycowego,
opiera si¢ na zjawisku prezentacji nieznanych jak dotad antygenow limfocytom CD8+ za
posrednictwem czasteczki Cw6. Autorka przypuszcza, ze do nadmiernej aktywacji
limfocytow CD8+ moze dochodzi¢ w wyniku prezentacji w kontek$cie czasteczek MHC
klasy I biatek, ktorych N-koncowe fragmenty sa uprzednio poddawane nieprawidlowej
proteolitycznej obrobce katalizowanej przez ERAPI1. Hipoteza ta z pewnos$cia wymaga
weryfikacji w oparciu o wigksze liczebnie populacje.

W pionierskim badaniu z 2011 r. przeprowadzonym przez zesp6t Chen, podj¢to si¢
oceny ryzyka zachorowania na tuszczyce u osob bedacych nosicielami 10 markeréw typu
SNP, ktore wykazuja sprz¢zenie ze schorzeniem. W analizowanym zestawie warto$¢
prognostyczna wystgpienia tuszczycy dla allelu HLA-Cw*06 byta porownywalna do tacznej
wartosci prognostycznej wszystkich pozostatych 9 wariantow genowych, jednak sposrod
owych 9 markerow tylko jeden wykazywal we wcze$niejszych doniesieniach interakcje z
glownym allelem podatnosci na to schorzenie [100]. Dla porownania, opracowany rOwniez w
2011 r. zestaw 3 markeréw genetycznych tuszczycy, ktoére wykazujg interakcje, zwigkszato
ryzyko wystgpienia choroby ponad 100-krotnie w poréwnaniu do allelu HLA-Cw*06
analizowanego samodzielnie [157]. Utworzenie w niniejszej pracy panelu sktadajacego si¢ z 4
wariantow genowych oraz ocena genetycznego wskaznika ryzyka wpisuja si¢ zatem w
najnowszy trend laczenia zidentyfikowanych markeréw genetycznych tuszczycy w celu
kompleksowej oceny ryzyka rozwoju tej dermatozy.

Na podstawie przeprowadzonych analiz statystycznych wykazano istotnie wyzsze
wartosci wskaznikow cGRS i wGRS obliczonych dla czterech markerow: HLA-Cw*06,
ERAPI*G, ZAP70*G oraz LCE3C LCE3B-del w grupie chorych na tuszczyce w porownaniu
do grupy kontrolnej. Uzyskane wyniki mozna zinterpretowaé w nastgpujacy sposob.
Poréwnanie wartosci cGRS w analizowanych grupach, dowodzi, iz osoby chore na tuszczyce
majg statystycznie wigcej alleli predysponujacych do rozwoju schorzenia w stosunku do oséb

zdrowych ($rednio 4,0 alleli w grupie pacjentéw 1 $rednio 3,1 alleli w grupie kontrolne;j;
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P=0,0000007). Poniewaz poréwnanie to nie uwzgledniato réznic w predyspozycji do rozwoju
tluszczycy migdzy poszczegdlnymi allelami, dodatkowo obliczono wazone taczne ryzyko
genetyczne (WGRS), w ktorym liczba alleli predysponujacych do rozwoju schorzenia przed
zsumowaniem zostala pomnozona przez logarytm naturalny z ilorazu szans dla kazdego
allelu. Dzigki temu najwigkszy udzial w wartosciach wGRS miat HLA-Cw*06, w przypadku
ktorego stwierdzono najwyzsza warto$¢ ilorazu szans, a najmniejszy LCE3C LCE3B-del.
Przy poréwnaniu liczby alleli majacych wpltyw na rozwoj tuszczycy z uwzglednieniem
nierowno$ci w predyspozycji do schorzenia pomig¢dzy poszczegdlnymi markerami
genetycznymi, co zostato uwzglednione przy obliczeniach wGRS, roznica ta byla jeszcze
bardziej istotna statystycznie (Srednia wartos¢ wGRS ws$rod osob chorych wyniosta 3,7,
natomiast w grupie kontrolnej 2,3; P=0,000000000004). Wazony genetyczny wskaznik
ryzyka obliczony dla czterech badanych markerow: HLA-Cw*06, ERAP1*G, ZAP70*G oraz
LCE3C LCE3B-del wykazuje silniejszy zwigzek z rozwojem tuszczycy niz kazdy z tych
markerow analizowany osobno w populacji pochodzacej z Polski pdinocnej, a jego wartos¢
jest $rednio o 58% wyzsza u os6b chorujacych na tuszczyce w porownaniu do grupy

kontrolne;j.

Podsumowujgc, sposréd analizowanych w badaniu wariantow genow HLA-C,
LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI, ZAP70 potwierdzono silny wptyw alleli HLA-Cw*06 1
ERAPI*G na ryzyko rozwoju tuszczycy wsrod osdb chorych pochodzacych z Polski
potnocnej. W badanej populacji polimorfizmy w obrgbie CSTA4 nie wigzaty si¢ ze zwigkszong
predyspozycja do rozwoju schorzenia. Wykazano, ze genotyp HLA-C ma wplyw na stopien
nasilenia tuszczycy, co wezesniej nie zostalo odnotowane. Ponadto udowodniono protekcyjny
charakter allelu ERAPI*C w analizowanej populacji.

Uzyskane przez autorke statystycznie nieistotne wyniki w zakresie interakcji
poszczeg6lnych polimorfizmow z HLA-Cw*06 wynikaja ze stosunkowo matej w poréwnaniu
z dostgpnymi danymi z piSmiennictwa liczebno$ci analizowanych populacji, w tym osob
Cw*-06-dodatnich. W celu blizszego poznania zwigzkoéw pomiedzy poszczegdlnymi
Sciezkami patogenetycznymi warunkowanymi przez okreslone markery genetyczne,
konieczne sg dalsze, przeprowadzone na duzg skal¢ analizy genetyczne.

Laczenie zidentyfikowanych na podstawie badan GWAS polimorfizmow
genetycznych wykazujacych asocjacje z tuszczyca w celu oceny ryzyka rozwoju schorzenia,
stanowi najnowszy kierunek analiz molekularnych. W kontekscie tuszczycy jako choroby

kompleksowej, w ktorej fenotypowe ujawnienie si¢ procesu chorobowego zalezy od
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oddzialywah pomigedzy czynnikami genetycznymi 1 Srodowiskowymi oraz wzajemnej
interakcji pomiedzy licznymi genami podatnosci na tuszczyce, oszacowanie ryzyka rozwoju
schorzenia na podstawie pojedynczych markerow genetycznych nie jest mozliwe. Ocena
indywidualnej predyspozycji do rozwoju tuszczycy na podstawie kilku/kilkunastu wariantow
genowych taczonych w panele moze w przysztosci stanowi¢ cenne narzedzie diagnostyczne i
prognostyczne, jednak konieczny jest dalszy rozwdj badan nad rolg zmienno$ci genetycznej,
epigenetycznej oraz wplywu czynnikéw Srodkowiskowych na dziedziczenie chordb

kompleksowych.
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6. Wnioski

1. HLA-Cw*06 1 ERAPI*G istotnie wplywaja na predyspozycj¢ do rozwoju tuszczycy w
populacji Polski péinocnej. Zwigzek tuszczycy z LCE3C LCE3B-del, ZAP70 1 CSTA

wymaga dalszych analiz w oparciu o badania wigkszych populacji.

2. Warianty gendw LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI 1 ZAP70 nie wykazuja bardziej
znamiennego zwigzku z rozwojem luszczycy u chorych posiadajacych allel HLA-
Cw*06 w porownaniu do osob bez allelu HLA-Cw*06, co moze $§wiadczy¢ o braku

interakcji miedzy tymi polimorfizmami w populacji Polski poinocne;.

3. Cigzko$¢ tuszczycy wyrazona wskaznikiem PASI w populacji chorych pochodzacych
z Polski potocnej zalezy od obecnosci polimorfizméow LCE3C LCE3B-del,
ZAP70*G oraz HLA-Cw*06. Korelacja ta ze wzgledu na liczebno$¢ badanej populacji

wymaga jednak potwierdzenia w oparciu o szerzej zakrojone badania.

4. Wazony genetyczny wskaznik ryzyka obliczony dla czterech badanych
markerow: HLA-Cw*06, ERAPI*G, ZAP70*G oraz LCE3C LCE3B-del wykazuje
bardzo silny zwiazek z rozwojem luszczycy w populacji pochodzacej z Polski

poéinocnej, a jego szacowanie moze mie¢ praktyczne znaczenie.
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7. Streszczenie

Luszczyca jest choroba kompleksowg o wielogenowym 1 wieloczynnikowym modelu
dziedziczenia. Liczne badania dowodza, iz allel HLA-Cw*06 stanowi gtowny, aczkolwiek nie
jedyny, marker podatno$ci na luszczycge. W konteks$cie patogenezy schorzenia, uwaga
badaczy skupia si¢ w ostatnich latach nad rolg innych, zlokalizowanych poza MHC, genéw
m.in. zaangazowanych w funkcjonowanie bariery naskoérkowej. Analizy przeprowadzone w
etnicznie zrdznicowanych populacjach wykazaty asocjacje LCE3C LCE3B-del 1 CSTA z
tuszczyca. Najnowsze doniesienia wskazuja réwniez na zwigzek tuszczycy z wariantami
genow ERAPI 1 ZAP70. Bialka przez nie kodowane biorg udzial w obrobce 1 prezentacji
antygendow w kontek§cie MHC klasy I. Podobnie jak w przypadku innych schorzen
kompleksowych, takich jak cukrzyca, nadci$nienie tgtnicze, astma oskrzelowa, w ktérych
podloze genetyczne uwarunkowane jest oddzialywaniami pomigdzy czynnikami
genetycznymi 1 $Srodowiskowymi oraz wzajemng interakcja pomiedzy licznymi genami,
oszacowanie ryzyka rozwoju tluszczycy na podstawie pojedynczych polimorfizméow
genetycznych nie jest mozliwe. Z tego powodu, w ostatnich latach obserwuje si¢ trend
taczenia w panele poznanych dotad markerdw genetycznych wykazujacych zwigzek z
tuszczyca, ktorych taczna ocena pozwala na oszacowanie predyspozycji do zachorowania na
to schorzenie, co moze mie¢ w przysztosci praktyczne zastosowanie.

Celem pracy byto poréwnanie czesto$ci wystepowania polimorfizméw genetycznych
HLA-C, LCE3B LCE3C-del, CSTA, ERAPI, ZAP70 oraz analiza wspotwystepowania
LCE3B LCE3C-del, CSTA, ERAPI, ZAP70 z HLA-Cw*06 w populacji chorych na tuszczyce
1 w populacji kontrolnej pochodzacych z Polski poéinocnej. Ponadto dokonano oceny korelacji
wystepowania badanych markeréw genetycznych z cigzko$cig tuszczycy, wyrazong
wskaznikiem PASI oraz oszacowano genetyczny wskaznik ryzyka wystapienia tuszczycy dla
pigciu badanych polimorfizmoéw genetycznych.

Badaniem obj¢to 148 dorostych, niespokrewnionych chorych na tuszczyce oraz 149
os6b stanowiacych grupe kontrolng. Obie grupy pochodzily z tego samego regionu Polski
poinocnej. U wszystkich chorych na tuszczyce okreslono wskaznik PASI. Do typowania
obecnosci 1 zygotycznosci poszczegdlnych polimorfizméw genetycznych wykorzystano
metody PCR-AFLP, PCR-SSP 1 PCR-RFLP. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej. Wartosci GRS dla grupy badanej i1 kontrolnej obliczono na dwa sposoby - jako
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cGRS oraz wGRS.

Wykazano statystycznie czgstsze wystepowanie alleli HLA-Cw*06 oraz ERAPI*G w
grupie chorych na tuszczyce w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W badanej populacji
posiadanie HLA-Cw*06 lub ERAPI*G istotnie zwigkszalo ryzyko rozwoju tuszczycy,
odpowiednio: 2,4 1 2 razy. Nie wykazano statystycznie istotnych roznic pomiedzy chorymi na
tuszczyce a osobami z grupy kontrolnej w czestosciach alleli z LCE3C LCE3B-del oraz
analizowanych alleli genéw CSTA 1 ZAP70. Stwierdzono znamiennie wyzsze wartosci PASI
w grupach chorych bgdacych homozygotami Cw*06/Cw*06, posiadajacych allele ZAP70*G
lub LCE3C LCE3B-del. Wartosci ¢GRS 1 wGRS dla czterech badanych polimorfizmow
HLA-Cw*06, ERAPI*G, ZAP70*G oraz LCE3C LCE3B-del byly istotnie wyzsze w
populacji chorych na tuszczyc¢ w pordwnaniu do grupy kontrolne;.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze HLA-Cw*06 i
ERAPI*G istotnie wptywaja na predyspozycje do rozwoju tuszczycy w populacji Polski
potnocnej. Warianty gendw LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI i1 ZAP70 nie wykazujg
interakcji z allelem HLA-Cw*06 w badanej populacji. Cigzko$¢ tuszczycy wyrazona
wskaznikiem PASI w populacji chorych pochodzacych z Polski poéinocnej zalezy od
obecnosci polimorfizmow LCE3C LCE3B-del, ZAP70*G oraz HLA-Cw*06. Waznony
genetyczny wskaznik ryzyka obliczony dla czterech badanych markerow: HLA-Cw*06,
ERAPI*G, ZAP70*G oraz LCE3C LCE3B-del wykazuje bardzo silny zwigzek z rozwojem
tuszczycy w populacji pochodzacej z Polski potnocne;.

Przeprowadzone badania potwierdzajg zasadno$¢ taczenia poznanych dotad markeréow
genetycznych wykazujacych asocjacje z tuszczycag w celu kompleksowej oceny ryzyka
rozwoju schorzenia, co moze dostarczy¢é cennego narzedzia diagnostycznego i

prognostycznego w praktyce dermatologiczne;.
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8. Summary

Psoriasis is a complex disease with polygenic and multifactorial mode of inheritance.
Numerous studies have shown that HLA-Cw*06 allele is a major, although not the only
susceptibility marker of psoriasis. In the context of the pathogenesis of the disease, recent
studies have been focused on the role of genes localized outside MHC region, inter alia,
involved in the epidermal barrier function. Genetic analyses performed in ethnically diverse
populations have shown an association of LCE3C LCE3B-del and CSTA with psoriasis.
Recent reports also indicate a link between genetic variants of ERAPI and ZAP70 and
psoriasis. The proteins encoded by these genes are involved in antigen processing and its
presentation in the context of MHC class 1. As in other complex disorders, such as diabetes,
hypertension, bronchial asthma, where genetic background is determined by gene-
environment and gene-gene interactions, the estimation of the risk of psoriasis development
based on the individual genetic polymorphisms is impossible. For this reason, recent genetic
analyses have been focused on combination of known psoriasis susceptibility markers into
panels in order to improve psoriasis risk evaluation, which can become a usefel diagnostic
tool.

The aim of the study was to compare the incidence of genetic polymorphisms of HLA-
C, LCE3B LCE3C-del, CSTA, ERAPI, ZAP70 and analysis of coexistence of
LCE3B LCE3C-del, CSTA, ERAPI, ZAP70 with HLA-Cw*06 in a group of patients with
psoriasis and control population from northern Poland. Moreover the correlation of analyzed
genetic markers with the severity of psoriasis, provided by PASI score as well as estimation
of genetic risk score involving five genetic polymorphisms have been assessed.

The study included 148 adult, unrelated patients with psoriasis and 149 controls. Both
groups were recruited from the same region of northern Polish. In psoriatic patients PASI
score has been estimated. Genotyping and zygosity of specific genetic polymorphisms have
been performed by means of PCR-AFLP, PCR-SSP and PCR-RFLP methods. The results
were statistically analyzed. GRS values in the study and control groups was calculated by two
methods - as cGRS and wGRS.

A statistically higher incidence of HLA-Cw*06 and ERAPI1*G alleles in patients with
psoriasis compared to the control group has been revealed. The presence of HLA-Cw*06 or
ERAPI*G allele significantly increased the risk of psoriasis development by 2,4 times or

twice respectively. There were no statistically significant differences between psoriatic

101



patients and controls in the frequencies of LCE3C LCE3B-del, CSTA and ZAP70 alleles.
Psoriatic patients with homozygous genotype of HLA-Cw*06 or carrying at least one copy of
ZAP70*G or LCE3C LCE3B-del presented statistically higher PASI scores. cGRS and wGRS
scores evaluated for four studied polymorphisms - HLA-Cw*06, ERAPI*G, ZAP70*G and
LCE3C LCE3B-del were significantly higher in the population of patients with psoriasis
compared to the control group.

The study results show that HLA-Cw*06 and ERAPI*G alleles demonstrate a strong
influence on the genetic predisposition to the psoriasis development in the population of the
northern Poland. Genetic variants of LCE3C LCE3B, CSTA, ERAPI and ZAP70 do not
interact with HLA-Cw*06 allele in the study population. The severity of psoriasis expressed
by PASI score in the population of patients from northern Poland depends on the presence of
genetic polymorphisms of LCE3C LCE3B-del, ZAP70*G and HLA-Cw*06. Weighted genetic
risk score calculated for four analyzed markers: HLA-Cw*06, ERAPI*G, ZAP70*G and
LCE3C LCE3B-del demonstrates a very strong correlation with the psoriasis development in
the population from the northern Poland.

The study confirms the validity of combining known genetic markers associated with
psoriasis in order to assess the risk of the disease development, what can become a valuable

diagnostic and prognostic tool in dermatological practice.
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