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Souhrn
Diagnostické a terapeutické perspektivy analyzy DNA u psoriazy

Etiopatogeneze psoriazy zahrnuje ¢tyri charakteristické rysy: zanét, hyperproliferaci keratinocytu s jejich
abnormalni diferenciaci, hyperproliferaci endotelii a inhibici apoptézy keratinocytii. Vzhledem k familiarni-
mu vyskytu psoriazy je nutné piredpokladat v etiopatogenezi psoriazy ucast genetickych faktorta. Na zakladé
statistické analyzy distribuce genotypu ve vybranych genetickych polymorfismech nékolika genti jsme v ¢es-
ké populaci nasli nékolik DNA markeru pro psoriazu, zejména genotypy AG a GG polymorfismu 2184 G/A
RAGE (advanced glycation end products receptor, odds ratio = 2,25, P=0,00004) a heterozygotni genotyp
A/AA v polymorfismu A39526AA v genu pro retinoidni receptor Xo. u Zen s psoridzou oproti muzium s psori-
azou (odds ratio=2,22, P=0,002). Jako rizikovy pro psoriatické pacienty s pozitivni rodinnou anamnézou jsme
urcili také heterozygotni genotyp GA v polymorfismu -596 G/A v genu pro interleukin 6 (odds ratio=1,83,
P=0,008). VSechny tyto rizikové genotypy mohou zakladat riznou odpovidavost na terapii psoriazy.
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Summary

Diagnostic and Therapeutic Perspectives of DNA Analysis in Psoriasis

Etiopathogenesis of psoriasis includes four characteristic features — inflammation, hyperproliferation of
keratinocytes with their abnormal differentiation, hyperproliferation of endothelia and inhibition of kera-
tinocyte apoptosis. Because of familial occurrence of psoriasis, a contribution of genetic factors to etiopa-
thogenesis must be considered. As a result of statistical analysis of genotyping of psoriatic patients as well
as control subjects in selected gene polymorphisms, several DNA markers for psoriasis were proved in the
Czech population. There are genotypes AG and GG in 2184 G/A RAGE (advanced glycation end products
receptor, odds ratio = 2.25, P=0.00004) and the heterozygote genotype A/AA in A39526AA retinoid X recep-
tor o. polymorphism in women with psoriasis against the men with psoriasis (odds ratio=2.22, P=0.002).
Further, the risk heterozygote genotype GA in polymorphism -596 G/A of interleukin 6 gene was found
(odds ratio=1.83, P=0.008) for psoriatic patients with positive family history. All these risk genotypes can
cause different responsiveness to psoriasis therapy.
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Rozvoj psoriatického fenotypu za¢ind povolanim Th1 a Tcl

UvVOD lymfocytl z dermélni vaskulatury do dermis. Tyto T-lymfo-
cyty spoustéji u psoridzy hyperproliferaci v epidermis. IL-8
Psoridza je nejnovéji povazovana za chorobu zpisobe- ~ Produkovany keratinocyty vede k chemotaxi neutrofild

nou Thl a Tcl lymfocyty. Tyto lymfocyty produkuji prede- ~ Z krevnich cév do epidermis. Tyto ngutrofil’y p0§}<ozuji
viim interleukin 2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) a TNF-B. T- nésledné zénu bazadlni membrany a spoje mezi keratinocy-

lymfocyty béhem maturace exprimuji nové proteiny bungg-  ty (2, 11). V patogenezi lupénky nelze opomenout ani fak-
ného povrchu ( napé. CLA —Cutaneous Lymphocyte Anti- ~ tory neuroimunologické. V kuzi psoriatikii byla popsina
gen nebo CTACK— Cutaneous T-cell Attracting Chemo-  hyperproliferace koZnich nervi, zvySené hladiny neuropep-

kine), které jim umoziuji pfesun z krevniho fei§t do kize.  tidd, jako substance P, peptidu ve vztahu ke genu kalcitoni-
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nu (Calcitonin Gene Related Peptide, CGRP), vazoaktivni-
ho intestindlniho peptidu (VIP). Tyto latky indukuji prolife-
raci keratinocytl a endotelovych bunék, jsou chemotaktic-
ké pro neutrofily a degranulované mastocyty. Keratinocyty
v postizené i nepostizené psoriatické k0zi exprimuji ve
srovndni s kontrolnimi osobami vysoké hladiny NGF
(Nerve Growth Factor). Tento faktor rovnéZ aktivuje T-lym-
focyty, je mitogenni pro keratinocyty a zabraiuje jejich
apoptdze, pisobi chemotakticky na neutrofily a indukuje
expresi silného chemokinu RANTES (Regulated Upon
Activation, Normal T-cell Expressed, and presumably Sec-
reted). RANTES piisobi chemotakticky pro CD4+ paméto-
vé T-lymfocyty a aktivuje je (6, 14). Na tyto dé&je navazuje
hyperproliferace keratinocytl, zdkladni bunécné populace
v epidermis. Stimulované keratinocyty mohou iniciovat
zanétlivé procesy sekreci riznych moduldtortt schopnych
indukovat expresi adhezivnich molekul na endoteliich a pfi-
tahovat cirkulujici imunocyty. Tento fenomén vede k inter-
akci mezi keratinocyty a aktivovanymi T-lymfocyty, kterd
vyustuje ve zvySenou proliferaci geneticky predisponova-
nych keratinocytil. Psoridza ziskdva sviij charakteristicky
klinicky obraz a typickou histopatologii.

Otazkou ziistava proces spusténi aktivace T-lymfocy-
t, kde zfejmé vyznamnou tlohu hraji superantigeny. Ter-
min ,,superantigen‘ piislusi skupiné mikrobidlnich anti-
genll — predevsim u Staphylococcus aureus a streptokokil.
Oproti klasickym antigenim se vadZou na T-bunéény
receptor jinym zpisobem a jejich aktivacni potencidl je
mnohem véEtsi. Takto aktivované lymfocyty se déli, expri-
muji CLA a pronikaji do kiize. Kromé toho mohou super-
antigeny vyvolat masivni uvolnéni cytokini a ovlivnit
zanétlivé autoimunitni déje aktivaci B-lymfocytd. Nejvy-
znamngj$i jsou v tomto sméru stafylokokové enterotoxi-
ny (SE), streptokokovy pyrogenni exotoxin (SPE), strep-
tokokovy superantigen a streptokokovy mitogenni faktor.
Klinicky je nejvyznamnéjsi efekt superantigent u psoria-
sis guttata. Zde je SPE povaZovan za zdsadni spoustéci
faktor. U pacientli s psoridzou chronickou se uplatiiuji
superantigeny stafylokokt, ale jsou zde jen jednim
z moznych patogennich faktort (8, 12, 13).

Etiopatogeneze psoridzy zahrnuje tedy Ctyfi charakte-
ristické rysy: imunopatologicky proces — zanét, hyperpro-
liferaci keratinocytll s jejich abnormdlni diferenciaci,
hyperproliferaci endotelii a inhibici apopt6zy keratinocy-
t (1, 2). Vzhledem k familidrnimu vyskytu psoridzy je
nutné predpoklddat v etiopatogenezi psoridzy ucast gene-
tickych faktorti. Psoridiza se povazuje za multigenni
a zaroven multifaktoridlni chorobu, k jejiZ klinické mani-
festaci dochazi aktivaci mnoha gend. Tato aktivace je pod-
Casto vyvolédna vlivy prostfedi. Nékteré z téchto genli pod-
mifiuji vznik psoridzy (,,susceptibility genes), jiné maji
pod kontrolou regulace zanétlivého procesu a imunitni
odpovédi (,,severity genes®, geny zdvaznosti choroby).

Mnoho psoridzou nepostizenych jedincit ma jednu nebo
vice alel (= individudlnich variant daného genu) pro rozvoj
choroby, chybi jim vSak dalsi genetické nebo environmental-

-

ni faktory k jeji manifestaci, zejména traumata, stres a infek-
ce. V rliznych rodinich mize dojit k riznym kombinacim
téchto alel, coZ dava chorobg zna¢nou klinickou i genetickou
Sifi. V psoriatickych rodindch se pritom nepodafilo zachytit
jednoduché vzory dominantni nebo recesivni dédi¢nosti. Za
vznik a rozvoj onemocnéni jsou tedy pravdépodobné odpo-
vé&dné interakce v populaci Cetnych, tzv. polymorfnich alel
nékolika genti leZicich na nékolika riznych mistech genomu
(3, 5). V populacich relativné malych a uzavienych (se
vSemi genetickymi diisledky), jako napr. na Faerskych ost-
rovech, je pravdépodobnost manifestace psoridzy u piibuz-
nych nemocnych v prvni nebo druhé linii az 25%. Jiné
evropské studie, napt. Svédskd, uvadeji prevalenci u pribuz-
nych 1. stupné€ 7,8 % a u 2. stupné 2,9 % (10, 16).

Dosud bylo identifikovano 9 genomickych oblasti cit-
livych pro psoridzu (PSOR1-PSORY9, OMIM, McKus-
nick, 2004). I v genetickych studiich se pfitom odliSuji 2
typy psoridzy — podle nastupu manifestace choroby — typ
I s typickymi antigeny v hlavnim histokompatibilnim
komplexu (MHC), pfedev§im markerem HLA Cw6, pozi-
tivni rodinnou anamnézou a ¢asnym ndstupem (do 40 let)
a typ II vykazujici pozdéjsi nastup, Casto s negativni
rodinnou anamnézou a jinymi znaky v MHC.

I. dermatovenerologickd klinika FN U sv. Anny v Brné
se ve spolupraci s Laboratoti molekularni mediciny Usta-
vu patologické fyziologie LF MU (pfednostka
prof. MUDr. Anna Vagki, CSc.) jiz nékolik let zabyva
systematickym patranim po DNA markerech pro vznik
a zdvaznost psoridzy. Metodicky jde o asociacni studie,
ve kterych hleddme statistickou asociaci konkrétnich
genotypll nebo alel polymorfisml vybranych kandidat-
nich gent se vznikem, rozvojem, popi. dal§imi charakte-
ristikami psoriatického fenotypu. Genetické polymorfis-
my jsou definoviny jako zmény v sekvenci DNA s vice
nez 1 variantou — alelou, s populacni frekvenci méné
cetné alely nad 1 %. Jsou podkladem individudlni varia-
bility genomu. Z 90 % jsou polymorfismy typu SNP (=
Single Nucleotide Polymorphism), které se daji charakte-
rizovat zdménou jedné baze v fetézci DNA. Podle lokali-
zace v DNA rozliSujeme SNP promotorové (ovliviiuji
prepis genu), exonové (v kédujicich sekvencich — pfepi-
suji se do bilkoviny kédované danym genem) a intronové
— neprepisuji se do bilkoviny kédované danym genem,
ale mohou kvalitativn€ i kvantitativné ovlivnit vysledny
bilkovinny produkt. Pfi analyze polymorfismd u nemoc-
nych s psoridzou nés vede snaha najit statisticky rizikové
genotypové varianty, asociované s nemoci nebo s jejim
intermedidlnim fenotypem (= napft. klinické a laboratorni
charakteristiky nemoci, odpovidavost na terapii aj.).

METODY

Pacienti a kontrolni osoby
Do studie jsme zatadili 413 pacientl s psoridzou, 1éce-
nych na I. dermatovenerologické klinice LF MU ve FN
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U sv. Anny v Brné a 211 kontrolnich osob s negativni
osobni i rodinnou anamnézou psoridzy a chronickych
dermatdz, s podobnou distribuci véku a pohlavi.

Demografické charakteristiky souboru nemocnych
uvadi tabulka 1.

Tab. 1. Demografické charakteristiky souboru nemocnych
psoriazou

Pocet pacientl s psoridzou 413

Psoriasis vulgaris chronica 286

Psoriasis guttata 80

Ostatni typy psoridzy 47

Muzi/zeny 228/185

VEK (medidn, rozsah) 47 (18-86) let
Pozitivni rodinnd anamnéza psoriazy 119/294
Psoriasis typ I/ typll 268/145
Prvni vysev psoridzy (vék, medidn, rozsah) 23 (2-76) let

Genotypizace

Na zdkladé etiopatogenetickych rysti jsme vybrali
nékolik kandiddtnich gend. Po standardni izolaci DNA
z periferni krve jsme genotypizovali pacienty na vybrané
polymorfismy v kandidéitnich genech pomoci polymera-

-

zové fetézové reakce (PCR) s ndslednou restrik¢ni analy-
zou vhodnym restrikénim enzymem, kterd umozni rozli-
Sit v UV svétle obé alely detekovanych polymorfisml
v elektroforetickém gelu s ethidium bromidem. Pro kazdy
polymorfismus jsme takto detekovali tfi moZné genotypy
(dva homozygotni a jeden heterozygotni). ProtoZe jsme
vybrali takové SNP, jejichZ podkladem jsou zarodecné
mutace, vySetfené genotypy budou stejné ve vSech buii-
kach organismu a jen velmi nepravdépodobné se budou
v pribéhu Zivota ménit tzv. somatickou mutaci. V této
praci jsme testovali asociaci tfi polymorfisma s psorid-
zou: 2184 G/A RAGE (6. intron genu pro RAGE),
A39526AA v genu pro retinoidni receptor X oo (RXR «,
3eoblast genu) a polymorfismu -596 G/A v genu pro
interleukin 6 (IL-6)

Statistické metody

Rozdily v distribuci genotypt byly hodnoceny pomoci
testu xz. Rozdily v alelickych frekvencich jsme hodnoti-
li pomoci testu Fischer-exact.

Rizikovost genotypil nebo alel byla hodnocena pomo-
ci testu pro odds ratio (OR), signifikace rizikovosti jsme
posuzovali pomoci testu Fischer-exact.

polymorfismus 2184 G/A RAGE

100
% 50 A
0 I |
AA AG GG
[ psoriasis 50 42 8
@ kontroly 71 23 6

Obr. 1. Rozdil v distribuci genotypt polymorfismu 2184 G/A RAGE mezi psoriatickymi a kontrolnimi osobami.

retinoidni receptor RXR «
polymorfismus A39526AA RXR A

100
% 50 T
0 !—-
A/A A/AA AA/AA
O psoriasis - muzi 87 12 1
[ psoriasis - Zeny 76 23 1

Obr. 2. Rozdil v distribuci genotypt polymorfismu A36526AA RXRo. mezi muzi a Zenami s psoridzou.
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VYSLEDKY

Prokézali jsme statisticky signifikantni rozdil v distribu-
ci genotypt (Pg=0,002) i frekvenci alel (Pa=0,002) mezi
psoriatickymi a kontrolnimi osobami v polymorfismu 2184
G/A RAGE. Tento polymorfismus proto povaZujeme za
citlivy pro psoridzu, s rizikovymi variantami AG+GG pro
vznik psoridzy (OR= 2,25, P=0,00004, obr. 1).

Déle jsme prokézali rozdil v distribuci genotypi
(Pg=0,01) a frekvenci alel (Pa=0,005) mezi muZi a Zena-
mi s psoridzou v polymorfismu A39526AA v genu pro
RXR o. Heterozygotni genotyp A/AA nese u Zen vysSi
riziko pro vznik psoridzy (OR=2,22, P=0,002, obr. 2).

Prokézali jsme také hrani¢né signifikantni rozdil
v distribuci genotypit (Pg=0,02) i frekvenci alel
(Pa=0,02) polymorfismu A39526AA RXRo. mezi psoria-
tiky s pozitivni a negativni rodinnou anamnézou tohoto
onemocnéni.

Dale jsme pozorovali hrani¢né signifikantni rozdil
v distribuci genotypli mezi pacienty s pozitivni a negativ-

-

ni anamnézou psoridzy v polymorfismu -596 G/A v genu
pro IL-6. Rizikovym faktorem pro psoriatiky s pozitivni
rodinnou anamnézou je heterozygotni genotyp GA
(OR=1,83, P=0,008, obr. 3).

Pti srovnani distribuci genotypt a alelickych frekven-
ci jsme ani u jednoho z vySetfovanych polymorfismil
nenasli rozdily mezi jednotlivymi typy psoridzy.

Uvedené vysledky sumarizuje tab. 2.

DISKUSE

VSechny tfi uvedené polymorfismy asociované s pso-
ridzou nebo jejimi intermedidlnimi fenotypy byly nové
identifikovany v Ustavu patologické fyziologie LF MU
a v literatufe nejsou srovnatelné vysledky asociacnich
studii s psoridzou z jinych pracovist.

Asociace polymorfismil v promotoru genu pro RAGE
(Receptor of Advanced Glycation End-products) s psori-
dzou jiz byly publikoviny na mens$im souboru pacientil

Tab. 2. Rozdil v distribuci genotypu a frekvenci alel vySetfenych polymorfismii mezi nemocnymi s psoriazou a kontrolami,
mezi pacienty s pozitivni (+RAPS) a negativni (-RAPS) rodinnou anamnézou psoriazy a mezi muzi a Zenami s psoriazou

Polymorfismus Psoriasis/kontroly Rodinna anamnéza psoriazy Psoriasis M/Z
2184 G/A RAGE Pg=0,002
(14q32) Pa=0,002
OR pro genotypy AG + GG
pro psoridzu je 2,25, P=0,00004
A36526AA RXR Pg=0,02 Pg=0,01
(9q34.3) Pa=0,02 Pa=0,005
OR pro genotyp A/AA u Zen s
psoridzou
=2,22, P=0,002
-596 G/A IL-6 Pg=0,04
(7p21) OR pro GA pro psoridzu +
RAPS =1,83, P=0,008

Pg=pravdépodobnost rozdilu v distribucich genotypt
Pa=pravdépodobnost rozdilu ve frekvencich alel
OR= odds ratio

polymorfismus -569A/G IL-6

interleukin 6

60
40
%
0
GG GA AA
O psoriasis + RAPS 28 57 15
@ psoriasis - RAPS 36 42 22

Obr. 3. Rozdil v distribuci genotypii polymorfismu -596 G/A IL-6 mezi pacienty s pozitivni (+RAPS) a negativni (-RAPS)

rodinnou anamnézou psoriazy.
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(17). V této souvislosti je zajimavy vztah mezi proteiny
S100, které reguluji intracelularni procesy, jako je bunéc-
ny rast a motilita, regulace bunééného cyklu, transkripce
a diferenciace, a RAGE. Néktefi zastupci této rodiny jsou
totiZ secernovani burikami, které vykazuji extracelularni
aktivity cytokinového typu pravé prostfednictvim povr-
chového RAGE. Tyto buiiky parakrinné ptisobi na neuro-
ny a ovliviiuji jejich pfeZivani béhem vyvoje nebo po
poskozeni. Geny pro tyto proteiny jsou umistény na chro-
mosomu 1g21. V této oblasti dochazi Casto k chromoso-
malnim aberacim, které vedou k poruse regulace exprese
nékterych S100 proteind a ke vzniku kardiomyopatii,
neurodegenerativnich nemoci a neoplazii (9). SI00A12
(EN-RAGE) je secernovan aktivovanymi granulocyty
a vaze se na RAGE, coZ vede k aktivaci endotelu zavislé
na nukledrnim faktoru ¥ B (NFxB). ZvySend exprese pro-
teinu S100A12 byla prokdzdna v zanicené synovii paci-
entd s artritidou, zejména psoriatickou. Vysoké sérové
koncentrace tohoto proteinu koreluji s aktivitou artritidy
a jsou povazovany za jeji biochemicky marker (7).

Retinoidy se tspéSné uzivaji v 1éCbé psoridzy od 80. let
20. stoleti. Bexarotene, novy synteticky retinoid selektiv-
ni pro RXR mé prokazatelné antiproliferacni a apoptézu
stimulujici efekt u koZnich T-lymfoma. U pacientd s pso-
ridzou, léCenych bexarotenem, byly po 12 tydnech 1é¢by
pozorovany signifikantni zmény v mnoha charakteristi-
kéich psoriatického procesu (redukce Ki-67, keratinu 16,
transglutamindzy, dermélniho CD4, epidermélniho CDS,
zanétlivého skoére v kombinaci se signifikantnim naris-
tem keratinu 10) (15). Pocet pacientt v této studii byl pfi-
1i§ maly pro zhodnoceni piipadnych rozdilt v t¢innosti
1é¢by mezi muZi a Zenami s psoridzou.

Nekteré prozanétlivé cytokiny, mezi néZ patii interleu-
kin 6 a onkostatin M, zvySuji v kultufe normdlnich lid-
skych epidermédlnich keratinocyti a primarnich lidskych
dermaélnich fibroblastli expresi tzv. Multidrug Resistance-
associated Proteins (MRP1, 3, 4, 5). V psoriatickych Iézich
byla pfitom prokdzana zvySena exprese té€chto proteinii (4).

Uvedené vysledky koresponduji s predstavou, Ze indi-
vidudlni variabilita ve vySetfenych genech s psoridzou
miZe podstatné ovlivnit odpovidavost jednotlivych paci-
entll na terapii psoridzy ve velmi Sirokém zabéru. Na uve-
dené vysledky proto navdZeme prospektivni studii, kterd
bude mit za cil zhodnotit vztah rizikovych genotypl nebo
alel uvedenych polymorfisma a odpovidavosti na terapii
psoridzy v klinické praxi.
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