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GENETSKI MARKERI INFLAMACIJE KOD
PACIJENATA SA PSORIASIS VULGARIS

Svetlana P. Popadi¢

Sazetak

Uvod: Psorijaza je Cesta hroni¢na inflamatorna bolest koze zastupljena u oko 2-4%
osoba u opstoj populaciji. Prevalencija i incidencija ovog oboljenja pokazuju znacajne
etnicke i geografske varijacije. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da psorijaza pripada
takozvanim kompleksnim genetskim oboljenjima, kod kojih postoji rizik od nasledivanja
bolesti kroz visestruku interakciju gena i faktora spoljasnje sredine. Kod tre¢ine obolelih
psorijaza je udruZzena sa psorijaznim artritisom. S obzirom na tendenciju
individualizovanog pristupa u dijagnostici i terapiji slozene bolesti kakva je psorijaza,
korisno je da se definiSu biomarkeri poput polimorfizama pojedina¢nih nukleotida koji
mogu da pomognu u dijagnostici, klasifikaciji bolesti, prognozi i pra¢enju terapijskog

odgovora.

Ciljevi istrazivanja: Ispitati distribucije alela proinflamatornih molekula TNF, IFN-
gama, IL-12B podjedinice 1L-12 i IL-23, IL-23R i IL-17F u populaciji zdravih ljudi u
Srbiji kao i u grupi pacijenata sa psoriasis vulgaris, odrediti da li je neki od ispitivanih
polimorfizama faktor rizika za nastanak ove bolesti i uporediti ih sa objavljenim

podacima za druge populacije (razliciti geografski regioni i etnicko poreklo).

Pacijenti i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 130 pacijenata sa psoriasis vulgaris od
kojih je 62 imalo psorijazu tip 1 a 68 psorijazu tip 2 i 306 zdravih kontrola. Procena
tezine bolesti odredivana je PASI skorom a dijagnoza psorijaznog artritisa kod ukupno
26 pacijenata je postavljena na osnovu reumatoloskog nalaza. Za detekciju polimorfizma
rs2430561 u genu za IFN-y su dizajnirani oligonukleotidi i optimizovani uslovi za
amplifikaciju i razlikovanje alela s obzirom da trenutno ne postoje dostupni komercijalni
oligonukleotidi za ovu analizu. Detekcija polimorfizama ostalih molekula (TNF
rs1800629; p40 rs3212227; IL17F rs11465553; IL23R rs2201841) vrSena je Tagman
esejom koriS¢enjem komercijalno dostupnih smeSa oligonukleotida. Za ispitivanje
slaganja distribucija dobijenih frekvencija genotipova u populaciji sa ocekivanim

vrednostima po Hardy-Weinberg ravnoteZi, primenjivan je y*test.



Rezultati: U ovom istrazivanju utvrdene su distribucije alela ispitivanih gena u
uzorku populacije zdravih osoba sa teritorije Republike Srbije i iznosile su:
TNF  (rs1800629) G/A—0,876/0,124; IFNG  (rs2430561) A/T—0,533/0,467;
IL12B  (rs3212227) A/C—0,817/0,183; IL23R (rs2201841) T/C—0,692/0,308;
IL17F (rs11465553) G/A—0,954/0,046. Frekvencije alela ispitivanih gena kod pacijenata
obolelih od psoriasis vulgaris koji su hospitalno le¢eni na Klinici za dermatovenerologiju
Klinickog centra Srbije od januara 2012. do decembra 2013 godine iznosile su:
TNF  (rs1800629) G/A—0,904/0,096; IFNG (rs2430561) A/T—0,535/0,465;
IL12B  (rs3212227) A/C—0,861/0,139; IL23R (rs2201841) T/C—0,632/0,368;
IL17F (rs11465553) G/A—0,977/0,023.

C alel gena za IL-23R (rs2201841) je bio znacajno Ce$¢i kod pacijenata sa
psorijaznim artritisom (76,9%) nego kod kontrola (50,2%) i moguée je da doprinosi
nastanku ove bolesti (OR=3,311, 95% IP=1,292-8,704, p=0,009)

Zakljuc¢ak: Odsustvo G alela rs1800629 polimorfizma gena za TNF je bilo
udruzeno sa lakSom klini¢kom slikom kod pacijenata sa psorijazom. Prisustvo C alela
rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R povecéava rizik za obolevanje od psorijaze i

psorijaznog artritisa, dok je T alel ovog polimorfizma protektivan.

KLJUCNE RECI: Psoriasis vulgaris, psorijazni artritis, polimorfizmi pojedina¢nih
nukleotida, rs1800629, rs2430561, rs3212227, rs2201841, rs11465553, TagMan
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UZA NAUCNA OBLAST: Dermatovenerologija
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GENETIC MARKERS OF INFLAMMATION IN PATIENTS
WITH PSORIASIS VULGARIS

Svetlana P. Popadi¢

Abstract

Introduction: Psoriasis is a common chronic inflammatory disease of the skin found
in approximately 2-4% of individuals in general population. The prevalence and
incidence of this disease show significant ethnic and geographic variations. Previous
studies have shown that psoriasis belongs to the so-called complex genetic diseases, in
which the risk of inheriting the disease appears to be determined through the interaction
of multiple genes. Exposure to environmental factors leads to disease development in
genetically susceptible individuals. In 30% of patients, psoriasis is associated with
psoriatic arthritis. Given the tendency of individual approach to the diagnosis and
treatment of complex diseases such as psoriasis, it is useful to define biomarkers such as
single nucleotide polymorphisms (SNP). SNP may help in the diagnosis, disease

classification, prognosis and monitoring of treatment response.

Aims of the investigation: In this thesis the distribution of alleles of
proinflammatory molecules TNF, IFN-gamma, IL-12B subunit of IL-12/23, IL-23R and
IL-17F in a population of healthy people in Serbia and in the group of patients with
psoriasis vulgaris was examined and compared with published data for other populations
(different geographic regions and ethnic background). Further goal was to examine
whether any of analysed SNP may be considered as biomarker for psoriasis and psoriatic

arthritis susceptibility.

Patients and methods: A total of 130 patients with psoriasis vulgaris (62 with type
1, 68 with type 2 psoriasis) and 306 healthy controls were included in this study. Disease
severity was scored by Psoriasis Severity and Area Index (PASI) while diagnosis of
psoriatic arthritis in 26 patients was confirmed by experienced rheumatologist. For the
detection of gene polymorphism rs2430561 for IFN-y oligonucleotides were designed
and conditions for amplification and differentiation of alleles were optimized, since there
are currently no commercially available oligonucleotides for this analysis. Detection of
polymorphisms of other molecules (rs1800629 TNF; rs3212227 p40; rs2201841 IL23R;

rs11465553 IL17F) was performed by commercial Tagman assays. y° test was applied



for assessment agreement of the obtained genotypes frequency in tested populations with
the expected values of the Hardy - Weinberg equilibrium.

Results: In our study, distribution of alleles of the tested genes in a sample
population of healthy persons from the territory of the Republic of Serbia, were as
follows: TNF (rs1800629) G/A—0,876/0,124; IFNG (rs2430561) A/T—0,533/0,467,
IL12B  (rs3212227) A/C—0.817/0.183; IL23R (rs2201841) T/C—0,692/0,308;
IL17F (rs11465553) G/A—0,954/0,046.

The distribution of alleles of the tested genes in patients with psoriasis vulgaris
hospitalized at the Clinic of Dermatology, Clinical Centre of Serbia from January 2012.
to December 2013. were as follows:

TNF  (rs1800629) G/A—0,904/0,096; IFNG (rs2430561) A/T—0,535/0,465;
IL12B (rs3212227) A/C — 0,861/0,139; IL23R (rs2201841) T/C — 0,632/0,368;
IL17F (rs11465553) G/A — 0,977/0,023.

IL23R (rs2201841) C allele was significantly more frequent in patients with psoriatic
arthritis (76.9%) compared to control subjects (50.2%) and probably increases
susceptibility to this disease (OR=3.311, 95% IP=1.292-8.704, p=0.009)

Conclusions: Absence of TNF rs1800629 G allele was associated with lower PASI.
IL-23R rs2201841 C allele carriage increase odds for psoriasis and psoriatic arthritis

development, whereas T allele was protective.

KEY WORDS: Psoriasis vulgaris, psoriatic arthritis, single nucleotide polymorphisms,
rs1800629, rs2430561, rs3212227, rs2201841, rs11465553, TagMan

SCIENTIFIC FIELD: Medicine

SPECIALISED SCIENTIFIC FIELD: Dermatovenereology

UDC:



1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.3.1.
1.3.1.1
13.1.2.
1.3.2.
1.4.
1.5.
1.5.1.
1.5.2.
1.6.
1.7.
1.8.
1.8.1.
1.8.1.1.
1.8.1.2.
1.8.1.3.
1.8.1.4.
1.8.1.5.

2.

3.

3.1.

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.

3.1.4.
3.2.
3.3.
3.4.
3.4.1.
3.4.2.

uvoD

CILJEVI

1
DEFINICIJA PSORIJAZE | EPIDEMIOLOSKE ODLIKE 2
PATOGENEZA PSORIJAZE 2
KLINICKA SLIKA PSORIJAZE 4
KLASIFIKACIJA PSORIJAZE 4
NEPUSTULOZNI OBLICI PSORIJAZE 4
PUSTULOZNI OBLICI PSORIJAZE 5
PROCENA AKTIVNOSTI BOLESTI KOD PACIJENATA SA PSORIASIS VULGARIS 6
HISTOPATOLOSKI NALAZ KOD PSORIJAZE 6
TERAPIJA PSORIJAZE 7
LOKALNA TERAPIJA 7
SISTEMSKA TERAPIJA 7
KOMORBIDITET KOD OBOLELIH OD PSORIJAZE 7
EKSPERIMENTALNI MODELI PSORIJAZE 8
GENETSKA OSNOVA PSORIJAZE 9
POLIMORFIZMI POJEDINACNIH NUKLEOTIDA 10
POLIMORFIZAM GENA zA TNF 11
POLIMORFIZAM GENA ZA IFN-GAMA 12
POLIMORFIZAM GENA ZA IL-12B 13
POLIMORFIZAM GENA ZA IL-23R 13
POLIMORFIZAM GENA ZA IL-17F 13
15
MATERIJAL | METODE 17
PACIJENTI OBOLELI OD PSORIJAZE 18
SELEKCIJA ISPITANIKA 18
KRITERIJUMI ZA POSTAVLIANJE DIJAGNOZE | PODELA NATIP 11 TIP 2 PSORIJAZE_ 18
PROCENA AKTIVNOSTI BOLESTI KOD PACIJENATA OBOLELIH OD PSORIASIS
VULGARIS 18
UDRUZENOST PSORIJAZE SA PSORIJAZNIM ARTRITISOM 18
ZDRAVE KONTROLE 18
UZIMANJE UZORAKA KRVI OD ISPITANIKA 19
PRIPREMA DNK 1Z UZORAKA KRVI ISPITANIKA ZA ANALIZU POLIMORFIZAMA 19
IzoLACIIA DNK 19
ODREDIVANJE KONCENTRACIJE I CISTOCE IZOLOVANE DNK 20




3.5.  ODREDIVANJE POLIMORFIZAMA GENA ZA TNF (Rs1800629), IL-12B (RS3212227),

IL-23R (RS2201841) 1 IL-17F (RS11465553) 20
3.6.  ODREDIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA IFN-GAMA (RS2430561) 21
3.6.1. ODREDIVANJE OLIGONUKLEOTIDNIH SEKVENCI ZA UMNOZAVANJE RS2430561 21
3.6.2. OPTIMIZOVANJE USLOVA AMPLIFIKACIJE PRAJMERA SPECIFICNIH ZA RS2430561 22
3.6.3. OPTIMIZOVANJE USLOVA DETEKCIJE PROBA SPECIFICNIH ZA RS2430561 26
3.6.4. DETEKCIJA RS2430561 POLIMORFIZMA U UZORCIMA DNK POJEDINACNIH
ISPITANIKA 33
3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA 33
4. REZULTATI 34
4.1. ISPITIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA TNF (Rs1800629) KOD KONTROLA |
PACIJENATA SA PSORIJAZOM 35
4.2. ISPITIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA IFN-GAMA (RS2430561) KOD KONTROLA |
PACIJENATA SA PSORIJAZOM 40
43. ISPITIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA IL-12B (RS3212227) KOD KONTROLA |
PACIJENATA SA PSORIJAZOM 45
4.4. ISPITIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA IL-23R (RS2201841) KOD KONTROLA |
PACIJENATA SA PSORIJAZOM 49
45, ISPITIVANJE POLIMORFIZMA GENA ZA IL-17F (RS11465553) KOD KONTROLA |
PACIJENATA SA PSORIJAZOM 54
5. DISKUSIJA 58
6. ZAKLJUCCI 79
7. LITERATURA 81
SPISAK SKRACENICA 103
BIOGRAFIJA 105

PRILOZI 106




1.UvOD



Svetlana Popadi¢ doktorska disertacija Uvod

1.1. Definicija psorijaze i epidemioloske odlike

Psorijaza je Cesta hronicna inflamatorna bolest koze zastupljena u oko 2-4%
osoba u opstoj populaciji. Prevalencija i incidencija ovog oboljenja pokazuju znacajne
etnicke 1 geografske varijacije (Gelfand i sar., 2004; Stern i sar., 2004; Kurd i Gelfand,
2009; Chandran i Raychaudhuri, 2010; Parisi i sar., 2013). Mada se psorijaza klini¢ki
razli¢ito ispoljava, vecina istrazivanja ukazuje da je najceS¢i klinicki oblik ovog
oboljenja psoriasis vulgaris (Griffiths i Barker, 2007). Oboljenje se karakteriSe periodima
remisija i egzacerbacija ¢iji su nastanak i trajanje nepredvidivi. Faktori koji uticu na
prevalenciju psorijaze su uzrast, pol, geografsko podrucje i genetska osnova (Parisi i sar.,
2013). Najcesce se javlja krajem trece decenije zivota, mada je mogucéa pojava bolesti
kako u neonatalnom periodu tako i u dubokoj starosti. Na osnovu pocetka bolesti,
psorijazu je moguce podeliti na tip 1, koji se dijagnostikuje pre navrSene tridesete godine
zZivota i tip 2 koji se javlja kasnije (Gudjonsson i sar., 2002). Tip 1 psorijaze, koji se
dijagnostikuje kod priblizno 65% pacijenata sa psorijazom, povezuje se sa tezom
kliniCkom formom bolesti. Tip 2 psorijaze, javlja se kod priblizno 35% pacijenta,
najcesce starijih od 40 godina, bez pozitivne porodicne anamneze i ¢esée je udruzen sa
promenama na noktima i zglobovima. Kao moguci etioloski faktori u patogenezi
psorijaze navode se uzimanje odredenih lekova (beta blokatori, antimalarici), fizicka
trauma koZe (Koebner fenomen), stres i infekcije koji u sadejstvu sa genetskom

predispozicijom dovode do nastanka i razvoja psorijaticnih lezija (Fry i Baker, 2007).
1.2. Patogeneza psorijaze

Prve opise bolesti, za koje se smatra da se odnose na psorijazu, dao je Hipokrat, a
objavljeni su u Corpus Hipocraticum-u 100 godina nakon njegove smrti. Pocetkom XIX
veka Robert Willan je detaljno opisao dva oboljenja koja odgovaraju psorijazi, a nekoliko
decenija kasnije Ferdinand Ritter Von Hebra je zaklju¢io da se zapravo radi o jednoj

bolesti i dao konac¢an opis ovog oboljenja.

Dugo se smatralo da je psorijaza bolest koja nastaje iskljuc¢ivo usled poremecaja
vezanih za funkcionisanje keratinocita. Krajem sedamdesetih godina dvadesetog veka,
objavljen je prvi prikaz slucaja pacijenta sa psorijazom kod koga je doSlo do regresije

promena na koZi pod uticajem ciklosporina A (Mueller i Herrmann, 1979), medutim tek
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nekoliko godina kasnije pocinje da se pripisuje znacajno mesto T-limfocitima u

patogenezi ove bolesti.

Savremena istraZivanja ukazuju da je psoriasis vulgaris multifaktorijalna bolest
posredovana imunskim mehanizmima sa jasnom genetskom predispozicijom, pa sluzi i
kao model za izucavanje kompleksnih mehanizama koji ucestvuju u nastanku hroni¢ne

inflamacije (Nograles i sar., 2010).

Inflamatorna kaskada tokom nastanka i razvoja psorijatinih lezija nastaje
interakcijom celija epitela i vezivnog tkiva koze i medijatora urodene i steCene imunosti
(Hustracija 1). Aktivisane plazmocitoidne dendritske ¢elije produkuju interferon (IFN)-a,
a aktivisani keratinociti i makrofagi lu¢e proinflamatorne citokine: faktor nekroze tumora
(engl. tumor necrosis factor, TNF), interleukin (IL)-1 i IL-6 koji stimuliSu mijeloidne
dendritske ¢elije da migriraju u regionalne limfne ¢vorove, sazrevaju i prezentuju jos
uvek nedovoljno definisane infektivne i sopstvene antigene T-limfocitima (Nestle i sar.,
2009). Po aktivaciji naivnih T-limfocita, citokini kao Sto su IL-12 i 1L-23 koje sekretuju
dendritske ¢elije, indukuju njihovu diferencijaciju u efektorske subpopulacije
pomoc¢nic¢kih T-¢elija i to Tyl i Tul7, koje imaju vaznu ulogu u imunopatogenezi
psorijaze. Ove efektorske ¢elije migriraju u kozu privucene lokalnim hemokinima za koje
poseduju odgovarajuée receptore i lokalno produkuju sebi svojstven set citokina. Tyl
¢elije produkuju prvenstveno IFN-gama i TNF, a Ty17 sekretuju IL-17A, IL-17F i IL-22
(Perera i sar., 2012).

/Adaptivna imunost \
Urodena imunost

. wr\ Urodena imunost
IFN-0ama Antimikrobni peptidi
{ IL-12 9 IL-1p

Keratinocit IL-6

T.1
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S 5100
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IL-17A Keratinoci  cxcrio
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IL-6, TNF
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llustracija 1. Prikaz vaznih interakcija izmedu celija koze i komponenti urodene i

steCene imunosti.

Ovi citokini dovode do aktivacije i proliferacije keratinocita, produkcije
antimikrobnih peptida (katelicidina — LL37, B-defenzina, S100 proteina) koji poseduju i
izrazenu hemotakticku aktivnost i hemokina (CXCL8-CXCL11 i CCL20), kao i luc¢enja
proinflamatornih citokina (TNF, IL-1B, IL-6). Ovi solubilni medijatori dovode do
poremecaja funkcije celija derma i epiderma, hiperproliferacije i poremecene
diferencijacije keratinocita, hroni¢ne inflamacije sa znacajnom inflamatornom

infiltracijom i klinickih manifestacija bolesti (Perera i sar., 2012).
1.3. Klinicka slika psorijaze

Promene u psorijazi su eritemato-skvamozne, Sto ukazuje da se proces odvija
kako u krvnim sudovima (eritem) tako i u epidermu (pojac¢ana deskvamacija). Kod nekih
oblika, klinickom slikom dominiraju eritematozni plakovi 1 papule sa skvamom, dok kod
drugih formi psorijaze klinickom slikom dominiraju eritem ili pustule na eritematoznoj
osnovi. Bez obzira na to o kakvoj klinickoj slici je rec, psorijazu treba shvatiti kao
oboljenje koje moze da se manifestuje Sirokim spektrom klini¢kih promena kod istog
pacijenta: eritematoznim papulama, jasno ograni¢enim plakovima prekrivenim
neadherantnom belicastom skvamom, eritemom Koji moZe da zahvati vise od 90%
povrsine koze i pojavom pustula. Zapravo, primarna klinicka prezentacija bolesti ¢esto je

drugacija od onih koje se manifestuju kasnije tokom Zivota.

Pored koze, promene mogu da se jave i na nokatnim plocama. Retko, promene na

nokatnim plo¢ama mogu da budu jedina klinicka manifestacija psorijaze.

1.3.1. Klasifikacija psorijaze
Postoji vise Kklasifikacija psorijaze ali najéeS¢e se primenjuje podela na

nepustulozne i pustulozne oblike.

1.3.1.1. Nepustulozni oblici psorijaze

1. Psoriasis vulgaris je najcesc¢i klinicki oblik psorijaze i karakteriSe se pojavom
jasno ogranic¢enih eritematoznih plakova koji su prekriveni neadherentnom belicastom
skvamom. Predilekciona mesta su predeo laktova, kolena, lumbosakralni predeo,
kapilicijum, retroaurikularni predeo i umbilikalna regija. Veli¢ina promena varira od
veoma malih papula do plakova koji prekrivaju veliku povrsSinu tela. Promene na kozi

kod psoriasis vulgaris i eruptivne forme psorijaze imaju Cetiri karakteristi¢na svojstva:

4
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(1) jasno su ograni¢ene; (2) na povrsSini se nalazi neadherentna sedefasta skvama; (3)
ispod skvame koza je sjajna i eritematozna;
(4) prisutan je Auspitzov znak. Promene mogu da budu lokalizovane i diseminovane
(psoriasis vulgaris disseminata). Na osnovu morfologije promena koje dominiraju
klinickom slikom, razlikuju se slede¢i oblici: psoriasis punctata, psoriasis gutatta,
psoriasis numularis, psoriasis en plaques, psoriasis geographica, psoriasis gyrata i
psoriasis annularis. Postoje i inverzne forme psorijaze (psoriasis inversa) kod kojih su
promene lokalizovane u pregibima u vidu jasno ograni¢enih minimalno infiltrovanih
glatkih i sjajnih eritematoznih plakova, bez skvame. Ukoliko su promene lokalizovane na
dlanovima i/ili tabanima u vidu jasno ograni¢enog eritema sa hiperkeratozom govorimo o

psoriasis palmaris et plantaris.

2. Psoriasis eruptiva (guttata) karakteriSe prisustvo eritematoznih papula
najcesce lokalizovanih na gornjem delu trupa i gornjim ekstremitetima. Obi¢no se javlja
kod mladih ljudi, i ¢esto joj prethodi streptokokna infekcija guSe. Do erupcije tipa gutata,
pored bakterijske infekcije mogu da dovedu i agresivna lokalna terapija i povlacenje

sistemskih glikokortikoida iz terapije.

3. Erythrodermia psoriatica (EP) predstavlja formu oboljenja kod koje su
eritemom zahvaceni svi delovi tela ukljucujuci i glavu, trup i ekstremitete, odnosno vise
od 90% povrsine koze, sa razli¢itim stepenom deskvamacije. EP moZe da ima razlicite
stepene aktivnosti, sa akutnom pojavom generalizovanog eritema ili postepenom
evolucijom od hroni¢nih plakova do generalizovane eksfolijativne faze. U kasnijim
fazama bolesti mogu da postoje predeli koze koji su postedeni promena. Pored koznih
manifestacija u EP dolazi i do poviSene telesne temperature, limfadenopatije,

hepatomegalije, anemije, hipoalbuminemije i edema.

1.3.1.2. Pustulozni oblici psorijaze

Pustule mogu da se jave na postojec¢im plakovima psoriasis cum pustulatione, na
anularnim plo¢ama kod psoriasis pustulosa annularis ili na eritematoznoj osnovi kod
psoriasis pustulosa generalisata. Zapravo, na aktivnim promenama kod svih oblika
psorijaze, tokom egzacerbacije, moze da dode do pojave sterilnih pustula dijametra 1-2

mm.

1. Psoriasis pustulosa generalisata (von Zumbusch) je karakterisana naglim
pocetkom, eritemom koji zahvata veliku povrSinu koZe, a na eritematoznoj osnovi se
javljaju nefolikularne pustule koje mogu da konfluiraju. Akutna generalizovana erupcija
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sterilnih pustula dijametra od 2-3 mm pracena je febrilnim stanjem. Pustule su

diseminovane po trupu i ekstremitetima, ukljucujuéi i nokatni krevetac, dlanove i tabane.

2. Psoriasis pustulosa annularis je retka varijanta pustulozne psorijaze. Lezije
imaju tendenciju da se $ire 1 formiraju izduZene prstenove. Glavnu odliku ¢ine pustule na

anularnoj eritematoznoj osnovi sa centralnom regresijom promena.

3. Psoriasis pustulosa localisata se javlja u dva oblika, koja najce$¢e nisu
pracena sistemskim promenama. To su: pustulosis palmaris et plantaris, s. psoriasis
pustulosa Barber i acrodermatitis continua, s. acrodermatitis continua suppurativa
Hallopeau. Predilekciona mesta za pojavu pustula promera 2—4 mm, su dlanovi i tabani
(Baker i Ryan, 1968; Liao i sar., 2002; de Oliveira i sar., 2010).

1.3.2. Procena aktivnosti bolesti kod pacijenata sa psoriasis vulgaris

Jedan od nacina za procenu aktivnosti oboljenja predstavlja primena priznatih i
standardizovanih skala odnosno sistema za procenu teZine bolesti. Validni sistemi za
procenu aktivnosti bolesti omogucéavaju i olakSavaju pracenje kako toka bolesti i
terapijskih efekata, tako i poredenje toka bolesti i rezultata leCenja kod razli¢itih
pacijenata. Najcesce, predstavljaju brojcanu vrednost kojom se izrazava nalaz kod
pacijenta u trenutku pregleda. Najznacajniji su sistemi koji se koriste za Ceste bolesti u
velikom broju centara s obzirom da su najpodlozniji proverama validnosti i periodi¢nim

revizijama.

Kod pacijenta sa psoriasis vulgaris aktivnost bolesti odreduje se, odnosno gradira,
takozvanim PASI skorom (engl. Psoriasis Area and Severity Index, PASI) (Schmitt i
Wozel, 2005; Naldi, 2010). PASI skorom obuhvaceni su povrSina koze zahvacene
promenama, eritem, infiltracija i skvama. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, PASI skor
je najcesce upotrebljavan sistem procene aktivnosti bolesti kod pacijenata sa psorijazom.
PASI skor kao i njegova metodoloSka validnost procenjivana je od strane brojnih
istrazivackih grupa (Schmitt i Wozel, 2005; Naldi, 2010; Puzenat i sar., 2010) i u
sadasnjem trenutku procena aktivnosti psoriasis vulgaris PASI skorom preporucuje se
kako u klinickoj praksi, tako i prilikom sprovodenja nau¢nih istrazivanja. (Naldi, 2010;
Puzenat i sar., 2010).

1.4. Histopatoloski nalaz kod psorijaze

Tokom razvoja psorijatiénih promena u kozi obolelih, histoloski se uocava

zadebljenje epiderma (akantoza) kao posledica brze proliferacije keratinocita, tanak ili
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odsutan granularni sloj (hipogranuloza ili agranuloza) i retencija jedra u korneocitima
(parakeratoza) usled poremecaja diferencijacije keratinocita. Dolazi do znacajne
dilatacije krvnih sudova i nastanka inflamatornog infiltrata u dermu koji se sastoji od
neutrofila, CD4" T-limfocita i antigen-prezentujuéih dendritskih éelija, dok se u
epidermu se nalaze prvenstveno CD8" T-limfociti i neutrofili (Gudjonsson i sar., 2003;
Perera i sar., 2012).

U ranim promenama u koZi obolelih od EP naglaSena je spongioza sa akantozom i
hiperkeratozom parakeratotskog tipa, dok je u kasnijim stadijumima bolesti epiderm
istanjen. Perivaskularni ¢elijski infiltrat je saCinjen od limfocita, mononuklearnih

fagocita, eozinofila i manjeg broja mast ¢elija.

Kod pustuloznih oblika psorijaze inflamatorni infiltrat u okolini dilatiranih krvnih
sudova u najvecoj meri ¢ine mononuklearne ¢elije i neutrofili a sterilne pustule promera

2—-4 mm mogu da budu lokalizovane intraepidermalno ili subkornealno.
1.5. Terapija psorijaze

Do sada su ustanovljeni brojni terapijski modaliteti koji mogu da deluju na
razli¢ite patogenetske mehanizme ukljuc¢ene u razvoj i tok ovog oboljenja. Antipsorijatici
1 terapijske procedure koje se koriste u lecenju psorijaze mogu da reguliSu proces
keratinizacije, da uti¢u na smanjenje proliferacije ili da deluju na poremecaje na nivou T-
limfocita odnosno inflamaciju (Ariza i sar., 2013). Terapija psorijaze moze da se podeli

na lokalnu i sistemsku.

1.5.1. Lokalna terapija

Lokalna terapija podrazumeva upotrebu emolijentnih indiferentnih kremova,
keratolitika, preparata katrana, antralina, kortikosteroida, retinoida, derivata vitamina D3,

selektivne PUVA terapije, balneofototerapije i selektivne UVB terapije.

1.5.2. Sistemska terapija

Sistemska terapija psorijaze podrazumeva upotrebu retinoida, metotreksata,
fotohemoterapije, ciklosporina A, estara fumarinske Kkiseline, anti—-TNF antitela,
solubilnog TNF vezujuceg proteina, anti-CD4 antitela, anti—-I1L-12/1L23 p40 antitela, IL-
18 vezujuceg proteina, anti-IFN-gama antitela (Chaudhari i sar., 2001; Jacobi i sar.,
2003; Krueger i sar., 2007; Gupta i sar., 2013; Mattei i sar., 2013; Puig i sar., 2013).

1.6. Komorbiditet kod obolelih od psorijaze
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Psorijazni artritis dijagnostikuje se kod priblizno tre¢ine pacijenata sa psorijazom.
Psorijazni artritis moze da prethodi pojavi promena na kozi (15% slucajeva), kod 70%
bolesnika psorijaznom artritisu prethode promene na koZi, dok se kod 15% bolesnika
promene na kozi i zglobovima javljaju priblizno istovremeno (Cantini i sar., 2010).

Pored toga, ustanovljena je povezanost izmedu sistemske inflamacije u psorijazi i
rizika za pojavu dijabetes melitusa i arterijske hipertenzije (Qureshi i sar., 2009). Brojni
autori dovode u vezu i postojanje metabolickog sindroma (gojaznost, povisen krvni
pritisak, poviSena glikemija, poviSena koncentracija serumskih triglicerida i snizena
koncentracija serumskog HDL holesterola) i psorijaze. JoS uvek nisu poznati mehanizmi
koji dovode do istovremenog nastanka metabolickog sindroma i psorijaze da bi mogla da
se definiSe kao imunometabolicka bolest (Pietrzak i sar., 2010; Kanelleas i sar., 2011;
Gerkowicz 1 sar., 2012). Pored toga, poznata je udruzenost psorijaze i drugih imunski
posredovanih oboljenja kao Sto su Kronova bolest i ulcerozni kolitis (Yates i sar., 1982;
Parkes i sar., 2007)

Neophodna su dodatna istraZzivanja da bi se ustanovila povezanost izmedu
psorijaze i drugih bolesti. Znacajan nedostatak dosadasnjih istrazivanja je u tome Sto
nema podataka o primenjivanim terapijskim modalitetima kod obolelih od psorijaze koji
imaju i neke od navedenih komorbiditeta. Takva istrazivanja bi trebala da pruze i podatke
0 tome kakav je tok udruzenih bolesti kada dode do postizanja klini¢kog poboljsanja ili
remisije psorijaze. Mogucée je da bi pravovremeno leCenje psorijaze personalizovanom
terapijom umanjilo rizik od razvoja dijabetes melitusa, hipertenzije i drugih pridruzenih
bolesti (Qureshi i sar., 2009).

1.7. Eksperimentalni modeli psorijaze

Spontane mutacije gena, genska manipulacija i tehnika ksenotransplantacije
humane koze i limfocita omoguéili su dobijanje ve¢eg broja animalnih modela psorijaze
(Mizutani i sar., 2003). Jedan od eksperimentalnih modela, kod kojeg se koZzne lezije
spontano razvijaju, je dobijen presadivanjem perilezione koZe pacijenata na AGR 129 soj
miSeva koji nemaju funkcionalne gene za receptore interferona tip 1 i tip 11 i gen koji
aktivira rekombinaciju genskih segmenata tip 2 (engl. recombination activating gen 2,
transfer humanih CD4*CD45RB"" T-¢elija u imunodeficijentnog SCID mi$a (Ma i sar.,
2010), injekcija rekombinantnog IL-17F (Watanabe i sar., 2009) ili rekombinantnog IL-
23 (Chan i sar., 2006; Hedrick i sar., 2009) u kozu uha miSa, aplikacija 12-O-
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tetradekonilforbol-12-acetata K5-STAT3C (Nakajima i sar., 2011) ili K14-VEGF (Hvid i
sar., 2008) transgenim miSevima, i lokalna aplikacija imikvimoda (van der Fits i sar.,
2009). Pokazano je da su IL-17A, IL-22, IL-17F, 1L-23p19, i IL-12/IL-23 p40 prisutni u
psorijaticnim lezijama kod ljudi kao i1 u psorijaziformnim lezijama kod miSeva koje su
indukovane 12-O-tetradekonilforbol-12-acetatom, imikvimodom ili rekombinantnim IL-
23 (Chan i sar., 2006; Hvid i sar., 2008; van der Fits i sar., 2009). Imunodeficijentni
miSevi kojima je presadena koZa obolelih od psorijaze razvijali su tipi¢ne psorijati¢ne
lezije u transplantatima nekoliko nedelja nakon transfera CD4" T-¢elija istih pacijenata
(Nickoloff, 1999; Nestle i Nickoloff, 2005; Boehncke i Schon, 2007). Pored toga,
pokazano je i da anti-humani IL-23 antitela blokiraju razvoj psorijaziformnih lezija kod
kseno—transplantiranog miSa (Tonel i sar., 2010). U najnovijem eksperimentalnom
modelu, iz transgenog miSa ¢iji su receptori na T-¢elijama specifi¢ni za desmoglein 3
(Dsg3H1 mis) izolovane su T-celije koje prepoznaju ovaj epidermalni antigen. Nakon
toga, izolovane T-éelije su polarizovane u Ty17 éelije in vitro i prenete u Rag2”™ misa. U
ovom modelu, dve nedelje nakon transfera Dsg3H1-Ty17 ¢elija u epidermu je doslo do
pojave teske inflamacije sli¢ne inflamaciji u psorijazi. Ovaj fenomen je izostao nakon
transfera Tyl Dsg3H1 celija ili pak Twl7 celija poreklom iz normalnih Zivotinja.
Postignuta inflamacija snazno je inhibisana anti-p40 (tj. anti-IL-12 ili anti-IL-23)

antitelima, kao i anti-IL-17 antitelima (Nishimoto i sar., 2013).
1.8. Genetska osnova psorijaze

DosadaSnja istraZzivanja su pokazala da psorijaza pripada takozvanim
kompleksnim genetskim bolestima, kod kojih je rizik od oboljevanja uslovljen
viSestrukom interakcijom gena i faktora spoljasnje sredine. Od psorijaze prevashodno
oboljevaju belci, znatno je reda kod azijata i retko se vida kod pripadnika crne rase
(Bowcock, 2005). Psorijaza se javlja kod oko 60% jednojaj¢anih blizanaca (Brandrup i
sar., 1982) a priblizno jedna tre¢ina pacijenata daje podatak o nekom rodaku koji boluje
od ove bolesti. Primeéena je udruzenost psorijaze i pojedinih HLA alela (B13, Bw57,
Cwo6, DR7 kao i haplotipa Cw6 DRB1*07:01/2 DQA1*02:01 DQB1*03:03), i smatra se
da alel HLA-Cw*06:02 predstavlja faktor najveceg rizika za obolevanje od psorijaze
(Veal i sar., 2002). Pokazano je da osobe koje su homozigoti za HLA-Cw*06:02 alel
imaju dva do pet puta veci rizik za nastanak psorijaze od heterozigota (Gudjonsson i sar.,
2003). Zahvaljuju¢i izuzetnom napretku savremenih tehnologija 1 ispitivanjem

polimorfizama gena u celokupnom genomu (engl. genome-wide association studies,
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GWAS) otkriveno je vise gena Ciji su pojedini aleli udruzeni sa osetljivo$¢u za nastanak

psorijaze. Medu njima su geni ¢iji su produkti vazni za funkciju koZe kao epitelne
barijere (LCE3E, LCE3C), zatim geni ¢iji su produkti uklju¢eni u IL-23 signalizaciju
(IL-23A, IL-23R, i IL-23B), signalizaciju NFxB i interferona (NFxBla, REL, TYK2,
IFIH1, IL-28RA, TNIP1 i TNFAIP3) kao i geni ukljudeni u IL-17 éelijski odgovor
(TRAF3IP2, TYK2, IL-23R) (Oka i sar., 2012). lako rezultati dosadasnjih istraZivanja
polimorfizama gena u celokupnom genomu ukazuju na znaéaj 1L-23/Tyl7 osovine u
patogenezi psorijaze, kontradiktorni su podaci 0 znacaju pojedinih alelskih varijanti gena
koji kodiraju proteine uklju¢ene u funkcionisanje Tnl i Ty17 ¢elijskog odgovora kao i
drugih proinflamatornih medijatora vaznih u patogenezi psorijaze. Nesaglasnost rezultata
objavljenih od strane raznih istrazivac¢kih grupa se mozda moZze pripisati proucavanju
efekata ovih alela na populacijama razli¢itog etnickog porekla i na raznim geografskim

lokacijama Sto bi afirmisalo koncept interakcije genetskog nasleda i faktora spoljasnje

sredine u nastanku psorijaze.
1.8.1. Polimorfizmi pojedinacnih nukleotida

Genski polimorfizam je pojam koji ozna¢ava promenu koja moze biti posledica
zamene, insercije ili delecije nukleotida unutar DNK sekvence. Najbolje su opisana dva
tipa polimorfizama sekvenci DNK i to su polimorfizmi duzina sekvenci i polimorfizmi
sekvence koji su rezultat zamena nukleotida. Zamena nukleotida u DNK molekulu je
uobicajena u populaciji, pri ¢emu se ni jedan alel ne smatra standardnim. Razlike u
sekvenci DNK koje normalno postoje izmedu individua jedne vrste sa ucestalos¢u veCom
od 1% su oznacene kao polimorfizmi, a ako je ucestalost manja od 1%, tada se promena

smatra mutacijom (Li i Sadler, 1991).

Projektom ,,Genom ¢oveka“ (engl. Human Genome Project), koji se temeljio na
sekvenciranju DNK molekula, pokazano je da polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida
(engl. single nucleotide polymorphism, SNP) postoje unutar celog genoma kako u
kodiraju¢im tako i nekodiraju¢im delovima DNK (Reid-Lombardo i Petersen, 2010).
SNP se u proseku javljaju jednom na 250 baza, izazivajuci veliki broj varijacija u
genomu Coveka (Reid-Lombardo i Petersen, 2010). U svim do sada ispitivanim genima
postoje SNP. Kod veé¢ine SNP postoje samo dve moguénosti odnosno varijacije alela.
Ucestalost SNP na autozomnim hromozomima je ve¢a nego na polnim hromozomima
(Chakravarti, 2001; Sachidanandam i sar., 2001; Venter i sar., 2001). Smatra se da 70%

SNP u opstoj populaciji ima frekvenciju manju od 5%. Procenjuje se da u humanom
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genomu ima priblizno 10 miliona SNP (LaFramboise, 2009) a ve¢ po¢etkom XXI veka
bilo je otkriveno preko 1,5 milion SNP (Sachidanandam i sar., 2001). Vecina do sada
otkrivenih SNP ne uti¢e na promenu fenotipa (Emmert-Streib i Dehmer, 2013).

Najvise paznje pobuduju SNP koji uticu na ispoljavanje (ekspresiju) gena,
odnosno menjanje grade proteina. Pretpostavlja se da broj takvih SNP u genomu ¢oveka
izmedu 50 000 - 250 000 (Collins i sar., 1997; Brookes, 1999; Chakravarti, 2001; Risch,
2001; Stoneking, 2001).

Promena ekspresije gena moze da nastane usled promena u 5' i 3' regulatornim
sekvencama, promena u intronima koje menjaju stabilnost ili nacin obrade primarnog
transkripta RNK ili promena u sekvencama koje kodiraju male regulatorne RNK (mikro
RNK, miRNK). SNP u kodiraju¢im sekvencama narocito na pozicijama 1 i 2 u DNK
kodovima mogu da promene aminokiseline u proteinu, uvedu prerano STOP kodone ili
na drugi nacin poremete funkcionalnost proteina. Ponekad, SNP ne mora da izaziva
nijednu od navedenih promena ali postojanje odredene alelske varijante moze da bude
udruzeno sa odredenom boles¢u zbog toga §to se ta alelska varijanta nasleduje vezana za
neki drugi deo genoma koji kodira ili reguliSe produkte bitne u patogenezi te bolesti. U
takvim slucajevima SNP predstavlja marker te bolesti.

S obzirom na tendenciju individualizovanog pristupa u dijagnostici i terapiji
sloZene bolesti kakva je psorijaza, korisno je da se definiSu biomarkeri poput SNP koji
mogu da pomognu u dijagnostici, klasifikaciji bolesti, prognozi i pracenju terapijskog
odgovora. Polimorfizmi citokinskih gena koji su udruzeni sa promenom ekspresije IRNK
1 proteina namecu se kao posebno interesantni i proucavani su u razli¢itim populacijama
ljudi. Uprkos tome §to je utvrdeno da su polimorfizmi pojedinih ispitivanih gena koji
kodiraju molekule bitne za nastanak i odrzavanje zapaljenjske reakcije znacajni za
sklonost ka nastanku psorijaze, prognozu i odgovor na terapiju, postoje ograni¢enja u
tumacenju dobijenih rezultata. Osnovni problem predstavlja ¢injenica da se statisticki
znacajne udruZenosti u pojedinim populacijama razlikuju od rezultata dobijenih u
drugim. lako u osnovi ovih razlika moze biti metodoloSska neusaglasenost u
istraZivanjima, jasno se namecu i razlike u ispitivanim populacijama pacijenata u odnosu

na njihovo etnic¢ko poreklo i geografska podrucja koja su obuhvacena istrazivanjima.

1.8.1.1. Polimorfizam gena za TNF

U zapaljenskim bolestima koZze TNF sekretuju makrofagi, inflamatorne

dendritske celije, mastociti, efektorske T-celije, NK ¢elije i keratinociti (Lowes i sar.,
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2007; Wagner i sar., 2010; Sweeney i sar., 2011; Kupetsky i sar., 2013). TNF inicira
migraciju Langerhansovih ¢elija (Villablanca i Mora, 2008; Kupetsky i sar., 2013) do
drenirajué¢ih limfnih ¢vorova koZe gde, podsticu aktivaciju T-celija i diferencijaciju Tyl7
(Kupetsky i sar., 2013). Osim u kozi, TNF pokrece zapaljenski proces i u zglobovima
(Scarpa i sar., 2006). Veci broj radova ukazuje na povezanost pojedinih alelskih varijanti
gena za TNF sa psorijazom. Postoje istraZivanja u kojima je opisana znacajna udruZenost
izmedu pojedinih polimorfizama u promotorskom regionu gena za TNF i sklonosti ka
nastanku psorijaze, medutim postoje i studije u kojima takvi rezultati nisu potvrdeni
(Nedoszytko i sar., 2007; Gallo i sar., 2012). Meta-analiza povezanosti najbolje
definisanih polimorfizama ovog gena, -238 G/A (rs361525) i -308 G/A (rs1800629), sa
osetljivos¢u na razvoj psorijaze ukljucila je rezultate 10 studija u razli¢itim populacijama
(Li 1 sar., 2007). Na osnovu zbirnih rezultata za preko 1000 pacijenata i slicnog broja
odgovarajucih kontrola pokazano je da TNF -238 i -308 polimorfizmi mogu da budu
koriS¢eni kao biomarkeri u proceni rizika za nastanak psorijaze. Pokazano je da je
znacajno povisen rizik za nastanak psorijaze udruzen sa varijantama GA i AA genotipa
na poziciji -238 G/A u poredenju sa GG genotipom, dok GA i AA genotipovi na poziciji
-308 G/A znacajno smanjuju sklonost ka nastanku psorijaze u odnosu na GG genotip na

istoj poziciji (Li i sar., 2007).
1.8.1.2. Polimorfizam gena za IFN-gama

IFN-gama je pleotropni citokin sa brojnim imunoregulatornim funkcijama.
Produkuju ga CD4" i CD8" T-¢elije, makrofagi, NK ¢elije i keratinociti (McKenzie i sar.,
2003; Ellis i Beaman, 2004; Baran i sar., 2008; Johnson-Huang i sar., 2012). Prisustvo
IFN-gama je pokazano u koznim lezijama a poviSene koncentracije ovog citokina su
detektovane u krvi pacijenata sa psorijazom (Johnson-Huang i sar., 2012). Ubrizgavanje
IFN-gama u neizmenjenu koZu pacijenata sa psorijazom povezano je Ssa pojavom
punktiformnih promena na mestu ubrizgavanja karakteristi¢nih za psorijazu (Fierlbeck i
sar., 1990).

Polimorfizam na poziciji +874 (T/A) u genu za IFN-gama (rs2430561) utice na
njegovu ekspresiju. Pokazano je da je TT genotip udruzen sa visokom produkcijom IFN-
gama, genotip TA sa srednjom, dok je genotip AA udruZen sa niskom produkcijom IFN-
gama (Pravica i sar., 1999; Pravica i sar., 2000). Analizom ovog polimorfizma u grupi
pacijenata sa psorijazom u Engleskoj i zdravih osoba nije ustanovljena statisticki

znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu dve ispitivane grupe (Craven i
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sar., 2001). Medutim, istraZivanje sprovedeno u Poljskoj, pokazalo je da pacijenti sa
psorijazom imaju statisticki znacajno ¢eS¢e TT genotip nego zdrave kontrolne osobe
(Baran i sar., 2008).

1.8.1.3. Polimorfizam gena za IL-12B

Zajednicka subjedinica IL-12 i IL-23 je protein nazvan IL-12B ili p40 Koji
predstavlja jedan od molekula bitnih za funkcionisanje Tyl i Ty17 celijskog odgovora.
Ustanovljeno je da su polimorfizmi gena koji kodiraju proteine od znacéaja za 1L23/Ty17
put povezani sa rizikom za oboljevanje od psorijaze (Iwakura i Ishigame, 2006; Nair i
sar., 2010). Pojedini aleli gena za p40 (IL12B) i receptora za IL-23 (IL23R) bili su
statistiCki znaCajno udruzeni sa osetljivo$¢u za nastanak psorijaze u ispitivanjima vise
hiljada pacijenata sa psorijazom iz SAD, Kanade, Nemacke i Francuske i zdravih osoba
(Nair i sar., 2009).

1.8.1.4. Polimorfizam gena za IL-23R

Interleukin-23 je heterodimerni citokin saéinjen od subjedinice p19 (kodira je
IL23A) i subjedinice p40 (deli je sa IL-12, a kodira je IL12B) koje se vezuju za receptore
koji su produkti IL12RB1 i IL23R (Nair i sar., 2009; Nakajima, 2012).

Vezivanje 1L-23 za IL-23R uti¢e na celularni imunski odgovor intenzivirajuéi
prezivljavanje i ekspanziju Tyl7 ¢elija (Bettelli i sar., 2007). Poremecaj na nivou IL-23 i
IL-23R (odnosno transdukcije signala IL-23), dovodi do povecane sklonosti za razvoj
hroni¢nog imunskog odgovora usmerenog ka epitelnim tkivima i veoma ¢esto do razvoja

psorijaze (Nair i sar., 2009).

Do sada je u viSe studija pokazano da su odredeni polimorfizmi gena za IL-23R,
ukljucujuéi i polimorfizam rs2201841, udruZeni sa osetljivos¢u za nastanak psorijaze i
nekih drugih imunski posredovanih oboljenja kao Sto su Kronova bolest i ulcerozni
kolitis (Parkes i sar., 2007).

1.8.1.5. Polimorfizam gena za IL-17F

IL-17F pripada IL-17 familiji citokina koju ¢ini $est izoformi IL-17 (IL-17A do
IL-17F). IL-17A i IL-17F su najdominantniji citokini IL-17 familije u psorijazi i dejstvo
ostvaruju ili samostalno ili formiraju¢i IL-17A/F heterodimer (Kupetsky i sar., 2013). IL-
17F ima znacajno mesto u patogenezi psorijaze jer stimuliSe produkciju IL-6 i IL-8 ¢ime
doprinosi pojacanju zapaljenjskih promena u kozi (Watanabe i sar., 2009). Jos uvek nema

jasno definisanih polimorfizama ovog gena koji bi mogli da budu biomarkeri osetljivosti
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na psorijazu. Ispitivanje ucestalosti alelskih varijanti T/C polimorfizma, koji predstavlja
promenu histidina na poziciji 161 u arginin, u populaciji obolelih od psorijaze u Japanu
pokazalo je da ovaj polimorfizam nije udruzen sa povecanom osetljivos¢u za nastanak

psorijaze u ovoj zemlji (Shibata i sar., 2009).

Imajuci u vidu etnicke razlike u do sada objavljenim istrazivanjima, vazno je da
se definiSu genetske specifi¢nosti nase populacije u odnosu na distribuciju alela koji
kodiraju inflamatorne molekule kao i da se utvrdi da li polimorfizmi u okviru ispitivanih

gena mogu da se koriste kao potencijalni biomarkeri osetljivosti za nastanak psorijaze.
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Savremena istrazivanja ukazuju da je psoriasis vulgaris multifaktorijelna bolest
posredovana imunskim mehanizmima, sa jasnom genetskom predispozicijom i sluzi kao
model za izuCavanje kompleksnih mehanizama koji uéestvuju u nastanku hroni¢ne

inflamacije.

Na zakljucke istrazivanja u kojima je ispitivana povezanost izmedu pojedinih
alelskih varijanti gena koji kodiraju molekule bitne za nastanak i odrzavanje zapaljenjske
reakcije i sklonosti ka nastanku psorijaze mogu da uti¢u i razlike u populacijama
ispitivanih pacijenata u odnosu na njihovo etni¢ko poreklo i geografsko podrucje koje
naseljavaju. Na ovo je ukazano u viSe studija, ali ovaj tip istrazivanja do sada nije

sproveden u Srbiji.

Zbog toga su ciljevi istraZivanja obuhvac¢enih ovom doktorskom disertacijom bili:

1. Utvrditi distribuciju alela gena za proinflamatorne molekule (TNF, IFN-gama,
IL-12B, IL-23R i IL-17F) u populaciji zdravih osoba na teritoriji Republike Srbije

(dobrovoljni davaoci krvi).

2. Odrediti distribuciju alela gena za proinflamatorne molekule (TNF, IFN-gama,
IL-12B, IL-23R i IL-17F) u grupi pacijenata obolelih od psoriasis vulgaris.

3. Utvrditi da li je neki od polimorfizama gena za vazne proinflamatorne molekule
koji nastaju usled izmene pojedinacnih nukleotidnih baza faktor rizika za

nastanak psoriasis vulgaris.

4. Utvrditi da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod pacijenata sa psoriasis
vulgaris i dobrovoljnih davalaca krvi u nasoj sredini razlikuju u odnosu na studije
u kojima su ovi polimorfizmi ispitivani u drugim populacijama (razli¢iti

geografski regioni i etni¢ko poreklo).
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3.1. Pacijenti oboleli od psorijaze

3.1.1. Selekcija ispitanika

Izvedena je studija preseka u koju su bili uklju¢eni pacijenti oboleli od psoriasis
vulgaris leceni na Klinici za dermatovenerologiju Klinickog centra Srbije u periodu od
januara 2012. do decembra 2013. godine. Studija je planirana u skladu sa eti¢kim
standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (revidirana verzija iz 1983. godine) i u skladu
sa pravilima Etickog komiteta Klini¢kog centra Srbije i Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kriterijumi za uzimanje uzorka krvi podrazumevali su
da pacijenti budu stariji od 18 godina i da su potpisali pristanak za ucesce u ispitivanju.

Sakupljeni su uzorci od 130 pacijenata obolelih od psoriasis vulgaris.

3.1.2. Kiriterijumi za postavljanje dijagnoze i podela na tip 1 i tip 2 psorijaze

Kod svih pacijenata dijagnoza je postavljana na osnovu tipi¢ne klinicke slike
odnosno postojanja karakteristinih jasno ograniCenih eritematoznih plakova sa
neadherentnom belicastom skvamom. Na osnovu anamnestickih podataka i1 podataka iz
medicinske dokumentacije pacijenti oboleli od psorijaze podeljeni su u dve grupe. Prva
grupa (tip 1 psorijaze) obuhvatila je pacijente sa ranim pocetkom bolesti, pre navrSene
tridesete godine Zivota. Drugu grupu (tip 2 psorijaze) ¢inili su pacijenti sa kasnim

pocetkom bolesti, posle navrsene tridesete godine Zivota (Gudjonsson i sar., 2002).

3.1.3. Procena aktivnosti bolesti kod pacijenata obolelih od psoriasis vulgaris

Aktivnost bolesti odredivana je PASI skorom. PASI skorom procenjivana je
povrsina koze zahvacena promenama (eritem, infiltracija i obimnost skvame). Na osnovu
vrednosti PASI skora pacijenti su podeljeni u tri grupe, grupu sa laksim (niske vrednosti
PASI < 10), umerenim (srednje vrednosti PASI, od 10 do 20) i teSkim oblikom oboljenja
(visoke vrednosti PASI, > 20) (Schmitt i Wozel, 2005; Naldi, 2010).

3.1.4. UdruZenost psorijaze sa psorijaznim artritisom

Kod svih pacijenata sa bolom i otocima zglobova kao i deformitetima zglobova
obavljan je i reumatoloski pregled. Na osnovu reumatoloskog nalaza postavljana je

dijagnoza psorijaznog artritisa.
3.2. Zdrave kontrole

Kontrolnu grupu €inili su dobrovoljni davaoci krvi, ¢ija je krv uzimana u Institutu

za transfuziju krvi Srbije i koji nisu oboleli od psoriasis vulgaris ili drugih zapaljenskih
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bolesti. Prvobitno je planirano da se uzme krv 160 dobrovoljnih davalaca ali je zbog
obezbedivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze svih ispitivanih genotipova uzeta krv od
500 dobrovoljnih davalaca. Za ispitivanje polimorfizama gena za TNF, IFN-gama i IL-
12B je analizirana DNK 259 dobrovoljnih davalaca krvi dok je za analizu polimorfizama
gena za IL2-3R i IL-17F umnozavana i analizirana DNK 306 dobrovoljnih davalaca krvi.

Sve osobe od koji je uzimana krv i licni podaci, potpisale su pristanak i

obavestene su o ciljevima i o¢ekivanim ishodima studije.

Uslov za isklju€ivanje iz istrazivanja bila je Zzelja ispitanika da ne ucestvuje u
istrazivanju a u slucaju pacijenata sa psorijazom i postojanje druge forme psorijaze osim

psoriasis vulgaris.
3.3.  Uzimanje uzoraka krvi od ispitanika

Uzorci krvi za analizu genskih polimorfizama pacijenata obolelih od psoriasis
vulgaris uzeti su venepunkcijom u Klinici za dermatovenerologiju Klini¢kog centra
Srbije, dok su uzorci krvi od zdravih ispitanika uzimani u Institutu za transfuziju krvi
Srbije. Od svakog ispitanika uzet je uzorak pune krvi (3 ml) u vacutainer epruvetu
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, SAD) sa EDTA kao antikoagulansom. Uzorci
krvi su ¢uvani na 4°C i transportovani unutar 4 sata do laboratorije za imunologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu gde su dalje obradivani i gde je izolovana i ¢uvana

genomska DNK.

3.4. Priprema DNK iz wuzoraka Kkrvi ispitanika za analizu

polimorfizama

Iz krvi ispitanika izolovana je DNK i sa njom je postupano na nacin koji je opisan

u tekstu koji sledi.

3.4.1. lzolacija DNK

Za izolaciju DNK iz krvi ispitanika koriS¢en je GenelJet Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanija) prema uputstvu proizvodaca. Pre pocetka
izolacije, puferima za ispiranje (engl. Wash buffer, WB) WB | i WB Il dodata je
propisana koli¢ina 100% etanola (Zorka, Sabac, Srbija). Ukratko, krv u vacutainer
epruvetama je promeSana okretanjem epruvete gore-dole osam puta nakon ega je iz
svake uzimano po 200 pl krvi i prenoSeno u obelezene ependorf epruvete zapremine 1,5
ml (Sarsted, Nimbrecht, SR Nemacka). Zatim je svakom uzorku dodavano po 400 pl
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rastvora za liziranje i 20 pl proteinaze K. Nakon toga, svi uzorci su kratko i energi¢no
izmeSani na orbitalnoj mesalici (vorteksu) i inkubirani 10 minuta u vodenom kupatilu na
56°C uz povremeno meSanje (2-3 puta) okretanjem epruveta gore-dole. U svaki uzorak je
potom dodavano po 200 pl 96% etanola (Zorka, Sabac, Srbija), a zatim je smeSa
energi¢no meSana. Nakon toga, sav sadrzaj je prebacivan u prethodno obelezene kolonice
koje su bile ubacene u ependorf epruvete od 2ml sa odsecenim poklopcem (Sarsted,
Nimbrecht, SR Nemacka). SadrZaj kolonica je potom centrifugiran 1 minut na 6000g
nakon ¢ega su kolonice sa vezanom DNK prebacivane u kivete za otpad koje su sastavni
deo GeneJet Genomic DNA Purification kompleta. DNK vezane za matriks kolona su
ispirane dodavanjem po 500 pl WB 1 i centrifugiranjem kolona u trajanju od 1 minut na
8000g. SadrzZaj kiveti za otpad je zatim odlivan, a u kolone je dodavano po 500 ul WB 1.
Nakon toga, kolone su centrifugirane 3 minuta na 14 000g, a ukoliko bi u njima ostalo
jos§ tecnosti, centrifugiranje je ponavljano joS 1 minut na istoj brzini nakon praznjenja
Kiveti za otpad. Kolone sa vezanom DNK su prebacivane u nove obeleZzene Eppendorf
Safe Lock epruvete od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka) i pristupalo se
izdvajanju DNK vezane za matriks kolone na slede¢i nacin: u svaku kolonu je dodavano
200 pl pufera za rastvaranje DNK, zatim su kolone inkubirane 2 minuta na sobnoj
temperaturi i centrifugirane 1 minut na 8000g. lzolovanim DNK je zatim

spektrofotometrijski odredivana koncentracija i Cistoca.

3.4.2. Odredivanje koncentracije i Cistoce izolovane DNK

Uzorak od 8 pl izolovane DNK nanoSen je u mikrokivetu Gene Quant Pro
Calculatora (LKB Pharmacia, Uppsala, Svedska), a zatim su oéitavane vrednosti
apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm. Vrednosti koli¢nika apsorbancija na 260 nm i
280 nm (260/280) izmedu 1,65 i 1,85 kao i vrednosti 260/230 > 1,2 bile su prihvatljive.
U suprotnom, ponavljana je izolacija DNK iz uzorka krvi. 1zolovane DNK su po pravilu
bile koncentracije od oko 20 ng/ul. 1z izolovane DNK uzimani su uzorci od 500 ng i
dopunjavani vodom do zapremine od 125 pl ¢ime su dobijana razblazenja od 4 ng/ul

koja su koriS¢ena za odredivanje polimorfizama. Ostatak DNK je ¢uvan na -20°C.

3.5. Odredivanje polimorfizama gena za TNF (rs1800629), IL-12B
(rs3212227), 1L-23R (rs2201841) i IL-17F (rs11465553)

Za detekciju i analizu polimorfizama gena za TNF, IL-12B, IL-23R i IL-17F
koris¢ene su komercijalne optimizovane smesSe specifi¢nih oligonukleotida i TagMan
proba obelezenih FAM i VIC fluorohromima i to: TNF rs1800629 #C 7514879 10;
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IL12B rs3212227 #C__ 2084293 10; IL23R rs2201841 #C_ 1272302_10; IL17F
rs11465553 #C_ 25765149 10, (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD).
Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR metodom vr$ena je pomocu navedenih
smeSa komercijalnih oligonukleotida i Maxima™ Probe gPCR 2X Master Mix,
(Fermentas, Vilnius, Litvanija) uzimajuéi u obzir preporuke proizvodaca reagenasa.
Ukratko, amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama za PCR, formata 8 x 12 bunarcica
(PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), u koje su sipane reakcione smese od 5
pul 2 x Real Master Mix Probe (Fermentas, Vilnius, Litvanija), 0,25 ul komercijalne
smeSe oligonukleotida za detekciju navedenih polimorfizama i 4,75 pl ispitivanog DNK
uzorka (4 ng/ul). Plo¢e su zatim zatvarane lepljenjem optickog filma (PE, Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD), kratko centrifugirane na 1500g i smeStane u
termoblok Realplex’ PCR masine (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka). Plo¢e su pre
amplifikacije inkubirane u termobloku 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala DNK
polimeraza. Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 60°C 1 minut sa 39
ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 60°C. Po zavrSetku
amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podesavanje

linije praga detekcije.
3.6. Odredivanje polimorfizma gena za IFN-gama (rs2430561)

Detekcija i analiza polimorfizma gena za IFN-gama (rs2430561) nije mogla da
bude uradena na isti nacin zbog toga Sto nisu postojali komercijalni oligonukleotidi za
detekciju rs2430561 polimorfizma, pa su dizajnirani oligonukleotidi za detekciju ovog

polimorfizma i optimizovani uslovi za amplifikaciju i razlikovanje alela.

3.6.1. Odredivanje oligonukleotidnih sekvenci za umnoZavanje rs2430561

Oligonukleotidni prajmeri 1 probe dizajnirani su pomoc¢u Primer Express 2.0
softvera (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), tako da otkrivaju +874 (T/A)
polimorfizam gena za IFN-gama. U cilju postizanja maksimuma mo¢i diskriminacije
izmedu A i T alela odabrane su kratke sekvence TaqMan proba. U cilju efikasne
hibridizacije proba sa umnoZenim DNK fragmentima za probe je vezana patentirana
grupa MGB (engl. Minor Grove Binder), (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA,
SAD) koja poveéava temperaturu hibridizacije za vise od 10°C i u isto vreme inhibira

fluorescenciju FAM i VIC fluorohroma.
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Odabrane su sledece oligonukleotidne sekvence:

IFNGF 5° TCCAAACATGTGCGAGTGT 3’
IFNGR 5 AATATTCAGACATTCACAATTGATTT 3’
IFNGA 5° FAM-ATCAAATCACACACA-MGB 3’
IFNGT 5’ VIC-AATCAAATCTCACACA-MGB 3’
Oligonukleotidi su zatim nabavljeni od PE, Applied Biosystems (Foster City, CA,
SAD).

3.6.2. Optimizovanje uslova amplifikacije prajmera specifi¢nih za rs2430561

Optimizacija oligonukleotidnih prajmera vriena je na Realplex’* PCR masini
(Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka) na DNK uzorku koji je bio smeSa 20 DNK
dobrovoljnih davalaca krvi u koncentraciji od 40 ng/ul. Napravljena je reakciona smeSa
koja je u 6 pl sadrzavala 5 pl Maxima™ Probe qPCR 2X MasterMixa (Fermentas
Vilnius, Litvanija), 0,5 pl 20 X EvaGreen interkaliraju¢e boje (Biotium Inc. Hayward,
CA, SAD) i 0,5 pl navedene smeSe DNK za svaku reakciju. Zatim su pipetirani IFNGF i
IFNGR oligonukleotidi kako bi se u plo¢i napravile kombinacije razblazenja

oligonukleotida kao na shemi 1.

- e

50,0°C 50,3°C 50,9°C 52,0°C 53,1°C 54,2°C 55,3°C 56,4°C 57,5°C 58,6°C 59,3°C 60,0°C

F900 nM /R900nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F900 nM /R300nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F900 nM/R100nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F300 nM/R900nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F300 nM/R300nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F300 nM/R100nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F100 nM /R900nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

F100 nM/R300nM | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK | DNK

Shema 1. Koncentracije oligonukleotida i temperature u termobloku tokom slepljivanja i

ekstenzije u prvom koraku optimizacije oligonukleotida.

Pre amplifikacije ploca je inkubirana u termobloku 4 minuta na 95°C da bi se
aktivirala DNK polimeraza. Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sekundi —
50-60°C 1 minut sa 39 ponavljanja a temperatura na kojoj je vreno slepljivanje i
izduzivanje prajmera prikazana je na shemi 1. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu
vrseno je na 50-60°C (Shema 1). Nakon amplifikacije analiziran je temperaturni profil

disocijacije lanaca DNK (engl. melting curve analysis, MCA) koja se odigravala prema
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zadatim parametrima proizvodaca programabilnog termobloka. Rezultati amplifikacije
nisu bili optimalni pa je eksperiment ponovljen sa istim koncentracijama oligonukleotida
i ostalih reaktanata u smeSi ali sa promenjenim temperaturnim profilom. Temperature
slepljivanja oligonukleotida i ekstenzije su razdvojene pa se temperaturni ciklus odvijao
na slede¢im temperaturama: 95°C 15 sekundi — 50-60°C 1 minut — 68°C 20 sekundi sa
39 ponavljanja. Nakon amplifikacije vrSena je analiza krive topljenja. Merenje
fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 68°C. Pri ovakvom temperaturnom ciklusu
dobijeni su zadovoljavaju¢i uslovi amplifikacije na temperaturama slepljivanja
oligonukleotida >54°C i sa finalnim koncentracijama oligonukleotida ve¢im od 100 nM
(Slika 1), a umnozeni fragmenti su imali ocekivane profile disocijacije DNK lanaca

(Slika 2).
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Slika 1. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnozenih prema uslovima iz sheme 1.
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- di/dT (%)

72 74

76 78
Tenperature [*C]

80 82

Slika 2. Krive disocijacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 1.

Da bi se joS preciznije utvrdila koncentracija prajmera koja je optimalna za

amplifikaciju DNK fragmenta koji sadrzi rs2430561, jo$ jednom je vrSena amplifikacija

sa koncentracijama oligonukleotida i temperaturama slepljivanja kao na shemi 2.

Temperaturni ciklus se odvijao na slede¢im temperaturama: 95°C 15 sekundi — 54-66°C

1 minut (Shema 2) — 68°C 20 sekundi sa 39 ponavljanja i MCA po zavrSetku

amplifikacije. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 68°C. Koncentracije

svih reaktanata osim oligonukleotida su ostale kao i u prethodnom koraku optimizacije.
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Shema 2. Koncentracije oligonukleotida i temperature u termobloku tokom slepljivanja u

drugom koraku optimizacije oligonukleotida.
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Slika 3. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 2.
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Slika 4. Kriva disocijacije fragmenta gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnozenih prema uslovima iz sheme 2.

Nakon drugog koraka optimizacije koncentracije F i R oligonukleotida su
fiksirane na 600 nM (Slika 3), jer ove koncentracije prajmera su davale dobar prinos
amplifikacije na svim temperaturama i nije bilo prajmerskih dimera $to je potvrdeno

analizom krive topljenja nastalin PCR produkata (Slika 4).
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3.6.3. Optimizovanje uslova detekcije proba specifi¢nih za rs2430561

Optimizacija koncentracija TagMan proba vrSena je sa istim koncentracijama
DNK kao u prethodno opisanim koracima optimizacije prajmera samo $to je iz reakcione
smeSe izostavljena EvaGreen a koncentracija prajmera je fiksirana na F600 nM / R600
nM. Zatim su pipetirane IFNGA i IFNGT TagMan probe u zapremini od 4 pul kako bi se
u plo¢i napravile razblazenja proba kao na shemi 3. Ploca je inkubirana 4 minuta na 95°C
a zatim se temperaturni ciklus odvijao na slede¢im temperaturama: 95°C 15 sekundi —
47,8-59,6°C (shema3) — 1 minut i 68°C 20 sekundi sa 39 ponavljanja. Merenje

fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 68°C.

| -

47,8°C 48,5°C 49,4°C 50,6°C 51,8°C 53,0°C 54,2°C 55,4°C 56,8°C 58,0°C 58,9°C 59,6°C
A 800 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
A 600 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
A 400 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
A 200 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
T 800 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
T 600 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK | DNK
T 400 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK
T 200 nM DNK | DNK [ DNK | DNK | DNK [ DNK

Shema 3. Koncentracije TagMan proba A i T i temperature u termobloku tokom

slepljivanja u prvom koraku optimizacije.

Nakon analize krivih amplifikacije zaklju¢eno je da se optimalni rezultati postizu
sa 200 nM koncentracijom A TagMan probe (Slike 51 7) i 400 nM koncentracijom T
TagMan probe (Slike 6 i 7) na temperaturi slepljivanja oligonukleotida od 54,2°C i
55,4°C. Zbog toga su ove koncentracije proba i temperatura od 55°C uzete kao standard

za sledecée korake optimizacije.
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Slika 5. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 3 sa A TagMan probom.
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Slika 6. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 3 sa T TagMan probom.
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Slika 7. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 3 sa A i T TagMan probama.

Dalje, bilo je potrebno utvrditi da li utvrdene koncentracije oligonukletidnih
prajmera i proba mogu da se koriste za detekciju rs2430561 polimorfizma u
pojedina¢nim DNK uzorcima. Zbog velike ucestalosti redeg +874 T alela gena za IFN-
gama u populacijama bele rase smatrano je da je deset uzoraka DNK od razli¢itih donora
dovoljno za detekciju prisustva oba ispitivana alela (Shema 4). Pripremljene su dve
oligonukleotidne smeSe. Prva je sadrzala 24 pM F /24 uM R i 8 uM A TagMan probu a
druga 24 uyM F / 24 pM R i 16 pM T TagMan probu i koris¢ene su kao 40 X
koncentrovane smeSe oligonukleotida. MasterMixovi su napravljeni meSanjem 0,25 pl
oligonukleotidnih smeSa sa 5 pl Maxima™ Probe gPCR 2X MasterMixa (Fermentas,
Vilnius, Litvanija) za svaki bunar¢i¢ ploce u kome se vrsila amplifikacija uzoraka DNK i
kontrola (Shema 4). Svi uzorci su analizirani u duplikatu, kao negativna kontrola reakcije
koris¢ena je voda a kao pozitivna kontrola reakcije koris¢ena je DNK smeSa pripremljena
u prethodnim koracima optimizacije. Nakon pipetiranja MasterMixova u ploce pipetirani
su i uzorci DNK u zapremini od 4,75 pl (4 ng/ul), voda i kontrolna DNK iz prethodnih
eksperimenata. Plo¢a je zatim zatvorena optickim filmom, kratko centrifugirana i zatim
smeStena u termoblok gde je inkubirana 4 minuta na 95°C. Nakon toga se temperaturni
ciklus odvijao na temperaturama od 95°C 15 sekundi — 55°C 1 minut — 68°C 20

sekundi sa 39 ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrseno je na 68°C.
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55°C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

A 200 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | H,O | DNK
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | H,O | DNK

T 400 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

Shema 4. Raspored uzoraka i koncentracije TagMan proba A i T sa temperaturom u
termobloku tokom slepljivanja u drugom koraku optimizacije, na uzorcima DNK od

deset dobrovoljnih davalaca krvi.
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Slika 8. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 4 sa A TagMan probom.
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Slika 9. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 4 sa T TagMan probom.
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Slika 10. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 4 sa A i T TagMan probama.
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Posto je odredivanje rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama bilo uspesno sa
testiranim koncentracijama oligonukleotida kao i temperaturama i duZinama koraka
temperaturnog ciklusa (Slike 8, 9 i 10), provereno je da li ovako odredeni PCR parametri
omogucavaju istovremenu detekciju oba alela u istoj reakcionoj posudi odnosno
bunarci¢u ploce. Zbog toga je napravljena 40 x koncentrovana oligonukleotidna smesa
koja je sadrzala 24 uM F / 24 uM R / 8 uM A TagMan probu / 16 uM T TagMan probu.
Ostali reaktanti su pomeSani kao u prethodnom koraku optimizacije u rasporedu koji je
prikazan na shemi 5. Svi dalji postupci, temperature i vremena inkubacije bili su identi¢ni

onima u prethodnom koraku optimizacije proba.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

A 200 nM /T 400 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

Shema 5. Raspored uzoraka i koncentracije TagMan proba A i T u istoj reakcionoj
posudi u treCem koraku optimizacije na uzorcima DNK od deset dobrovoljnih davalaca

krvi.

Nakon analize krivih amplifikacije zaklju¢eno je da je pri istovremenoj reakciji
obe probe, signal A probe bio nesto slabiji (Slika 11) nego kada je amplifikacija bila sa
pojedina¢nim probama (Slika 8) pa je povecana koncentracija A probe u reakcionoj

smesi.
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Slika 11. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 5 sa A i T TagMan probama.
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Napravljena je nova 40 x koncentrovana oligonukleotidna smeSa koja je sadrzala
24 UM F /24 uM R / 10 uM A TagMan probu / 16 uM T TagMan probu. Ostali reaktanti
su pomeSani kao u drugom koraku optimizacije proba u rasporedu koji je prikazan na
shemi 6. Svi dalji postupci, temperature i vremena inkubacije bili su identi¢ni onima u

prethodnom koraku optimizacije proba.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

A250nM /T 400 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H,O | DNK

Shema 6. Raspored uzoraka i koncentracije TagMan proba A i T u istoj reakcionoj

posudi u ¢etvrtom koraku optimizacije.
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Slika 12. Krive amplifikacije fragmenata gena za IFN-gama koji sadrzi rs2430561

umnoZenih prema uslovima iz sheme 6 sa A i T TagMan probama.

Nakon ovog koraka optimizacije PCR uslova postignuta je zadovoljavaju¢a mo¢
smeSe oligonukleotida za diskriminaciju rs2430561 polimorfizma na nivou individualnih
DNK uzoraka (Slika 12).
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3.6.4. Detekcija rs2430561 polimorfizma u uzorcima DNK pojedinaé¢nih ispitanika

Za detekciju i analizu rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama koris¢ene su
prethodno optimizovane smese specifi¢nih oligonukleotida i TagMan proba obelezenih
FAM i VIC fluorohromima (600 nM F / 600 nM R / 250 nM A TagMan proba / 400 nM
T TagMan proba, finalne koncentracije). Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR
metodom vrsena je pomocu navedenih smesa oligonukleotida i Maxima™ Probe gPCR
2X MasterMix, (Fermentas, Vilnius, Litvanija). Kao i u ostalim analizama
polimorfizama, amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama za PCR formata 8 x 12
bunar¢i¢a (PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), u koje su sipane reakcione
smeSe od 5 pl 2 x Real MasterMix Probe (Fermentas, Vilnius, Litvanija), 0,25 pl
optimizovane smeSe oligonukleotida za detekciju rs2430561 polimorfizma i 4,75 pl
ispitivanog DNK uzorka (4 ng/ul). Plo¢e su zatim zatvarane lepljenjem optickog filma
(PE, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD), kratko centrifugirane na 1500g i
smestane u termoblok Realplex’ PCR masine (Eppendorf, Hamburg, SR Nemadka).
Ploce su pre amplifikacije inkubirane u termobloku 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala
DNK polimeraza. Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sec — 55°C 1 minut
— 68°C 20 sekundi sa 39 ponavljanja. Merenje fluorescencije u svakom ciklusu vrSeno
je na 68°C. Po zavrsetku amplifikacije odredivani su aleli pomocu Realplex 2.0 softvera

uz ru¢no podesavanje linije praga detekcije.

3.7. Statisticka obrada podataka

Distribucije alela 1 genotipova odredivane su kod pacijenata sa psorijazom i
zdravih osoba (kontrolna grupa). Hardy-Weinberg ravnoteZza (engl. Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE) je ispitivana posebno za pacijente i kontrole, kao i za obe grupe
ispitanika zajedno. Statisticka analiza podataka sastojala se iz primene y* testa ili
FiSerovog testa ta¢ne verovatnoCe za procenu znacajnosti razlike u frekvencijama
dobijenih alela i genotipova izmedu ispitivanih bolesnika i kontrolne grupe. U svim
testovima vrednosti verovatnoce, p-vrednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnima, a

manje od 0,01 visoko znacajnim.

Efekti ispitivanih genskih polimorfizama, i mogucih rizika za nastanak psorijaze
su procenjivani za podgrupe pacijenata sa ranim pocetkom bolesti, kasnim poc¢etkom
bolesti i psorijaznim artritisom, pri cemu je kao mera efekta koris¢en odnos Sansi (engl.
odds ratio, OR) sa intervalom poverenja od 95% (95% IP) za svaki ispitivani

polimorfizam.
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4.1. Ispitivanje polimorfizma gena za TNF (rs1800629) kod kontrola i

pacijenata sa psorijazom

Ispitivanje rs1800629 polimorfizma u promotoru gena za TNF vrseno je TagMan
PCR metodom pomoc¢u komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije alela i
genotipova prikazani su u tabeli 1 i na prilogu 1. U cilju poredenja sa rezultatima
dobijenim u okviru ovog istrazivanja, na prilogu 1 prikazana je distribucija alela i
genotipova HapMap-CEU referentne populacije (belci iz Jute, SAD, poreklom iz
Evrope). Pored toga, u tabeli 1 i na prilogu 1 prikazana je i distribucija nosioca G i A
alela kod ispitanika, pri ¢emu su nosioci G osobe sa GG i GA genotipovima, a nosioci A
su osobe sa GA i AA genotipovima. Pacijenti sa psorijazom u tabeli 1 i na prilogu 1 su
prikazani kao jedna grupa (ukupna psorijaza) i podeljeni u dve podgrupe (tip 1 i tip 2) u
odnosu na uzrast u trenutku postavljanja dijagnoze. 1z grupe pacijenata sa psorijazom je

posebno izdvojena i analizirana podgrupa pacijenata koji su imali i psorijazni artritis.

Tabela1l. Aleli i genotipovi rs1800629 polimorfizma gena za TNF kod kontrola i

pacijenata.
Kontrole Psoriasis vulgaris Psorijazni
artritis
Ukupna Tipl Tip 2
n f n f n f n f n f
TNF rs1800629
Aleli G 454 0,876 235 0,904 111 0,895 124 0,912 48 0,923
A 64 0,124 25 0,096 13 0,105 12 0,082 4 0,077
Genotipovi GG 196 0,757 106 0,815 50 0,807 56 0,824 22 0,846
GA 62 0,239 23 0,177 11 0,177 12 0,176 4 0,154
AA 1 0,004 1 0,008 1 0,016 0 0,000 0 0,000
Nosioci G 258 0,996 129 0,992 61 0,984 68 1,000 26 1,000
A 63 0,243 24 0,184 12 0,193 12 0,176 4 0,154
Nosioci G su osobe sa GG i GA genotipovima, nosioci A su osobe sa GA i AA genotipovima.
Aleli Genotipovi Nosioci
Kontrole I N e
PV ukupna I N
PV tip 1 .
PV tip 2 I Iy Zz——
Psorijazni artritis NG I
GI A
HapMap-CEU L B Nelel FV\leT

Prilog 1. Graficki prikaz distribucija alela, genotipova i nosioca alela rs1800629

polimorfizma gena za TNF. 35
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Rezultati

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su

odredeni za ispitanike u ovom istraZivanju izracunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnoteZi (Tabela 2).

Tabela 2. Testiranje distribucije genotipova rs1800629 polimorfizma gena za TNF u

odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

TNF rs1800629 Kontrole Psorijaza Ukupno
GG 196 106 302
Genotipovi GA 62 23 85
AA 1 1 2
Ukupno 259 130 389
HWE* X?=2,87 X?= 0,04 X*=2,39

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti, p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs1800629 polimorfizma

gena za TNF bila u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05.

Raspodela alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedena je sa podacima za

druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje razlike izmedu frekvencija G i A

alela rs1800629 polimorfizma gena za TNF izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba sa

drugih geografskih podrucja. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. rs1800629 polimorfizam gena za TNF kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija  Broj Metod G alel (%) A alel (%) p
(Popadic i sar., u Stampi)  Srbija 259 TagMan 87,6 12,4 NP
(Hamamoto i sar., 2000)  Japan 87 PCR 97,1 2,9 0,0001
(Craven i sar., 2001) UK 66 PCR/SSP 83,0 17,0  0,1923
(Hohler i sar., 2002) Nemacka 99 PCR/SSP 83,2 16,8  0,1319
(Reich i sar., 2002) Nemacka 345 PCR/RFLP 83,9 16,1 0,0680
(Poli i sar., 2002) Italija 363 PCR/SSP 87,7 124 1
(Drulovic i sar., 2003) Srbija 123 PCR/RFLP 87,8 122 1
(Mossner i sar., 2005) Estonija 135 PCR/RFLP 84,8 15,2  0,2674
(Baran i sar., 2006) Poljska 74 PCR/SSP 87,8 122 1
(Boraska i sar., 2008) Hrvatska 144 PCR/RFLP 83,3 16,7 0,0897
(Settin i sar., 2009) Egipat 98 PCR/SSP 47,4 52,6  0,0001
(Shuklai sar., 2012) Indija 208 ARMS-PCR 92,8 7,2 0,0094
(Han i sar., 2012) Koreja 291 PCR/RFLP 99,7 0,3 0,0001
(Sandhya i sar., 2013) Indija 39 PCR/RFLP 92,3 7,7 0,2334
(Corchado i sar., 2013) Spanija 55 TagMan 88,0 12,0  0,8875

NP, nije primenjivo.
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Kao Sto je prikazano u tabeli 3, frekvencije G i A alela rs1800629 polimorfizma
gena za TNF u zdravoj populaciji Srbije nisu se statisticki zna¢ajno razlikovale u odnosu
na populacije: Velike Britanije, Nemacke, Italije, Estonije, Poljske, Hrvatske, juzne
Indije i Spanije. Statisticki visoko znagajna razlika ustanovljena je izmedu zdrave

populacije Srbije i populacija Japana, Egipta, severne Indije i Koreje.

U tabeli 4 su prikazani rezultati poredenja distribucije alela i genotipova
rs1800629 polimorfizma kod pacijenata sa psorijazom i kontrola. Statisticka analiza je
pokazala da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu
pacijenata sa psorijazom i kontrola, kao ni izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim
artritisom i kontrola. Ipak, na osnovu odnosa Sansi (OR) u okviru intervala poverenja od
95% (95% IP) rezultati ukazuju da bi G alel potencijalno predstavljao faktor rizika za
nastanak psorijaze jer vrednosti odnosa $ansi iznose 1,325 (95% IP 0,813-2,160) za
grupu pacijenata sa psorijazom, odnosno 1,691 (95% IP 0,590-4,848) za pacijente sa
psorijaznim artritisom. Prisustvo GG genotipa uve¢ava OR vrednosti na 1,420 (95% IP
0,840-2,403) kod pacijenata sa psorijazom i na 1,768 (95% IP 0,587-5,324) kod
pacijenata sa psorijaznim artritisom, Sto je prikazano u tabeli 4. Nasuprot tome, A alel bi
mogao da ima izvesnu protektivnu ulogu pa bi nosioci A alela imali manji rizik za
nastanak psorijaze (OR=0,704, 95% IP 0,416-1,192) kao i psorijaznog artritisa
(OR=0,566, 95% IP 0,188-1,704), tabela 4.

Tabela 4. StatistiCka analiza distribucije G 1 A alela, genotipova i nosioca alela
rs1800629 polimorfizma gena za TNF izmedu pacijenata sa psorijazom, psorijaznim

artritisom i kontrola.

Psorijaza / kontrole Psorijazni artritis / kontrole
TNF (rs1800629) p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli G 1,325 (0,813-2,160) 1,691 (0,590-4,848)
A 0,258 0,755 (0,463-1,230) 0,322 0,591 (0,206-1,695)
Genotipovi GG 0,191 1,420 (0,840-2,403) 0,306 1,768 (0,587-5,324)
GA 0,159 0,683 (0,401-1,164) 0,306 0,565 (0,188-1,704)
AA 1,000 2,000 (0,124-32,24) 1,000' NP
Nosioci G 1,000" 0,500 (0,031-8,059) 1,000" NP
A 0191 0,704 (0,416-1,192) 0,306 0,566 (0,188-1,704)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'FiSerov test tatne verovatnoce, NP nije

primenjivo.
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Dalje, ispitano je da li se distribucije G i A alela, genotipova i nosioca ovih alela

razlikuju izmedu pacijenata sa ranim 1 kasnim pocetkom bolesti u odnosu na kontrole 1

medusobno (Tabela 5).

Tabela 5.

Statisticka analiza distribucija alela, genotipova i nosioca alela rs1800629

polimorfizma gena za TNF izmedu pacijenata sa psorijazom tip 1 i 2 i kontrola kao i

medusobno.

PV tip 1/ kontrole

PV tip 2/ kontrole

PV tip 2/ PV tip 1

TNF rs1800629
Aleli G

A

Genotipovi GG

p  OR(95% IP)

1,204 (0,64-2,26)

0,57
0,831 (0,44-1,56)

041 1,339 (0,67-2,67)

p  OR(95% IP)

1,457 (0,76-2,78)

0,25
0,687 (0,36-1,31)

0,24 1,500 (0,76-2,98)

p  OR(95% IP)

1,210 (0,53-2,76)

0,65
0,826 (0,36-1,89)

0,81 1,120 (0,46-2,72)

GA 0,29 0,685 (0,34-1,39) 0,27 0,681 (0,34-1,35) 1,00 0,994 (0,40-2,45)
AA 0,357 4,230 (0,26-68,5) 1,00" NP 0,48' NP
Nosioci G 0,35" 0,236 (0,02-3,83) 1,00" NP 0,48' NP
A 041 0,747 (0,37-1,49) 0,24 0,667 (0,33-1,33) 0,81 0,893 (0,37-2,17)

OR odnos %ansi, IP interval poverenja, 'Fierov test tatne verovatnoée, NP nije

primenjivo.

Kao §to je prikazano u tabeli 5, nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu poredenih grupa.
G alel bi mogao da predstavlja faktor viseg rizika za nastanak psorijaze tip 2 (OR=1,457,
95% IP 0,76-2,78) i psorijaze tip 1 (OR=1,204, 95% IP 0,64-2,26). Prisustvo GG
genotipa uvecava $anse za nastanak psorijaze tip 2 (OR=1,500, 95% IP 0,76-2,98).
Saglasno prethodnim rezultatima, nosioci A alela imaju manju Sansu da dobiju psorijazu
tip 2 (OR=0,667, 95% IP 0,33-1,33). Nijedna od razlika medutim nije dostigla nivo

statisticke znacajnosti.

38



Svetlana Popadi¢ doktorska disertacija Rezultati

U cilju ispitivanja povezanosti pojedinih alela rs1800629 polimorfizma gena za
TNF i tezine klini¢ke manifestacije psorijaze analizirane su frekvencije nosioca G i A

alela kod pacijenata grupisanih na osnovu vrednosti PASI skora (Tabela 6).

Tabela 6. Nosioci rs1800629 polimorfizma gena za TNF grupisanih na osnovu

vrednosti PASI skora

TNF rs1800629 Nizak PASI Srednji PASI Visok PASI p
Nosioci

G (GG i GA) 11 (91,7%) 63 (100,0%)* 55 (100,0%)° 0,007
A (AA i AG) 3 (25,0%) 11 (17,5%) 10 (18,2%) 0,826

p=0,022, °p=0,032, u poredenju sa grupom pacijenata na niskim PASI skorom.

Rezultati prikazani u tabeli 6 pokazuju da postoji statisticki visSoko znacajna
razlika (p=0,007) u frekvenciji G alela, odnosno GG i GA genotipa kod pacijenata sa
visokim i srednjim PASI skorom u poredenju sa grupom pacijenata sa niskim PASI
skorom. Nema statisticki znacajne razlike u frekvenciji A alela, AA i GA genotipa i

vrednosti PASI skora.
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4.2. lIspitivanje polimorfizma gena za IFN-gama (rs2430561) kod

kontrola i pacijenata sa psorijazom

Ispitivanje rs2430561 polimorfizma u prvom intronu gena za IFN-gama vrseno je
pomocu oligonukleotidnih prajmera i proba dizajniranih Primer Express 2.0 programom,
tako da otkrivaju +874 (T/A) polimorfizam gena za IFN-gama. Amplifikacija fragmenata
DNK Real-time PCR metodom vrSena je pod uslovima optimizovanim u veéem broju
eksperimenata koji su omogucili razlikovanje izmedu ova dva alela, a Sto je prethodilo

analizi alelske distribucije kod zdravih kontrola i pacijenata sa psorijazom.

Rezultati distribucije alela i genotipova rs2430561 polimorfizma gena za IFN-
gama prikazani su u tabeli 7 i na prilogu 2. U cilju poredenja rezultata ovog istrazivanja,
na prilogu 2 je prikazana distribucija alela i genotipova Pilot 1-CEU subpopulacije
izvedene iz HapMap-CEU referentne populacije. Pored toga, u tabeli 7 i na prilogu 2
prikazana je i distribucija nosioca A i T alela kod ispitanika, pri ¢emu su nosioci A osobe
sa AA i AT a nosioci T osobe sa TT i TA genotipovima. Pacijenti sa psorijazom u tabeli
7 i na prilogu 2 su prikazani kao jedna grupa (koja obuhvata sve pacijente sa psorijazom)
i podeljeni u dve podgrupe (psorijaza tip 1 i tip 2) u odnosu na starost u trenutku
postavljanja dijagnoze. Iz grupe pacijenata sa psorijazom je posebno izdvojena i

analizirana podgrupa pacijenata koji su imali i psorijazni artritis.

Tabela7.  Aleli i genotipovi rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama kod kontrola

| pacijenata.

Kontrole Psoriasis vulgaris Psorij_a_zni

artritis

Ukupna Tip1l Tip 2
n f n f n f n f n f
IFNG rs2430561

Aleli A 276 0,533 139 0,535 59 0,476 80 0,588 26 0,500
T 242 0,467 121 0,465 65 0,524 56 0,412 26 0,500
Genotipovi AA 74 0,286 39 0,300 14 0,226 25 0,368 8 0,308
AT 128 0,494 61 0,469 31 0,500 30 0,441 10 0,384
TT 57 0,220 30 0,231 17 0,274 13 0,191 8 0,308

Nosioci A 202 0,800 100 0,769 45 0,677 55 0,809 18 0,692
T 185 0,714 91 0,700 48 0,774 43 0,632 18 0,692

Nosioci A su osobe sa AA i AT genotipovima, nosioci T su osobe sa TT i TA genotipovima.
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Aleli Genotipovi Nosioci
Kontrole I |
PV ukupna ] I
PV tip 1 I .
PV tip 2 I HEm
Psorijazni artritis ] I
Pilot 1-CEU ] Aﬂ T'-II: AT

Prilog 2.  Graficki prikaz distribucija alela, genotipova i nosioca alela rs2430561

polimorfizma gena za IFN-gama.

Slaganje izmedu frekvencija alela i genotipova rs2430561 polimorfizma gena za

IFN-gama je ispitano proverom Hardy-Weinberg ravnoteze (Tabela 8).

Tabela 8. Testiranje distribucije genotipova rs2430561 polimorfizma gena za IFN-

gama u odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IFNG rs2430561 Kontrole Psorijaza Ukupno
AA 74 39 113
Genotipovi AT 128 61 189
TT 57 30 87
Ukupno 259 130 389
HWE* X°=0,01 X?= 0,42 X?=0,22

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti; p>0,05.

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da je distribucija genotipova rs2430561
polimorfizma gena za IFN-gama u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05 (Tabela 8).

Dobijeni rezultati raspodele alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni
su sa objavljenim podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje
razlike izmedu frekvencija A i T alela rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama
izmedu kontrola iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Ovi rezultati su prikazani u
tabeli 9.
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Tabela 9. rs2430561 polimorfizam gena za IFN-gama kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija  Broj Metod Aalel (%) Talel (%) p

(Popadi¢ i sar., u stampi)  Srbija 259 TagMan 53,3 46,7 NP

(Craven i sar., 2001) Vel. Britanija 77 PCR 50,6 49,4 0,5657
(Poli i sar., 2002) Italija 363 PCR/SSP 55,3 44,7 0,4976
(Govan i sar., 2003) Juzna Afrika 587 ARMS-PCR 75,0 25,0 0,0001
(Mihailova i sar., 2005) Bugarska 86 PCR/SSP 51,2 48,8 10,6315
(Tso i sar., 2005) Hong Kong 451 TagMan 66,7 33,3 0,0001
(Etokebe i sar., 2006) Hrvatska 519 TagMan 53,0 47,0 0,9203
(Sallakci i sar., 2007) Turska 115 pyroSeq. 52,2 478 0,7773
(Larcombe i sar., 2008) Kanada 91 PCR/SSP 53,0 47,0 0,8875
(Taudorf i sar., 2008) Danska 199 TagMan 45,7 54,3 0,0234
(Baran i sar., 2008) Poljska 74 PCR/SSP 46,6 53,4 10,1522
(Moura i sar., 2009) Brazil 206 PCR/SSP 50,7 49,3 10,4386
(Gao i sar., 2010) Kina 74 PCR/SSP 54,7 45,3 0,7518
(Lee i sar., 2010) Tajvan 788 TagMan 83,6 16,4 0,0001
(Mosaad i sar., 2010) Egipat 118 ARMS-PCR 30,1 69,9 0,0001
(Popadic i sar., 2012) Srbija 166 TagMan 53,6 46,4 0,9203
(Kimkong i sar., 2012) Tajland 268 PCR/SSP 75,9 24,1 0,0001

NP, nije primenjivo.

Kao $to je prikazano u tabeli 9, frekvencije A i T alela u zdravoj populaciji Srbije
nisu se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na populacije Velike Britanije, Italije,
Bugarske, Hrvatske, Turske, Kanade, Poljske, Brazila i Kine. Statisticki zna¢ajna razlika
u frekvencijama alela postoji izmedu zdrave populacije Srbije i Danske. Statisticki
Visoko znacdajna razlika postoji izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Juzne
Afrike, Hong Konga, Tajvana, Egipta i Tajlanda.

U tabeli 10 su prikazani rezultati poredenja distribucije alela i genotipova
rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama kod pacijenata sa psorijazom, psorijaznim
artritisom i kontrola. Analizom ovih rezultata moglo bi se zakljué¢iti da A alel ne
predstavlja faktor rizika za oboljevanje od psorijaze, (OR=1,007, 95% IP 0,747-1,358)
kao ni da T alel ne predstavlja rizik za nastanak psorijaznog artritisa (OR=1,141, 95% IP
0,645-2,017). Prisustvo AA, a ni TT genotipa nije povecavalo rizik od oboljevanja ni

kod pacijenata sa psorijazom ni kod pacijenata sa psorijaznim artritisom. Ipak, u grupi
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pacijenata sa psorijaznim artritisom odnos Sansi za oboljevanje je nesto visi (OR=1,575,
95% IP 0,651-3,809) kod pacijenata sa TT genotipom, ali razlika nije dostigla nivo

statisticke znacajnosti.

Tabela 10. Statisticka analiza distribucije A 1 T alela, genotipova i nosioca alela
rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama izmedu pacijenata sa psorijazom,

psorijaznim artritisom i kontrola.

Psorijaza / kontrole Psorijazni artritis / kontrole

IFNG rs2430561 p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli A 1,007 (0,747-1,358) 0,877 (0,496-1,551)
T 1,000 0,993 (0,737-1,338) 0,65 1,141 (0,645-2,017)
Genotipovi AA 0,764 1,071 (0,675-1,701) 0,806 1,111 (0,463-2,666)
AT 0,639 0,905 (0,593-1,380) 0,286 0,640 (0,280-1,462)
TT 0,806 1,063 (0,643-1,758) 0,310 1,575 (0,651-3,809)
Nosioci A 0,806 0,941 (0,569-1,555) 0,310 0,635 (0,263-1,536)
T 0,764 0,933 (0,588-1,481) 0,806 0,900 (0,375-2,160)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja.

Dalje, ispitano je da li se distribucije alela, genotipova i nosioca A i T alela
rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama razlikuju izmedu pacijenata sa ranim i
kasnim pocetkom bolesti u odnosu na kontrole i medusobno. Kao §to je prikazano u
tabeli 11, nema statisticki znacajne razlike izmedu poredenih grupa. Na osnovu vrednosti
OR, T alel bi predstavljao faktor nesto veceg rizika za oboljevanje od tipa 1 psorijaze
(OR=1,257, 95% IP 0,849-1,860), dok bi A alel predstavljao faktor veceg rizika za
nastanak psorijaze tip 2 (OR=1,253, 95% IP 0,854-1,837) i psorijaznog artritisa
(OR=1,574, 95% IP 0,964-2,571), ali ni jedna od ovih razlika ne dostiZe nivo statisticke

znacajnosti.

Kao §to je prikazano u tabeli 11, prisustvo TT genotipa uvecava Sanse za nastanak
psorijaze tip 1 (OR=1,339, 95% IP 0,713-2,515), dok prisustvo AA genotipa uvecava
rizik za nastanak psorijaze tip 2 (OR=1,454, 95% IP 0,829-2,549), a naro¢ito psorijaznog
artritisa (OR=1,993, 95% IP 0,924-4,323), ali bez statisticke znacajnosti. Saglasno
prethodnim rezultatima, nosioci A alela nemaju statisti¢ki znacajno vec¢u Sansu da dobiju
psorijazu tip 2 (OR=1,194, 95% IP 0,610-2,338) i psorijazni artritis (OR=1,598, 95% IP
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0,702-3,641), dok nosioci T alela nemaju statisti¢ki zna¢ajno vecu $ansu da dobiju tip 1
psorijaze (OR=1,371, 95% IP 0,713-2,636).

Tabela 11. Statisticka analiza distribucije A i T alela, genotipova i nosioca alela
rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama izmedu pacijenata sa psorijazom tip 11 2 i

kontrola kao 1 medusobno.

PV tip 1/ kontrole PV tip 2 / kontrole PV tip2/PV tipl
IFNG rs2430561 p OR (95% IP) p OR (95% IP) p OR (95% IP)

Aleli A 0,796 (0,54-1,18) 1,253 (0,85-1,84) 1,574 (0,96-2,57)
0,25 0,25 0,07

T 1,257 (0,85-1,86) 0,798 (0,55-1,18) 0,635 (0,39-1,04)
Genotipovi AA 0,34 0,729 (0,38-1,40) 0,19 1,454 (0,83-2,55) 0,08 1,993 (0,92-4,32)
AT 0,92 1,023(0,58-1,78) 0,44 0,808 (0,47-1,38) 0,50 0,790 (0,40-1,58)
TT 0536 1,339(0,71-2,52) 0,60 0,838 (0,43-1,64) 0,26 0,626 (0,28-1,42)

Nosioci A 0,36 0,747 (0,40-1,40) 0,60 1,194 (0,61-2,34) 0,26 1,598 (0,70-3,64)
T 034 1,371(0,71-2,64) 0,19 0,688 (0,39-1,21) 0,08 0,502 (0,23-1,09)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja.

U cilju utvrdivanja povezanosti A i T alela rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama i
tezine klinicke manifestacije psorijaze analizirane su frekvencije nosioca A i T alela kod

pacijenata grupisanih na osnovu vrednosti PASI skora (Tabela 12).

Tabela 12. Nosioci A'i T alela rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama grupisani na

osnovu vrednosti PASI skora.

IFNG rs2430561 Nizak PASI Srednji PASI Visok PASI p
Nosioci

A (AAi AT) 11 (91,7%) 46 (73,0%) 43 (78,2%) 0,360
T(TTIiTA) 9 (75,0%) 43 (68,3%) 39 (70,9%) 0,881

Kao Sto je prikazano u tabeli 12, nema statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji nosioca A

I T alela izmedu grupa pacijenata sa niskim, srednjim i visokim vrednostima PASI skora.
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4.3. Ispitivanje polimorfizma gena za IL-12B (rs3212227) kod

kontrola i pacijenata sa psorijazom

Komercijalni oligonukleotidi i TagMan PCR metoda koris¢eni su i za ispitivanje
rs3212227 polimorfizma u 3’ netransliranom regionu gena za IL-12B (p40). Rezultati
distribucije alela i genotipova prikazani su u tabeli 13 i na prilogu 3. Na prilogu 3,
prikazana je distribucija alela i genotipova HapMap-CEU referentne populacije, u cilju
poredenja sa rezultatima ovog istraZzivanja. Pored toga u tabeli 13 i na prilogu 3,
prikazana je i distribucija nosioca A i C alela kod ispitanika. Pacijenti (Tabela 13 i Prilog
3) su prikazani kao jedna grupa (koja obuhvata sve pacijente sa psorijazom) i podeljeni u
dve podgrupe (psorijaza tip 1 i tip 2) u odnosu na starost u trenutku postavljanja
dijagnoze. Iz grupe pacijenata sa psorijazom je posebno izdvojena i analizirana podgrupa

pacijenata koji su imali i psorijazni artritis.

Tabela 13. Aleli i genotipovi rs3212227 polimorfizma gena za 1L-12B kod kontrola i

pacijenata.

Kontrole Psoriasis vulgaris Psorijazni

artritis

Ukupna Tip 1 Tip 2
n f n f n f n f n f
IL12B rs3212227

Aleli A 423 0,817 224 0,861 108 0,871 116 0,853 47 0,904
C 95 0,183 36 0,139 16 0,129 20 0,147 5 0,096
Genotipovi AA 173 0,668 96 0,739 47 0,758 49 0,720 22 0,846
AC 77 0,297 32 0,246 14 0,226 18 0,265 3 0,115
CcC 9 0,035 2 0,015 1 0,016 1 0,015 1 0,039
Nosioci A 250 0,965 128 0,985 61 0,984 67 0,985 25 0,962
C 86 0,332 34 0,262 15 0,242 19 0,279 4 0,154

Nosioci A su osobe sa AA i AC genotipovima, nosioci C su osobe sa AC i AA genotipovima.

Aleli Genotipovi Nosioci
Kontrole | I
PV ukupna | I e
PV tip 1 | I e
PV tip 2 I | I
Psorijazni artritis [N Paa—S

AI C
HapMap-CEU | DN aalce AC
Prilog 3.  Graficki prikaz distribucija alela, genotipova i nosioca alela rs3212227

polimorfizma gena za I1L-12B. 45
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U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su

odredivani za ispitanike u ovom istraZivanju, izraunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 14).

Tabela 14. Testiranje distribucije genotipova rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B

u odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

Genotipovi Kontrole Psorijaza Ukupno
IL12B rs3212227 AA 173 96 269
AC 77 32 109
cC 9 2 11
Ukupno 259 130 389
HWE* X*= 0,01 X*=0,13 X*=0

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs3212227 polimorfizma
gena za IL-12B (p40) bila u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05 (Tabela 14).

Rezultati raspodele alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa

objavljenim podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje razlike

izmedu frekvencija A i C alela rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B izmedu kontrola

iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drzava. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15.

populacijama.

rs3212227 polimorfizam gena za IL-12B kod zdravih osoba u razlic¢itim

Referenca Populacija Broj Metod Aalel (%)Calel (%) p

(Popadic i sar., u Stampi) Srbija 259 TagMan 81,7 18,3 NP

(Filer i sar., 2008) Vel. Britanija 4681 DNK sekv. 80,6 19,4 0,5541
(Chen i sar., 2009) Kina 404 PCR-RFLP 60,0 40,0 0,0001
(Nair i sar., 2010) Tajland 114 TagMan 50,9 49,1 0,0001
(Haralambieva i sar., 2011) SAD 744 Mikroniz 74,9 25,1 0,0018
(Morris i sar., 2011) Gambija 286 TagMan 64,0 36,0 0,0001
(Morris i sar., 2011) Gvineja Bisau 286 TagMan 69,0 30,0 0,0001
(Grzegorzewska i sar., 2012) Poljska 240 PCR/RFLP 78,9 21,0 0,2835
(Navratilova i sar., 2012) Ceska 185 PCR/SSP 79,0 21,0 0,3102
(Ohman i sar., 2012) Finska 106 MALDI-TOF 91,5 8,5 0,0008
(Glas i sar., 2012) Nemacka 965 TagMan 79,1 20,9 0,2017

NP, nije primenjivo.
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Kao Sto je prikazano u tabeli 15, statisticki visoko znaajna razlika postoji U
frekvencijama alela rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B kod zdravih stanovnika
Srbije u odnosu na populacije Kine, Tajlanda, SAD, Gambije, Gvineje Bisau i Finske.
Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u frekvencijama alela izmedu populacije

Srbije i populacija Velike Britanije, Poljske, Ceske i Nemacke.

U tabeli 16 su prikazani rezultati poredenja distribucije A i C alela genotipova i
nosioca alela rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B kod pacijenata sa psorijazom i
kontrola. Na osnovu tih rezultata moglo bi se zakljuéiti da je A alel udruzen sa nesto
ve¢im rizikom za oboljevanje od psorijaze (OR=1,397, 95% IP 0,922-2,119) i
psorijaznog artritisa (OR=2,111, 95% IP 0,817-5,450), ali razlike ne dostizu nivo
statisticke znacajnosti. Prisustvo AC genotipa je statisticki znacajno rede (p=0,049) kod
pacijenata sa psorijaznim artritisom (OR=0,308, 95% IP 0,090-1,057) Sto ukazuje na
mogucéi protektivni efekat AC genotipa od oboljevanja od psorijaznog artritisa. Prisustvo
AA genotipa moglo bi da uveca Sanse za oboljevanje od psorijaze (OR=1,404, 95% IP
0,878-2,243) i psorijaznog artritisa (OR=2,734 95% IP 0,914-8,183), ali razlika nije
dostigla nivo statisticke znacajnosti. Nosioci A alela mogli bi da imaju vecu Sansu da
obole od psorijaze (OR=2,304, 95% IP 0,490-10,82) ali razlika nije dostigla nivo

statisticke znacCajnosti.

Tabela 16. Statisticka analiza distribucija A i C alela, genotipova i nosioca alela
rs3212227 polimorfizma gena za 1L-12B izmedu pacijenata sa psorijazom, psorijaznim

artritisom i kontrola.

Psorijaza / kontrole Psorijazni artritis / kontrole
IL12B rs3212227 p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli A 1,397 (0,922-2,119) 2,111 (0,817-5,450)
0,114 0,115
C 0,716 (0,472-1,085) 0,474 (0,184-1,223)

Genotipovi AA 0,155 1,404 (0,878-2,243) 0,062 2,734 (0,914-8,183)
AC 0,290 0,772 (0,478-1,247) 0,049 0,308 (0,090-1,057)

cC 0,349" 0,434 (0,092-2,039) 1,000" 1,111 (0,135-9,133)
Nosioci A 0,349" 2,304 (0,490-10,82) 1,000" 0,900 (0,110-7,398)
C 0,155 0,712 (0,446-1,139) 0,062 0,366 (0,122-1,095)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'Fiserov test tatne verovatnode.
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Dalje, ispitivano je da li se distribucije ispitivanih alela, genotipova i nosioca A i
C alela u okviru rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B razlikuju izmedu pacijenata sa
ranim i1 kasnim pocetkom bolesti u odnosu na kontrole i medusobno. Kao Sto je
prikazano u tabeli 17, nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu poredenih grupa. A alel je
¢es¢i kod pacijenata sa psorijazom tip 1 (OR=1,516, 95% IP 0,857-2,681) i tip 2
(OR=1,303, 95% IP 0,771-2,200) nego kod kontrola. Prisustvo AA genotipa uvecava
Sanse za nastanak psorijaze tip 1 (OR=1,558, 95% IP 0,824-2,943) i psorijaze tip 2
(OR=1,282, 95% IP 0,711-2,312). U skladu sa prethodno iznesenim, nosioci A alela
mogli bi da imaju vec¢u Sansu da dobiju psorijazu tip 2 (OR=2,196, 95% IP 0.273-17.66).

Medutim, nijedna od navedenih razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti.

Tabela 17. Statisticka analiza distribucija A i C alela, genotipova i nosioca alela
rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B izmedu pacijenata sa psorijazom tip 1 1 2 i

kontrola kao i medusobno.

PV tip 1/ kontrole PV tip 2 / kontrole PV tip 2/PVtip 1
IL12B (rs3212227) p OR (95% IP) p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli A 1,516 (0,86-2,68) 1,303 (0,77-2,20) 0,859 (0,42-1,74)
0,150 0,322 0,671
C 0,660 (0,37-1,17) 0,770 (0,45-1,30) 1,164 (0,57-2,36)

Genotipovi AA 0,170 1,558 (0,82-2,94) 0,410 1,282 (0,71-2,31) 0,624 0,823 (0,38-1,81)
AC 0261 0,689(0,36-1,32) 0,597 0,851 (0,47-1,55) 0,610 1,234 (0,55-2,76)
CC 0,694" 0455(0,06-3,66)  0,480" 0,415 (0,05-3,33) 1,000' 0,910 (0,06-14,9)

Nosioci A  0,694" 2,196 (0,27-17,7)  0,480" 2,412 (0,30-19,4) 1,000' 1,098 (0,07-17.9)
C 0170 0642(0,34-1,21) 0410 0,780(0,43-1,41) 0,624 1,215 (0,55-2,67)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'Fiserov test tadne verovatnoce.
U cilju utvrdivanja povezanosti pojedinih alela rs3212227 polimorfizma gena za
IL-12B i tezine klini¢cke manifestacije psorijaze analizirane su frekvencije nosioca A i C

alela kod pacijenata grupisanih na osnovu vrednosti PASI skora (Tabela 18).

Tabela 18. Nosioci A i C alela rs3212227 polimorfizma gena za 1L-12B grupisani na
osnovu vrednosti PASI skora

IL12B rs3212227 Nizak PASI Srednji PASI Visok PASI p
Nosioci

A (AAiTAC) 11 (91,7%) 63 (100,0%) 54 (98,2%) 0,099
C(CCiCA) 5 (41,7%) 16 (25,0%) 13 (23,6%) 0,431

Kao $to je prikazano u tabeli 18, nema statisticki znacajne razlike u broju nosioca

A'i C alela izmedu grupa sa niskim, srednjim i visokim vrednostima PASI skora.
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4.4. Ispitivanje polimorfizma gena za IL-23R (rs2201841) kod

kontrola i pacijenata sa psorijazom

Ispitivanje rs2201841 polimorfizma u 7. intronu gena za IL-23R vrSeno je
TagMan PCR metodom pomocu komercijalnih oligonukleotida. Rezultati distribucije
alela i genotipova prikazani su u tabeli 19 i na prilogu 4. U cilju poredenja sa rezultatima
ovog istrazivanja na prilogu 4 je prikazana distribucija alela i genotipova HapMap-CEU
referentne populacije. Pored toga, u tabeli 19 i na prilogu 4 prikazana je i distribucija
nosioca T i C alela kod ispitanika, pri ¢emu su nosioci C osobe sa CC i CT
genotipovima, a nosioci T su osobe sa TT i TC genotipovima. Pacijenti sa psorijazom,
(Tabela 19 i Prilog 4) su prikazani kao jedna grupa (ukupna psorijaza) i podeljeni u dve
podgrupe (tip 1 i tip 2) u odnosu na starost u trenutku postavljanja dijagnoze. 1z grupe
pacijenata sa psorijazom je posebno izdvojena i analizirana podgrupa pacijenata koji su
imali i psorijazni artritis (Tabela 19). Uzorak DNK poreklom od jednog pacijenta je

iskljuéen iz analize jer nije bilo moguce da se sa sigurnoséu odredi genotip.

Tabela 19. Aleli i genotipovi rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R kod kontrola i

pacijenata.
Kontrole Psoriasis vulgaris Psorijazni
artritis
Ukupna Tip1 Tip 2
n f n f n f n f n f

IL23R rs2201841
Aleli T 403 0,692 163 0,632 77 0,621 86 0,642 27 0,519
C 179 0,308 95 0,368 47 0,379 48 0,358 25 0,481

Genotipovi TT 145 0,498 50 0,388 22 0,355 28 0,418 6 0,231
TC 113 0,388 63 0,488 33 0,532 30 0,448 15 0,577
CcC 33 0,113 16 0,124 7 0,113 9 0,134 5 0,192

Nosioci T 258 0,887 113 0,876 55 0,887 58 0,866 21 0,808
C 146 0,502 79 0,612 40 0,645 39 0,582 20 0,769

Nosioci T su osobe sa TT i TC genotipovima, nosioci C su osobe sa CC i CT

genotipovima.
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Aleli Genotipovi Nosioci

Kontrole
PV ukupna
PVitip1l

PV tip 2

L]

Psorijazni artritis

TH C
HapMap-CEU TTICC TC
Prilog 4.  Graficki prikaz distribucija alela, genotipova i nosioca alela za rs2201841

polimorfizma gena za IL-23R.

U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji alela koji su
odredivani za ispitanike u ovoj studiji, izraGunato je da li se dobijeni rezultati u¢estalosti

genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnotezi (Tabela 20).

Tabela 20. Testiranje distribucije genotipova rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R
u odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL23R rs2201841 Kontrole Psorijaza Ukupno
1T 145 50 195
Genotipovi TC 113 63 176
CC 33 16 49
Total 291 129 420
HWE X*=2,27 X*=0,32 X*=0,92

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znacajnosti; p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs2201841 polimorfizma

gena za IL-23R bila u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05 (Tabela 20).

Rezultati frekvencije alela za populaciju zdravih osoba iz Srbije poredeni su sa
podacima frekvencija alela rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R iz literature da bi se
utvrdilo da li postoje znacajne razlike izmedu frekvencija T i C alela u populaciji Srbije i
razli¢itih drugih kontrolnih populacija za koje postoje objavljeni podaci. Ovi rezultati su

prikazani u tabeli 21.
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Tabela 21. rs2201841 polimorfizam gena za IL-23R kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod T alel (%) Calel (%) p
(Popadic i sar., 2014) Srbija 291 TagMan 69,2 30,8 NP
(Yamazaki i sar., 2007) Japan 439 TagMan 29,0 71,0 0,001
(Rahman i sar., 2008) Kanada

Toronto 122  Mas. spekt. 56,7 43,3 0,001

Njufaundlend 219  Mas. spekt. 69,4 30,6 1,000

Alberta 401  Mas. spekt. 66,4 336 0,273
(Lappalainen i sar., 2008)  Finska 292  Mas. spekt. 71,8 28,8 0,424
(Huber i sar., 2008) SAD 476 PCR-RFLP 64,7 353 0,068
(Kim i sar., 2009) Juzna Koreja 991 TagMan 27,0 73,0 0,001
(Kanaan i sar., 2012) SAD 478  TagMan 71,7 28,3 0,315
(Szabo i sar., 2013) Madarska 182 PCR-RFLP 69,5 30,5 0,920

NP, nije primenjivo.

Kao Sto je prikazano u tabeli 21, frekvencije T i C alela rs2201841 polimorfizma
gena za IL-23R u zdravoj populaciji Srbije ne razlikuju se statisticki zna¢ajno u odnosu
na populacije Madarske, SAD, Finske, kao ni populacije Njufaundlenda i Alberte iz
Kanade. Statisticki visoko znacajna razlika u frekvencijama T i C alela ustanovljena je
izmedu zdrave populacije Srbije i populacija Japana, Toronta (Kanada), i Juzne Koreje.

U tabeli 22 su prikazani rezultati poredenja distribucije T i C alela, genotipova i
nosioca alela rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R kod pacijenata sa psorijazom,
psorijaznim artritisom i kontrola. Ustanovljena je statististi¢ki Visoko znacajna razlika
(p=0,01), u frekvencijama T i C alela izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim
artritisom i kontrola pri ¢emu je T alel protektivan (OR= 0,480, 95% IP 0,271-0,850)
dok C alel povecava rizik od oboljevanja (OR=2,085, 95% IP 1,177-3,693). Statisticki
znacajno vise (p=0,036) je nosioca C alela (osobe sa CC i CT genotipovima) u grupi
pacijenata sa psorijazom nego medu kontrolama. Kod pacijenata sa psorijazom razlika u
frekvenciji C alela u odnosu na kontrole nije dostigla nivo statisticke znacajnosti.
Ustanovljena je i statisticki visSoko znacajna razlika, p=0,009, (OR=0,302, 95% IP 0,118-
0,774) u distribuciji TT genotipa izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim artritisom i
zdravih kontrola, kao i statisticki znacajna razlika u distribuciji ovog genotipa kod
pacijenata sa psorijazom u odnosu na kontrole, p=0,036 (OR=0,637, 95% IP 0,418-

0,972). Statisticki visoko znacajna razlika (p=0,009) medu nosiocima C alela (osobe sa
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CC i TC genotipovima) je izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim artritisom i
kontrola (OR=3,331, 95% IP 1,292-8,704), tabela 22.

Tabela 22. Statisticka analiza distribucije T i C alela, genotipova i nosioca alela
rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R izmedu pacijenata sa psorijazom, psorijaznim

artritisom i kontrola.

Psorijaza / kontrole Psorijazni artritis / kontrole
IL23R rs2201841 p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli T 0,762 (0,560-1,037) 0,480 (0,271-0,850)
C 0,087 1,312 (0,964-1,786) 0,010 2,085 (1,177-3,693)
Genotipovi ~ TT 0,036 0,637 (0,418-0,972) 0,009 0,302 (0,118-0,774)
TC 0,055 1,504 (0,990-2,284) 0,060 2,148 (0,953-4,843)
cC 0,752t 1,107 (0,586—2,093) 0,339t 1,862 (0,658-5,269)
Nosioci T 0,752 0,903 (0,478-1,708) 0,339t 0,537 (0,190-1,521)
C 0,036 1,569 (1,029-2,394) 0,009 3,311 (1,292-8,704)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'Figerov test tatne verovatnode.

Dalje, ispitano je da li se distribucije T i C alela, genotipova i nosioca alela
rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R razlikuju izmedu pacijenata sa ranim i kasnim
pocetkom bolesti u odnosu na kontrole i medusobno. Kao $to je prikazano u tabeli 23,
nosioca TT genotipa je statisticki znacajno manje (p=0,04) medu pacijentima sa
psorijazom tip 1 nego medu zdravim kontrolama (OR= 0,554, 95% IP 0,31-0,98), a
nosioca CT genotipa znaajno vise, p=0,037, (OR=1,723, 95% IP 1,03-3,11) medu
pacijentima sa tipom 1 psorijaze nego medu zdravim kontrolama. Shodno tome, nosioci
C alela imaju znacajno veci rizik da obole od psorijaze tip 1, p=0,040, (OR=1,806, 95%
IP 1,02-3,19). Razlike u ucestalosti T i C alela, TT, CT i CC genotipova, kao i razlike u
frekvenciji nosioca T i C alela rs2201841 polimorfizma nisu dostigle nivo statisticke
znacajnosti kada su poredene grupe pacijenata sa psorijazom tip 2 i kontrole, kao ni kada

su medusobno poredene grupe pacijenata sa ranim i kasnim pocetkom bolesti (Tabela

23).
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Tabela 23. StatistiCka analiza distribucija T i C alela, genotipova i nosioca alela
rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R izmedu pacijenata sa psorijazom tip 1 1 2 i

kontrola kao 1 medusobno.

PV tip 1/ kontrole PV tip 2 / kontrole PV tip2/PVtip1l
IL23R rs2201841 p OR (95% IP) p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli T 0,728 (0,49-1,09) 0,796 (0,54-1,18) 1,094 (0,69-1,81)
0,121 0,256 0,729
C 1,374 (0,92-2,06) 1,257 (0,85-1,87) 0,914 (0,55-1,52)

Genotipovi TT 0,040 0,554 (0,31-0,98) 0,235 0,723 (0,42-1,24) 0,462 1,305 (0,64-2,66)
TC 0,037 1,723 (1,03-3,11) 0,371 1,277(0,75-2,18) 0,337 0,713 (0,36-1,43)
CC 1,000 0,995 (0,42-2,37) 0,632 1,213 (0,55-2,67) 0,708 1,219 (0,43-3,50)

Nosioci T 1,000 1,005(0,42-2,39) 0,632 0,824 (0,37-1,82) 0,708 0,820 (0,29-2,35)
C 0,040 1,806 (1,02-3,19) 0,235 1,383 (0,81-2,37) 0,462 0,766 (0,38-1,56)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja.

U cilju utvrdivanja povezanosti T i C alela rs2201841 polimorfizma gena za IL-
23R i tezine klini¢ke manifestacije psorijaze analizirana je distribucija nosioca T i C alela

kod pacijenata sa psorijazom grupisanih na osnovu vrednosti PASI skora (Tabela 24).

Tabela 24. Nosioci alela rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R grupisani na osnovu

vrednosti PASI skora.

IL23R rs2201841 Nizak PASI Srednji PASI Visok PASI p
Nosioci

T(TTiTC) 10 (83,3%) 58 (93,5%) 45 (81,8%) 0,888
C(CcicT) 7 (58,3%) 37 (59,7%) 35 (63,6%) 0,144

Kao §to je prikazano u tabeli 24, nema statisticki znacajne razlike u frekvencijama
nosioca T i1 C alela izmedu grupa pacijenata sa niskim, srednjim i visokim vrednostima
PASI skora.
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4.5. lIspitivanje polimorfizma gena za IL-17F (rs11465553) kod

kontrola i pacijenata sa psorijazom

TagMan PCR metoda i komercijalni oligonukleotidi korisc¢eni su i za ispitivanje
rs11465553 polimorfizma u tre¢cem egzonu gena za IL-17F. Rezultati distribucije alela i
genotipova rs11465553 polimorfizma prikazani su u tabeli 25 i na prilogu 5. Pored toga,
na prilogu 5 prikazana je distribucija alela i genotipova HapMap-CEU referentne
populacije u cilju poredenja sa rezultatima ove teze. Pacijenti sa psorijazom (Tabela 25 i
Prilog 5) su prikazani kao jedna grupa (ukupna psorijaza) i podeljeni u dve podgrupe (tip
1 i tip 2) u odnosu na starost u trenutku postavljanja dijagnoze. 1z grupe pacijenata sa
psorijazom je posebno izdvojena i analizirana podgrupa pacijenata koji su imali i

psorijazni artritis.

Tabela 25. Aleli i genotipovi rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F kod kontrola i

pacijenata.
Kontrole Psoriasis vulgaris Psorijazni
artritis
Ukupna Tip1l Tip 2
n f n f n f n f n f
IL17F rs11465553
Aleli G 582 0,954 254 0,977 121 0,976 133 0,978 52 1,000
A 28 0,046 6 0,023 3 0,024 3 0,022 0 0,000
Genotipovi GG 279 0,915 124 0,954 59 0,952 65 0,956 26 1,000
GA 24 0,079 6 0,046 3 0,048 3 0,044 0 0,000
AA 2 0,007 0 0,000 0 0,000 0 0,000 0 0,000
Nosioci G 303 0,993 130 1,000 62 1,000 68 1,000 26 1,000
A 26 0,085 6 0,046 3 0,048 3 0,044 0 0,000
Aleli Genotipovi Nosioci
Kontrole I D  ——
PV ukupna I '  —
PV tip 1 I N  Te—
PV tip 2 I (N Z A
Psorijazni artritis NN Dy e—

GI A
HapMap-CEU [N (e e Aa A

Prilog 5.  Graficki prikaz distribucija alela, genotipova i nosioca alela rs11465553
polimorfizma gena za IL-17F.
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U cilju testiranja da li distribucija genotipova odgovara distribuciji G i A alela
koji su odredivani za ispitanike u ovoj studiji, izracunato je da li se dobijeni rezultati

ucestalosti genotipova nalaze u Hardy-Weinberg ravnoteZi (Tabela 26).

Tabela 26. Testiranje distribucije genotipova rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F

u odnosu na Hardy-Weinberg ravnotezu.

IL17F rs11465553 Zdrave kontrole Psorijaza Ukupno
GG 279 124 403
Genotipovi GA 24 6 30
AA 2 0 2
Ukupno 305 130 435
HWE* X°=3.15 X?=0.07 X?=2.91

*Hardy-Weinberg ekvilibrijum, nivo znac¢ajnosti, p>0,05.

Dobijeni rezultati pokazuju da je distribucija genotipova rs11465553
polimorfizma gena za IL-117F bila u Hardy-Weinberg ravnotezi, p>0,05 (Tabela 26).

Rezultati raspodele alela u populaciji zdravih osoba iz Srbije uporedeni su sa
objavljenim podacima za druge populacione grupe da bi se utvrdilo da li postoje razlike
izmedu frekvencija G i A alela rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F izmedu kontrola

iz Srbije i zdravih osoba iz drugih drZava. Ovi rezultati su prikazani u tabeli 27.

Tabela 27. rs11465553 polimorfizam gena za IL-17F kod zdravih osoba u razli¢itim

populacijama.

Referenca Populacija Broj Metod Galel (%) Aalel (%) p
(Popadic S*) Srbija 305 TagMan 95.4 4.6 NP
(Jang i sar., 2008) JuZna Koreja 114  dHPLC 100 0 NP
(Bazzi i sar., 2011) Saudijska Arabija 101  TagMan 99.5 0.5 0,006

NP, nije primenjivo; *, rezultati ove teze.

Kao Sto se vidi u tabeli 27, postoji statisticki visoko znacCajna razlika u
frekvencijama G i A alela izmedu zdrave populacije Srbije i zdrave populacije Saudijske
Arabije, dok u populaciji Juzne Koreje nije detektovana nijedna osoba sa redim A

alelom.

Mala frekvencija A alela kako u populaciji pacijenata tako i u populaciji kontrola,
(Tabela 27), nije omogucila donosenje definitivnih zaklju¢aka o znacaju ovog lokusa za

nastanak psorijaze i psorijaznog artritisa (Tabela 28). Ipak, poredenjem frekvencija alela i
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genotipova rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F stice se utisak da bi G alel mogao
da predstavlja faktor rizika za nastanak psorijaze (OR=2,037, 95% IP 0,833-4,979).
Prisustvo GG genotipa moglo bi da uvec¢a Sanse za nastanak psorijaze (OR=1,926, 95%
IP 0,773-4,797). Nasuprot tome, A alel bi kod nosioca mogao da ima izvesnu
protektivnu ulogu u psorijazi (OR=0,519, 95% IP 0,209-1,293), tabela 28.

Tabela 28. Statisticka analiza distribucije G i A alela, genotipova i nosioca alela za
rs11465553 polimorfizam gena za IL-17F izmedu pacijenata sa psorijazom, psorijaznim

artritisom i kontrola.

Psorijaza / kontrole Psorijazni artritis / kontrole

IL17F rs11465553 p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli G 2,037 (0,833-4,979) ) NP
A 0112 0,491 (0,201-1,201) 0157 NP
Genotipovi GG 0,153 1,926 (0,773-4,797) 0,151 NP
GA 0,221 0,567 (0,226-1,421) 0,237" NP
AA 0,580 NP 1,000" NP
Nosioci G 0580 NP 1,000 NP
A 0,153 0,519 (0,209-1,293) 0,151 NP

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'FiSerov test tatne verovatnoée, NP, nije
primenjivo.

Dalje, ispitivano je da li se distribucije G i A alela, genotipova i nosioca alela
rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F razlikuju izmedu pacijenata sa ranim i kasnim
pocetkom boleti u odnosu na kontrole i medusobno. Kao $to je prikazano u tabeli 29,
nema statisticki znacajne razlike izmedu poredenih grupa. G alel bi mogao povecavati
rizik za nastanak psorijaze tip 2 (OR=2,133, 95% CI 0,639-7,120) i psorijaze tip 1
(OR=1,940, 95% CI 0,581-6,486), ali razlike ne dostiZzu nivo statisticke znacajnosti.
Prisustvo GG genotipa moglo bi da uveca Sanse za nastanak psorijaze tip 2 (OR=2,019,
95% CI 0,593-6,875) i psorijaze tip 1 (OR=1,833, 0,537-6,256), ali razlike nisu dostigle
nivo statistiCke znacajnosti. Saglasno prethodnim rezultatima, nosioci A alela bi mogli da
imaju manju Sansu da dobiju psorijazu tip 1 (OR=0,546, 95% CI 0,160-1,862) i tip 2
(OR=0,495, 95% CI 0,146-1,686), ali razlika nije statisticki znacajna.
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Tabela 29. StatistiCka analiza distribucije G i A alela, genotipova i nosioca alela
rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F izmedu pacijenata sa psorijazom tip 1 1 2 i

kontrola kao i medusobno.

PV tip 1/ kontrole PV tip 2 / kontrole PV tip2 / PV tip 1
IL17F rs11465553 p OR (95% IP) p OR (95% IP) p OR (95% IP)
Aleli G 1,940 (0,58-6,47) 2,133 (0,64-7,12) 1,099 (0,22-5,55)
0,273 0,207 1,000t
A 0,515 (0,15-1,72) 0,469 (0,14-1,57) 0,910 (0,18-4,59)

Genotipovi GG 0,443 1,833(0,57-6,26) 0,252 2,019 (0,59-6,88) 1,000t 1,102 (0,21-5,67)
GA 0449 0,595 (0,17-2,04) 0,441 0,540 (0,16-1,85) 1,000t 0,908 (0,18-4,67)
AA 1,000t NP 1,000t NP 1,000t NP

Nosioci G 1,000t NP 1,000t NP 1,000t NP
A 0,443 0,546 (0,16-1,86) 0,252 0,495 (0,15-1,67) 1,000t 0,908 (0,18-4,67)

OR odnos $ansi, IP interval poverenja, 'FiSerov test tadne verovatnoce, NP, nije
primenjivo.

U cilju utvrdivanja povezanosti G i A alela rs11465553 polimorfizma gena za IL-
17F i tezine klinicke manifestacije psorijaze analizirane su frekvencije nosioca G i A

alela kod pacijenata grupisanih na osnovu vrednosti PASI skora (Tabela 30).

Tabela 30. Nosioci alela rs11465553 polimorfizma gena za IL-17F grupisani na osnovu

vrednosti PASI skora.

IL17F rs11465553 Nizak PASI Srednji PASI Visok PASI p
Nosioci

G (GG i GA) 12 (100,0%) 63 (100,0%) 55(100,0%) 1,000
A (AAi AG) 2 (16,7%) 3 (4,8%) 1 (1,8%) 0,086

Kao Sto je prikazano u tabeli 30, nema statisticki znacajne razlike izmedu
frekvencija nosioca G i A alela u grupama pacijenata sa niskim, srednjim i visokim

vrednostima PASI skora.
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je ucestalost polimorfizama pojedinacnih
nukleotida u genima za proinflamatorne molekule: TNF, IFN-gama, IL-12B (p40), IL-
23R i IL-17F u populaciji zdravih ljudi u Srbiji i grupi pacijenata sa psoriasis vulgaris.
lako je zahvaljuju¢i izuzetnom napretku savremenih tehnologija 1 ispitivanjem
polimorfizama gena u celokupnom genomu otkriveno vise gena ¢iji su pojedini aleli
udruzeni sa osetljivoS¢u za nastanak psorijaze ili pak psorijaznog artritisa, kontradiktorni
su podaci o polimorfizmima gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u funkcionisanje
subpopulacija Tyl i Twl7 celija, kao i nekih proinflamatornih medijatora vaznih u

patogenezi psorijaze.

S obzirom da se ovaj tip istrazivanja do sada nije sproveo u Srbiji, od znacaja je
bilo ispitati ucestalost alela gena koji kodiraju inflamatorne molekule u populaciji
zdravih osoba, dobrovoljnih davalaca krvi, i ucestalost alela pomenutih gena kod
pacijenata sa psorijazom u Srbiji, kao i utvrditi eventualne razlike u distribuciji alela ovih

gena izmedu ispitivanih populacija u Srbiji i njihove distribucije u drugim populacijama.

Psorijaza je dugo smatrana boles¢u koja nastaje iskljuc¢ivo usled poremecaja na
nivou keratinocita. Uloga T-limfocita u patogenezi psorijaze prvi put je sugerisana 1983.
godine (Bos i sar., 1983) nalazom T-¢elija u lokalnim promenama na koZzi i zapazanjem
da je erupcija psorijaticnih lezija u kozi prac¢ena influksom dendritskih celija i T-
limfocita u epiderm (Baker i sar., 1984), dok rezoluciji promena tokom fototerapije
prethodi deplecija T-celija u epidermu i dermu (Baker i sar., 1985). Danas se zna da
psorijaza nastaje usled poremecaja ravnoteze izmedu urodenog i stecenog imunskog
odgovora (Kikly i sar., 2006; Li i sar., 2007; van Beelen i sar., 2007; Zaba i sar., 2007;
Guttman-Yassky i sar., 2008; Lowes i sar., 2008; Kupetsky i sar., 2013). Nakon pocetnog
stimulansa koji najcesce predstavlja neki od faktora spoljasnje sredine, Tyl i Ty17 Celije
dolaze u kontakt sa dermalnim dendritskim ¢elijama, makrofagima, mast celijama i
neutrofilima i zajedno sa ovim ¢elijama dovode do pokretanja i odrzavanja inflamacije i
povecanja sekrecije velikog broja proinflamatornih i imunomodulatornih citokina (IFN-
gama, TNF, IL-8, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-19, IL-23) 3to dovodi do zapaljenja i
izrazene hiperproliferacije keratinocita sa vidljivim karakteristicnim promenama na kozi
(Johnson-Huang i sar., 2012; Perera i sar., 2012; Kupetsky i sar., 2013).

Na osnovu uzrasta pacijenta u trenutku pocetka bolesti, psorijaza moze da se

podeli na dva tipa, tip 1 i tip 2 psorijaze. Tip 1 psorijaze javlja se kod mladih pacijenata,
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pre navrsene tridesete godine Zivota, dok se tip 2 psorijaze javlja u populaciji starijoj od

trideset godina (Henseler i Christophers, 1985; Gudjonsson i sar., 2002).

Svi pacijenti ukljueni u ovo istrazivanje nalazili su se na bolni¢kom lecenju u
Klinici za dermatovenerologiju Klinickog centra Srbije tokom 2012 i 2013. godine. Od
ukupno 130, pacijenta 93 pacijenta (71,5%) bilo je muskog a 37 pacijenata (28,5%) bilo
je Zenskog pola. lako od psorijaze podjednako obolevaju pripadnici oba pola, ovakva
distribucija po polu mogla bi da se objasni ¢injenicom da pacijenti muskog pola koji
imaju psorijazu lakSe prihvataju lecenje u bolni¢kim uslovima od pacijenata Zenskog
pola. Kod 62 pacijenta (47,7%) dijagnostikovan je tip 1 psoriasis vulgaris dok je kod 68
pacijenata (52,3%) dijagnostikovan tip 2 ovog oboljenja Sto priblizno odgovara podacima
iz drugih studija (Parisi i sar., 2013).

Tezina klinicke slike kod pacijenta sa psoriasis vulgaris odreduje se, odnosno
gradira, takozvanim PASI skorom (Fredriksson i Pettersson, 1978; Schmitt i Wozel,
2005; Naldi, 2010). Kod ispitivanih pacijenata, niske vrednosti PASI skora (od 1-9)
ustanovljene su kod 12 osoba (9,2%), 63 osobe (48,5%) imale su PASI skor od 10-20,
dok je kod 55 osoba (42,3%) ustanovljena visoka vrednost PASI skora (iznad 20), u
opsegu od 21-60. Veliki broj pacijenata sa visSim vrednostima PASI skora mogao bi da se
objasni ¢injenicom da se radilo o bolni¢ki leGenim pacijentima, odnosno ¢injenicom da
na bolni¢ko leCenje dolaze pacijenti sa tezom klinickom slikom. IstraZzivanjem su
obuhvaceni pacijenti hospitalno leeni na Klinici za Dermatovenerologiju Klinickog
centra Srbije u periodu od 2012-2013. godine, a ne svi oboleli od psorijaze koji su se

javljali na Kliniku za Dermatovenerologiju zbog rutinskih, ambulantnih kontrola.
Kontrolnu grupu u ovom istraZivanju ¢inili su dobrovoljni davaoci krvi.

Broj pacijenata, kao i broj zdravih osoba, odnosno kontrola, bio je dovoljan kako
bi se postigla Hardy-Weinberg ravnoteza S$to omogucava adekvatnu analizu i
interpretaciju dobijenih rezultata.

Psorijazni artritis je zapaljenjsko oboljenje zglobova koje je udruzeno sa
psorijazom, najces¢e uz odsustvo reumatoidnog faktora. Tezina klinicke slike kod
psorijaznog artritisa moze da bude blaga do teSke, erozivne artropatije (Gladman i
Brockbank, 2000). Kod 20% ispitanih pacijenata sa psorijazom dijagnostikovan je i
psorijazni artritis Sto je u skladu sa podacima iz literature da je kod 5-30% pacijenata sa
psorijazom bolest udruzena sa psorijaznim artritisom (Gladman i Brockbank, 2000;
Balding i sar., 2003; Zhu i sar., 2013).
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Psorijaza i psorijazni artritis imaju veliku sli¢nost u citokinskom profilu, $to
namece pretpostavku da ove dve bolesti medusobno dele genetske i etiopatogenetske
¢inioce. Tako na primer, postoje podaci koji ukazuju da su odredeni polimorfizmi
pojedina¢nih nukleotida nekih gena udruzeni sa sklonos¢u ka nastanku psorijaze i
psorijaznog artritisa (Filer i sar., 2008; Lowes i sar., 2014). Centralni znac¢aj u patogenezi
psorijaze i psorijaznog artritisa imaju pomoc¢ni¢ke Tyl i1 Tyl7 Celije (Perera i sar., 2012).
U nastanku i odrzavanju inflamacije u obe bolesti uc¢estvuju brojni citokini kao Sto su
proinflamatorni citokin TNF, citokini Tyl osovine IL-12 i IFN-gama, kao i citokini Ty17
osovine, IL-23 i IL-17 (Perera i sar., 2012). Produkcija citokina moze da zavisi od
polimorfizma gena koji ih kodiraju. Ovo moze da uti¢e na sklonost ka razvoju neke
hroni¢ne inflamatorne bolesti kao $to je psorijaza odnosno psorijazni artritis, zatim na
tezinu klinicke slike kao i na prognozu bolesti.

Brojni podaci ukazuju da je TNF jedan od veoma vaznih citokina u patogenezi
psorijaze, a jedan od klju¢nih dokaza je uspeSna terapija psorijaze anti—-TNF antitelima i
drugim bioloskim lekovima koji blokiraju funkcionisanje ovog citokina (Zhu i sar.,
2013).

Gen za TNF lociran je u HLA regionu na hromozomu 6p21.3 (Kane i FitzGerald,
2004). HLA, a posebno region prve klase je region za koji je pokazano da je udruZzen sa
psorijazom (Gudjonsson i sar., 2002; Veal i sar., 2002). Daljim istraZzivanjima,
ustanovljeno je da su polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida nekih gena u ovom regionu,
a naroCito pojedini aleli HLA-C molekula, najsnaznije udruzeni sa psorijazom i
psorijaznim artritisom tako da je ovaj lokus dobio naziv PSORS1 (engl. Psoriasis
susceptibility locus 1). Izmedu ispitivanih polimorfizama pokazano je da je najznacajniji
medu njima HLA Cw*06:02 pa je naziv PSORSL1 suzen na ovaj deo lokusa hromozoma
6p21.3 (Huffmeier i sar., 2009). S obzirom na malu udaljenost izmedu HLA-C i TNF
lokusa, velika je verovatnoca da se aleli ovih gena nasleduju delimi¢no kao vezani (engl.
linkage disequilibrium, LD) (Liu i sar., 2008). Medutim, pretragom Medline baze
podataka nije pronaden rad kojim bi se moglo sa sigurnoS¢u tvrditi koliko je snaZzna
vezanost nasledivanja TNF alela i HLA CW*06:02. Najblizi ispitivani lokus za koji su
nadeni podaci je lokus CCHCRI1 gena (engl. Coiled-Coil Alpha-Helical Rod Protein 1).
CCHCRL1 gen se nalazi 100 Kb udaljen od HLA-C lokusa pa je usled snaznog LD sa
HLA CW*06:02, CCHCR1*WWCC alel smatran kandidatom za PSORS1 (Asumalahti i
sar., 2002). Reich i sar. (2007) su pokazali da je D’ vrednost za TNF -308 poziciju i
CCHCR1*WWCC 0,55 sto ukazuje na umereni LD efekat ova dva lokusa, pa se na
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osnovu tih podataka moze ekstrapolirati i umereni LD izmedu pozicije -308 u promotoru

TNF i HLA CW*06:02 (Reich i sar., 2007).

Do sada su u ve¢em broju istrazivanja ispitane frekvencije G i A alela na poziciji

-308 u okviru gena za TNF u populacijama zdravih osoba veceg broja geografski
udaljenih drzava. Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je bio da se uporede dobijene
frekvencije G i A alela rs1800629 polimorfizma gena za TNF u populaciji zdravih osoba
iz Srbije sa frekvencijama ovih alela u kontrolnim populacijama drugih drZava za koje
postoje podaci u literaturi i utvrdi da li postoje znacajne razlike izmedu populacije
zdravih osoba iz Srbije i drugih, geografski udaljenih i etnic¢ki razlic¢itih populacija.
Frekvencije G i A alela u zdravoj populaciji Srbije nisu bile statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite
u odnosu na populacije Velike Britanije (Craven i sar., 2001), Nemacke (Hohler i sar.,
2002; Reich i sar., 2002), Italije (Poli i sar., 2002), Estonije (Mossner i sar., 2005),
Poljske (Baran i sar., 2006), Hrvatske (Boraska i sar., 2008), i Spanije (Corchado i sar.,
2013). Statisticki visoko znacajna razlika ustanovljena je izmedu zdrave populacije Srbije
i populacija Japana (Hamamoto i sar., 2000), Juzne Koreje (Han i sar., 2012) i Egipta
(Settin i sar., 2009). Poredenjem rezultata iz ove disertacije i rezultata dve studije iz
Indije dobijaju se suprotni zakljucci. Prva studija, izvedena na populaciji drzave Tamil
Nadu u jugoisto¢noj Indiji ukazuje da nema statisticki znacajne razlike u odnosu na
frekvencije alela u populaciji Srbije (Sandhya i sar., 2013), dok rezultati druge studije
sprovedene u drzavi Utar PradeS na severu Indije ukazuju da postoji statisticki visoko
znacajna razlika u frekvencijama alela u odnosu na frekvencije G i A alela u populaciji
Srbije (Shukla i sar., 2012). S obzirom na sli¢ne frekvencije G i A alela rs1800629
polimorfizma gena za TNF u populacijama juzne i severne Indije moze se zakljuditi da je
dobijena diskrepancija prevashodno rezultat razlike u broju ispitivanih osoba u
kontrolnim grupama, a manje razlike u frekvencijama ispitivanih alela. Naime, u studiji
sprovedenoj na jugu Indije analizirano je 39 zdravih osoba (Sandhya i sar., 2013), dok je
u studiji sprovedenoj na severu Indije analizirano 208 kontrola (Shukla i sar., 2012).
Rezultati ispitivanja rs1800629 polimorfizma u promotoru gena za TNF mogli bi da
ukazu i na etnicke specificnosti ispitivanih populacija, i na mogucu razli¢itu podloznost
inflamatornim oboljenjima u tim populacijama koje se razlikuju po etnickom poreklu.
Ustanovljeno je da je rs1800629 polimorfizam gena za TNF udruZen sa pojavom astme
na Tajvanu kao i da su teze klinicke forme astme udruzene sa viSim koncentracijama
TNF u serumu (Chiang i sar., 2013). Rezultati studije radene u Turskoj ukazuju da
nosioci kombinacije alela TNF -308 A i IL-10 -1082 A imaju Cetiri puta veci rizik da
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obole od HaSimoto tireoiditisa (Baki M, 2012). Brojne studije bavile su se i ispitivanjem
udruzenosti ovog polimorfizma i sklonosti ka nastanku psorijaze, pa je G/A supstitucija
na poziciji -308 u promotoru gena za TNF, odnosno rs1800629 polimorfizam, jedan od
najcescée ispitivanih DNK polimorfizama kod pacijenata sa psorijazom (Qidwai i Khan,
2011). U vec¢em broju istrazivanja, ovaj polimorfizam je nazna¢en kao moguci biomarker
sklonosti ka nastanku psorijaze (Nair i sar., 2009; Cui i sar., 2012; Cabaleiro i sar., 2013)
I psorijazni artritis (Filer i sar., 2008). Ova ¢injenica se objasnjava rezultatima studija
koje su pokazale da se transkripcioni aktivatori AP-2, Spl i MZF-1 vezuju blizu pozicije
-308, ali se nijedan od njih ne vezuje pretezno za A alel ve¢ se za njega pretezno vezuje
jo§ uvek nedovoljno okarakterisani protein Sto verovatno dovodi do toga da AA
homozigoti produkuju vise TNF (Wilson i sar., 1992; Baseggio i sar., 2004; Smith i
Humphries, 2009). Pored brojnih istrazivanja u kojima je ispitivana povezanost izmedu
SNP na poziciji -308 u promotorskom regionu gena za TNF i sklonosti za razvoj
psorijaze i psorijaznog artritisa, definitivni znacaj ovih alela u patogenezi ovih bolesti
teSko je proceniti jer su rezultati istraZivanja nekonzistentni (Rahman i sar., 2006; Li i
sar., 2007). Publikovani podaci su kontradiktorni tako da neki autori opisuju asocijaciju
izmedu ovog SNP i sklonosti ka nastanku psorijaze (Hohler i sar., 2002; Settin i sar.,
2009) dok drugi nisu uspeli da pronadu udruzenost ovog polimorfizma sa sklonos¢u za
razvoj psorijaze (Arias i sar., 1997; Nishibu i sar., 2002; Tsunemi i sar., 2003). Ovako
nekonzistentni rezultati mogu da budu posledica nedovoljnog broja ispitanika u
analiziranim kohortama, skromnog uticaja rs1800629 polimorfizma na sklonost ka
nastanku psorijaze, a ne moze se iskljuéiti ni mogucnost da bi ovaj SNP mogao da ima
razli¢ite efekte u razli¢itim etni¢kim grupama u zavisnosti od frekvencije drugih alela
koji se nalaze u njegovoj blizini ili ¢iji su produkti ukljuceni u iste biohemijske puteve
(Liisar., 2007; Zhu i sar., 2013). SkoraSnja meta-analiza ukazala je koji alel i genotipovi
ovog polimorfizma imaju protektivnu ulogu u psorijazi (Zhu i sar., 2013). Sa ciljem
sumiranja rezultata o znacaju polimorfizma na poziciji -308 u promotoru gena za TNF na
patogenezu psorijaze uradena je meta-analiza kojom su obuhvacene 22 studije sa ukupno
2184 pacijenata sa psorijazom i 2126 zdravih osoba. Na osnovu izmerenih vrednosti
odnosa Sansi, ukazano je da su nosioci A alela (varijante genotipa AA i AG) imali manji
rizik od obolevanja, odnosno da A alel deluje protektivno, smanjuju¢i rizik od
oboljevanja. U istoj meta-analizi nije ustanovljena udruzenost izmedu ovog polimorfizma

TNF i pojave psorijaznog artritisa (Zhu i sar., 2013).
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Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istrazivanje kojim je odredena
frekvencija alela na poziciji -308 u promotoru genu za TNF (rs1800629) i distribucija
genotipova kod pacijenata sa psorijazom u Srbiji. Rezultati ukazuju da nema statisticki
znacajne razlike u frekvencijama alela na poziciji -308 u promotoru gena za TNF i
distribuciji genotipa izmedu pacijenata sa psorijazom i sa psorijaznim artritisom i
zdravih, kontrolnih osoba. Ovi rezultati su u skladu rezultatima istrazivanja sprovedenog
u SAD u koje je bilo uklju¢eno 99 pacijenata bele rase, gde nije ustanovljena statisti¢ka
znacajnost u frekvencijama G i A alela na poziciji -308 u genu za TNF izmedu pacijenata
sa psorijazom i kontrola (Arias i sar., 1997). Rezultati dva nezavisna istraZzivanja
sprovedena u Japanu takode ukazuju da nema udruZenosti izmedu -308 A alela i
sklonosti ka nastanku psorijaze i psorijaznog artritisa (Nishibu i sar., 2002; Tsunemi i
sar., 2002). U skladu sa rezultatima ove disertacije su i rezultati istrazivanja sprovedenih
u Engleskoj (Craven i sar., 2001), Juznoj Koreji (Kim i sar., 2003), Brazilu (Magalhaes i
sar., 2010) i Spaniji (Gallo i sar., 2012) u kojima nije ustanovljen uticaj rs1800629
polimorfizma na sklonost ka nastanku psorijaze.

Medutim, postoje istrazivanja koja ukazuju na suprotne rezultate. Tako su na
primer Hohler i saradnici (2002) u istrazivanju sprovedenom u Nemackoj ustanovili da je
frekvencija G alela u promotorskom regionu gena za TNF na poziciji -308 znacajno
poviSena kod pacijenta obolelih od psorijaze u odnosu na zdrave kontrole (Hohler i sar.,
2002). Povezanost izmedu ovog polimorfizma i sklonosti ka nastanku psorijaze
potvrdena je kasnije i u Egiptu (Settin i sar., 2009) i Estoniji (Mossner i sar., 2005).
Stavise, rezultati istraZivanja sprovedenog u Estoniji ukazuju da je frekvencija A alela
visa kod pacijenata sa blazom klinickom formom psorijaze, odnosno da bi ovaj alel
mogao povoljno da uti¢e na tezinu klini¢ke slike psorijaze. Ovaj rezultat moze da se
poveze sa rezultatom iz ove disertacije koji ukazuje da je nedostatak G alela kod
pacijenata sa psorijazom povezan za nizim PASI skorom kod pacijenata. Medutim,
postoje podaci koji ukazuju da nosioci A alela imaju tezu formu psorijaznog artritisa u
Irskoj (Balding i sar., 2003). Kontradiktorni podaci dobijeni iz pomenutih istrazivanja
mogli bi da reflektuju etnicke specifi¢nosti ispitivanih populacija.

Iako statistiCke znacajnosti nisu dokazane, trendovi rezultata ove disertacije su u
skladu sa rezultatima nedavno uradene meta-analize (Zhu i sar., 2013) koji ukazuju da G
alel rs1800629 polimorfizma gena za TNF predstavlja faktor rizika za grupu pacijenata
sa psorijazom, odnosno za pacijente sa psorijaznim artritisom. U naSoj studiji, prisustvo

GG genotipa uvecavalo je vrednosti odnosa Sansi za oboljevanje od psorijaze i
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psorijaznog artritisa. Rezultati ove disertacije ukazuju i na mogucnost da prisustvo makar
jednog G alela na poziciji -308 u promotoru gena za TNF korelira sa tezom klinickom
slikom 1 sledstveno, ve¢im vrednostima PASI skora, §to ukazuje na mogucnost da je G
alel udruzen sa tezom formom oboljenja. Alternativno, moguce je da A alel ima izvesnu
protektivnu ulogu, pa nosioci A alela imaju manju Sansu da dobiju psorijazu kao i
psorijazni artritis. U ovom istraZivanju nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji
alela i genotipova izmedu pacijenata sa ranim i kasnim pocetkom bosleti u odnosu na
kontrole i medusobno. GG genotip je predstavljao visi faktor rizika za nastanak psorijaze
tip 2 nego psorijaze tip 1. Saglasno prethodno iznetom, nosioci A alela imali su manju
Sansu da dobiju psorijazu tip 2.

Znacajno je da se GG homozigotnost povezuje sa niskom produkcijom TNF dok
se AA homozigotnost povezuje sa visokom produkcijom TNF (Wilson i sar., 1997) Sto se
¢ini paradoksalnim s obzirom na pretpostavljenu ulogu TNF u zapocinjanju i odrzavanju
zapaljenja. TNF prevashodno sekretuju mononuklearni fagociti, T-Celije i NK celije, a u
zapaljenju i psorijazi mogu da ga sekretuju mast ¢elije, dendritske ¢elije i keratinociti
(Lowes i sar., 2007; Wagner i sar., 2010; Sweeney i sar., 2011; Kupetsky i sar., 2013).
TNF podstice ekspresiju adhezivnih molekula na ¢elijama endotela, dovodi do aktivacije
neutrofila i pospeSuje sintezu proteina akutne faze i podsti¢e keratinocite da produkuju
IL-1, IL-6 i IL-8 ¢ime indukuje zapaljenjsku reakciju (Perera i sar., 2012). TNF preko
transkripcionog faktora NFkB indukuje hiperproliferaciju keratinocita, sintezu anti—
apoptotskih faktora i pro—angiogenog VEGF (engl. Vascular endothelial growth factor),
Sto doprinosi nastanku i odrzavanju inflamacije u psorijazi (Avramidis i sar., 2010;
Kupetsky i sar., 2013). Pored toga, TNF podstice produkciju IL-22 koji stimuliSe
proliferaciju keratinocita (Perera i sar., 2012). Mora se, medutim imati na umu da pored
opisanih efekata TNF moze da indukuje apoptozu u c¢elijama zapaljenjskog infiltrata
(Chatzidakis i Mamalaki, 2010; Vujanovic, 2011), pa bi na taj nacin visa produkcija TNF
mogla brzo da ogranici zapaljenjski proces i1 tako spre¢i nastanak hroni¢nih bolesti kao
Sto su psorijaza i psorijazni artritis. TNF moze da ispolji anti-zapaljenske efekte i
inhibicijom signalizacije T-celijskog receptora, indukcijom apoptoze T-celija,
inhibicijom kostimulacije od strane dendritskih, ¢elija kao i indukcijom T2 citokina koji
mogu da inhibiSu imunski odgovor posredovan c¢elijama (O'Shea i sar., 2002).
Alternativno, veéa produkcija TNF mogla bi indukcijom snaznije zapaljenjske reakcije
da dovede do brze eliminacije potencijalnih patogena koji su kolonizovali ili prodrli kroz

epiderm i na taj nacin spreci dugotrajan (hronican) zapaljenjski proces kakav postoji u
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kozi zahvacenoj psorijazom. Ovakvi efekti TNF mogu da objasne nalaz da nosioci A
alela, inace povezanog sa ve¢om produkcijom TNF (Wilson i sar., 1997), mogu da imaju
blazu klini¢ku sliku psorijaze ili da budu manje skloni obolevanju od psorijaze i
psorijaznog artritisa.

Rezultati ove doktorske teze ukazuju da je visa frekvencija A alela povezana sa
blazom klini¢kom slikom psorijaze. Ovo moZe da se objasni ¢injenicom da TNF pored
dobro poznatih proinflamatornih efekata moZze da ispolji i antiinflamatorne efekte, i na taj
naCin da ograni¢i zapaljenje u psorijazi. Moguée je da ispitivani polimorfizam u
promotoru gena za TNF utic¢e na produkciju drugih citokina koji imaju znacajnu ulogu u
patogenezi psorijaze (Zhu i sar., 2013).

Tul celijama i IFN-gama pripisuje se vazna uloga u patogenezi psorijaze. IFN-
gama je multipotentni pleotropni citokin koji ima veliki znacaj u urodenom i stecenom
imunskom odgovoru, a produkuju ga prvenstveno T-éelije (Tul ¢elije i CD8" T-¢elije) i
NK ¢elije. Pokazano je da IFN-gama podstice produkciju IL-1 i IL-23 od strane
dendritskih c¢elija, 1 da uti¢e na aktivaciju Tnyl7 celija koje su veoma znacajne u
inflamatornoj kaskadi u psorijazi (Johnson-Huang i sar., 2012).

Gen za IFN-gama lociran je na dugackom kraku hromozoma 12 (12q14). Do sada
je poznato nekoliko funkcionalnih polimorfizama ovog gena od kojih je najbolje opisan
SNP na poziciji +874 A/T (rs2430561). Neposredno uz rs2430561, i u potpunoj
povezanosti sa ovim polimorfizmom, nalazi se mikrosatelitni marker koji se sastoji od
CA ponovaka ¢iji broj korelira sa produkcijom IFN-gama. Osobe homozigoti za alel 2
koji odgovara broju od 12-15 CA ponovaka, produkuju zna¢ajno vise IFN-gama nego
osobe sa manjim brojem CA ponovaka (Pravica i sar., 1999). Pravica i saradnici (2000)
su pokazali da je nasledivanje A ili T nukleotida na poziciji +874 u potpunoj povezanosti
sa brojem CA ponovaka, tj. da se T alel nasleduje zajedno sa nizom od 12-15 CA
ponovaka, pa prema tome, T alel na poziciji +874 korelira i sa viSom produkcijom IFN-
gama. Korelaciju izmedu +874 T alela i produkcije IFN-gama kasnije su potvrdili i drugi
istrazivaci (Hoffmann i sar., 2001; Hutchings i sar., 2002), ali postoje i suprotni rezultati
(Cartwright i sar., 1999). Objasnjenje uticaja +874 A/T polimorfizma na produkciju IFN-
gama moZe se naci i u Cinjenici da se rs2430561 polimorfizam nalazi unutar veznog
mesta za NFKB, a prisustvo timina na poziciji +874 neophodno je za specifi¢no vezivanje
transkripcionog faktora NFkB (Pravica i sar., 1999). Dokazan je i znacaj T alela
rs2430561 polimorfizma za povecéanje sklonosti ka nastanku sistemskih autoimunskih

bolesti kao Sto je sistemski eritemski lupus (Tangwattanachuleeporn i sar., 2007; Kim i
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sar., 2010), kao i zapaljenskih bolesti kao Sto je Lichen erosivus mucosae oris (Bai i sar.,
2008; Kimkong i sar., 2012).

Rezultati istraZzivanja u kojima je analiziran rs2430561 polimorfizam gena za
IFN-gama ukazuju na razlicite frekvencije alela i genotipova u razli¢itim populacijama
(Cardoso i sar., 2010; Wang i sar., 2012), ali i na razlike u okviru istih etni¢kih grupa
kada su ispitivane populacije sa geografski razlicitih podrucja (Yang i sar., 2010; Shen i
sar., 2013). Te c¢injenice opravdavaju ispitivanja polimorfizma pojedinac¢nih nukleotida
gena u razli¢itim populacijama, kako pacijenata tako i zdravih osoba da bi mogao da se
utvrdi njihov uticaj na podloznost za razvoj odredenih bolesti u odredenim populacijama.
Ustanovljeno je da je frekvencija A alela rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama
viSa u ispitivanim populacijama u Aziji u odnosu na populacije belaca (Lee i sar., 2010;
Kimkong i sar., 2012). U skladu sa tim, frekvencije A i T alela u populaciji zdravih osoba
u Srbiji su slicne frekvencijama ovih alela u vecini evropskih populacija, a postoji
statisti¢ki visoko znacajna razlika u odnosu na vecinu populacija u Aziji i Africi. Tako su
frekvencije A i T alela u zdravoj populaciji Srbije (Popadic i sar., 2012) sli¢ne
frekvencijama ovih alela u populacijama Velike Britanije (Craven i sar., 2001), Italije
(Poli i sar., 2002), Bugarske (Mihailova i sar., 2005), Hrvatske (Etokebe i sar., 2006),
Turske (Sallakci i sar., 2007), pripadnika bele rase iz Kanade (Larcombe i sar., 2008),
Poljske (Baran i sar., 2008), Brazila (Moura i sar., 2009) i Kine (Gao i sar., 2009). S
druge strane, postoji statisticki visoko znac¢ajna ili znacajna razlika u distribuciji A i T
alela u zdravoj populaciji Srbije i populacija Juzne Afrike (Govan i sar., 2003), Hong
Konga (Tso i sar., 2005), Tajvana (Lee i sar., 2010), Egipta (Mosaad i sar., 2010),
Tajlanda (Kimkong i sar., 2012), kanadana indijanskog porekla iz plemena Dene
(Larcombe i sar., 2008), i neocekivano, Danske (Taudorf i sar., 2008). Navedeni podaci
za kontrolne populacije Danske i Poljske odstupaju od podataka za druge evropske
populacije i HapMap-CEU populaciju, a razlika mozda moze da se pripiSe tipiziranju A
odnosno T alela sa reverzne niti DNK.

Iako je utvrdena distribucija A i T alela na poziciji +874 gena za IFN-gama u
veéem broju populacija zdravih osoba, ovaj polimorfizam je nedovoljno ispitivan kod
pacijenata sa psorijazom, $to je neobi¢no uzimajuéi u obzir prevalenciju psorijaze,
zdravstveni i socio-ekonomski znacaj ovog oboljenja kao i vaznost IFN-gama u
patogenezi psorijaze. Jedno od mogucih objasnjenja za nesklad izmedu znacaja IFN-
kojima je ispitivan rs2430561 polimorfizam gena za IFN-gama lezi u Cinjenici da ne
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postoje komercijalno dostupni oligonukleotidi za analizu prisustva A i T alela u ovom
lokusu real time PCR metodom. Zbog toga i ne iznenaduje relativno mali broj
istrazivanja u kojima je ovaj polimorfizam ispitivan kod pacijenata sa psorijazom.
Dizajniranjem prajmera i proba, kao i definisanjem uslova za diskriminaciju izmedu A i
T alela rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama omoguéeno je vecem broju
istrazivaca da koriste ovu brzu i efektivnu metodu za odredivanje ucestalosti alela ovog
polimorfizma. Iz malobrojnih istraZivanja u kojima je prou¢avan ovaj polimorfizam kod

pacijenata obolelih od psorijaze, dobijeni su kontradiktorni podaci.

Ovo je prvo istrazivanje u kojem je odredena distribucija alela na poziciji +874
gena za IFN-gama kod pacijenata obolelih od psorijaze u Srbiji. Rezultati ukazuju da
nema statisticki znacajne razlike u frekvencijama T i A alela na poziciji +874 gena za
IFN-gama (rs2430561) i distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa psorijazom,
psorijaznim artritisom i kontrola, kao ni sa tezinom klinicke slike psorijaze koja je
merena PASI skorom. Ustanovljene su izvesne razlike kada se poredi grupa pacijenata sa
psorijazom tip 1 sa grupom pacijenata sa psorijazom tip 2. Kod pacijenata sa psorijazom
tip 1, zastupljenost T alela je veca nego kod pacijenata sa tipom 2 psorijaze. Frekvencija
nosioca T alela je visa kod pacijenata sa psorijazom tip 1 u odnosu na grupu pacijenata sa
psorijazom tip 2, a frekvencija genotipova u grupi pacijenata sa psorijazom tip 1 bila je
TA>TT>AA dok je u grupi pacijenata sa psorijazom tip 2 bila TA>AA>TT. Vrednosti
OR u ispitivanim grupama ukazuju da bi prisustvo TT genotipa moglo da doprinese
riziku za oboljevanje od psorijaznog artritisa, iako statisticka znacajnost nije pokazana.
Prisustvo TT genotipa kod pacijenata sa psorijazom, na slican nacin, moglo bi da
predstavlja veéi rizik za rano oboljevanje. Rezultati ove disertacije u odnosu na
polimorfizam gena za IFN-gama su u skladu sa rezultatima dobijenim analizom uzoraka
68 pacijenata sa psorijazom i 330 kontrola u Velikoj Britaniji (Craven i sar., 2001).
Rezultati tog istraZzivanja ukazuju da u grupi pacijenata sa psorijazom nije ustanovljena
znacajna razlika u distribuciji genotipova u odnosu na kontrole, kao ni izmedu pacijenata
sa razli¢itim tipovima psorijaze i kontrolne grupe, a distribucija genotipova kod
pacijenata sa psorijazom tip 1 je bila slicna kao u ovoj disertaciji. Sledstveno tome,
zakljuceno je da razlika u ekspresiji gena za IFN-gama izmedu pacijenata sa psorijazom i
kontrola ne moZe da se objasni ovim polimorfizmom gena za IFN-gama (Craven i sar.,
2001). U skladu sa rezultatima ove disertacije i nalazima Cravena i saradnika ( 2001) su i
rezultati istrazivanja Chang i saradnika (2007), dobijeni na 170 pacijenata i 210 kontrola
u studiji u kojoj je ispitivan mikrosatelitni polimorfizam CA ponovaka u prvom intronu
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gena za IFN-gama. Takode, nije ustanovljena povezanost izmedu ovog polimorfizma i
sklonosti ka nastanku psorijaze i psorijaznog artritisa (Chang i sar., 2007). Ni u
istraZzivanju u Juznoj Koreji na 114 pacijenata i 281 zdravoj kontroli nije ustanovljena
povezanost izmedu broja CA ponovaka u prvom intronu gena za IFN-gama i sklonosti za
razvoj psorijaze (Kim i sar.,, 2007). lako je metodoloski pristup u navedenim
istrazivanjima razli¢it od onoga Kkoji je primenjen u istrazivanju ¢iji su rezultati prikazani
u ovoj tezi (odredivanje broja CA ponovaka i digestija restikcionim enzimima u odnosu
na hibridizaciju i hidrolizu TagMan proba specifi¢nih za A ili T alel) rezultati se mogu
direktno porediti s obzirom na vezano nasledivanje broja CA ponovaka i A ili T alela.
Nasuprot tome, rezultati istrazivanja Barana i saradnika (2008) ukazuju na statisticki
znacajnu razliku (p=0,02) u distribuciji genotipova rs2430561 polimorfizma gena za
IFN-gama pri ¢emu je TA genotip znacajno €eS$¢i u kontrolnoj grupi nego u grupi
pacijenata, dok su AA i TT genotipovi ¢es¢i kod pacijenata sa psorijazom (Baran i sar.,
2008). U tom istrazivanju ustanovljene su razlike izmedu pacijenata sa psorijazom tip 1 i
kontrola (p<0,01), dok nisu dobijene znacajne razlike u frekvencijama nosioca A i T
alela izmedu ukupne grupe pacijenata sa psorijazom i kontrola kao ni izmedu grupa
pacijenata sa psorijazom tip 1 i tip 2. Rezultati istog istrazivanja ukazuju da postoji
znacaj rs2430561 polimorfizma gena za IFN-gama za sklonost ka nastanku psorijaze ali
ne i za tip psorijaze koji pacijenti razvijaju (Baran i sar., 2008). Ti rezultati bi mogli da
reflektuju etnicku specificnost ispitivane populacije u Poljskoj, ali frekvencije alela i
genotipova u kontrolnoj grupi (ali ne i grupi pacijenata sa psorijazom) bitno odstupaju od
objavljenih podataka za druge evropske populacije osim za populaciju Danske (Taudorf i
sar., 2008). Dobijeni rezultati u oba slu¢aja se mozda mogu objasniti predstavljanjem
rezultata sa reverzne niti DNK Sto se iz teksta metoda u navedenim radovima ne moze
zakljuciti. Vec¢i broj osoba u kontrolnoj grupi poljske populacije je neophodan za
definisanje uloge rs2430561 polimorfizma u patogenezi psorijaze kod pacijenata u
Poljskoj i dao bi doprinos meta-analizi kojom bi moglo preciznije da se definiSe znacaj
ovog polimorfizma za sklonost ka nastanku psorijaze ili za tezinu klinickog ispoljavanja
ove bolest. Dopunske studije u drugim populacijama svakako su neophodne kako bi se
ustanovio pravi znaCaj ovog polimorfizma za sklonost ka nastanku psorijaze.
Optimizovanje TagMan proba koje bi funkcionisale na temperaturi od 60°C bi
omogucilo jo$ Siru primenu ovog brzog i relativno jednostavnog metoda za otkrivanje

frekvencija alelskih varijanti rs2430561 polimorfizma u razli¢itim populacijama i
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olakSalo meta-analize znacaja ovog polimorfizma u patogenezi ne samo psorijaze nego i

drugih inflamatornih bolesti.

Postoje kontradiktorni rezultati istraZivanja u kojima je analiziran uticaj T i A
alela na poziciji +874 u genu za IFN-gama na sklonost ka nastanku razli¢itih drugih
zapaljenskih bolesti. Neka istrazivanja ukazuju da je prisustvo pojedinih alela na poziciji
+874 u genu za IFN-gama udruzeno sa podlozno$¢u bolestima u Cijoj patogenezi je
vazna inflamatorna komponenta i to u razli¢itim populacionim grupama, ali postoje i
podaci o njihovoj protektivnoj ulozi. Rezultati meta-analize de Albuquerque i saradnika
(2012) ukazuju da je polimorfizam na poziciji +874 u genu za IFN-gama povezan sa
podloznos¢u tuberkulozi pluca i da je tuberkuloza plu¢a ¢e$¢a kod pacijenata sa AA
genotipom (Etokebe i sar., 2006; Larcombe i sar., 2008; de Albuquerque i sar., 2012).
Rezultati dva istrazivanja u Kini ukazuju da +874 AA genotip moze da bude povezan sa
podloznoséu tuberkulozi kod Zenske dece Han populacije (Shen i sar., 2013), dok
rezultati koje su dobili Yang i saradnici (2010) ukazuju da polimorfizam na poziciji +874
nije povezan sa podlozno$¢u za razvoj tuberkuloze kod odraslih osoba Han populacije.
Rezultati istrazivanja u Tunisu pokazali su da AA genotip ima znacajan protektivni
efekat tj. da je ovaj genotip udruzen sa rezistencijom na razvoj tuberkuloze (Ben Selma i
sar., 2011). Istrazivanje sprovedeno u Brazilu ukazuje na protektivnu ulogu +874 TA
genotipa na infekciju izazvanu M. lepre (Cardoso i sar., 2010). Medutim, ovaj rezultat

nije potvrden kod bolesnika sa leprom Han populacije u Kini (Wang i sar., 2012).

IL-12B (p40) protein predstavlja zajednicku podjedinicu IL-12 i 1L-23 koji imaju
znacajnu ulogu u patogenezi psorijaze. Smatra se da promene u genima za IL-12B i IL-
23R, uticu na razvoj psorijaze do te mere da se smatraju klju¢nim genima izvan HLA
lokusa za sklonost ka nastanku psorijaze (Cargill i sar., 2007; Smith i sar., 2008).
Zapazen je i aditivni efekat pojedinih alela gena koji kodiraju IL-12B i IL-23R u
sklonosti ka nastanku psorijaze (Nair i sar., 2008; Smith i sar., 2008). Pokazano je da
terapija antitelima protiv IL-12 i IL-23, koji su kljucni citokini za indukciju Tl i
odrzavanje Ty17 odgovora, dovodi do dugotrajne remisije kod pacijenata sa psorijazom
(Lucka i sar., 2012). Geni koji kodiraju ¢inioce 1L-23 posredovanog puta inflamacije
predstavljaju vazne determinante u patogenezi psorijaze u razliitim etnickim grupama
(Cargill 1 sar., 2007; Nair i sar., 2010). Ustanovljeno je da su polimorfizmi gena koji
kodiraju proteine od znacaja za 1L-23/Ty17 signalne puteve kao Sto su IL-12B i IL-23R,
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povezani sa rizikom za oboljevanje od psorijaze u populacijama belaca u Nemackoj i
SAD i populaciji sa Tajlanda (Nair i sar., 2008; Nair i sar., 2010).

IL12B gen kodira protein p40 i lociran je na dugom kraku hromozoma 5 (5¢31.1-
g33.1). Podjedinica p40 sa podjedinicom p35 gradi heterodimer i formira IL-12 dok sa
pl9 subjedinicom formira IL-23. Ispitivanjem polimorfizama gena u celokupnom
genomu ustanovljeno je da pojedini SNP unutar IL12B gena povecavaju rizik za nastanak
psorijaze (Nair i sar., 2009; Zhang i sar., 2009; Huffmeier i sar., 2010). Opisano je vise
polimorfizama IL12B gena, a jedan od njih, koji se posebno dovodi u vezu sa sklonosc¢u
za nastanak psorijaze, je SNP +1188 A/C (rs3212227) (Capon i sar., 2007; Cargill i sar.,
2007; Nair i sar., 2009; Perera i sar., 2012). Ovo je potvrdeno i u dve meta-analize,
kojima je ustanovljena znacajna udruzenost izmedu rs3212227 polimorfizma gena za IL-
12B i sklonosti ka nastanku psorijaze (Lee i Song, 2013; Zhu i sar., 2013). Smatra se da
je rs3212227 funkcionalni polimorfizam s obzirom da je CC genotip udruzen sa
poveéanom ekspresijom IL12B gena i povecanom stabilnosti iRNK koja se prevodi u
p40, mehanizmima koji su nedovoljno poznati. IskljuCena je mogucnost regulacije
ekspresije ovog gena i stabilnosti iIRNK molekulima miRNK jer ni za jedan od alela nije
bilo preferencijalnog vezivanja regulatornih miRNK (Basu i sar., 2012).

Brojna su istrazivanja u kojima su ispitivane frekvencije A i C alela rs3212227
polimorfizma gena za IL-12B kod zdravih osoba u razli¢itim sredinama. U ovoj
doktorskoj disertaciji je po prvi put na teritoriji republike Srbije utvrdena distribucija A i
C alela rs3212227 polimorfizma 1L12B gena u populaciji zdravih osoba. Rezultati
ukazuju da postoji statisti¢ki visoko znaéajna razlika u frekvencijama A i C alela kod
stanovnika Srbije u odnosu na populacije: Kine (Chen i sar., 2009), Tajlanda (Nair i sar.,
2010), SAD (Haralambieva i sar., 2011), Gambije (Morris i sar., 2011), Gvineje Bisau
(Morris i sar., 2011) i Finske (Ohman i sar., 2012). Nije ustanovljena statisticki znacajna
razlika u frekvencijama A i C alela izmedu populacije Srbije i populacija Velike Britanije
(Filer i sar., 2008), Poljske (Grzegorzewska i sar., 2012), Ceske (Navratilova i sar., 2012)
I Nemacke (Glas i sar., 2012).

Ovo je prvo istrazivanje kojim je utvrdena distribucija alela na poziciji +1188 u
genu za IL-12B (rs3212227) kod zdravih osoba i pacijenata sa psorijazom u Srbiji. Nema
znaCajne razlike u distribuciji A i C alela izmedu pacijenata i zdrave, kontrolne
populacije. U svim ispitivanim uzorcima frekvencija A alela je znacajno visa u odnosu na
frekvenciju C alela. Pored toga, nema znacajne razlike u distribuciji AA, AC i CC
genotipova u ispitivanim uzorcima pacijenata i zdravih kontrola.
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U ovom istrazivanju nije ustanovljena udruzenost izmedu polimorfizma gena Koji
kodira p40 podjedinicu IL-12 i IL-23 i sklonosti ka nastanku psorijaze kod osoba
obolelih od psorijaze u Srbiji. Medutim, kada su rezultati kontrolne grupe poredeni sa
podgrupom pacijenata koji pored psorijaze imaju i psorijazni artritis, dobijene su
grani¢ne vrednosti rezultata, koji ukazuju na mogucu udruzenost AC i AA genotipova
rs3212227 polimorfizma i sklonosti za oboljevanje od psorijaznog artritisa.

Ovi rezultati su sli¢ni rezultatima nekoliko istraZivanja sprovedenih u Evropi,
Aziji i Americi u kojima je utvrden protektivni efekat rs3212227 C alela za psorijazu i
psorijazni artritis (Zhu i sar., 2013). Rezultati dve meta-analize, jedne u kojoj su obradeni
podaci publikovani u 14 radova (Lee YH, 2013) i druge u kojoj su obradeni rezultati 16
istrazivanja (Zhu i sar., 2013), ukazuju da su rs3212227 i rs6887695 polimorfizmi u genu
za IL-12B udruzeni sa sklonoséu ka nastanku psorijaze. Navedene meta-analize proizasle
su iz brojnih istrazivanja u kojima je analiziran uticaj rs3212227 polimorfizma na
sklonost ka nastanku psorijaze (Tsunemi i sar., 2002; Capon i sar., 2007; Chang i sar.,
2007; Liu i sar., 2008; Nair i sar., 2008; Smith i sar., 2008; Nair i sar., 2010). Tako je na
primer, u studiji sprovedenoj u Spaniji na 304 pacijenta i 422 zdrave osobe ispitivana
povezanost rs3212227 polimorfizma i sklonosti ka nastanku psorijaze. AA genotip bio je
¢eS¢i u grupi pacijenata nego kod zdravih kontrola, ali bez statisticke znacajnosti. U
istom istrazivanju kod pacijenata sa psorijazom je ustanovljena statisti¢ki znacajno veca
frekvencija udruzivanja GG genotipa rs6887695, 80 Kb udaljenog od rs3212227
polimorfizma gena za IL-12B, sa AA genotipom ovog SNP kod pacijenata sa psorijazom
nego kod kontrola (Eiris i sar., 2012). U istrazivanju sprovedenom na Tajlandu na 206
pacijenata i 114 kontrola ustanovljeno je da marker rs3212227 gena za IL-12B pokazuje
statisti¢ki znac¢ajnu udruzenost sa sklonosc¢u ka nastanku psorijaze u ovoj populaciji (Nair
i sar., 2010). Dalje, udruzenost rs3212227 polimorfizma, i sklonosti ka nastanku
psorijaze ustanovljena je u Engleskoj na 308 pacijenata bele rase i 208 kontrola. U ovom
istrazivanju ustanovljen je minimalni protektivni efekat C alela rs3212227 polimorfizma,
a haplotip CC je bio znacajno ¢es¢i kod zdravih kontrola. Rezultati istrazivanja kojim je
obuhvaceno 1810 pacijenata bele rase iz SAD i Nemacke, 2522 kontrole kao i 509
¢lanova familija pacijenata ukazuju na znacaj rs3212227 markera za sklonost ka nastanku
psorijaze kako analizom genotipova pacijenata i kontrola tako i analizom genotipova u
okviru porodica obolelih (Nair i sar., 2008). Rezultati studije sprovedene na 577
pacijenata obolelih od psorijaze i 737 kontrola u SAD ukazuju na statisticki znacajnu

povezanost izmedu rs3212227 alela i podloznosti psorijazi (Liu i sar., 2008).
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Kompleksna studija koju su sproveli Cargill i saradnici (2007) obuhvatila je 1446
pacijenata i 1432 kontrole. Na osnovu vrednosti odnosa $ansi, ustanovljeno je da je
frekvencija A alela viSa kod pacijenata u odnosu na kontrole, kao i da heterozigoti imaju
umeren, ali ne i statisticki znacajan rizik za oboljevanje od psorijaze u poredenju sa CC
homozigotima (Cargill i sar., 2007). Analizom uzoraka 597 pacijenata obolelih od
psorijaze i 4681 kontrolnog uzorka u Velikoj Britaniji ustanovljena je povezanost izmedu
AA genotipa rs3212227 polimorfizma gena za IL-12B i sklonosti ka nastanku
psorijaznog artritisa (Filer i sar., 2008). Vrednosti odnosa Sansi za AA genotip ukazivale
su na veci rizik za oboljevanje od psorijaze tip 1 u Velikoj Britaniji (Smith i sar., 2008).
U Japanu je sprovedeno istraZivanje na 143 pacijenta sa psorijazom i 100 zdravih
kontrola i ustanovljeno je da je A alel rs3212227 polimorfizma znacajno udruZen sa
sklonos¢u psorijazi (Oka i sar., 2013). Postojanje razlike u nivou statisticke znacajnosti
dobijenih razlika u frekvencijama pojedinih genotipova rs3212227 polimorfizma gena za
IL-12B kod pacijenata sa psorijazom i kontrola, uz saglasnost trendova frekvencija
ispitivanih alela i genotipova, izmedu rezultata ove disertacije i rezultata drugih
istrazivanja mogla bi da bude posledica nedovoljnog broja ispitanih osoba u ovom
istrazivanju. Kada se uzmu u obzir frekvencije genotipova rs3212227 polimorfizma kod
obolelih od psoriasis vulgaris u Srbiji, proizilazi da bi bilo neophodno ispitati vise od 568
pacijenta da bi se dobili konaéni rezultati znacajnosti ovog polimorfizma za populaciju
obolelih od psorijaze u Srbiji. Slicna distribucija genotipova bez statistiCke znacajnosti
ustanovljena je u nedavno publikovanom radu gde je rs3212227 polimorfizam ispitan

kod 304 pacijenata sa psorijazom i 422 kontrole u Spaniji (Eiris i sar., 2012).

Ispitivan je znadaj rs3212227 polimorfizma IL12B gena za podloznost ili
protektivni efekat i u drugim oboljenjima. Bez obzira na mnoge sli¢nosti izmedu
psorijaze i inflamatorne bolest creva, nije ustanovljena povezanost ovog polimorfizma sa
sklonos¢u ka nastanku inflamatorne bolesti creva (Marquez i sar., 2008). Dalje, genotip
AA rs3212227 polimorfizma je bio protektivan kod pacijenata muskog pola inficiranih sa
HCV ali ne i kod Zena (Youssef i sar., 2013). Nosioci C alela rs3212227 polimorfizma
imali su veci rizik za razvoj karcinoma grlica materice i nazofaringealnog karcinoma
(Chen i sar., 2012; Zhou i sar., 2012). Genotipovi AC i CC rs3212227 polimorfizma
imaju protektivni efekat kod oboljevanja od astme u kineskoj Han populaciji (Chen i sar.,
2011). Zanimljivi su i rezultati nekoliko istrazivanja u kojima je ispitivan znacaj
rs3212227 polimorfizma u patogenezi tuberkulozne infekcije. Tako je na primer u
kohorti kojom je obuhvaceno ispitivanje vise polimorfizama, izmedu ostalog 1 rs3212227
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u populacijama Gvineje-Bisao, Gambije, SAD i Argentine pokazano je da je C alel
rs3212227 polimorfizma u populacijama Gvineje-Bisau i kod afroamerikanaca povezan
sa podloznos¢u TBC infekciji, ali ne i u populacijama Gambije kao ni kod pripadnika
bele rase poreklom iz Argentine (Morris i sar., 2011). U tri odvojena istrazivanja, u SAD
(Ma i sar., 2003), Indiji (Prabhu Anand i sar., 2007) i Turskoj (Ulger i sar., 2013), nije
ustanovljena povezanost izmedu rs3212227 polimorfizma i podloznosti infekciji sa M.
tuberculosis. Interesantno je da za populaciju crnaca u SAD postoje konradiktorni
podaci. Ma 1 saradnici (2003) su sekvenciranjem DNK ispitivali znacaj rs3212227
polimorfizma za podloznost infekciji sa M. tuberculosis kod 186 pacijenata i 167
kontrolnih osoba crne rase sa podru¢ja Hjustona i nisu ustanovili da rs3212227
polimorfizam utice na podloZznost ovoj infekciji (Ma i sar., 2003), dok su Morris i
saradnici (2011) sproveli istrazivanje na 281 pacijentu i 179 kontrola crne rase sa
podrucja Severne i Juzne Karoline koris¢enjem TagMan proba i ustanovili su udruzenost
C alela rs3212227 polimorfizma i podloznosti infekciji sa M. tuberculosis (Morris i sar.,
2011). Razlika u dobijenim rezultatima mogla bi da bude posledica razli¢itog
metodoloSkog pristupa 1 razlicitog broja pacijenata i kontrola u sprovedenim
istrazivanjima. Moguce je da dobijeni rezultati ukazuju na geoepidemioloske ili pak

etnicke specifi¢nosti ispitivanih populacija.

Na osnovu vrednosti OR dobijenih u ovom istrazivanju, moze se zakljuéiti da bi
prisustvo A alela moglo da predstavlja faktor rizika za oboljevanje od psorijaze i
psorijaznog artritisa. Ustanovljeno je, da nosioci A alela imaju vecu Sansu da dobiju
psorijazu tip 1 kao i da je AC genotip statisticki znacajno redi (p=0.049) kod pacijenata
sa psorijaznim artritisom. Ovi podaci bi mogli da ukazu na moguéi protektivni efekat AC

genotipa, odnosno C alela za oboljevanje od psorijaznog artritisa.

Pokretanje Tyl7 odgovora, odnosno podsticanje i odrzavanje hroni¢ne
inflamacije dovodi do porasta nivoa IL-23, veceg broja proinflamatornih citokina,
hemokina, antimikrobnih peptida i drugih molekula Sto odrzava inflamatorni milje i
hiperproliferaciju keratinocita u psorijazi (Perera i sar., 2012). IL-23/Ty4l7 osovina
predstavlja znacajan mehanizam u imunopatogenezi hroni¢nih inflamatornih bolesti. IL-
23 je heterodimerni citokin sadinjen od pl9 podjedinice i p40 koju deli sa IL-12 i
ostvaruje efekte vezujuci se za IL-23R (Kastelein i sar., 2007). Poremecaj, odnosno

smanjenje nivoa prenosa signala na nivou IL-23 kod predisponiranih osoba moze da
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dovede do neadekvatnog, hroni¢nog, imunskog odgovora usmerenog prema epitelnim
¢elijama 1 na taj nacin da indukuje nastanak psorijaze (Nair i sar., 2009). Novija
istrazivanja ukazuju na klju¢nu ulogu IL-23 u pokretanju Ty17 posredovane hroni¢ne
inflamacije u psorijazi (Di Cesare i sar., 2009; Nair i sar., 2010). IL-23 uti¢e na celularni
imunski odgovor podsti¢u¢i Tyl7 odgovor koji na nivou epitela ima i antimikrobnu
protektivnu ulogu (Bettelli i sar., 2007; Wilson i sar., 2007).

Ustanovljeno je da su geni koji kodiraju proteine od znacaja za IL-23Tyl7
osovinu povezani sa rizikom za oboljevanje od psorijaze (Iwakura i Ishigame, 2006; Nair
i sar., 2010). Otkriveno je viSe polimorfizama pojedina¢nih nukleotida u genu za IL-23R
(rs1884444, rs11209026, rs7530511, rs2201841) ¢&iji pojedini aleli ili genotipovi uti¢u na
sklonost ka nastanku psorijaze (Safrany i sar., 2011; Zhu i sar., 2012).

Ovo je prvo istrazivanje u kome je odredena distribucija alela rs2201841
polimorfizma gena za IL23R kod zdravih osoba i pacijenata sa psorijazom u Srbiji.
Rezultati ukazuju da se frekvencije T i C alela u zdravoj populaciji Srbije ne razlikuju
znacajno U odnosu na populacije Njufaundlenda i Alberte iz Kanade (Rahman i sar.,
2008), Finske (Lappalainen i sar., 2008), SAD (Huber i sar., 2008; Kanaan i sar., 2012) i
Madarske (Szabo i sar., 2013). Statisticki ViSOko znacajna razlika u frekvencijama C i T
alela rs2201841 polimorfizma ustanovljena je izmedu zdrave populacije Srbije i
populacija Japana (Yamazaki i sar., 2007), populacije iz Toronta u Kanadi (Rahman i
sar., 2008) i populacije Juzne Koreje (Kim i sar., 2009).

Zavisno od populacione grupe u kojoj je ispitivan znacaj rs2201841 polimorfizma
za podloZnost nekom oboljenju, dobijeni su razliciti podaci. Tako je na primer studijom
sprovedenoj u Madarskoj ustanovljeno da je CC genotip rs2201841 polimorfizma
udruzen sa pojavom ankilozirajuc¢eg spondilitisa i Kronove bolesti ali ne i sa pojavom
reumatodinog artritisa (Szabo i sar., 2013). Istrazivanjem sprovedenim u SAD, koje je
obuhvatilo samo populaciju belaca, nije ustanovljena udruZenost izmedu rs2201841
polimorfizma i podloZnosti za nastanak Kronove bolesti (Kanaan i sar., 2012). Sli¢no
tome, istrazivanjem sprovedenim u Juznoj Koreji nije ustanovljena udruZzenost izmedu
rs2201841 polimorfizma i podloznosti za nastanak reumatoidnog artritisa (Park i sar.,
2009). U studiji koja je sprovedena u Kanadi na tri populacione grupe, pokazano je da je
haplotip koji sadrzi AAT u polimorfizmima rs10489629, rs2201841 i rs11465804 ima
protektivan efekat za ankiloziraju¢i spondilitis u populaciji Alberte i Njufaundlenda ali
ne i u populaciji Toronta (Rahman i sar., 2008). U istrazivanjima sprovedenim u
Madarskoj (Safrany i sar., 2010) i Juznoj Koreji (Kim i sar., 2009), nije ustanovljena
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udruZenost alela i genotipova ispitivanih polimorfizama IL23R gena (ukljucujuéi i
rs2201841) sa podloznos¢u za nastanak sistemskog eitemskog lupusa. Pored ovih
istraZivanja, postoje studije koje ukazuju na znacaj rs2201841 polimorfizama IL-23R
gena za razvoj oftalmopatije u sklopu Grejvsove bolesti (Huber i sar., 2008) ali posebno
su interesantne studije koje su ispitivale znacaj rs2201841 polimorfizma i drugih SNPova
u genu za IL-23R za sklonost ka nastanku psorijaze.

Nair i saradnici (2008) su ukazali na znac¢aj IL-12/23 puta u patogenezi psorijaze .
Rezultati Safrany i saradnika (2011) su pokazali da je CC genotip rs2201841
polimorfizma udruzen sa sklono$¢u ka nastanku psorijaze u populaciji Madarske
(Safrany i sar., 2011). Ovi rezultati su u skladu sa naSim rezultatima koji ukazuju da je
TT genotip statisticki znacajno zastupljeniji kod zdravih kontrola a da su nosioci C alela
statistiCki znacajno zastupljeniji u grupi obolelih od psorijaze u odnosu na zdrave
kontrole, odnosno da T alel ima protektivnu ulogu. Rezultati ove teze su u skladu sa
meta-analizom kojom su obradeni podaci 13 objavljenih radova koji ukazuju da je C alel
rs2201841 polimorfizma u genu za IL-23 R znacajno udruzen sa sklonos¢u ka nastanku
psorijaze u celokupnoj svetskoj populaciji (Zhu i sar., 2012), dok su rs11209026 i
rs7530511 polimorfizmi udruzeni sa sklonos¢u ka nastanku psorijaze prevashodno kod
evropskog stanovnistva (Lee i Song, 2013).

Ova meta-analiza ne ispituje znacaj rs2201841 polimorfizma za podloznost
psorijaznom artritisu jer ne postoje publikovani podaci o udruzenosti alela rs2201841
polimorfizma i sklonosti ka nastanku psorijaznog artritisa. Rezultati ove doktorske
disertacije po prvi put ukazuju na statisticki visoko znacajnu razliku u frekvencijama T i
C alela rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R izmedu pacijenata sa psorijaznim
artritisom 1 kontrola, pri ¢emu je T alel protektivan, odnosno smanjuje rizik za nastanak
psorijaznog artritisa (Popadic i sar., 2014). U skladu sa tim, rezultati ovog istrazivanja
ukazuju da postoji statisticki visoko znacajna razlika u distribuciji TT genotipa, koji je
¢e8¢i kod zdravih kontrola, dok su nosioci C alela tj. osobe sa CC 1 CT genotipovima

¢es¢i u podgrupi pacijenata sa psorijaznim artritisom.

U patogenezi psorijaze, indukcija Tyl7 odgovora dovodi i do oslobadanja
proinflamatornih citokina I1L-17 familije kao Sto su IL-17A i IL-17F iz Tyl7 i yd T-¢elija
koji dalje uticu na aktivaciju keratinocita (Laggner i sar., 2011). Pored Ty17 ¢elija, u kozi
zahvacéenoj lezijama u psorijazi, IL-17 mogu da sekretuju i neutrofili kao i mastociti (Lin
i sar., 2011).
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IL-17F indukuje oslobadanje proinflamatornih citokina i citokina koji dovode do
hemotakse neutrofila i na taj naéin doprinosi procesu inflamacije (Kawaguchi i sar.,
2006). Gen za IL-17F lociran je na kratkom kraku hromozoma 6 (6p12), a polimorfizmi
ovog gena predstavljaju interesantno polje za izuCavanje mehanizama hroni¢ne
inflamacije. Ustanovljeno je da odredeni polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida u genu za
IL-17F, kao Sto je polimorfizam 7488T/C koji dovodi do zamene histidina na poziciji
161 argininom (rs763780), moZe da bude udruZen sa sklonos¢u za nastanak ulceroznog
kolitisa, klasicne Tyl7 bolesti, (Arisawa i sar., 2008), ali i bronhijalne astme, koja
predstavlja model Ty2 bolesti, Sto je pokazano kod pacijenata u Japanu (Kawaguchi i
sar.,, 2006). Shibata i saradnici (2009) su ispitivali alelsku distribuciju rs763780
polimorfizma u genu za IL-17F kod pacijenata sa psorijazom u Japanu i nisu pronasli
povezanost izmedu ovog polimorfizma i sklonosti ka nastanku psorijaze (Shibata i sar.,
2009).

Ovo je prvo istrazivanje u kojem je odredena distribucija alela (G/A) na poziciji
Val 155 lle (V 155 I, 534G/A) u treCem egzonu gena za IL-17F (rs11465553) kod
zdravih osoba i pacijenata sa psorijazom u Srbiji. U dostupnoj literaturi postoje samo dve
publikacije u kojima je odredena distribucija alela i genotipova ovog polimorfizma. U
Saudijskoj Arabiji ispitivan je ovaj polimorfizam kod obolelih od bronhijalne astme, i
nije ustanovljena udruZenost alela ovog polimorfizma i podloznosti bronhijalnoj astmi
(Bazzi i sar., 2011). U navedenom istrazivanju ucestalost redeg alela je bila veoma niska
(<1%) Sto je otezalo procenu znacaja ovog polimorfizma za sklonost ka nastanku
bronhijalne astme. Druga studija, koja je obuhvatila 99 pacijenata sa Behcetovom
boles¢u i 114 kontrola analizirala je tri polimorfizma gena za IL-17F (rs2397084,
rs11465553, i rs763780) i ustanovljeno je da AG i GG haplotipovi rs2397084 i rs763780
imaju statistiCki visoko znaCajnu pozitivnu, 0dnosno inverznu asocijaciju, sa
podloZznoséu za razvoj Behcgetove bolesti dok su G i A aleli rs11465553 polimorfizma
bili iskljuceni iz analize zbog veoma male ucestalosti A alela (Jang i sar., 2008). Naime,
prilikom analize haplotipa izbaceni su podaci za rs11465553 polimorfizam gena za IL-
17F jer nije detektovan ni jedan redi A alel u kompletnoj kontrolnoj grupi, dok je kod
pacijenata sa Behgetovom boles¢u detektovan sa frekvencijom od oko 1%. U dostupnoj
literaturi nema podataka o eventualnoj povezanosti alela rs11465553 polimorfizma i
sklonosti ka nastanku psorijaze i drugih hroni¢nih inflamatornih bolesti. Poredenjem
zastupljenosti A alela u populaciji Srbije, Juzne Koreje i Saudijske Arabije zakljucuje se

da je nalaz ovog alela najc¢esc¢i u ispitivanoj populaciji u Srbiji. Iako je frekvencija redeg
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A alela bila dvostruko visa kod kontrola nego kod pacijenata, mali ukupan broj A alela je
doprineo izostanku statisti¢ki znacajne razlike u frekvenciji ovog alela izmedu kontrola i

pacijenata.
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1. Postoji statisticki visoko znaéajna razlika u frekvenciji G alela, odnosno GG i GA
genotipa polimorfizma gena za TNF na poziciji -308 (rs1800629) u grupama
obolelih od psorijaze sa visokim i srednjim PASI skorom u poredenju sa grupom

pacijenata sa niskim PASI skorom.

2. Dobijena je statisti¢ki visoko znacajna razlika u frekvencijama T i C alela rs2201841
polimorfizma gena za IL-23R izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim artritisom
1 kontrolnih, zdravih osoba, pri ¢emu je T alel protektivan, dok C alel povecava rizik

za nastanak psorijaznog artritisa.

3. Nosilaca C alela ispitivanog polimorfizma gena za IL-23R (rs2201841) je znacajno
viSe u grupi pacijenata sa psorijazom i podgrupi pacijenata sa psorijaznim artritisom

nego medu kontrolnim, zdravim osobama.

4. Postoji statisticki visoko znacajna razlika u ucestalosti TT genotipa rs2201841
polimorfizma gena za IL-23R izmedu podgrupe pacijenata sa psorijaznim artritisom
i kontrola. TT genotip je znacajno rede zastupljen kod pacijenata sa psorijaznim

artritisom.

5. Nosilaca TT genotipa rs2201841 polimorfizma gena za IL-23R je znacajno manje

medu pacijentima sa psorijazom tip 1 u odnosu na kontrole.

6. Ucestalost alela ispitivanih polimorfizama gena za TNF, IFN-gama, 1L-12B, IL-23R
i IL-17F kod zdravih osoba u Srbiji se znacajno razlikuje u odnosu na populacije

zdravih osoba na geografski udaljenim teritorijama i razli¢itog etnickog porekla.
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Spisak skracenica

AGR 129 soj miSeva koji su deficijentni za receptore za IFN tip I, tip 1l i Rag2

AP-2 (engl. Activating Protein 2)

ARMS (engl. Amplification-Refractory Mutation System)

CCHCR1 (engl. Coiled-Coil Alpha-Helical Rod Protein 1)

CCL ligand receptora za hemokine sa CC motivom

CXCL ligand receptora za hemokine sa CXC motivom

dHPLC  (engl. denaturing High Pressure Liquid Chromatography) te¢na
hromatogrefija pod visokim pritiskom i denaturiSu¢im uslovima

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

Dsg3H1  transgeni miS kod koga su transgeni T-celijski receptori specificni za
dezmoglein 3

EDTA (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid) etilen diamin tetrasir¢etna kiselina

EP (lat. Erythrodermia psoriatica)

FAM 6-fluorescein amidit

GWAS  (engl. Genome-Wide Association Study), ispitivanje polimorfizama gena u
celokupnom genomu

HLA humani leukocitni antigen

HDL (engl. High-density lipoprotein) lipoprotein velike gustine

IFIH1 (engl. InterFeron-Induced Helicase C domain-containing protein 1)
IFN interferon

IL interleukin

IL-23R IL-23 receptor

IL-28RA  IL-28 receptor antagonist

IP95% interval poverenja od 95%

IRNK informaciona RNK

K5-StAaTt3c konstrukt u kome je STAT3 pod kontrolom promotora keratina 5

K14-VEGFkonstrukt u kome je VEGF pod kontrolom promotora keratina 14

Kb kilobaza

LCE3C  (engl. Late Cornified Envelope protein 3C)

LCE3E  (engl. Late Cornified Envelope protein 3E)

LD (engl. Linkage Disequilibrium), vezanost nasledivanja

LL37 antimikrobni peptid nastao odvajanjem od katjonskog antimikrobnog
proteina katelicidina

MaALDI-Tor (engl. Matrix-assisted laser desorption/ionization-Time of Flight)

Mas. spekt. masena spektrometrija

MCA (engl. Melting Curve Analysis), analiza temperaturnog profila disocijacije
lanaca DNK
MGB (engl. Minor Grove Binder), hemijska grupa koja povecava temperaturu

hibridizacije oligonukleotida
mMIRNK  mikroRNK
MZF-1 (engl. Myeloid zinc finger 1)

NF«xB (engl. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
NF«kBlo  (engl. NFkB Inhibitor, alpha)
OR (engl. Odds Ratio), odnos Sansi
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PASI

PCR
PSORS1
pyroSeq
Rag2
REL
RFLP

RNK
SCID

SNP

Sp1
SSP
STAT3C

TNF
TNFAIP3
TNIP1

(engl. Psoriasis Area and Severity Index), skoriranje povrSine zahvacene koze
1 tezine klinicke slike

polimerazna reakcija lan¢anog umnozavanja

(engl. Psoriasis susceptibility 1)

pirosekvenciranje

(engl. Recombination-activating gene 2)

protoonkogen c-Rel, produkt REL gena

(engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism), polimorfizam duZine
fragmenata nastalih restrikcionom digestijom

ribonukleinska kiselina

(engl. Severe Combined ImmunoDeficiency), teSka kombinovana
imunodeficijencija

(engl. Single Nucleotide Polymorphism), polimorfizmi pojedina¢nih
nukleotida

(engl. Specificity protein 1)

(engl. sequence specific primers)

(engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3), prenosilac signala
i aktivator transkripcije 3

(engl. Tumor Necrosis Factor), faktor nekroze tumora

(engl. TNF-Alpha-Induced Protein 3)

(engl. TNFAIP3-Interacting Protein 1)

TRAF3IP2 (engl. TNF Receptor-Associated Factor 3-Interacting Protein 2)

Th
TYK2
VEGF

VIC
WB

(engl.T-helper cell), pomoénicka T-celija

tirozin kinaza 2

(engl. Vascular Endothelial Growth Factor), faktor rasta vaskularnog
endotela

fluorescentna boja neobjavljene stukture, patent Applied Biosystems

(engl. Wash buffer), pufer za ispiranje
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