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WYKAZ SKROTOW

cDNA- komplementarny DNA (ang. complementary DNA).

DNA- kwas deoksyrybonukleinowy

dUTPaza- hydrolaza trojfosforanu deoksyurydyny

EBV- wirus Epsteina-Barr (Epstein-Barr virus)

ELISA- immunoenzymatyczny test fazy stalej ( ang. enzyme linked immunosorbent
assay).

GAPDH- dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

HaCaT- niesmiertelne linie komérkowe keratynocytow

hCG-gonadotropina kosmoéwkowa (ang. human chorionic gonadotropin)
HERV-Ludzkie endogenne retrowirusy (ang. human endogenous eetroviruses)

HIV- ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

HLA- ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens)

HML- ang. human MMTV-like

HPV- wirus brodawczaka ludzkiego (ang. humman papilloma viruses)

HSV- wirus opryszczki pospolitej (herpes simplex virus)

ICD-10- Migdzynarodowa Statystyczng Klasyfikacja Chorob i Problemoéw Zdrowotnych-
10 (ang. International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems)
IL- interleukina

INF- y- interferon gamma

LINE- dtugie rozproszone elementy jadrowe (ang. long interspersed element)

LTR- dlugie powtorzeni koncowe (ang. long terminal repeats)

MMTV- mysi wirus nowotworu sutka (ang. mouse mammary tumor virus)

PASI- Skala oceny nasilenia tuszczycy (ang. Psoriasis Area and Severity Index)

PBL- limfocyty krwi obwodowej (ang. peripheral blood lymphocytes)

PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells)

PBS- s6l fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered saline)
PCR- reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PSORSI1- (ang. psoriasis susceptibility locus 1)

RA- wzgledny poziom (ang. relative abundance)

real-time PCR- reakcja fancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

RFLP- polimorfizm dhugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment length
polymorphism)

RNA - kwas rybonukleinowy

SINE- krotkie rozproszone elementy jadrowe (ang. short interspersed element)

SLE- toczen rumieniowanty uktadowy (ang. systemic lupus erythematosus)

SNP- warianty jednonukleotydowych polimorfizméw (ang. single nucleotide
polymorphism)

SNRNP- male jadrowe nukleoproteiny (ang. small nuclear ribonucleoproteins)

TCR - ang. T Cell Receptor)

Tm- temperatura topnienia

TNF-a - czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis factor)

tRNA- transportujagcy RNA (ang. transfer RNA)

UNG- uracylo-N-glikozylaza

VLP- czastki retrowirusopodobne (ang. retrowirus-like particle)



WSTEP

Rozpziar. 1. WSTEP

1.1. LuszczycA
1.1.1. INFORMACJE WSTEPNE

Luszczyca (psoriasis) jest przewleklg chorobg zapalng, 0 podtozu genetycznym
(Elder i wsp., 2001). Cechuje si¢ nadmierng proliferacjg keratynocytow, prowadzacg do
powstania na skorze tusek i krost majacych tendencje do zlewania. Zmiany moga
wystepowac jedynie w postaci hielicznych ognisk w specyficznych lokalizacjach, badz tez
zajmowac niemal calg powierzchnig ciata oraz stawy. W skrajnych przypadkach choroba ta
moze prowadzi¢ do inwalidztwa. Przebieg kliniczny jest zr6znicowany- niektorzy chorzy
moga cieszy¢ si¢ nawet wieloletnimi okresami reemisji, Kiedy to ustepujace zmiany nie
pozostawiajg Sladu, podczas gdy u pozostatych czas ten jest bardzo krotki (Gawkrodker,
2008; Jabtonska i Majewski, 2008; Christopens i Mrowietz, 2010). W przesztosci
uwazano, ze tuszczyca jest jedynie choroba skory (Kremers i wsp., 2007). Od lat 70’tych
ubieglego stulecia poglad ten byl podwazany, na korzys¢ obecnie obowigzujacego Stanu
wiedzy, uznajacego tuszczyce za chorobe ogodlnoustrojowa mediowang przez uktad

immunologiczny (Fry, 1988; Kremers i wsp., 2007; Reich, 2012).

Mogtoby sie¢ wydawacé, ze tuszczyca jest jedynie defektem estetycznym i Ze nie
wywiera zbyt duzego wptywu na zycie osob nig dotknigtych. Nie jest to prawda. Skora jest
narzagdem naszego ciata odgrywajacym wazng role w kontaktach spotecznych. Osoby
dotknigte tuszczyca spotykaja si¢ z uporczywymi Spojrzeniami, mimicznymi oznakami
odrazy, fizycznym odsuwaniem si¢ ludzi, ale takze wprost artykutowanymi pytaniami
o zakazno$¢ choroby. Zdarza si¢ takze, ze sg proszeni o opuszczenie miejsc publicznych,
jak np. salonu fryzjerskiego czy basenu (Hawro, Janusz i Zalewska, 2011). Osoby chore na
psoriasis doswiadczaja stygmatyzacji (Migkos-Zydek i wsp., 2006), a jakos¢ ich zycia
plasuje si¢ na podobnym poziomie jak osOb cierpigcych na schorzenia bezposrednio

zagrazajace zyciu, jak np. zawatl serca czy nowotwor (Rapp i wsp., 1999). Van de Kerkhof

10



WSTEP

(2004), trafnie, okre$lit ja mianem schorzenia rujnujacego zycie (ang. life-ruining),
czynigcym je trudnym do zniesienia. Nie ulega zatem watpliwosci, ze okreslenie
etiopatogenezy tej choroby jest niezwykle wazne zarowno z poznawczego punktu widzenia

jak 1 ze wzgledow pragmatycznych.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Luszczyca jest chorobg szeroko rozpowszechniong w populacji. Ocenia sig,
ze dotyka ok. 2-3% mieszkancow Europy (Schafer, 2006) oraz 2,2% o0sob
zamieszkujacych Stany Zjednoczone Ameryki Potnocnej (Stern i wsp, 2004). Czgstosé
wystepowania psoriasis zalezy od przynaleznosci etnicznej. W duzych badaniach
populacyjnych przeprowadzonych wsrod rdzennych mieszkancow Ameryki Poludniowe;j
(zbadano 26 000 Indian) oraz mieszkancow wysyp Samoa (12 500 badanych) nie
odnotowano zadnych przypadkow tuszczycy. Choroba jest takze mniej czesta w Afryce,
cho¢ wystepuje duze zréoznicowanie pomiedzy mieszkancami Wschodu i Zachodu tego
kontynentu. Natomiast najwigksza liczb¢ osob chorych na tuszczyce obserwuje si¢ w
Norwegii: zapada na nig od 4,8% (za: Gudjonsson i Elder; 2007) do 8,5% (Parisi i wsp.,
2012) populaciji.

Luszczyca jest oberwowana u 0séb obojga ptci z rownym prawdopodobienstwem,
cho¢ pojedyncze doniesienia wskazuja na wystepowanie réznic pomiedzy kobietami
a me¢zczyznami w zakresie czesto$ci zachorowan oraz wieku pierwszego wysiewu
choroby. Pierwsza kliniczna manifestacja choroby moze pojawi¢ sie w kazdym wieku,
jednak najczeséciej wystepuje u 0so6b miedzy 15 a 30 rokiem zycia (za: Gudjonsson i Elder;
2007). Drugi szczyt zachorowan wystgpuje na przetomie 5 i 6 dekady zycia (Christopers i
Mrowietz, 2010). Hensler i Christophers (1985) zaobserwowali zwigzek wieku pacjenta w
momencie pierwszego Wwysiewu z rodzinnym wystepowaniem choroby oraz ze
specyficznym uktadem alleli nazwanych HLA-Cw6. Na tej podstawie wyodrebnili oni 2
typy choroby. Dzi§ przyjmuje si¢, ze typ | zwigzany jest z haplotypem HLA-Cwe6,

rodzinnym  wystepowaniem, wiekiem chorych ponizej 40 lat, infekcjami

11



WSTEP

paciorkowcowymi oraz sktonnoscig do ciezszego przebiegu. Natomiast typ Il, na ktory
czesciej zapadaja osoby powyzej 40 roku zycia, ma mniejszy zwigzek z antygenami HLA,
rodzinnym wystepowaniem, infekcjami paciorkowcowymi oraz charakteryzuje sie
stabilniejszym przebiegiem (Weisenseel i wsp., 2002, za: Gudjonsson i Elder; 2007,
Christopers & Mrowietz, 2010). Warto zaznaczy¢, ze cho¢ zaproponowany podzial jest
powszechnienie uznany, istniejg doniesienia przeczace takiemu rozréznieniu, zwlaszcza

w przypadku mieszkancow Dalekiego Wschodu (za: Gudjonsson i Elder; 2007).

Luszczyca wspotwystepuje z szeregiem schorzen. Doniesienia literaturowe w tym
zakresie nie zawsze sg zbiezne, generalnie jednak wskazywane sg takie choroby jak:
sercowo-naczyniowe, cukrzyca typu Il, zespdt metaboliczny, depresja, niewydolno$é
nerek, choroby watroby, wirusowe zapalenie watroby typ B i C, astma oskrzelowa,
choroba wrzodowa zotadka i dwunastnicy oraz inne schorzenia o podlozu
immunizacyjnym (Chen i wsp., 2008; Davidovici i wsp., 2010; Naldi i Mercuri, 2010;
Yang i wsp., 2011; Armstrong i wsp., 2012; Takahashi i lizuka, 2012). Z kolei, do
najcze$ciej wymienianych czynnikow ryzyka psoriasis zalicza si¢ otylo$¢, palenie
papieroséw, uzywanie alkoholu, stres psychologiczny oraz przebyte infekcje (Davidsson
i wsp., 2005; Huerta i wsp., 2007, Szramka-Pawlak i wsp., 2011). Warto zwroci¢ uwage,
ze czgs¢ z wymienionych czynnikoéw ryzyka moze by¢ zar6wno przyczyna jak
1 konsekwencja zachorowania na tuszczyceg, np. dos$wiadczanie stresu moze byc¢
czynnikiem spustowym w luszczycy (aspekt psychosomatyczny), jak i rezultatem (aspekt

somatopsychiczny).

1.1.3. OBJAWY CHOROBY | PODZIAL

Obraz kliniczny psoriasis rozni si¢ w zalezno$ci od cech osobniczych, lokalizacji
zmian, sposobu leczenia, czynnikow ryzyka, typu oraz odmiany klinicznej (Gawkrodker,
2008; Christophers i Mrowietz, 2010). Moga wystepowaé postacie lekkie- z kilkoma
grudkami oraz ci¢zkie obejmujacej zmianami prawie cate cialo. Zgodnie Migdzynarodowa

Statystyczng Klasyfikacjg Chorob i Problemow Zdrowotnych (ICD-10, ang. International
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Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems) wyréznia sie
nastepujace odmiany tuszczycy:

- luszczyca pospolita

- luszczyca krostkowa uogélniona

- zapalenie ciggte krostkowe konczyn

- luszczyca krostkowa dtoni i podeszew

- luszczyca grudkowa

- luszczyca stawowa

- inna luszczyca

- nieokreslona tuszczyca

Morfologiczny obraz zmian jest rowniez charakterystyczny dla specyficznej
lokalizacji anatomicznej. Ogniska luszczycowe moga wystepowaé zarowno na skorze
gladkiej jak 1 owlosionej, w okolicach wyprzeniowych, pracia, podeszw i stop, blon
Sluzowych czy paznokci. Miejscami predylekcyjnymi dla tuszczycy zwyktej sa okolice
kolan i tokci oraz owlosiona skoéra glowy. Oprocz wymienionych lokalizacji
anatomicznych, zmiany mogg pojawia¢ si¢ na niemal calej powierzchni ciata. Ponadto u 1-
2% chorych rozwija si¢ erytrodermia tuszczycowa, gdzie ogniskami objete jest powyzej
90% powierzchni skoéry chorego (Jabtonska i Majewski, 2008). W dalszej czesci
niniejszego opracowania pod terminem tuszczyca, autorka bedzie odnosita si¢ do
tuszezycy zwyklej (chyba, ze zostanie zaznaczone inaczej), jako ze tej odmianie klinicznej

poswigcone byly przeprowadzone badania.

Zazwyczaj pierwszym objawem w tuszczycy sa czerwonobrunatne lub czerwone
grudki, o dobrze odgraniczonych brzegach, pokrywajace si¢ srebrng tuska, na skutek
nieprawidlowego i1 przyspieszonego rogowacenia komodrek. Wczesne zmiany wystepuja
w postaci drobnych grudek o wielkosci do 1-2 cm, szerzacych si¢ obwodowo i tworzacych
obraczki poprzez ustgpowanie w czesci Srodkowej. W pelni rozwinigte ogniska maja do

kilku cm 1 pokryte sg $cisle przylegajacymi tuskami, tworzac tzw. blaszki tuszczycowe
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(Jabtonska 1 Majewski, 2008; Christophers i Mrowietz, 2010). Czesto obserwuje si¢
wspotwystepowanie silnego §wigdu. Zwykle zmiany po ustgpieniu nie pozostawiajg blizn,

cho¢ na skérze mogg okresowo wystepowac przebarwienia.

1.1.4. POWSTAWANIE ZMIAN

Zmiany ‘luszczycowe powstaja wskutek hiperproliferacji  keratynocytow.
Keratynocyty dzielg si¢ co 36h (w warunkach fizjologicznych cykl zycia komorki trwa
300 h), a nastgpnie przesuwajg ku powierzchni skory w ciggu 3-4 dni (w skorze zdrowej
proces ten trwa przez 28 dni), po czym oddzielaja si¢ jako tuski (za: Gudjonsson i wsp.,
2004). Uwaza si¢, ze obecne w duzej liczbie w zmianach chorobowych limfocyty T
odgrywaja glownag rolg w etiopatogenezie psoriasis. Jedna z hipotez zaktada, ze aktywacja
limfocytow T nastepuje pod wptywem wczesnych zmian zapalnych wywotanych przez
cytokiny, druga natomiast wtorno$¢ hiperproliferacji keratynocytow wobec aktywacji
limfocytéw i uwalniana cytokin (Christophers, 2006). Cytokiny i komorki uktadu
immunologicznego w  etiopatogenezie  tuszczycy tworza sie¢  wzajemnych,

skomplikowanych zalezno$ci.

Warto zaznaczyé¢, ze produkowany przez limofycty T (wsérdod wielu cytokin)
interferon gamma (INF- y) moze by¢ gtownym czynnikiem wywotujacym zmiany skorne
(Christophers, 2006). Ponadto INF- y oraz czynnik martwicy guza (TNF-a- ang. tumor
necrosis factor) indukuja wytwarzanie przez keratynocyty wielu interleukin oraz innych
cytokin i czynnikéw wzrostowych, co prowadzi do postawania swoistego ,,btednego kota”
(Elder i wsp., 2010). Czynnik i te sg bezposrednio zwigzane z przyspieszeniem cyklu
komorkowego i nadmierng aktywnoscig proliferacyjng komorek (Galadari i wsp., 2007).
Pomimo, ze limfocyty T 0sob chorych na tuszczyce posiadaja pewne szczegdlne receptory,
jak dotad nie ustalono antygenu czy tez czynnika infekcyjnego istotnego w patogenezie
choroby. Jedna z hipotez zaklada, Zze autoantygeny sa produktami kombinacji alleli

poszczegolnych genow (Albanesi i wsp., 2007).
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1.1.5. PoDLOZE GENETYCZNE

Wiadomo, ze luszczyca ma podtoze genetyczne- U s pacjentOw obserwuje si¢
dodatni wywiad rodzinny (Luczkowska i Zaba, 2011). Psoriasis jest dziedziczona
poligenowo i uwarunkowana wieloczynnikowo. W procesie chorobowym istotng role
odgrywajg takze warunki srodowiskowe. W praktyce oznacza to, ze poszukiwanie gendow
odpowiedzialnych za wystepowanie tuszczycy jest niezwykle trudne oraz ze nie mozna

wyloni¢ jednego allelu, ktorego obecno$¢ warunkuje wystapienie choroby.

Dotychczas na podstawie analizy sprzezen w rodzinach obarczonych choroba,
wytypowano i opisano ok. 20 loci zwigzanych z tuszczycg. Natomiast tylko jedno z nich —
PSORS1 (ang. psoriasis susceptibility locus 1) zawierajace gen HLA —C (6p21)- uznawane
jest za uniwersalne, co oznacza ze jego zwigzek z chorobg jest obserwowany w licznych
populacjach (Nair i wsp., 2006; Valdimarsson, 2007; Nestle i wsp., 2009; Elder i wsp.,
2010). Ustalono, ze osoby o kombinacji polimorficznych miejsc oznaczanych HLA-Cw6
czeSciej zapadaja na psoriasis niz osoby 0 odmiennym haplotypie. Posiada go 60% o0sob
chorujacych na typ I tuszczycy (Duffin 1 wsp., 2010), a jego obecno$¢ zwigzana jest
ciezszym przebiegiem psoriasis. HLA-Cw6 zwigksza ryzyko zachorowania 10-krotnie
(Valdimarsson, 2007), co oznacza, ze nie kazda osoba ktora posiada taki haplotyp
zachoruje na tuszczycg. Uwaza si¢ takze, ze HLA-Cw6 odpowiada za 50% ryzyka
wystgpienia choroby u rodzenstwa osob zmagajacych si¢ z tuszczyca (The International

Psoriasis Genetic Consortium, 2003).

Poza opisanym PSORS1 opisano jeszcze dziewie¢ obszaré6w podatnosci
na tuszczyce (PSORS 2-PSORS10). Obejmujg one szereg gendow, w roznych lokalizacjach
chromosomowych. Zadne jednak z nich, nie zostalo uznane za powszechne, bowiem nie
znalazto potwierdzenia w badaniach z udzialem réznych populacji (Nestle i wsp, 2009;
Duffin i wsp., 2010). Interakcje pomigdzy kandydujacymi genami i haplotypami takze sa
niejednoznaczne i trudne do zinterpretowania. Dlatego poki co nie jest mozliwe okreslenie
genetycznej kombinacji  réznych loci, ktéra miataby bezposredni  zwigzek

z wystepowaniem choroby (The International Psoriasis Genetic Consortium, 2003).
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Interesujacych  rezultatéw  dostarczaja  badania z  udzialem  bliznigt
monozygotycznych. Wykazano bowiem, ze jezeli choruje jedno z nich, drugie zapada
na tuszczyce w blisko 70% przypadkéw. Jest to niewatpliwe fakt przemawiajacy, za
istotng rolg czynnikéw genetycznych i epigenetycznych w etiopatogenezie tuszczycy-gdyz
identyczno$¢ genomu z osobg chorg nie jest warunkiem wystarczajgcym do zachorowania
(Krueger i wsp. 2005; Valdimarsson, 2007). Wiadomo zatem, ze istnieje genetyczna
predyspozycja, natomiast nadal nie znamy czynnika, badz mechanizmu odzialywan

pomiedzy czynnikami, ktore przesadzataby o wystepowaniu tuszczycy.

1.1.6. LECZENIE

Istniejg rdézne schematy leczenia luszczycy, ich stosowanie uzaleznione jest
od przebiegu Klinicznego choroby, wieku, pici pacjenta oraz reakcji na dotychczasows
trapi¢. Powinny one uwzgledniac takze preferencje osob chorych, bowiem zwykle jest to
proces 0 dlugoletniej/dozywotniej perspektywie. Stosowane sg preparaty miejscowe,
ktorych zadaniem jest przede wszystkim usunigcie tuski oraz ograniczenie nadmiernego
roznicowania keratynocytow i stanu zapalnego. Leczenie zewngtrzne bywa duzym
obcigzeniem, bowiem nalezy regularnie, nieraz kilka razy dziennie aplikowac na skore

preparaty (Jabtonska i Majewski, 2008).

Stosowane jest takze leczenie ogdlne. Warto zaznaczy¢, ze wigkszos$¢ lekow
stosowanych ogoélnie oraz naswietlania promieniami UV maja szerokie spektrum objawow
niepozadanych, np.: mogg powodowaé powazne uszkodzenia nerek, watroby
czy potencjalnie dzialaé teratogennie (Christophers i Mrowietz, 2010; Luczkowska i Zaba,

2011).
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1.1.7. CZYNNIKI PROWOKUJACE LUSZCZYCE

Liczne czynniki mogg prowokowaé wystapienie tuszczycy i przejscie z ukrytej do
objawowej postaci choroby. Mozna je podzieli¢ na czynniki zewnatrz-
I wewnatrzpochodne. Do czynnikéw zewnatrzpochodnych nalezg:

« uraz (Grawkroder, 2008; Christopens i Mrowietz, 2010),

. czynniki fizyczne (np. promieniowanie UV, oparzenia, zabiegi chirurgiczne)
(Grawkroder, 2008; Christopens i Mrowietz, 2010),

« czynniki chemiczne (np. oparzenia srodkami chemicznymi, ekspozycje na dziatanie

srodkow toksycznych) (Christopens i Mrowietz, 2010; Luczkowska & Zaba, 2011).
Do najczgstszych czynnikéw wewnatrzpochodnych natomiast nalezg:

« infekcje, przede wszystkim bakteryjne i wirusowe (Leung i wsp., 1995; Weisenseel
i wsp., 2002; Majewski i Jabtonska, 2003; Fry i Baker, 2007; Grawkroder, 2008;
Valdimarsson i wsp., 2007; Luczkowska i Zaba, 2011),

. przyjmowane leki (np.: beta-blokery, zwiazki litu, leki przeciwmalaryczne) (Fry
i Baker, 2007; Grawkroder, 2008; Luczkowska i Zaba, 2011),

« stres psychologiczny (Fortune i wsp., 1998; Pacan i wsp., 2003; Grawkroder, 2008;
Fuczkowska i Zaba, 2011).

Wsrdd czynnikdw mogacych potencjalnie wyzwalaé tuszeczyce wymienia si¢ takze ludzkie

endogenne retrowirusy (Fry i Baker, 2007) opisane w dalszej czeSci niniejszego rozdziatu.

1.2. LubzKIE ENDOGENNE RETROWIRUSY

1.2.1. INFORMACJE WSTEPNE- ELEMENTY RUCHOME W GENOMIE

Od momentu zakonczenia z sukcesem Projektu Sekwencjonowania Ludzkiego
Genomu wiadomym jest, ze ludzki genom zawiera relatywnie mata liczbg genow, a czgséci
kodujace (eksony) stanowig jedynie niewiele ponad 1% catego DNA (ang.
deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy) komorki (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Villesen i wsp., 2004). Z réwnie duzym
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zaskoczeniem przyjeto informacje, ze blisko 50%, bo az 46% genomu stanowig elementy
ruchome- transpozony, zwane takze we¢drujgcymi, badz skaczgcymi genami (ang. jumping
genes) lub tez mobilnymi elementami genetycznymi (ang. mobile genetic elements).
Co ciekawe uwaza si¢, ze szacunki dotyczace procentowego udzialu elementoéw
ruchomych w genomie sg zanizone, ze wzgledu na dywergencje prehistorycznych insercji,
ktore obecnie sg juz nie do rozpoznania. Sekwencje te majg zdolno$¢ do przemieszczania

si¢ w obrebie genomu, na drodze procesu zwanego transpozycja.

Zasadniczo, wsérod krggowcow wyroznia si¢ cztery grupy elementow ruchomych:
dhugie rozproszone elementy jadrowe (LINE- ang. long interspersed element), krotkie
rozproszone elementy jadrowe (SINE- ang. short interspersed element), transpozony LTR
oraz transpozony DNA. Trzy pierwsze ulegaja transpozycji za posrednictwem transkrypcji
na RNA (ang. ribonucleic acid, kwasy rybonukleinowy) a nastepnie odwrotnej transkrypcji
na DNA i sg okreslane jako transpozony klasy I (retroelementy), natomiast transpozony
DNA przemieszczajg si¢ bez posredniczacej roli RNA i sg jedynymi przedstawicielami
klasy Il. Retroelementy stanowia okoto 42,2 % ludzkiego genomu oraz okoto 90%
wszystkich elementow ruchomych (Bannert i Kurth, 2004; Cordaux i Batzer, 2009).
Uwaza si¢, ze obecnie zdolnosci do aktywnego przemieszczania w genomie posiadaja
niektore z elementow ruchomych nalezace do LINE oraz SINE, a takze w ograniczonym
stopniu (jezeli jakimkolwiek) transpozony LTR. Natomiast transpozony DNA stanowig
okoto 2% zawartego w komorkach DNA i byty aktywne okoto 37 min lat temu (Cordaux i
Batzer, 2009). Ze wzgledu na tematyke niniejszej rozprawy, szczegdtowo opisane zostang
ludzkie endogenne retorowirusy, nalezace wraz z retrotranspozonami do grupy
retroelementow charakteryzujacej si¢ obecnoscia niekodujacych dhugich powtorzen

koncowych (LTR-ang. long terminal repeats) (Bannert i Kurth, 2004).

1.2.2. POCHODZENIE

Ludzkie endogenne retrowirusy (HERV-ang. human endogenous eetroviruses)

zostaly odkryte w latach 80’tych XX wieku- przyjmuje si¢, ze stanowig ok. 8% ludzkiego
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genomu. Prawdopodobnie sa ewolucyjnymi pozostatosciami po infekcjach retrowiruséw
egzogennych, ktore zostaly zintegrowane z chromosomami komorek szlaku piciowego i sg
przekazywane z pokolenia na pokolenie (Bannert i Kurth, 2004; Zwolinska, 2006). Istnieja
dwie teorie wyjasniajace nieodwracalng integracic HERV z komoérkami gospodarza.
Pierwsza z nich, zwana teorig pasozytniczg (ang. parasitic hypothesis lub selfish
hypothesis), zaktada, ze w toku ewolucji organizmy nie byly zdolny do usuniecia ich z
wilasnych genomow. Natomiast zgodnie z drugg, zwang teorig symbiotyczng (ang.
symbiotic theory), obecnos¢ HERV w genomie miataby by¢ wynikiem pozytywnej
selekcji naturalnej, gdzie ktadzie si¢ nacisk na petienie przez nie waznych dla organizmu
funkcji. Teorie te nie musza si¢ wzajemnie wyklucza¢: poczatkowo ,,pasozytnicza”
integracja fragmentow DNA, na skutek zajscia wielu mutacji, mogta okaza¢ si¢ korzystna,
jako ze doprowadzita do powstawania funkcjonalnie waznych biatek (Larsson i Andersson,

1998; Zwolinska, 2006).

Uwaza si¢, ze HERV wbudowaly si¢ w niewielkiej liczbie (co znajduje
odzwierciedlenie w stosunkowo matej licznie rodzin) do komorek naszych przodkow
najwczesniej przed 25 min lat, po czym ulegaly wielokrotnym amplifikacjom
1 rozproszeniu w rdzne miejsca genomu. Najwigksza czestos¢ omawianych sekwencji
wystepuje na allosomach oraz na chromosomie 4 i 20 (Zwolinska, 2006). Pomimo, ze
wiekszos¢ HERV w toku ewolucji ulegata kolejnym mutacjom genowym (szczegdlnie
delecjom i insercjom), cze$¢ z nich posiada otwarte ramki odczytu i jest zdolna
do kodowania funkcjonalnych biatek, a nawet formowania czasteczek wirusopodobnych
(Nelson i wsp., 2003; Bannert i Kurth, 2004). Tak duzy udzial procentowy sekwencji
ruchomych genomu, w tym endogennych retrowirusoéw sktania do stawiania pytan

odnosnie ich ewolucyjnej funkcji, a takze wptywu na funkcjonowanie organizmu.

1.2.3. BubowA | KLASYFIKACJA

Ludzkie endogenne sekwencje retrowirusowe maja budowg typowa dla

retrowiruséw, tzn. geny gag, pol oraz env oflankowane sg obustronnie sekwencjami LTR
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(por Ryc. 1.1.). Gen gag odpowiedzialny jest za kodowanie biatek strukturalnych, pol
koduje odwrotng transkryptazg, proteaze, rybonukleaz¢ H i integraze, a env biatka
otoczkowe oraz powierzchniowe. Przedstawiona struktura jest charakterystyczna dla
wszystkich  HERV z wyjatkiem reprezentantow rodziny HERV-L, ktore tak jak
transpozony, nie posiadajg genu env. Nalezy zaznaczy¢, ze istotng funkcje dla procesu
transpozycji i1 ekspresji biatek pelnia LTR. W ich obrebie mieszcza si¢ promotory,
wzmacniacze i wyciszacze, ktore w odpowiedzi na odpowiednie biatka warunkujg swoistg

tkankowo ekspresje (Zwolinska, 2006).

AL e I e e
I ——

Rycina 1.1. Struktura sekwencji ludzkich endogennych retrowirusowéw
Zrédlo: Opracowanie wiasne

Klasyfikacja HERV nastrecza wiele niejasno$ci. Zazwyczaj HERV dzieli si¢ na
rodziny ze wzgledu na aminokwasowa swoisto§¢ tRNA (transportujacy RNA), ktory
przytacza si¢ do miejsca PBS ( ang. primer binding site) w trakcie odwrotnej transkrypcji.
Rodzina oznaczana jest litera, bedaca skrétem danego aminokwasu, na przyktad:
w rodzinie HERV-K odnajdziemy sekwencje, dla ktorych swoistym tRNA przytaczajacym
si¢ do PBS, jest tRNA transportujacy lizyne. Zasadnicza wada zaproponowanej
klasyfikacji, jest taczenie w grupy niespokrewnione endogenne retrowirusy, jako ze liczne
HERV filogenetycznie majace ze soba niewiele wspdlnego uzywa tego samego
starterowego tRNA. Poza tym, ze wzgledu na liczne mutacje, PBS moze by¢

nierozpoznany (Mayer i Meese, 2005; Zwolinska, 2006).

Niektorzy badacze, chcac dokonaé precyzyjniejszego opisu nadaja nazwy grupom
ze wzgledu na ich podobienstwo do wiruséw egzogennych, obecno$ci szczegdlnych
motywow sekwencji lub postugujac si¢ nazwami zwyczajowymi, jak to ma miejsce

w przypadku ERV-3, ktore ze wzgledu na swoisty dla arginininy tRNA moze by¢
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nazywany i zaliczany do rodziny HERV-R (Bannert i Kurth, 2004; Zwolinska, 2006). Takie
odstepstwa od przyjetej nomenklatury przyczyniajg si¢ do powstawania jeszcze wigkszych
niejasnosci.  Niejednorodno$¢  klasyfikacji  znajduje  takze  odzwierciedlenie
w liczbie wyroznionych rodzin HERYV, np.: Gifford i1 Tristem (2003) wyrdznili 50 rodzin
HERV podczas gdy Mager i Medstrand 42 rodziny (za: Mayer i Meese, 2005). Wielu
badawczy uwaza ponadto, ze liczba prowirusow z réznych rodzin ukonstytuowanych
w toku ewolucji w genomie byla znaczenie wicksza niz dzis. Majg o tym $wiadczy¢
obecne w genomie sekwencje solo-LTR, ktore sg pozostatosciami po homologicznej

rekombinacji pomi¢dzy prowirusami (za: Mayer i Meese, 2005).

Zgodnie z drugim schematem taksonomicznym, wyré6znia si¢ trzy klasy HERV na
podstawie homologii genu pol wzgledem tegoz samego genu wirusow egzogennych. Do
klasy | zaliczamy endogenne retrowirusy wykazujace homologi¢ do gammaretrowirusow,
do klasy II homologiczne do betaretrowirusow 1 wreszcie w klasie III odnajdziemy
endogenne retrowirusy podobne do spumarctowirusow (de Parseval i Heidmann, 2005;
Zwolinska, 2006). Oba schematy taksonomiczne wydaja si¢ by¢ rozlaczne, cho¢ nalezy
zauwazyC, ze W klasie II znajduja si¢ tylko i wytacznie HERV z rodziny K, w klasie III

HERV z rodziny L, a w klasie I mozna odnalez¢ pozostate (Nelson i wsp, 2003).

1.2.4. POTENCJALNY WPLYW NA FUNKCJONOWANIE ORGANIZMU

Integracja HERV z genomem ma charakter nieodwracalny. Insercje
1 amplifikacje doprowadzily do nagromadzenia znacznej ilos¢ DNA o nieznanej funkcji,
okreslanego jako ,$mieciowe DNA”. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze ruchomos$é
transpozonéw wptywata w toku ewolucji na rearanzacje w obrgbie genomu, tym samym

dzialajac na jego plastycznos$¢, procesy selekcji 1 adaptacji (Zwolinska, 2006).

Uwaza si¢, ze HERV moga takze wplywac na organizm regulujac badz zaktocajac
ekspresje gendéw. W literaturze opisywane sa promotory pochodzace z endogennych

retrowirusow, jak np. genu amylazy $linowej, plejotropiny czy midl (ktérego mutacja
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powigzana jest z wystgpowaniem Zespotu Smitha-Lemliego-Opitza) (Nelson i wsp., 2004;
Zwolinska, 2006). Jordan i wsp. (2003) przy pomocy analizy komputerowej wykazali,
ze ok 25% ludzkich sekwencji promotorowych wywodzi si¢ z ruchomych elementéw

genomu.

Takze, tworzenie miejsc inicjacji transkrypcji, nowych kodondéw stop czy miejsc
splicingowych, na skutek losowej integracji z genomem, bez watpienia nie pozostaje
obojetne dla organizmu. Najwickszg uwage przykuwaja schorzenia wywotane przez
insercje elementdow ruchomych w obrgbie gendéw, wywotujagce drastyczne zmiany
fenotypowe. Jednakze subtelniejsze zmiany w transkrypcji moga okaza¢ si¢ rownie
znaczace dla organizmu, skutkujac na przyklad zwigkszeniem kontroli nad ekspresja
genow, jak ma to miejsce w przypadku inaktywacji chromosomu X w czasie rozwoju

zarodkow pfci zenskiej (Nelson i wsp., 2004).

Przypuszcza si¢, ze endogenne retrowirusy moga takze wplywaé na
funkcjonowanie organizmu inicjujagc proces immunizacji przez mimikre molekularng
(ang. molecular mimicry). Zjawisko to opiera si¢ na homologii pomiedzy biatkami
produkowanymi przez patogen a biatkami gospodarza, skutkujace uruchomieniem reakcji
immunologicznej 1 produkcja przeciwcial reagujacych krzyzowo, tzn. zardwno
z antygenami drobnoustrojow jak i gospodarza. Reakcje krzyzowe wykrywano
w odniesieniu do retrowirusow egzogennych, np. pomiedzy biatkiem p24 ludzkiego wirusa
niedoboru odpornosci (HIV- ang. human immunodeficiency virus) a czastkami matych
jadrowych nukleoprotein (snRNP- ang. small nuclear ribonucleoproteins) u osob chorych
na toczen rumieniowanty uktadowy (SLE - ang. systemic lupus erythematosus),
seronegatywnych wzgledem HIV. Badania wskazuja na wyzZsze stezenia przeciwcial
skierowanych przeciw bialkom produkowanym przez endogenne retrowirusy u o0sob
chorych na stwardnienie rozsiane, SLE czy twardzine uktadowa w poréwnaniu z osobami
zdrowymi (Nelson i wsp., 2004). Uwaza si¢, ze HERV z rodzin R, W oraz K
z najwigkszym prawdopodobienstwem zdolne sa do produkowania biatek, mogacych

potencjalnie oddzialywaé¢ na drodze mimikry molekularnej (Nelson i wsp., 2004).
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Mozliwo$¢ zachodzenia molekularnej mimikry w omawianym kontekscie jest
niekwestionowana, cho¢ nalezy zaznaczy¢ ze aby moglo do niej dojs¢ HERV musza
posiada¢ otwartg ramke odczytu i zdolno$¢ do ekspresji catych biatek wirusowych badz ich
fragmentow. Badania z zastosowaniem roznorodnych technik molekularnych potwierdzity
obecno$¢ czastek retrowirusopodobnych (VLP-ang. retrowirus-like particle) np. w mazi
stawowej w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawow (Reynier i wsp., 2009),
w moézgach chorych na stwardnienie rozsiane (Mameli i wsp. 2012; Perron i wsp., 2012
czy komorkach raka piersi stymulowanych hormonami glukokortykosteroidowymi (Nelson

i wsp., 2004; Zao i wsp., 2011).

Ludzkie endegenne retrowirusy potencjalnie zdolne sa takze do wykazywania
aktywnosci superantygenowej. Charakterystyczng cechg limfocytow T jest obecno$é
glikoproteinowych receptoréow (TCR- ang. T Cell Receptor) sktadajacych sie z tancuchow
a oraz B, dzigki ktérym zdolne s3 one do rozpoznawania kompleksOw antygen-czasteczka
HLA (ang. human leukocyte antigens, ludzkie antygeny leukocytarne) i inicjacji
odpowiedzi immunologicznej. Superantygeny sa natomiast zdolne do poliklonalnej
aktywacji limfocytow T, na skutek niespecyficznego zwigzania z TCR, bowiem taczg si¢
one tylko z regionem zmiennym jego tancucha B (VB) (Macias i wsp., 2011). Sg one
zdolne do aktywacji ok. 20% populacji limfocytow T (Sundberg i wsp., 2007), podczas
gdy w odpowiedzi indukowanej antygenem aktywowanych jest ok. 0,001% (Brodziak
I wsp., 2012). Aktywacja tak duzej czeSci populacji limofytow T, skutkuje masywnym
uwalnianiem cytokin prozapalnych i dalszym toczeniem si¢ reakcji immunologiczne;.
Warto zaznaczy¢, ze sila reakcji zapalnej w odpowiedzi na superantygen jest swoista
osobniczo, ze wzgledu na uwarunkowang genetycznie izoforme¢ VB TCR. Aktywowane sg
tylko te limfocyty, do ktorych VB TCR superantygen ma powinowactwo- ich liczba

koreluje z klinicznym nasileniem choroby (Macias i wsp., 2011).

Badania wykazuja, ze egzogenny mysi wirus nowotworu sutka (MMTV-
ang. mouse mammary tumor virus), ktory obecny jest w genomie gospodarza gtéwnie jako

endogenny retrowirus nieaktywny replikacyjnie, zdolny jest do kodowania
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superantygendw, aktywujgcych limfocyty T o specyficznym VB TCR (np. VB7). Spekuluje
sie, ze w przypadku szczepow myszy ktore cierpia na ukladowa chorobe
autoimmunizacyjng, moze dochodzi¢ do aktywacji limfocytow T pod wptywem
superantygenu kodowanego przez endogenny wirus. Przyjmuje sie, ze u ludzi HERV
rowniez zdolne sg do kodowania superantygenéw, o rownie Silnym efekcie
immunologicznym. Niektore geny HERV uwazane sg za kodujace superantygeny
i typowane s3g jako geny kandydujace W poszczegdlnych  schorzeniach

autoimmunizacyjnych (Larsson i Andersson, 1998).

Warto takze wspomnie¢ 0 kolejnym mozliwym niekorzystnym nastgpstwie
obecnosci HERV w genomie, jakim jest mozliwo$¢ wykorzystania ich produktow ekspresji
przez wirusy egzogenne. Warto zaznaczy¢, ze dane dotyczace tego zjawiska nie s3
jednoznaczne. Wykazano, ze lentiwirusy majg zdolno$¢ do wykorzystywania biatkowych
produktow gendéw env np. HERV-W jako wilasnych biatek. Takze proteaza pochodzaca
HERV-K10 w warunkach in vitro wykazywata zdolno$¢ do cigcia kapsydu i macierzy HIV-
1 prawidtowo rozpoznajac miejsca cigcia. Z drugiej jednak strony wykazano takze,
ze wirusy HIV-1 u ktorych zastapiono wilasng proteaze proteaza pochodzenia HERV nie

byty zakazne (Zwolinska, 2006).

1.2.5.CHARAKTERYSTYKA ANALIZOWANYCH RODZIN
1.2.5.1. RobzINA HERV-E

HERV-E jest rodzing endogennych retrowirusow, dla ktorych swoistym tRNA, jest
tRNA transportujacy kwas glutaminowy. Jest ona rozproszona w liczbie okoto 50 kopii
w obrebie roznych chromosomow. Sekwencje HERV-E sg obecne we wzmacniaczach genu
amylazy $linowej, plejotropiny czy wspomnianego juz wczesniej genu mid2 (Yi i Kim,
2006; Yi i Kim, 2007). Transkrypty byly natomiast wykrywane w komodrkach nowotworéw
prostaty (przy ich braku w komorkach niezmienionej chorobowo prostaty) (\Wang-

Johanning i wsp., 2003), w zdrowych komorkach tarczycy oraz trzustki (Shiroma i wsp.,

24



WSTEP

2001), a takze w zmianach tuszczycowych (Molés i wsp., 2005). Produkty biatkowe genu
env wykrywane bylty w tozysku, w komoérkach nowotworowych prostaty, okreznicy, jadra,
oraz w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej 0sob zdrowych (Turbeville i wsp.,

1997; Yi i Kim, 2007).

Rodzina HERV-E byla opisywana juz wiele lat temu (Steele i wsp. 1984),
a sekwencja klonu HERV-E (4 1) (analizowanego w niniejszej rozprawie) zostata w catosci
opublikowana w 1985 roku (Repaske i wsp., 1985). Klon HERV-E (4 1) byt przedmiotem
badan w eksperymentach dotyczacych chorob mediowanych przez uktad odpornosciowy,
takich jak: toczen rumieniowaty uktadowy czy tuszczyca (Bessis D i wsp. 2004;
Ogasawara H i wsp. 2001). Druga z analizowanych sekwencji nalezaca do rodziny HERV-
E potozna jest na chromosomie X i wykazuje wysoka homologi¢ z innymi klonami tej

samej rodziny.

1.2.5.2. RobzINAHERV-H

Do rodziny HERV-H nalezg endogenne retrowirusy, dla ktorych swoistym tRNA
jest tRNA transportujacy histydyne. Przyjmuje sig, ze pierwsze z nich wbudowaly si¢ do
komorek linii plciowe]j naszych przodkéw ponad 40 milionow lat temu (de Parseval i wsp.,
2001). Cechuja si¢ duzym zréznicowaniem i wystgpuja W 0k. 1000 powtdrzeniach
w haploidalnym genomie (Urnovitz i Murphy, 1996; Lower i wsp., 1996). Wiekszos¢ z
nich ulegla licznym delecjom, przesunigciom ramek odczytu, badZ insercjom kodow stop
(Mangeney i wsp., 2001). Z tego wzgledu, jak dotad zidentyfikowano tylko trzech
przedstawicieli posiadajacych otwarte ramki odczytu dla genu env (de Parseval i wsp.,
2001), jednakze sekwencja tylko jednej z nich jest kompletna (Mangeney i wsp., 2001).
Po jej sklonowaniu i translacji w warunkach in vitro uzyskano biatko o masie 62kDa
(de Parseval i wsp., 2001), ktére w badaniach na modelu zwierzecym wykazywato

wlasciwosci immunosupresyjne (Mangeney i wsp., 2001).

Transkrypty wiruséw endogennych z rodziny H, wykrywane byly w tozysku,
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phlucach, komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej, a takze niektorych komoérkach
nowotworowych (Wilkinson i wsp., 1990; de Parseval i wsp., 2001). Ich udziat badany byt
w szeregu schorzen, w tym w stwardnieniu rozsianym, autyzmie czy nowotworach
okreznicy (Antony i wsp., 2011; Balestrieri i wsp., 2012; Liang i wsp., 2012).
W niniejszym badaniu analizie podano gen env, kodujacy opisane powyzej biatko o masie

62kDa.

1.2.5.3. RobzINA HERV-K

HERV-K jest rodzing endogennych retrowirusow, dla ktorych swoistym tRNA, jest
tRNA transportujacy lizyng. Pierwsze opisy dowodzily, Zze czlonkowie HERV-K sa
najbardziej zblizeni do MMTV, ktory to jest gldéwng przyczyng wystepowania
nowotworow piersi u myszy. Jak si¢ jednak p6zniej okazato, najwigksze podobienstwo do
MMTV wykazuja czlonkowie podrodziny HERV-K(HML-2). Ze wzgledu na duza
réznorodno$¢ cztonkow rodziny HERV-K nazywana jest ona przez niektorych badaczy
nadrodzing, a w jej obrgbie wyrdzniono 10 podrodzin (HML-1-HML-10, ang. human
MMTV-like). Niektore z podrodzin zostaty doktadnie opisane, podczas gdy inne nadal sg
stabo zbadane. Odkryto np., ze rodzina HERV-K(HML-5) ma region PBS swoisty dla
tRNA transportujagcego metioning, wiec tak naprawdg jest to HERV-M (Mayer i Meese,
2005).

Najlepiej opisang podrodzing jest HERV-K(HML-2). Uwazana jest za jedng
z najwigkszych grup HERV, niektorzy badacze uwazaja, ze wystepuje nawet w 170
powtdrzeniach (za: Khodosevich i wsp., 2002). Jej przedstawiciele czesto posiadaja
otwarte ramki odczytu przynajmniej dla niektorych genow i zdolni sg do syntezy
funkcjonalnych biatek. Nadekspresja prowiruséw HML-2 byla wielokrotnie wykrywana
w tkankach transoformowanych nowotworowo, jak np. w raku piersi (Wang-Johanning
I wp., 2003a; Frank i wsp., 2008), nowotworach zarodkowych (Sauter i wsp., 1996; Herbst
I wsp., 1998), czerniaku ztosliwym (Biischer i wsp., 2006; Hahn i wsp., 2008),

nowotworze jajnikow (Hu i wsp., 2006; Wang-Johanning i wsp., 2007), biataczkach
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(lwabuchi i wsp., 2004), chioniakach (Contreras-Galindo i wsp., 2008), ale takze
w reumatoidalnym zapaleniu stawow (Sicat i wsp., 2005; Ehlhardt i wsp., 2006; Reynier
i wsp., 2009; Freimanis i wsp., 2010), stwardnieniu zanikowy bocznym (Douville i wsp.,

2011), czy schizofrenii (Frank i wsp., 2005; Dickerson i wsp., 2008).

W niniejszych badaniach analizowano 2 sekwencje nalezagce do HML-2. Pierwsza
z nich jest HERV-K10, ktora zostata w 1986 roku wyizolowana przez Ono i wsp. (1986)
jako kompletny prowirus, zawierajacy tylko kilka mutacji nonsensownych. Druga
natomiast pochodzi z klonu HERV-K115 ulokowanego na chromosomie 8p23.1

i analizowano transkrypty jej genu env. Obie sekwencje sg ze sobg spokrewnione.

1.2.5.4. RobzINAHERV-R

HERV-R zwyczajowo zwany jest ERV-3, a swoistym dla niego tRNA, jest tRNA
transportujacy argining. Uwaza si¢, ze integracja tej wlasnie grupy endogennych
retrowirusoOw z genomem naszych przodkow zaszta przed 30 min lat (Hervé i wsp., 2004).
Obecnie wystepuje w genomie ludzkim w pojedynczej kopii (ktora byta analizowana w
niniejszej pracy) zlokalizowanej na chromosomie 7g11.2 (Kim i wsp., 2000 Kim i wsp.,
2006), cho¢ niektorzy autorzy uwazaja, ze nalezy do nich zaliczy¢ takze kilka innych
powiazanych sekwencji (Andersson i wsp., 2005; Hervé i wsp., 2004). Najintensywniejsze
badania dotyczace HERV-R dotycza trofoblastu i rozwoju tozyska. Uwaza sig, ze bierze on
udzial w inicjacji produkcji podjednostki B gonadotropiny kosmowkowej (hCG, ang.
human chorionic gonadotropin) (Rote i wsp., 2004). Istniejg natomiast rozbiezne
stanowiska dotyczace roli HERV-R w fuzji komorek oraz wlasciwosci
immunosupresyjnych (Rote i wsp., 2004; Villesen i wsp., 2004). Ekspresja HERV-R jest
wykrywana w wielu niezmienionych chorobowo tkankach jak na przyktad: w korze
nadnerczy, gruczotach lojowych, jadrach, gruczole krokowym, grasicy oraz macicy
(Andersson i wsp., 1996; Andersson i wsp., 2002; Rote i wsp., 2004; Kim i wsp., 2006).
Warto zaznaczyé¢, ze wiele z wymienionych tkanek produkuje hormony, badz jest

wrazliwych na ich dziatanie.
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1.2.5.5. RobzINA HERV-W

Rodzina HERV-W wystepuje w genomie w 40-115 powtorzeniach, a swoistym dla
jej cztonkoé6w tRNA jest tRNA transportujacy tryptofan. Wiekszo$¢ z nich utracita zdolnos¢
do kodowania bialek. Rodzina ta pierwotnie byta przedmiotem zainteresowania badaczy
glownie ze wzgledu na wykrywanie jej transkryptow w lozysku. Szczegdétowe badania
dowiodly, ze gen env HERV-W zlokalizowanego na chromosomie 7g21  koduje
funkcjonalne biatko o masie 80 kDa, zwane syncytyng. Jego wzmozong ekspresje
wykazano w trofoblascie w czasie formowania syncytiotrofoblastu. W badaniach
przeprowadzanych na hodowlach komorkowych wykazano wlasciwosci fuzyjne
syncytyny, prowadzace do powstawania syncytiow (Villesen i wsp., 2004; Mayer i Meese,
2005; Muir i wsp., 2006; Kudaka i wsp., 2008). W niniejszym badaniu amplifikacji

poddano wiasnie fragment genu syncytyny

1.2.6. REGULACJA EKSPRESJI

Jak zaznaczono weczesniej wigkszo§¢ HERV nie ulega ekspresji, ze wzgledu
na liczne mutacje, ale takze ze wzgledu na wyciszajace dziatanie mechanizmow
epigenetycznych, jak np. metylacja DNA. Jednak te z nich, ktore sg aktywne
transkrypcyjnie, podlegaja regulacji ekspresji. Niektore sekwencje HERV podatne sg na
dziatanie promieniowania X lub UV (Zwolinska, 2006). Waznymi regulatorami ekspresji

omawianych sekwencji sg tez glukokortykosteroidy.

Czes¢ sekwencji HERV, ktére znajduja si¢ w obrebie gendw, regulowana jest przez
czynniki transkrypcyjne, oddzialujace na te geny. Ponadto, dane piSmiennicze wskazuja,
ze ich aktywno$¢ transkrypcyjna zalezy takze od dziatania pirymidyn halogenowych czy
tez cytokin prozapalnych. Wykazano aktywacyjne dziatanie INF-a na transkrypcje genu
env-HERV-K18 (Stauffer i wsp., 2001) czy tez TNF-a, IL-1a oraz IL-1B na transkrypcje
HERV-R w komorkach endotelialnych (Zwolinska, 2006).

Aktywnos¢ HERV jest takze regulowana przez wirusy egzogenne. Uwaza sig,
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ze wirus Epsteina-Barr (EBV- ang. Epstein-Barr virus) powoduje wzmozong transkrypcje
genu env HERV-K 18, ktory to jest zlokalizowany jest na chromosomie 1 w obrgbie intronu
genu CD48, kodujacego superantygen specyficzny dla VB7* oraz VP13* limfocytow T
(Sutkowski i wsp. 2001; Posnett i Yarilina, 2001). Takie zjawisko tltumaczytoby aktywacje
limofytow T VB13* przez EBV, poniewaz jak dotad nie udato si¢ zidentyfikowaé
bezposredniego antygenu EBV (Nelson i wsp., 2004). Uwaza si¢, ze wirusy egzogenne
z roznych rodzin mogg dziata¢ transaktywacyjnie wobec HERV, np.: badania
potwierdzajg, ze cytomagalowirus aktywuje HERV-K, jeden z wirusow grypy zwieksza
stezenie bialek env HERV-W w komorkach neuroepitelialnych, natomiast pod wplywem
herpeswiruséw dochodzi do ekspresji HERV-H (Nelldker i wsp., 2006; za: Zwolinska,
2006; Brudek i wsp., 2007).

Prowadzone jak dotad badania nad transaktywacyjng rolag wirusow egzogennych
dotycza w wigkszosci patofizjologii stwardnia rozsianego. Jednak bioragc pod uwage
stopien podobienstwa sekwencji HERV w obrgbie rodzin oraz dane epidemiologiczne
ukazujace rozpowszechnienie HSV (herpes simplex virus) (jest nim zakazonych nawet do
90% populacji) (Chayavichitsilp i wsp., 2009; Walkowiak i Zaba, 2011), nalezy wziag¢ pod
uwagg inne choroby o podtozu autoimmunizacyjnym, w ktérych mozliwy patogenetyczny
wptyw ekspresji endogennych retrowirusow jest postulowany od wielu lat (Christensen,

2005).
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RozDZzZIAL 2. HIPOTEZA BADAWCZA

Ludzkie endogenne retrowirusy mogg wptywa¢ na funkcjonowanie organizmu

.....

moga mie¢ udzial w etiopatogenezie tuszczycy.

Zakazenie wirusem herpes simplex moze prowadzi¢ do transaktywacji HERV.

30



CELE PRACY

RozDpz1AL 3. CELE PRACY

Celem badawczym jest odpowiedz na nastepujace pytania:

1.

Jaki jest wzgledny poziom transkryptow HERV u 0s6b chorych na tuszczyce i 0sob
zdrowych w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej oraz w skorze?

Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptéw
wybranych HERV pomiedzy skora zmieniong chorobowo oraz pozornie zdrowa
0s6b chorych na tuszczyce?

Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglgdnym poziomie transkryptow
wybranych HERV pomigdzy osobami chorymi na luszczyce a zdrowymi?

Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow
wybranych HERV pomigdzy osobami w réznych stadiach zakazenia herpes
simplex?

Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow

wybranych HERV pomigdzy osobami o roznym przebiegu klinicznym tuszczycy?
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4.2. GRUPY BADAWCZE

Badaniem objeto 45 pacjentow Katedry i Kliniki Dermatologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu z klinicznym rozpoznaniem luszczycy potwierdzonym wynikiem
badania histopatologicznego. W chwili pobierania materialu do badan oraz w 6
miesi¢cznym okresie poprzedzajacym chorzy leczeni byli jedynie miejscowo. Od 24 0s6b
z grupy badanej pobrano krew obwodowg oraz 2 bioptaty: jeden ze skory chorobowo
zmienionej, a drugi ze skory pozornie zdrowej. Od pozostatych 21 0s6b pobrano tylko

krew obwodowa.
Wyrdzniono 2 grupy kontrolne:
- 45 zdrowych ochotnikéw, od ktorych pobrano krew obwodowa

- 14 chorych na nowotwory nie wykazujacych zwiazkow ze skorg. W trakcie
zabiegoOw chirurgicznych, do ktoérych wskazaniem byla choroba podstawowa

pobrano wycinki skory.

4.3.PROCEDURA BADAN

Na przeprowadzenie badan wuzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (zgoda nr 144/11).
Wszyscy uczestnicy wyrazili dobrowolng pisemng zgod¢ na wzigcie w nich udziatu.
Pobranie materialu od 0s6b chorych na tuszczyce oraz krwi oséb z grupy kontrolnej
odbywalo si¢ w Klinice Dermatologii UMP, natomiast wycinki skory oséb z grupy

kontrolnej pobierane byly w Wielkopolskim Centrum Onkologii.

4.4 MATERIAL BADAWCZY

Podstawowy materiat badawczy w niniejszej pracy stanowily krew obwodowa
oraz wycinki skory. Wycinki skory o wielko$ci nieprzekraczajacej 5 mm pobierano przy

pomocy skalpela oraz igly, niezwlocznie przenoszono do proboéwki typu Eppendorf 2,0 ml
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1 zamrazano w cieklym azocie. Do czasu wykonywania izolacji RNA materiat

przechowywano w -80°C.

Krew (o objetosci od 5-9 ml) pobierano w warunkach laboratoryjnych do jatowych,
jednorazowych probowko-strzykawek (S-Monovette®, Sarstedt, Niemcy) zawierajacych
antykoagulant, EDTA. Nastepnie, w celu pozyskania komoérek jednojgdrzastych krwi
obwodowej (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear cells) wirowano krew
w gradiencie gestosci (Histopag® 1077, Sigma-Aldrich® Inc., USA). W jalowych
probéwkach o objetosci 15 ml (Eqimed, Polska) na warstwe fikolu (6 ml) delikatnie
nanoszono 5 ml, uprzednio wymieszanej krwi. Nastepnie probéwki wirowano (800g, 40

min., 22°C) w celu rozdzielenia faz.

Po wirowaniu przenoszono 1,5 ml osocza (gornej fazy) do 3 proboéwek i zamrazano
w -80°C do czasu wykonywania oznaczen immunoenzymatycznych. PBMC pobierano
z granicy faz osocze/fikol, przenoszono do jatowej probowki, uzupetniano 1 x PBS (ang.
Phosphate buffered saline) (Instamed 9.55 g/l PBS Dulbecco without Ca2+/Mg2+,
Biochrom AG, Niemcy) do obj¢tosci 1,5 ml, a nastepnie wirowano (450 g, 10 min.,

22°C). Po usunigciu supernatantu rozpoczynano procedur¢ izolacji RNA.

45. lzoLaciA RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzono wedtug procedury opracowanej przez
Chomczynskiego i Sacchi na drodze ekstrakcji fenolowo-chloroformowej oraz precypitacji
alkoholem (Chomczynski, 1987). W przypadku izolacji RNA z PBMC, po usunigciu
supernatantu (por. 4.3.) dodawano 1 ml odczynnika Tri Pure Isolation Reagent (Roche
Diagnostics GmbH, Niemcy) i pipetowano kilkakrotnie do uzyskania catkowitej lizy
komorek. Dla zapewnienia catkowitej dysocjacji kompleksow nukleoproteinowych, proby
inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej. W celu wyizolowania RNA z biopsji

skory, fragmenty tkanek homogenizowano, nie dtuzej niz 5 min, w 1ml odczynnika Tri
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Pure lIsolation Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Niemcy), przy pomocy urzgdzenia

TissueLyser LT (Qiagen, USA) z zastosowaniem kulek metalowych (por Ryc. 4.2).

Rycina 4.2. TissueLyser LT
Zroédlo: Opracowanie wlasne

Po zakonczonej homogenizacji proby zamrazano w -80° C. Po ich rozmrozeniu,
wirowano (20000 g, 3 min, 2°C) w celu usunigcia pozostalego osadu tkanek i zbierano
supernatant. Dalsze etapy procedury przeprowadzano identycznie dla obydwu

wyjsciowych materiatow.

Dodawano 200 ul chloroformu (Poch, Polska), worteksowano, inkubowano przez
10 min w temperaturze pokojowej, po czym wirowano w chtodzonej wiréwce (12000 g, 12
min, 2°C). Od tego momentu, wszystkie etapy procedury przeprowadzane byty na lodzie.

Wirowanie pozwalato na wyodrebnienie 3 faz (por. Ryc. 4.3.):
e Czerwonej, organicznej - dolnej,
e bialej interfazy,

e Dbezbarwnej wodnej - gornej, zawierajgcej RNA.
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FAZA WODNA - RNA —~——
INTERFAZA ;, WYTRACANIE RNA

FAZA ORGANICZNA — U ErAATOnTE // @snbRNA

/ IZOPROPANOL

\

Rycina 4.3. 1zolacja RNA wg procedury opracowanej przez Chomezynskiego i Sacchi
Zroédto: Opracowanie wlasne

Faz¢ wodna (ok. 450 pl) przenoszono do nowej proboéwki, nie naruszajac
pozostatych faz. Aby zprecypitowa¢ RNA dodawano 500 pl izopropanolu (Poch, Polska),
worteksowano i zamrazano w -80°C do czasu rozpoczgcia dalszych etapow izolacji. Warto
zaznaczy¢, ze mrozenie jest odstepstwem od standardowej procedury, zwigkszajacym
wydajno$¢ procesu izolacji. Po rozmrozeniu prob (na lodzie) probowki wirowano (12000
g, 12 min, 2°C) i ostroznie zlewano izopropanol, tak aby nie wyla¢ osadu RNA (por. Ryc.
4.3.). Nastepnie dodawano 1 ml 75% Et-OH (Poch, Polska), worteksowano i poddawano
kolejnemu wirowaniu (20000 g, 10 min, 2°C). W kolejnym kroku odciggano znad osadu
etanol i suszono otwarte proboéwki pod szafg laminarng, w termobloku w temperaturze
37°C, przez 10 min. Nastepnie rozpuszczano osad w 20 pl wody wolnej od nukleaz (50°C,

15 min).

Nastepnie dokonywano analizy iloSciowej 1 jako$ciowej preparatow RNA.
Wykonywano pomiar spektrofotometrem Nanodrop ¢2000 (Thermo Fisher Scientific,
USA), ktorego oprogramowanie umozliwia uzyskanie w bardzo szybkim czasie wartos$ci
istotnych parametréw dla wykonania oceny jako$ciowej i ilosciowej. RNA ma maksimum
absorpcji przy dlugosci fali 260 nm, natomiast stosunek absorbancji Azso/Azgo uzywany
jest do oceny czysto$ci kwasu rybonukleinowego i powinien on zawiera¢ si¢ miedzy 1,8-
2,0. Rownie waznym, cho¢ niestety niekiedy pomijanym jest wskaznik Aszgo/Azao

swiadczacy o zanieczyszczeniach solami chaotropowymi, biatkami lub resztkami fenolu,
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ktory takze powinien by¢ bliski 2,0 (Jura &Stomski, 2004; Biomedical Genocmics, 2012)
Tylko RNA o obydwu wskaznikach bliskich warto§ciom 2,0 moze by¢ uznany za idealnie

czysty.

Ze wzgledu na obnizony w niektorych probach stosunek absorbancji Ajgo/Azzo,
wyizolowane RNA przenoszono na kolumienki ze ztozem szklanym (High Pure RNA
Isolation Kit, Roche Diagnostics GmbH, Niemcy) w celu uzyskania RNA wyzszej jakosci.
Do wyizolowanego RNA dodawano 400 ul buforu lizujgco-wiazacego, worteksowano
przez 15 s, nanoszono na kolumienke umieszczong w probéwce i wirowano (8000 g, 15 s,
22°C). Po wyjeciu kolumienki, usuwano z proboéwki odwirowany ptyn i ponownie
umieszczano kolumienk¢ w proboéwce. W celu uniknigcia zanieczyszczenia prob
genomowym DNA, na kolumienk¢ naktadano mieszaning buforu do DNAzowania (90 pl)
oraz DNA-zy (10 pl). Przeprowadzono 15 minutowg inkubacje w temperaturze pokojowe;.
Kolejne etapy procedury obejmowaty trzy serie nanoszenia buforow przeptukujacych
i wirowan. W ostatnim kroku eluowano RNA do nowej probowki poprzez podanie na

kolumienke 45 ul wody wolnej od nukleaz i wirowanie (8000 g, 1 min, 22°C).

Dokonano takze kolejnego pomiaru stezenia, celem okre$lenia stopnia czystosci
wyizolowanego RNA oraz iloéci potrzebnego RNA do przeprowadzenia reakcji odwrotnej
transkrypcji. Wszystkie preparaty charakteryzowaly si¢ wskaznikami  Aggo/Azgo
oraz AzeolAzzp bliskimi wartosci 2,0. Przyktadowa wizualizacje wyniku pomiaru stezenia
RNA, generowang przez oprogramowanie spektrofotometru Nanodrop ¢2000
przedstawiono na Rycinie 4.4. W celu sprawdzenia rezultatu reakcji DNA-zowania,
z kazda probg RNA wykonano real-time PCR dla genu referencyjnego (reakcja kontrolna

typu no-RT).
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Rycina 4.4. Widmo absorpcji czystego preparatu RNA.
Zrédlo: Oprogramowanie spektrofotometru Nanodrop ¢2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Szesnascie prob RNA izolowanych z tkanek, w ktorych st¢zenie RNA wahato sig¢
mi¢dzy 44 ng/ul a 109 ng/ul poddano precypitacji do objetosci 12 ul, tak aby w reakcji
odwrotnej transkrypcji wykorzysta¢ 1,5 ug RNA. Do tego celu wykorzystano stragcanie
octanem sodu i niefluorescencyjnym barwnikiem (NF), ktory uwidacznia nawet bardzo
matle ilosci kwasow nukleinowych (NF Pellet Paint Co-precipitant, Novagen USA). Do 42
ul RNA dodawano 1,5 ul barwnika NF, 4,2 ul 3M octanu sodu oraz 84 ul absolutnego
alkoholu etylowego, po czym wirowano (800 g, 10 min, 4°C). Usuwano supernatant, a do
zabarwionego na kolor niebieskie osadu dodawano 84 pul 70% etanolu, worteksowano
i ponownie wirowano. W kolejnym etapie, przeprowadzano analogiczne przemycie osadu
uzywajac 100% etanol. Po usunieciu supernatantu, RNA suszono w termobloku w
temperaturze 37°C przez ok. 10 min (do catkowitego odparowania pozostatosci etanolu).
Nastepnie osad rozpuszczano w 12 ul wody wolnej od nukleaz (50°C, 15 min)

i przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji.

4.6. ODWROTNA TRANSKRYPCJA

Po wyizolowaniu RNA konieczne jest przepisanie go na komplementarny DNA

(cDNA, ang. complementary DNA). Do tego celu, wykorzystywano zestaw odczynnikow
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Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, Niemcy)
zawierajagcy odwrotng transkryptaze izolowang z bakterii E. coli. W reakcji odwrotnej
transkrypcji uzyto sze$cionukleotydowych starterow o losowych sekwencjach (ang.
random hexamers). Kazdorazowo reakcje przeprowadzano z 1,5 pg wyizolowanego RNA.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz przebieg kolejnych etapdéw reakcji przedstawiono
w Tabeli 4.1. Przygotowany wg zalecen producenta cDNA rozcienczano dwukrotnie,
dzielono na 5 alikwotoéw i przechowywano do momentu analizy metoda real-time PCR

w temp -80°C.

Tabela 4.1. Przebieg reakcji odwrotnej transkrypcji oraz sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby

Skladnik reakcji Objetos¢ (stezenie)
Startery heksamerowe 2 ul (2,5 pM)
RNA zalezna od préby
Woda do objetosci 13 pl
10 min 65°C — denaturacja
Bufor reakcyjny 5x stezony 4 ul (1x)
dNTP 2 ul (ImM)
Odwrotna transkryptaza 0,5 ul (10 V)
RNA protektor 0,5 ul (20V)

10 min 25°C-inkubacja
30min 55°C- odwrotna transkrypcja

5 min 85°C — zatrzymanie reakcji, inaktywacja enzymow

Zrédlo: Opracowanie whasne

4.7.ANALIZA WZGLEDNEGO POZIOMU TRANSKRYPTOW METODA REAL-TIME PCR

Analize¢ wzglgdnego poziomu transkryptow wykonano technikg reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) z uzyciem funkcji
absolutnej analizy ilosciowej oraz krzywej standardowej wykorzystujac instrument
LightCycler 2.0 (Roche, Niemcy). Technika real-time PCR polega na monitorowaniu
wzrostu fluorescencji po kazdym cyklu reakcji, dzigki zastosowaniu systemow

detekcyjnych opartych na zwigzkach fluorescencyjnych.
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W niniejszych badaniach zastosowano system detekcji z barwnikiem SYBR Green.
Wykorzystuje si¢ tutaj jego zdolno$¢ do niespecyficznego sekwencyjnie wigzania do mate;j
bruzdy helisy DNA (za: Ciesielska i Sikorski, 2008). W stanie niezwigzanym barwnik ten
nie wykazuje wykrywalnej fluorescencji, natomiast po przytaczeniu do dwuniciowego
DNA jego fluorescencja znacznie wzrasta (od 100 do 1000 krotnie). Powstajace po
kazdym cyklu reakcji nowo zsyntetyzowane nici DNA, stwarzajg nowe miejsca wigzania
dla barwnika, przez co obserwuje si¢ wzrost fluorescencji (za: Ciesielska i Sikorski, 2008).
Barwnik SYBR Green wzbudzany jest przez wigzke o dlugosci fali ok. 470 nm, natomiast

fluorescencja sczytywana jest przy 530 nm.

Niewatpliwg zaleta zastosowania barwnika SYBR Green jest mozliwos¢
rownoczesnego stosowania dowolnych par starteréw, co zapewnia uniwersalno$¢ metody
1 relatywnie nizsze koszty. Natomiast najwigksza wada jest mozliwo$¢ wykrywania
nieswoistych produktéw reakcji PCR, wynikajaca z niespecyficznego interkalowania
SYBR Green w struktur¢ dwuniciowych kwasoéw nukleinowych. Oznacza to,
ze sczytywana w czasie reakcji fluorescencja, moze pochodzi¢ z polaczenia barwnika

z dowolng dwuniciowg czasteczka DNA (Ciesielska i Sikorski, 2008).

W celu potwierdzenia specyficznosci uzyskanych produktow wykonuje si¢ krzywa
topnienia temperatury amplikonu. Temperatura topnienia (T,) DNA, jest to taka
temperatura, w ktorej polowa helis ulega denaturacji. Jest ona specyficzna dla danej
czasteczki DNA 1 zalezy od jej dlugosci, stezenia oraz stosunku par GC. Dzigki wykonaniu
krzywej topnienia amplikonu mozna potwierdzi¢ swoisto$¢ uzyskanych produktow bez
koniecznosci przeprowadzania analizy elektroforetycznej (Ciesielska i Sikorski, 2008).
Topnienie produktu polega na jego ogrzaniu do wyznaczonej temperatury, podczas ktorego
nastepuje gwaltowny spadek emitowanej fluorescencji, spowodowany denaturacja DNA i

oddysocjowywaniem barwnika.

40



MATERIAL I METODY

4.7.1. WYBOR GENU REFERENCYJINEGO

Oznaczenie poziomu analizowanych transkryptow, wigze si¢ z uprzednim (jak
zostalo opisane powyzej) pobraniem materiatu, izolacja RNA, reakcja odwrotnej
transkrypcji oraz amplifikacjg uzyskanego cDNA. Nie zawsze znana jest doktadna liczba
komorek pobranych do badania, ponadto kazdy z wymienionych etapow moze przebiegac
z r6zng wydajnos$cig dla poszczegdlnych badanych prob i na kazdym z nich mozemy takze
traci¢ cze$¢ uzyskanego materialu genetycznego. Aby unikna¢ wyzej opisanych trudnos$ci
przeprowadza si¢ analize wzglednego poziomu (RA, ang. relative abundance)
transkryptow  polegajaca na wyrazeniu liczby transkryptow badanych sekwencji
w przeliczeniu na liczbe kopii transkryptéw genu referencyjnego w badanej, pojedynczej
probie. Jako geny referencyjne wykorzystuje sie geny podstawowego metabolizmu
(ang. housekeeping gene), zaangazowane w najistotniejsze procesy komorkowe (Eisenberg
i Levanon, 2003). Ich ekspresja uznawana jest za stalg niezaleznie od rodzaju tkanki
(Romanowski, 2007), cho¢ w ostatnim czasie przekonanie to bywa podwazane (Barber

i wsp., 2005)

W niniejszych badaniach wykorzystano gen referencyjny dehydrogenazy
gliceraldehydo-3-fosforanowej (GAPDH, ang. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase). Jest on jednym z czg¢$ciej uzywanym gendéw referencyjnych, cechujacym
si¢ statg ekspresja w poszczegdlnych tkankach, niezaleznie od pici 1 wieku osob badanych
(Barber i wsp.). Jest on opisywany jako adekwatny gen referencyjny w badaniach
z wykorzystaniem zarowno PBMC, jak i biopsji skory (Bonnet-Duquennoy i wsp., 2006;
Pan 1 wsp, 2009; Zainuddin i wsp., 2010).

4.7.2. OPTYMALIZACJA REAKCJI

Reakcje dla kazdej analizowanej sekwencji optymalizowano pod katem doboru
odpowiednich starteréw, odpowiedniej temperatury przylaczania starterow, czasu elongacji

oraz stezenia jondw magnezu. Specyfika uzywanych starterow determinuje temperature
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przylaczania starteréw, a dlugos¢ amplikonu powstajacego przy ich uzyciu, czas elongacji,

jak i temperature topnienia produktu (por. Tab. 4.2., Tab. 4.3.).

Tabela 4.2. Charakterystyka starter6w uzytych w real time PCR

Sekwencja starteréow/

Sekwencja temperatura przylaczania starteréw/ stezenie Referencje
MgCl,/ dlugos¢ amplikonu
F CTG CAC CAC CAA CTG CTT AG Ensembl:
ENST00000229239
GAPDH R TTC TGG GTG GCA GTG ATG Chr. 12p13.31
C 59°C /3mM/105pz Namyst i wsp., 2005
F TCA TAT CTA AGC CCC GCA AC GenBank:
HERV-Wenv R GAG GTT GTG ATA CCG CCA AT AF%ZngG'Z
C 54°C /4,75mM/ 103pz Namyst i wsp., 2005
F GTA ATG GCT CAG TCA ACG CA GenBank:
HERV-K10gag R GCC CCA TTA ATT CTG GAC CT '\g;géz:f
c 59°C /3mM/103pz Namyst i wsp., 2005
F GGG CCA ATT ATG CTT ACC AA GenBank:
HERV-Rpol ATG GGC TGA TCT GGC TCT AA s
env r.7q11.2
C 54°C/3mM /98pz Namyst, 2006
F CAC TTG GGT TAA GAC CAT TGG A Retrosearch:
Orf ID: 204173
HERV-K env R GGAGCT GTTGAGTACACCTG HERV ID: 29013
c 59°C/2mM /104pz Chr. 8p23.1
F GTC ATT TGT ATT CTA CCG GAG Retrosearch:
Orf ID: 8435
HERV-E pol R AAT ACT GCA AAG TTT GGG AC HERV ID: 1109
C 57°C/4,75mM /101pz Chr. Xg21.32
F TAT GTC ATC CTC TACCTC TCCC .
HERV-H GenBank:
R CCA GCAGTT GTT CAC TAA GGA AJ289709.1
(env62) Chr. 2Q24.3
c 54°C/3mM /101pz
F CAC ATG GTG GAG AGT CGTGTT T .
HERV-E (4-1) GenBank:
R GCT TGC GGC TTT TCAGTATAG G M10976
gag Namyst i wsp., 2005

C

59°C/3mM /101pz

Zroédlo: Opracowanie wlasne

(F — sekwencja startera przedniego, R — sekwencja startera wstecznego C-charakterystyka reakcji i jej
produktu - podano temperature przytaczania starterow, stezenie magnezu oraz dtugos¢ amplikonu)

Przeprowadzono szereg real-time PCR z uzyciem cDNA prob testowych.

Optymalne warunki okre$lano na podstawie wynikoOw rozdziatu elektroforetycznego

uzyskanych produktéw PCR w 1,5% zelu agarozowym (1x TBE) oraz analizy temperatury

topnienia amplikonu.

42



Tabela 4.3. Warunki real-time PCR
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Etapy reakcji Temperatura  Czas  Liczba cykli Analiza
Inkubacja 50°C 4 min 1
Wstepna denaturacja o .
i aktywacja polimerazy 95°C 10 min !
Denaturacja 95°C 10s
w zalezno$ci od
Przytaczanie starterow analizowanej 8s 50
sekwencji
. o Detekcja sygnatu
Elongacja produktu 72°C 5s po kazdym cyklu
- . . . Ciagla detekcja
Topnienie produktu 72°C — 95°C 5min 1 syenaty
Chlodzenie 50°C 30s 1

Zrédlo: Opracowanie wlasne, na podstawie Instrukcji LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |

4.7.3. WYZNACZANIE KRZYWYCH KALIBRACYJNYCH

Nastepnie wykonano krzywe standardowe, wedlug opisanych ponizej etapow:

1) Real-time PCR ze staterami specyficznymi dla analizowanej sekwencji.

2) Oczyszczenie produktow reakcji PCR przy pomocy zestawu innuPREP

PCRpure Kit (Analytik Jena, Niemcy). Produkty PCR, nanoszono na

kolumienkg filtracyjng ze zlozem, dodawano 500 pl buforu wigzacego,

mieszano i poddawano wirowaniu (10000 g, 2 min, 22°C). W nastgpnym etapie

eluowano DNA do nowej proboéwki poprzez podanie na kolumienke 20 pl

buforu elucyjnego, minutowg inkubacje¢ i wirowanie (6000 g, 1 min, 22°C).

3) Pomiar spektrofotometryczny stezenia wyizolowanego DNA (Qubit® 1.0,

Invitrogen, USA). Znajac stezenie dwuniciowego DNA, dtugos¢ (liczbe par

zasad) oraz sekwencje amplikonu obliczano liczbg kopii transkryptu (liczbe

kopii czasteczek w 1 pl) wg ponizszego wzoru:
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stezenie DNA[g/ ul]*6,0221367x10*[l.c./mol]
srednia masa pary zasad azotowych[g/mol]*pz

LKT[l.c./ ul]=

gdzie:

LKT- liczba kopii transkryptu

pz- liczba par zasad azotowych w amplikonie
|.c.- liczba kopii transkryptu

4) Sporzadzenie serii 10 krotnych rozcienczen, dodajac 10 pl roztworu o znanej

liczbie kopii (standard) i 90 pl wody.
5) Woykonanie real-time PCR z wykorzystaniem standardow jako matryc.
6) Wykreslenie krzywych standardowych. Po wprowadzeniu do oprogramowania

informacji na temat stezenia kazdego ze standardow uzytych w real-time PCR,

automatycznie zostaly wygenerowane krzywe standardowe.

Dla kazdej analizowanej sekwencji tworzono oddzielna krzywa standardowa, ktora stuzyta
jako punkt odniesienia dla wynikow uzyskiwanych w real-time PCR. Na Rycinach 4.5.
oraz 4.6. przedstawiono krzywe wzrostu logarytmicznego serii kolejnych 10 krotnych

rozcienczen oraz krzywe standardowe analizowanych sekwencji.
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Rycina 4.5. Krzywe wzrostu logarytmicznego oraz krzywe standardowe genu GAPDH, sekwencji HERV-E pol,
HERV-R pol env, HERV-H (env62)

Zrédlo: Opracowanie wiasne, na podstawie krzywych wygenerowanych przez oprogramowanie urzadzenia LighCycler 2.0.
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Rycina 4.6. Krzywe wzrostu logarytmicznego oraz krzywe standardowesekwencji HERV-K10 gag, HERV-K env,
HERV-E (4-1) gag, HERV-W env

Zrédlo: Opracowanie wiasne, na podstawie krzywych wygenerowanych przez oprogramowanie urzadzenia LighCycler 2.0.
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4.7.4. REeAL-TIME PCR

W celu wykonania reakcji wykorzystano zestaw odczynnikéw LightCycler® FastStart
DNA Master SYBR Green (Roche Diagnostics GmbH, Niemcy). W przypadku
wykonywania real-time PCR dla analizowanych prob, dodawano do mieszaniny reakcyjne;j
opcjonalny sktadnik: uracylo-N-glikozylaze (UNG) (Uracil-DNA Glycosylase, Fermentas,
USA) oraz przeprowadzano dodatkowy wstepny etap reakcji umozliwiajacy zadziatanie
enzymu. Enzym ten poprzez hydrolizowanie wigzania pomig¢dzy uracylem
a reszta deoksyrybozy zapobiega kontaminacji kolejnych prob produktami poprzednich
PCR. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki real-time PCR przedstawiono

w Tabeli 4.3. oraz Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Sktad mieszaniny reakcyjnej w real-time PCR w przeliczeniu na jedng probe

Skladnik reakcji Objetosé (stezenie)
cDNA 1l
Starter F 1pl (S M)
Starter R 1pl (S pM)
LightCycler® FastStart DNA Master Sybr Green | 1l (1)

w zaleznoSci od
analizowanej

UNG 0,1l
Zrédlo: Opracowanie whasne, na podstawie Instrukcji LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |

MgC|2

Kazda proba cDNA amplifikowana byta zarowno ze starterami dla analizowanych
sekwencji HERYV, jak i dla genu referencyjnego w dwukrotnych powtorzeniach. Wszystkie
reakcje przeprowadzane byly w osobnych kapilarach. Real-time PCR z uzyciem
instrumentu LightCycler 2.0 mogto obejmowa¢ kazdorazowo maksymalnie 32 kapilary,
co wynika z liczby miejsc w urzadzeniu. W kazdej z przeprowadzanych reakcji, oprocz
badanych prob, do jednej z kapilar zamiast matrycy cDNA dodawano probke kalibracyjng-
odpowiedni standard o znanym stezeniu oraz kontrole negatywng- wode (brak cDNA).
Przez odniesienie mierzonego poziomu fluorescencji w pojedynczej kapilarze,
do wyznaczonej krzywej kalibracyjnej z uwzglgdnieniem informacji o st¢zeniu standardu

oprogramowanie obliczato st¢zenie poczatkowe matrycy. To z kolei umozliwiato
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obliczenie wzglednego poziomu transkryptow, przez wyrazenie liczby transkryptéw w
badanej probie (Srednia arytmetyczna z dwoch reakcji) na milion kopii transkryptow genu
GAPDH w tej samej probie (Srednia arytmetyczna z dwoch reakcji). W kazdej real-time
PCR wykonywano takze opisang powyzej krzywg topnienia temperatury amplikonu, celem
sprawdzenia specyficznos$ci reakcji. Piki topnienia (ang. melting peaks) (zilustrowane jako

spadek fluorescencji) analizowanych amplikondw zaprezentowano na Rycinie 4.7.
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Rycina 4.7. Piki topnienia amplikownéw analizowanych sekwencji
Zrédloe: Opracowanie wlasne, na podstawie krzywych wygenerowanych przez oprogramowanie urzadzenia LighCycler 2.0
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4.8.BADANIE PRZECIWCIAL KRAZACYCH IGM, IGG ORAZ IGA SKIEROWANYCH
PRZECIWKO HERPES SIMPLEX 1/2

Poziomy przeciwciat w klasie M, G oraz A przeciwko wirusowi herpes simplex
typu I oraz Il oznaczono w osoczach z zastosowaniem immunoenzymatycznych testow
fazy statej (ELISA, ang. enzyme linked immunosorbent assay). Wykorzystano do tego celu
zestawy dostgpne komercyjnie, odpowiednio: Herpes 1/2 IgM ELISA (Demeditec
Diagnostics, Niemcy), Herpes 1/2 1gG ELISA(Demeditec Diagnostics, Niemcy), Herpes
1/2 IgA ELISA(Demeditec Diagnostics, Niemcy).

Do przeprowadzenia oznaczen uzyto probek osocza rozcienczonych w stosunku
1:101 w roztworze rozcienczajacym (sample diluent) zalagczonym do zestawu.
Do kolejnych dotkéw plytki mikkrotitracyjnej oplaszczonej antygenem HSV1/2,
nanoszono po 100 ul roztworow standardowych o znanych stgzeniach dotaczonych do
zestawu oraz osocze. Kazdorazowo pozostawiono jedna pusta studzienke, w celu
wykonania proby $lepej substratu (substrate blank). Nastepnie plytke mikrotitracyjng
inkubowano bez dostepu Swiatla (60 min, temperatura pokojowa). Po oprdznieniu
studzienek i przeprowadzeniu trzykrotnego ptukania (300 ul wash solution) nanoszono po
100 pl sprzezonych z peroksydaza chrzanowa kréliczych przeciwcial przeciwko ludzkim
IgM, IgG lub IgA (w zaleznos$ci od zestawu) 1 inkubowano w takich samych warunkach.
Po oprdoznieniu studzienek i przeprowadzeniu trzykrotnego ptukania (300 ul wash
solution) do wszystkich dotkow (takze proby $lepej) nanoszono po 100 ul substratu dla
peroksydazy chrzanowej i inkubowano w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta
przez 20 minut. W celu zatrzymania reakcji do wszystkich studzienek ptytki
mikrotitracyjnej dodawano 100 ul odczynnika przerywajacego reakcje (Stop solution).
Na Rycinie 4.8. przedstawiono widok ptytki 96-dotkowej wykorzystywanej w tescie
ELISA z uwidoczniong reakcjag barwng, powstala na skutek reakcji utleniania
tetrametylobenzydyny katalizowanej przez peroksydaze chrzanowa.

Po zatrzymaniu reakcji dokonano fotometrycznej oceny wyniku przy dlugosci fali
450 nm oraz fali referencyjnej 620 nm czytnikiem mikroptytek Epoch (BioTek, USA),

wyposazonym w oprogramowanie Gen5. Pomiar dokonywany byl dla wszystkich
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studzienek ptytki mikrotitracyjnej, takze proby S$lepej 1 roztwordw standardowych
o znanym stezeniu przeciwcial. Urzadzenie generowato krzywa standardowa
uwzgledniajac absorbancj¢ proby $lepej, a odnoszac do niej uzyskane wyniki dokonywato
obliczenia stgzen przeciwciatl w kazdej badanej probce osocza.

W prezentowanych badaniach, jako punkt odcigcia przyjeto zgodnie z zaleceniem
producenta stezenie 10 U/ml dla wszystkich opisywanych testow. Zastosowano
nastepujace kryteria interpretacyjne:

stezenie < 10 U/ml — wynik ujemny

stezenie > 10 U/ml- wynik dodatni

Rycina 4.8. Reakcja barwna w te§cie ELISA
(Kolorem czerwonym oznaczono standardy o zwigkszajacym st¢zeniu.)
Zrodlo: Opracowanie wlasne

Na podstawie wynikow uzyskanych w tescie ELISA, kazda z o0séb
zakwalifikowano do podgrupy wyrdznionej ze wzgledu na stadium zakazenia (por. Tab.
4.5.). Zastosowano kryteria interpretacyjne na postawie danych pismienniczych (Morris

I wsp., 1985; Juto i Settergren, 1988; Hashido i Kawana, 1997, Viomecum, 2012).
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Tabela 4.5. Kryteria stosowane w okreslaniu stadium zakazenia herpes simplex

19G IgM IgA Interpretacja

- - - Brak zakazenia

+ - - Zakazenie latantne

- + +/- Zakazenie pierwotne

+ + + Ostre zakazenie pierwotne/ zakazenie wtdrne
+ - + Zakazenie wtorne

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie Morris i wsp., 1985; Juto i Settergren, 1988; Hashido i Kawana, 1997,

Viomecum, 2012

4.9. OCENA STANU KLINICZNEGO

Oceny stanu klinicznego dokonano z uzyciem obserwacyjnej ,,Skali oceny nasilenia
tuszezycy” (PASI- ang. Psoriasis Area and Severity Index) (Tab. 4.6.). W pierwszym
kroku dokonywano oceny nasilenia trzech objawow skérnych typowych dla tuszczycy:
ztuszczania, rumienia i nacieku (0 -brak objawow; 4 -nasilenie bardzo cig¢zkie)
oraz procentowego oszacowania powierzchni ciata zajetej zmianami chorobowymi na
powierzchni glowy, tulowia, konczyn gornych oraz dolnych (Janowski, 2006; Schmitt

i Wozel, 2005).

Tabela 4.6. Przykladowy arkusz oceny nasilenia tuszczycy z uzyciem PASI

Czeéé ciala Rumien Luska Naciek Powierzchnia
¢ (0-4) (0-4) (0-4) ciala (%)
glowa
tulow

konczyny gorne

konczyny dolne

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie Louden i wsp., 2004

Nastepnie procent powierzchni ciala zajetej zmianami chorobowymi na kazdej
z wymienionych czesci przeliczano na punkty, wg ponizszego przelicznika (Louden i wsp.,
2004):

0 pkt- skora niezmieniona;

1 pkt - ponizej 10% zajgtej powierzchni;
2 pkt - 10% do 29% zaje¢tej powierzchni;
3 pkt - 30% do 49% zaje¢tej powierzchni;
4 pkt - 50% do 69% zajgtej powierzchni;
5 pkt - 70% do 89% zaj¢tej powierzchni;
6 pkt - 90% do 100% zajetej powierzchni.
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Wynik PASI obliczano wg ponizszego wzoru (Louden i wsp., 2004):
gdzie:

R - RUMIEN (0-brak/1-lekki/2-umiarkowany/3-wyrazny/4-b. wyrazny)

L. L USKA (0-brak/1-mate i niewiele/2-mate/3-wiele/4-duze i wiele)

N —NACIEK (0-brak/1-lekki/2-umiarkowany/3-gteboki/4-b. gteboki)

g —gtowa

t — tulow

kg —konczyny gorne

kd —konczyny dolne

A- warto$§¢ punktacji uzyskanej z przeliczenia procentowej powierzchni ciala objetej
zmianami chorobowymi

Whyniki uzyskiwane na ,,Skali oceny nasilenia tuszczycy” mieszczg si¢ w przedziale
od 0 do 72 punktow. Im wyzszy wynik, tym wigksze nasilenie zmian tuszczycowych.
W niniejszej pracy przyjeto kryteria zaawansowania klinicznego choroby zaproponowane
przez Schmitt i Wozel (2005), zgodnie z ktorymi wynik PASI ponizej 7 punktow
charakteryzuje osoby o tagodnym przebiegu tuszczycy, wartosci pomigdzy 7-12
przypisany jest umiarkowanemu natezeniu tuszczycy, natomiast wynik powyzej 12

oznacza przebieg ciezki.

4.10. STATYSTYCZNA ANALIZA DANYCH

Statystyczng analize danych przeprowadzono z uzyciem pakietu statystyCznego
SPSS Statistics 20.0 (SPSS Inc., USA). W opisie statystycznym uzyskanych wynikow
wykorzystano takie statystyki opisowe jak: srednia arytmetyczna, odchylenie standardowe,
minimum oraz maksimum.

Normalno$¢ rozktadu wartoSci poszczegdlnych zmiennych sprawdzano testem
Kolmogorowa-Smirnowa. W zaleznosci od rozkladu, w dalszej analizie, do oceny
istotnosci réznic stosowano test parametryczne (test t-Studenta dla préb niezaleznych, test

t-studenta dla prob zaleznych) badz nieparametryczne (test U Manna-Whitneya, test
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znakow rangowanych Wilcoxona oraz test Kruskala-Wallisa). Natomiast w celu okres$lenia
sity zwigzku miedzy zmiennymi wykorzystywano wspotczynnik korelacji r-Spearmana.
Wyniki uznawano za istotne statystycznie, jezeli zalozony poziom istotnosci p byt

mniejszy badz rowny 0,05.
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ROzZDZIAL 5. WYNIKI

5.1. STATYSTYCZNY OPIS UZYSKANYCH WYNIKOW

5.1.1. CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ ORAZ GRUP KONTROLNYCH

W grupie badanej, o $redniej wieku 46 lat, byto 19 kobiet i 26 mezczyzn (por.
Tab.5.1.). Najstarszy cztonek tej grupy miat 76 lat, a najmtodszy 19. Przecigtny wiek
w pierwszej grupie kontrolnej, w ktorej byto 34 kobiet i 11 mgzczyzn, wynosit 33 lata. Jej
najmtodszy uczestnik miat 23 lata, a najstarszy 57. W drugiej grupie kontrolnej byto 8
mezczyzn i 6 kobiet, a ich Srednia wieku wynosita 51 lat. Najstarszy cztonek tej grupy miat

85 lat, a najmtodszy 29.

Sprawdzono normalnos$¢ rozktadu wartosci wieku Testem Kotmogorowa-Smirnowa
(Z= 1,808, p= 0,003). Rozktad wynikow dla zmiennej wiek nie jest zgodny z rozktadem

normalnym.

Tabela 5.1. Rozklad czesto$ci zmiennej pleé

Grupa badana Grupa kontrolna | Grupa kontrolna Il Ogélem

Pleé (n=45) (n=45) (n=14) n=104
n % n % n % n %
Kobiety 19 42 34 76 6 43 59 57
MezczyZni 26 58 11 24 8 57 45 43

Zro6dto: Opracowanie wlasne

5.1.2. WZGLEDNY POzIOM TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH SEKWENCJI HERV

Jak juz zostato zaznaczone w rozdziale 4, analiz¢ wzglednego poziomu transkryptow
analizowanych sekwencji wykonano wykorzystujac technike real-time PCR. Na Rycinie
5.1. przedstawiono przykladowy wynik uzyskiwany po przeprowadzeniu tancuchowe;j
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym, a na Rycinie 5.2. rozdziat elektroforetyczny

przyktadowych amplikonow analizowanych sekwencji.
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Rycina 5.1. Przykladowy wyniki uzyskiwany w real-time PCR (krzywa amplifikacyjna oraz krzywe topnienia
amplikonu dla sekwencji HERV-E (4-1)

Zrédlo: Opracowanie wiasne, na podstawie krzywych wygenerowanych przez oprogramowanie urzadzenia LighCycler
2.0
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Rycina 5.2. Rozdzial elektroforetyczny amplikonéw analizowanych sekwencji w 1,5% zelu agarozowym

(Na kolejnych $ciezkach: M:wzorzec wielkosci (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) 1:GAPDH,;
2:HERV-H (env62); 3:HERV-R pol; 4:HERV-E pol; 5:HERV-E (4-1) gag; 6:HERV-W env; 7:HERV-K10 gag;
8:HERV-K env)

Zrédlo: Opracowanie wiasne

Warto$¢ statystyk opisowych wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych
sekwencji HERV w PBMC oraz w bioptatach skéry przedstawiono w Tabelach 5.2.-5.8
(por. Ryc.5.3.). Sprawdzono takze normalno$¢ rozktadu wartosci poszczegdlnych
zmiennych Testem Kolmogorowa-Smirnowa. Wyniki umieszczono kolejno w Tabelach
5.2.-5.8. Rozktad wynikéw dla wzglednych poziomoéw transkryptow analizowanych
sekwencji w PBMC nie jest zgodny z rozktadem normalnym. Natomiasy w skorze
zmienionej chorobowo, skorze pozornie zdrowej oraz w skorze zdrowej rozktad normalny
maja jedynie wartosci wzglednego poziomu transkryptow sekwencji HERV-E (4 1)
oraz HERV-W env (por. Tab. 5.2-5.8).

Tabela 5.2. Wartos$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é rozkladu wartosci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV-E pol

5 Odchylenie Z
N Min Max Srednia y Kolmogorowa- Istotnos¢
standardowe .
Smirnowa
Grupa
%) badana 45 793 50141 7534 9858
% G 0,263 <0,001
@ rupa
kontrolna 45 276 9725 2838 2258
Skora zmieniona
chorobowo 24 144 3384 1012 697 0,202 0,020
Skoéra pozornie
zdrowa 24 1460 18915 8043 5196 0,207 0,011
Skora zdrowa-
grupa kontrolna I1 14 78 12500 4813 4175 0,165 0,200

Zrédlo: Opracowanie wiasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowe)
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Tabela 5.3. Warto$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é rozkladu warto$ci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV-R pol env

. z
; 5 . Odchylenie L,
N Min Max Srednia SRR Kolmpgorowa- Istotnos¢
Smirnowa
Grupa
%) badana 45 2145 139366 23822 27172
b
© Grupa 0,221 <0,001
kontrolna 45 9 39724 12806 9262
Skéra zmieniona
chorobowo 24 5037 58261 26327 13332 0,152 0,200
Skéra pozornie
zdrowa 24 9963 462171 65893 95558 0,293 <0,001
Skora zdrowa- grupa
kontrolna 11 14 14050 614799 179884 176681 0,267 0,008

Zrédlo: Opracowanie wlasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej)

Tabela 5.4. Warto$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é rozkladu warto$ci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV-H (env 62)

. pa
. < . Odchylenie aa
N Min Max Srednia SRR Kolm_ogorowa— Istotnos¢
Smirnowa
Grupa 45 3344 289700 58354 67146
®) badana
= 0,187 <0,001
o Grupa 45 4435 110853 45776 28036
kontrolna
Skéra zmieniona 24 2444 299460 37161 60149 340 <0,001
chorobowo
Skéra pozornie 24 9351 341808 66363 70571 0,289 <0,001
zdrowa
Skérazdrowa-grupa —,, 7133 313793 76411 77602 0,223 0,058

kontrolna Il

Zrédlo: Opracowanie wlasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j)

Tabela 5.5. Wartos$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é rozkladu wartosci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV-K10gag

- Odchylenie z
N Min Max Srednia y Kolmogorowa- Istotnos¢
standardowe .
Smirnowa
Grupa 45 6318 247483 79558 64723
O badana
> 0,181 <0,001
Grupa
o 45 0 261240 66116 68783
kontrolna
Skéra zmieniona 24 3692 87027 18849 17746 0,256 0,001
chorobowo
Skéra pozornie 24 12455 392655 68872 81702 0,245 0,001
zdrowa
Skéra zdrowa-grupa 1, 96070 178593 68345 35960 0,163 0,200

kontrolna Il

Zrédlo: Opracowanie wiasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej)
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Tabela 5.6. Warto$¢ statystyk opisowych oraz normalno$¢ rozkladu warto$ci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV- K env

. Z
. - . Odchylenie x
N Min Max Srednia SRR Kolmpgorowa- Istotnos¢
Smirnowa
Grupa 45 625 139901 41294 39240
O badana
> 0,192 <0,001
Grupa
o 45 1365 86539 24043 22241
kontrolna
Skéra zmieniona 24 570 9064 2762 1938 0,282 <0,001
chorobowo
Skéra pozornie 24 4706 103672 26106 27926 0,255 <0,001
zdrowa
Skéra zdrowa- grupa 4, 0 19391 4290 6163 0,312 0,001

kontrolna Il

Zrédlo: Opracowanie wlasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej)

Tabela 5.7. Warto$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é¢ rozkladu warto$ci wzglednego poziomu transkryptow

sekwencji HERV-E (4 1) gag

: Z
N Min Max Srednia sg?]fjg):‘lgg\;\?e Kolmpgorowa- Istotnos$¢
Smirnowa
., Grupabadana 45 1274 2149605 133796 432822
> 0,506 <0,001
Grupa
o 45 899 28450 11069 6591
kontrolna
Skéra zmieniona 24 51 4225 1733 1209 099 0,200
chorobowo
Skéra pozornie 24 939 23577 10273 6062 0,133 0,200
zdrowa
Skéra zdrowa-grupa 1, 1779 17239 7369 4680 0,155 0,200

kontrolna Il

Zrédlo: Opracowanie wlasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j)

Tabela 5.8. Wartos$¢ statystyk opisowych oraz normalno$é rozkladu wartosci wzglednego poziomu transkryptow
sekwencji HERV-W env

p Odchylenie z
N Min Max Srednia y Kolmogorowa- Istotno$¢
standardowe .
Smirnowa
Grupa 45 1807 227684 29268 48552
O badana
% 0,357 <0,001
Grupa
o 45 4778 33187 15671 1274
kontrolna
Skoéra zmieniona 24 838 14811 6659 3845 0,105 0,200
chorobowo
Skéra pozornie o, 457 30206 13425 7881 0,111 0,200
zdrowa
Skérazdrowa-grupe 1, 704 116002 44545 31310 0,116 0,200

kontrolna Il

Zrédlo: Opracowanie wiasne (PBMC- komorki jednojadrzaste krwi obwodowej)
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Rycina 5.3. Srednie wzgledne poziomy transkryptow badanych sekwencji HERV w komérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej, skérze pozornie zdrowej oraz zmienionej chorobowo u 0sob chorych na luszczyce. (PBMC-
komorki jednojadrzaste krwi obwodowej; RA-wzgledny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wiasne

5.1.3. OBECNOSC PRZECIWCIAL IGG, IGM ORAZ IGA ANTY-HSV

Liczby 0sob pozytywnych badz negatywnych wzgledem przeciwcial anty-HSV
poszczegodlnych klas przedstawiono w Tabeli 5.9. Natomiast procentowy udzial oséb
pozytywnych i negatywnych wzgledem poszczeg6lnych klas przeciwciat w grupie badanej

oraz kontrolnej przedstawiono kolejno na Rycinach 5.4., 5.5. oraz 5.6.

Tabela 5.9. Czestos¢ wystepowania przeciwcial w analizowanych grupach
Klasa Grupa badana Grupa kontrolna |
przeciwcial Pozy;c\lywny NegaIt\Iywny Pozy’t\lywny Nega’t\lywny

e 41 4 27 18
IgM 18 27 24 21
IgA 10 35 9 36

Zroédlo: Opracowanie whasne
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Rycina 5.4. Procentowy udzial os6b pozytywnych i negatywnych wzgledem przeciwcial IgG anty-HSV w grupie
badanej oraz kontrolnej
Zrodlo: Dane z badan wlasnych
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Rycina 5.5. Procentowy udzial osob pozytywnych i negatywnych wzgledem przeciwcial IgM anty-HSV w grupie
badanej oraz kontrolnej
Zrédlo: Opracowanie wlasne
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Rycina 5.6. Procentowy udzial oséb pozytywnych i negatywnych wzgledem przeciwcial IgA anty-HSV w grupie
badanej oraz kontrolnej
Zrodlo: Opracowanie whasne

Jak przedstawiono na Rycinie 5.7. na podstawie wynikéw badan serologicznych,
wyrdzniono (zgodnie z kryteriami przedstawionymi w Rozdziale 4) grupy osob znajdujace

si¢ w r6znym stadium infekcji HSV.

25
["Igrupa badana
M grupa kontrolna
20 20
0
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£ 14
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N
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2 2 1
0
brak zakazenia zakazenie zakazenie ostre zakazenie  zakazenie
pierwotne latentne pierwotne/ wtorne
zakazenie
wtorne

Rycina 5.7. Liczebnosci grup os6b w poszczegélnych stadiach infekeji HSV w grupie badanej oraz kontrolnej
Zrédloe: Opracowanie wlasne
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5.1.4. NASILENIE Luszczycy

Wartos$¢ statystyk opisowych oraz warto$¢ i istotno$¢ testu Z Kotmogorowa-
Smirnowa dla wynikoéw Skali oceny nasilenia tuszczycy (PASI) przedstawiono w tabeli

5.9. Rozktad wynikow dla badanej zmiennej nie jest zgodny z rozktadem normalnym.

Tabela 5.10. Warto$¢ statystyk opisowych oraz normalno$¢ rozkladu zmiennej nasilenie luszczycy

. Istotnos¢
< . Odchylenie - : Z Kolmogorowa-
Srednia T Minimun Maximum ST asymptotyczna
(dwustronna)
PASI 19,20 11,11 5 54 0,135 0,047

Zroédlo: Opracowanie wlasne

Zgodnie z kryteriami zaawansowania klinicznego choroby zaproponowanymi przez
Schmitt i Wozel (2005) (por. Rozdz. 3.) 4 chorych (9%) bioracych udziat w badaniu
charakteryzowato si¢ tagodnym przebiegiem tuszczycy, 12 osob (27%) przebiegiem

umiarkowanym, a 29 (64%) przebiegiem ci¢zkim (por. Ryc. 5.8.)

Przebieg
luszezycy
® fagodny

® umiarkowany

ciezki

Rycina 5. 8. Procentowy udzial 0s6b o lagodnym, umiarkowanym oraz ci¢zkim przebiegu tluszczycy w grupie
badanej
Zroédlo: Opracowanie whasne
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5.2. POROWNANIE WZGLEDNEGO POZIOMU TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH

SEKWENCJI W KOMORKACH JEDNOJADRZASTYCH KRWI OBWODOWEJ

Przeprowadzono porownanie wzglednego poziomu transkryptéw badanych
sekwencji w PBMC pomigdzy grupa badang a kontrolng. Jak przedstawiono na Rycinie
5.9. u 0s6b chorych na luszczyce w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami wykazano
istotnie statystycznie wyzszy RA transkryptow nastgpujacych sekwencji: HERV-E pol
(p<0,001), HERV-R pol env (p=0,017) i HERV-K env (p=0,046). Nie odnotowano
natomiast istotnych ro6znic we wzglednym poziomie transkrytptow sekwencji: HERV-H
(env62) (p=0,748), HERV-K10gag (p=0,119), HERV-E (4-1) gag (p=0,930) oraz HERV-
W env (p=0,679).

200 000— grupa badana
M grupa kontrolna

150 000
100 000

;‘L-T"ﬁ e

HERV-E HERV-R HERV-H HERV- HERV-K HERV-E HERV-W
pol pol env (env62) K10gag env (4-1)gag env

sredni RA transkryptéw +/- SEM

o
|

Rycina 5.9. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptow badanych sekwencji HERV w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej pomiedzy osobami chorymi na luszczyce oraz zdrowymi (* p<0,05; ***
p<0,001) (RA-wzgledny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wlasne
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5.3. POROWNANIE WZGLEDNEGO POZIOMU TRANSKRYPTOWANALIZOWANYCH

SEKWENCJI W SKORZE ZMIENIONEJ CHOROBOWO | POZORNIE ZDROWEJ

Jak przedstawiono na Rycinie 5.10. stwierdzono istotne statystycznie nizszy RA
transkryptow wszystkich analizowanych sekwencji w skorze zmienionej chorobowo:
HERV-E pol (p<0,001), HERV-R pol env (p=0,022), HERV-H (env62) (p=0,046),
HERV-K10gag (p=0,001), HERV-K env (p<0,001), HERV-E (4-1) gag (p<0,001)
oraz HERV-W env (p=0,001).

skéra zmieniona
chorobowo

M skora pozornie zdrowa

100 000

80 000

60 000

40 000

redni RA transkryptéw +/- SEM

§
n
o
o
=}
T

HERV-E HERV-R HERV-H HERV- HERV-K HERV-E HERV-W
pol pol env (env62) K10gag env (4-1)gag env

Rycina 5.10. Porownanie wzglednego poziomu transkryptéow badanych sekwencji HERV pomiedzy skora
zmieniona chorobowo oraz pozornie zdrowa oséb chorych na luszezyce (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) (RA-
wzgledny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wlasne

5.4, POROWNANIE WZGLEDNEGO PozIoMU TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH

SEKWENCJI W SKORZE POZORNIE ZDROWEJ ORAZ W SKORZE ZDROWEJ

Wykazano istotne statystycznie wyzszy RA transkryptow sekwencji HERV-E pol
(p=0,045) oraz HERV-K env (p<0,001) w skorze pozornie zdrowej pobranej od o0sob
chorych na tuszczycg, natomiast nizsze w przypadku HERV-R pol env (p=0,020)
oraz HERV-W env (p=0,003) (por. Ryc. 5.11.) w poréwnaniu z skorg zdrowa pobrang od
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0sob z grupy kontrolnej. Roznice w RA transkryptow pozostatych sekwencji pomiedzy
skorg pozornie zdrowag oraz zdrowa nie byly istotne statystycznie: HERV-H (env62)
(p=0,654) HERV-K10gag (p=0,298), HERV-E (4-1) gag (p=0,134).

250 0007 * M skora pozornie zdrowa
M skora zdrowa
200 000

150 000

100 000

Sredni RA transkryptow +/- SEM

50 000

0

HERV-E HERV-R HERV-H HERV- HERV-K HERV-E HERV-W
pol pol env (env62) K10 gag env (4-1)gag env

Rycina 5.11. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptéw badanych sekwencji HERV pomiedzy skéra pozornie
zdrowg 0sob chorych na luszczyce oraz skérg zdrowa osob z grupy kontrolnej (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
(RA-wzgledny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wiasne

5.5. POROWNANIE WZGLEDNEGO PoOzZIOMU TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH

SEKWENCJI W SKORZE ZMIENIONEJ CHOROBOWO ORAZ W SKORZE ZDROWEJ

Poréwnano RA transkryptow analizowanych sekwencji pomigdzy skorg zmieniong
chorobowo pobrang od osob chorych na luszczyce oraz skoérg zdrowa pobrang od osob
z grupy kontrolnej I1. Stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy RA transkryptow
wszystkich badanych sekwencji (HERV-E pol (p=0,004), HERV-R pol env (p<0,001),
HERV-H (env62) (p=0,007), HERV-K10gag (p<0,001) HERV-E (4-1) gag (p=0,001)
oraz HERV-W env (p=0,001) z wyjatkiem HERV-K env (p=0,240) (por. Ryc. 5.12.) w

skorze zdrowe;.
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Rycina 5.12. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptéw badanych sekwencji HERV pomiedzy skéra
zmieniona chorobowo 0s6b chorych na luszezyce oraz skéra zdrowa oséb z grupy kontrolnej (** p<0,01;
*** n<0,001) (RA-wzglgdny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wiasne

5.6. POROWNANIE WZGLEDNEGO PoOzIOMU TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH
SEKWENCJI W KOMORKACH JEDNOJADRZASTYCH KRwI OBWODOWEJ POMIEDZY

OsoBAMI O ROZNYM PRzEBIEGU Luszczycy

Wykonano poréwnanie RA transkryptow analizowanych sekwencji pomiedzy
grupami wylonionymi ze wzgledu na stopien nasilenia tuszczycy mierzony wskaznikiem
PASI. Ze wzgledu na matg liczebno$¢ podgrupy osoéb o tagodnym przebiegu (4 osoby)
wytoniono 2 grupy poréwnawcze: o stabym 1 umiarkowanym przebiegu tuszczycy
oraz o przebiegu cigzkim. Doktadne statystki opisowe dla wytonionych grup zawarto
w Tabeli 5.10. Jak przedstawiono na Rycinie 5.13. istotne statystycznie byly jedynie
réznice w RA transkryptow sekwencji HERV-E pol (p=0,05) oraz HERV-H (env62)
(p=0,047), wskazujace na wyzsze poziomy transkryptow w grupie oséb o tagodnym
1 umiarkowanym przebiegu luszczycy. Poziomy istotnosci dla poréwnan pozostatych
sekwencji wynosity: HERV-R pol env (p=0,177), HERV-K10gag (p=0,133), HERV-K
env (p=0,899), HERV-E (4-1) gag (p=0,070) oraz HERV-W env (p=0,088).
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Tabela 5.11. Wartos¢ statystyk opisowych dla wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych sekwencji w
komoérkach jednojadrzastych krwi obwodowej w grupach o ré6znym przebiegu luszczycy

Przebieg lagodny i umiarkowany Przebieg ciezki
- - 5 . Odchylenie - < . Odchylenie
Sekwencja Min Max Srednia standardowe Min Max Srednia standardowe
HERV-E
pol 793 32549 10626 10644 979 50141 5878 9179
HERV-R
pol env 2145 139366 32274 36104 3119 107062 19294 20289
HERV-H
env 62 4547 289700 84622 83009 3344 281130 44281 53403
HERV-
K10gag 8089 236988 96525 64382 6318 247483 70468 64199
HERV- K
env 1472 124171 41076 39858 625 139901 41411 39641
HERV-E
(4 1) gag 1405 1570674 223406 482920 1274 2149605 85790 404518
HERV-W
env 1807 190700 43383 59114 2617 227684 21706 41049
Zroédto: Opracowanie wlasne
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Rycina 5.13. Porownanie wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych w komérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej pomiedzy osobami o tagodnym i umiarkowanym przebiegu luszczycy oraz przebiegu ciezkim

(* p<0,05) (RA-wzgledny poziom)

Zrédlo: Opracowanie wlasne
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5.7. POROWNANIE WZGLEDNEGO PoOzIOMU TRANSKRYPTOW ANALIZOWANYCH
SEKWENCJI POMIEDZY OSOBAMI W ROZNYCH STADIACH INFEKCJI HSV CHORYCH NA
LUSZCZYCE

5.7.1. KOMORKI JEDNOJADRZASTE KRWI OBWODOWEJ

Dokonano porownania RA transkryptow badanych sekwencji w PBMC o0s6b
chorych na tuszczyce, pomiedzy osobami w poszczegdlnych stadiach infekcji HSV.
Ze wzgledu na matg liczebnos$¢ grupy osob niezakazonych oraz z zakazeniem pierwotnym
pomini¢to je w analizie statystycznej. Statystyki opisowe wynikéw uzyskanych
w wylonionych podgrupach umieszczono w Tabeli 5.11. Zadne z zaobserwowanych roznic
nie spetniaty kryterium istotnosci statystycznej: HERV-E pol (p=0,442), HERV-R pol env
(p=0,881), HERV-H (env62) (p=0,710), HERV-K10gag (p=0,463), HERV-K env
(p=0,371), HERV-E (4-1) gag (p=0,732) oraz HERV-W env (p=0,354) (por. Ryc. 5.14).
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Rycina 5.14. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych sekwencji w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej pomiedzy osobami w poszczegélnych stadiach infekeji HSV (RA-wzgledny
poziom)

Zrédlo: Opracowanie wiasne
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5.7.2. SKORA CHOROBOWO ZMIENIONA

W grupie oso6b chorych na tuszczyce dokonano poréwnania RA transkryptow
analizowanych sekwencji w skorze zmienionej chorobowo pomiedzy osobami
w poszczegbdlnych stadiach infekcji HSV. Tak jak w przypadku analizy w PBMC,
ze wzgledu na matg liczebno$¢ grupy osob niezakazonych oraz z zakazeniem pierwotnym
pomini¢to je w analizie statystycznej. Szczegdlowe statystyki opisowe umieszczono
w Tabeli 5.12. Nie wykazano zadnych istotnych statystycznie roznic: HERV-E pol
(p=0,365), HERV-R pol env (p=0,089), HERV-H (env62) (p=0,611), HERV-K10gag
(p=0,200), HERV-K env (p=0,604), HERV-E (4-1) gag (p=0,617) oraz HERV-W env
(p=0,132) (por. Ryc. 5.15).
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Rycina 5.15. Porownanie wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych sekwencji w skorze zmienionej
chorobowo pomiedzy osobami w poszczegolnych stadiach infekcji HSV (RA-wzgledny poziom)
Zro6dto: Opracowanie wlasne

5.7.3. SKORA POZORNIE ZDROWA

Statystyki opisowe RA transkryptow analizowanych sekwencji w skorze pozornie
zdrowe] w podgrupach wyodrgbnionych ze wzgledu na stadium zakazenia HSV
przedstawiono w Tabeli 5.13. Ze wzgledu na niewielkg liczbe 0sdb niezakazonych

oraz z zakazeniem pierwotnym pomini¢to te podgrupy w analizie statystycznej. Analiza
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poréwnawcza RA transkryptow badanych sekwencji nie wykazata istotnych statystycznie
réznic: HERV-E pol (p=0,858), HERV-R pol env (p=0,515), HERV-H (env62) (p=0,540),
HERV-K10gag (p=0,642), HERV-K env (p=0,401), HERV-E (4-1) gag (p=0,206)
oraz HERV-W env (p=0,320) (por. Ryc. 5.16).

M zakazenie latentne
M zakazenie wtérne

m oslt(re_ zakazenie pierwotne/
100 000 zakazenie wtdrne
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HERV-E HERV-R HERV-H HERV-K10 HERV-K HERV-E HERV-W
pol polenv  (env62) gag env 4 1) gag env

Rycina 5.16. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptéw analizowanych sekwencji w skérze pozornie zdrowej
pomiedzy osobami w poszczegélnych stadiach infekeji HSV (RA-wzgledny poziom)
Zroédlo: Opracowanie whasne
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Tabela 5.12. Warto$¢ statystyk opisowych dla wzglednych pozioméw transkryptéw badanych sekwencji HERV w komoérkach jednojadrzastych krwi obwodowej w grupach oséb
w réznych stadiach zakazenia HSV

Zakazenie latentne (n=20) Zakazenie wtérne (n=14) Ostre pierwotne zakazenia/zakazenie wtérne
: 2 . Odchylenie . . . Odchylenie . , . Odchylenie
Min Max Srednia standardowe Min Max Srednia standardowe Min Max Srednia e e o
HES)Y'E 1036 50141 8550 11921 979 28211 8459 9526 793 12663 4508 3540
HERV-R
elem, 25 139365 28270 35725 3117 75000 22529 24412 2145 40498 17186 11943
HERV-H
R, 334 281130 61608 72956 4491 151301 51259 49596 4547 127248 43369 40104
ElEoF;Zg 10157 247483 95218 76788 7893 1305867 65831 44536 6318 197625 65189 60310
HKE;\C' 2410 133473 44082 40420 1472 69763 25206 24978 625 139900 50189 45026
HERV-E
1) gag 3782 214965 205758 590968 1274 473333 75690 175509 1405 31674 10475 8629
F\:\I/Ez:\// 2026 227684 34465 58795 2617 92683 27328 30174 1807 25093 13107 8103

TL

Zrédlo: Opracowanie wlasne
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Tabela 5.13. Wartos¢ statystyk opisowych dla wzglednych pozioméw transkryptow

badanych sekwencji HERV w skorze zmienionej chorobowo w grupach oséb w réznych

stadiach zakazenia HSV
Zakazenie latentne Zakazenie wtorne Ostre pierwotne zakazenia/zakazenie wtérne
. 2 . Odchylenie . : . Odchylenie . : . Odchylenie
Min Max Srednia standardowe Min Max Srednia standardowe Min Max  Srednia standardowe
HE;Y'E 144 1454 810 370 401 3384 1529 1307 150 2078 1090 570
HERV-R
ool env 5117 43980 21735 11036 22472 58261 39238 14791 5037 49238 25825 13513
HERV-H
onv 62 7486 58794 25243 15067 15191 299459 95487 136448 13578 47590 25816 12542
ElE(I):;Zg-] 3692 21635 13429 5110 10966 87027 39925 32777 5165 40244 16012 12403
HERV-
K erv 570 9064 2738 2390 1164 5152 3382 2058 739 5274 2527 1438
HERV-E o) 3365 1598 1280 845 4225 2311 1537 190 2871 1830 870
(4 1) gag
HERV-
W env 1946 13488 6826 3861 5753 14811 9999 3714 1752 8415 5342 2707
Zrodto: Opracowanie wlasne
=
_<
z
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Tabela 5.14. Warto$¢ statystyk opisowych dla wzglednych pozioméw transkryptéw badanych sekwencji HERV w skérze pozornie zdrowej w grupach osob w roznych stadiach

zakazenia HSV
Zakazenie latentne Zakazenie wtorne Ostre pierwotne zakazenia/zakazenie wtorne
Min Max Srednia R3S Min Max Srednia Odchylenie Min Max  Srednia Odchylenie
! standardowe ! standardowe ! standardowe
HES)Y'E 1036 50141 8550 11921 979 28211 8459 9526 793 12663 4508 3540
HERV-R
Dolony 3258 130365 28270 35725 3117 75000 22529 24412 2145 40498 17186 11943
HERV-H
e, 3344 281130 61608 72956 4491 151301 51259 49596 4547 127248 43369 40104
ElE(i]Zg 10157 247483 95218 76788 7893 1305867 65831 44536 6318 197625 65189 60310
HKE;\C' 2410 133473 44082 40420 1472 69763 25206 24978 625 139900 50189 45026
HERV-E
1) gag 3782 214965 205758 590968 1274 473333 75690 175509 1405 31674 10475 8629
"\:\'/Ez:\// 2926 227684 34465 58795 2617 92683 27328 30174 1807 25093 13107 8103
Zrédlo: Opracowanie wlasne
s
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z
)



WYNIKI

5.8. OCENA ZALEZNOSCI POMIEDZY WZGLEDNYM POZIOMEM TRANSKRYPTOW

ANALIZOWANYCH SEKWENCJI A NASILENIEM Luszczycy

Aby potwierdzi¢ hipotez¢ o wystepowaniu zaleznosci pomig¢dzy nasileniem

luszczycy, wyrazonym uzyskang liczba punktow na Skali Oceny Nasilenia Luszczycy

(PASI) a RA transkryptow badanych sekwencji, przeprowadzono analiz¢ korelacji.

Wykazata ona brak istotnych statystycznie zwigzkéw pomiedzy wymienionymi powyzej

zmiennymi. Szczegdtowa macierz korelacji umieszczono w Tabeli 5.14.

Tabela 5.15. Korelacje pomiedzy wynikiem uzyskanym na skali PAS| oraz wiekiem, a analizowanymi sekwencjami

HERV-E HERV-R HERV- HERV- HERV- HERV-E HERV-W

pol pol env H(env62) Kl10gag Kenv (4-1)gag env
PASI Wspétczynnik korelacji -0,204 -0,118 -0,274 -0,216 0,026 -0,224 -0,232
Istotno§é 0,196 0,458 0,079 0,170 0,870 0,154 0,139

Zroédlo: Opracowanie whasne
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ROZDZIAL 6. DYSKUSJA

Od lat dyskutowane sg teorie nad potencjalng rolg ludzkich endogennych
retrowirusdw w etiopatogenezie licznych schorzen, w tym przede wszystkim, zwigzanych
z procesami autoimmunizacyjnymi. Wyniki badan z zastosowaniem coraz to czulszych
metod molekularnych dostarczajg kolejnych argumentow na rzecz tej tezy. Zwigzek
endogennych retrowiruséw z etiopatogeneza tuszczycy byt postulowany przez niektorych
badaczy, od kiedy to w moczu, zmianach skornych oraz stymulowanych limfocytach oséb
chrych na psoriasis wykazano obecnos$¢ czastek wirusopodobnych (lversen, 1983; za:
Bessis i wsp, 2004). Réwnoczesnie istnieje coraz wigcej dowodow na mozliwy udziat
infekcji wirusami egzogennymi w aktywacji sekwencji endogennych retrowirusow,
potencjalnie skutkujacych ich udzialem w procesach autoimmunizacyjnych (Christensen,

2005).

Warto zaznaczy¢, ze rodziny endogennych retrowirusOw rdzniag si¢ od siebie
w sposOb znaczacy, a biatka kodowane przez ich przedstawicieli moga peti¢ rozne
funkcje. Stad wyniki uzyskane dla kazdej z analizowanych sekwencji zostang

przedyskutowane osobno.

6.1. DOBOR OSOB BADANYCH

Jak zostato juz nadmienione w Rozdziale 1, liczne czynniki moga regulowac
ekspresje HERV. Badania wykonywane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
zaplanowano w taki sposob, by zminimalizowa¢ oddzialywanie tych czynnikow
na uzyskiwane wyniki. Stad, do udziatu w projekcie, kwalifikowano tylko tych chorych,
ktorzy przez co najmniej 6 miesigcy przed pobieraniem materiatu byli leczeni jedynie
miejscowo, przy pomocy preparatdow niesteroidowych. Wiadomym jest bowiem,
ze stosowana w terapii luszczycy fototerapia moze znaczaco wplywac na ekspresj¢ HERV.

Hohenadadl (1999) wraz ze wspolpracownikami wykazal, ze komorki progenitorowe
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keratynocytow oraz niesmiertelne linie komorkowe keratynocytow (HaCaT) wykazuja
wyzszy poziom transkryptow genu pol ludzkich endoegennych retrowirusow po
naswietlaniach UVB. Zaobserwowano takze indukcyjne dziatanie promieniowania UVB
na transkrypcj¢ wybranych HERV w skorze os6b zmagajacych si¢ z toczniem uktadowym.
Z drugiej strony promieniowanie UVB hamuje transkrypcj¢ ERV-9 w kertynocytach osob
zdrowych oraz translacj¢ genu env HERV-E w zmianach tuszczycowych (Bessis i wsp,.

2004; Zwolinska, 2006; Balada i wsp., 2009).

Drugim waznym czynnikiem regulujacym ekspresje HERV (takze stosowanym
w terapii luszczycy) sa glukokortykosteroidy. Dowiedziono, Zze najwyzsza ekspresja
HERV wystepuje w tkankach, ktére wydzielaja, badZz sa wrazliwe na dziatanie tych
hormonéw. Obserwowano na przyklad zwigkszong ekspresj¢ niektorych HERV pod
wptywem glukokortykosteroidow w komoérkach raka piersi oraz komodrkach tozyska.
Wykazano takze wzmozong ekspresj¢ MMTV w mysich komoérkach nowotworowych
oraz HERV-K10 w ludzkich liniach raka piersi (T47D) pod wplywem
glukortykosteroidow. Natomiast pod wplywem terapii zwigzkami steroidowymi
obserwowano obnizenie ekspresji HERV, jak np. mniejszg liczbe transkryptow genu gag
HERV-E (4-1) u 0s6b chorych na SLE (Balada i wsp., 2009). Dlatego tez w badaniu braty
udziat tylko 1 wylacznie te osoby, ktore nie byly poddane dziataniu glukortykosteroidow

przez co najmniej 6 miesigcy przed pobieraniem materiatu do badan.

6.2. ASPEKT METODYCZNY
6.2.1. REAL-TIME PCR

Wraz z rozwojem technologicznym, jestesmy $wiadkami niezwyktego postepu
metod majacych zastosowanie w biologii molekularnej. Niewatpliwym kamieniem
milowym, bylo wynalezienie reakcji tancuchowej polimerazy (PCR- ang. polymerase
chain reaction) przez zespot Kary’ego Mullisa. Metoda ta przyspieszyla oraz usprawnita

prace badawcze nad funkcjg i strukturg gendw. Dzigki niej ludzie nauki, a obecnie takze
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i diagnos$ci laboratoryjni mogg w warunkach in vitro amplifikowa¢ dowolng wybrang
sekwencje, dzieki zastosowaniu dwodch syntetycznych oligonukleotydow (starterow)
komplementarnych do sekwencji docelowej (Mullis i Faloona, 1987; Stomski i wsp.,
2004). Pomimo rozlicznych zalet, niedostatkiem tradycyjnej metody PCR jest niemozno$é

dokonywania oznaczen ilosciowych.

Zastosowana w niniejszej rozprawie technika real-time PCR jest modyfikacja
klasycznego PCR pozwalajaca na dokonywanie ocen ilosciowych. Jej gldéwnymi zaletami
jest czulos¢, szeroki zakres detekcji oraz powtarzalno$¢. Prawidlowe jej zastosowanie
wymaga jednak technicznej wiedzy o detekcji produktow, projektowaniu optymalnych dla
metody staterow, oceny iloSciowej i1 normalizacji uzyskiwanych wynikow, a takze

niezwyktej dbalosci o standardy pracy (Ciesielska 1 Sikorski, 2008).

6.2.2. 1zOLACIA RNA

Newralgicznym punktem przeprowadzonych badan byla takze izolacja
calkowitego RNA z wycinkow skory. Trudnos¢ polegata na odpowiedniej homogenizacji
materiatu, cho¢ warto zaznaczy¢, ze sama izolacja RNA zawsze wymaga wyjatkowego
przestrzegania zasad praktyki laboratoryjnej, bowiem zanieczyszczenie RNAzami
powoduje degradacje pozyskiwanego kwasu nukleinowego. Pobierane bioptaty skory byty
wycinkami nie przekraczajacymi 5 mm, zatem ich wilasciwa homogenizacja miata
kluczowe znaczenie dla ilosci uzyskiwanego RNA. W niniejszym badaniu uzyto
urzadzenia TissueLyser LT (Qiagen, USA) z zastosowaniem kulek metalowych.
Opracowana procedura z wykorzystaniem homogenizatora kulkowego pozwolita na
wysokowydajng izolacje catkowitego RNA. Wczesniejsze proby optymalizacji procesu
rozdrabniania bioptatéw skory z uzyciem homogenizatora mechanicznego typu ,,rotor-
stator” nie spetniaty oczekiwan w zakresie wydajnej homogenizacji. Dodatkowa zaletg jest
dokonywanie homogenizacji w zamknietej probowce dzigki czemu osoba wykonujaca nie

jest narazona na ekspozycj¢ oparami fenolu.
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6.2.3. GEN REFERENCYJNY

Jak juz zaznaczono w rozdziale 4 w niniejszych badaniach wykorzystano gen
referencyjny GAPDH. Byl on uzywany przez liczne zespoty badawcze w pracach z
wykorzystaniem zaréwno PBMC jak 1 biopsji skory od oséb zdrowych jaki i chorych na
tuszczyce (M. Kawaguchi 1 wsp., 2005; Namyst 1 wsp., 2005). Namyst (2006) wykazat
stabilnos¢ ekspresji GAPDH w PMBC zar6wno u 0s6b z grupy kontrolnej jak i chorych na

luszczyce, poprzez odniesienie liczby jego transkryptow do liczby komorek.

W przypadku wycinkow skory niezwykle trudne jest dokonanie doktadnej oceny
liczby komorek. Dlatego nie mozna tez z calg pewnoscig potwierdzi¢ stabilno$¢ ekspresji
GAPDH w skorze osob chorych na tuszczyce. W przysztych eksperymentach mozna
podja¢ probe standaryzacji masy biopsji, poprzez pobieranie jej sztancg. W niniejszych
badaniach bioptaty pobierane byly przy pomocy igly i skalpela, przez co ich wielkos¢
podlegata wahaniom. Drugim rozwigzaniem jest ocena ekspresji wigcej niz jednego genu
referencyjnego, a nastgpnie normalizacja wynikow do ich $redniej logarytmicznej (Dheda
i wsp., 2005; Bjerregaard i wsp., 2011). Dzigki takiemu podej$ciu minimalizuje si¢ wplyw
mozliwej zmiennoS$ci ekspresji genow z grupy podstawowego metabolizmu komorkowego

w r6znych tkankach, badz stanach patologicznych.

6.3. ANALIZA WZGLEDNEGO POzZIOMU TRANSKRYPTOW WYBRANYCH SEKWENCJI

HERV

6.3.1. HERV-E

W niniejszych badaniach wykazano znaczacy wzrost wzglednego poziomu
transkryptow sekwencji HERV-E pol w PBMC chorych na luszczyce w pordéwnaniu
z osobami z grupy kontrolnej. Jest to wynik o tyle ciekawy, ze wczesniejsze doniesienia
z badan przeprowadzonych na innej grupie pacjentow cierpiagcych na psoriasis

wskazywaly na odwrotng zalezno$¢ (Kowalczyk i wsp., 2010). Warto zaznaczy¢,
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ze cytowane badania przeprowadzane byly na malej liczbie o0sob. Zroznicowanie
uzyskiwanych wynikow w zaleznos$ci od liczebnosci grupy moze wskazywaé na duza
mi¢dzyosobniczg wariancj¢ ekspresji HERV-E pol. Badania z uzyciem tych samych
starterOw, przeprowadzone wsérod osoOb chorych na morphea wykazywaly obnizong
ekspresje omawianej sekwencji w poréwnaniu do osdéb zdrowych (Kowalczyk i wsp.,

2012).

Zanotowano takze znacznie wickszg wzgledng liczbe transkryptow omawianej
sekwencji w skorze pozornie zdrowej w porOwnaniu ze skorg zmieniong chorobowo
pobierang od chorych, ale takze skorg zdrowg pobierang od 0sob z grupy kontrolnej. Bessis
i wsp. (2000) uzyskali odmienne rezultaty, wykazujac istotnie wigksza liczbe transkryptow
sekwencji HERV z rodziny E w skorze zmienionej chorobowo w porownaniu do skory
pozornie zdrowej (za: Bessis i wsp., 2004). Ci sami autorzy wykazali takze, ze produkty
biatkowe genu env HERV-E byly obecne w wigkszo$¢ analizowanych bioptatow skory
pobranych od oso6b chorych na luszczyce, ale tylko w 15% biopsji skory pobranych
od 0sob zdrowych. Wykazali takze zwigkszong ekspresje w skorze zmienionej chorobowo

oraz pobranej z otoczenia zmian w poroOwnaniu do skory pozornie zdrowe;.

Zwigkszona transkrypcja sekwencji HERV-E pol w skoérze pozornie zdrowej
w poréwnaniu do skory zmienionej chorobowo wydaje si¢ by¢ wynikiem zaskakujgcym.
Z drugiej jednak strony, biorac pod uwage jej zwigkszenie w stosunku do skory zdrowej
moze t0 $wiadczy¢ o udziale HERV-E w zapoczatkowywaniu zmian skérnych. Bessis
1 wspotpracownicy (2004) wykazali, ze biatko env HERV-E ulega ekspresji w skornych
limfocytach T CD4+. Subpopulacja ta uwazana jest za majacg udzial we wczesnych
stadiach powstawaniu zmian tuszczycowych, co wykazano w badaniach na modelu
zwierzgcym (za: Bessis 1 wsp., 2004). Mozna zatem wysuna¢ hipotezg, ze zwigkszony RA
transkryptow analizowanej sekwencji moglaby by¢ istotnym czynnikiem w patogenezie

huszezycy.

W  ramach niniejszej rozprawy przeanalizowano takze wzgledna liczbe

transkryptow sekwencji HERV-E (4-1) gag. Tak jak w przypadku sekwencji HERV-E pol,
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zanotowano znaczny wzrost liczby transkryptow w skorze pozornie zdrowej w poréwnaniu
do zmienionej chorobowo oraz skérze zdrowej w pordwnaniu do zmienionej chorobowo.
Nie zaobserwowano natomiast roznic w RA transkryptow w skorze pozornie zdrowe;j
oraz zdrowej, a takze PBMC pomiedzy grupa badang oraz kontrolng. Warto wskazac,
na znaczne odchylenie standardowe wynikow uzyskanych w PBMC bedace
odzwierciedleniem réznic miedzyosobniczych w ekspresji tej sekwencji. Co ciekawe,
Namyst wraz ze wspotpracownikami (2005) wykazali zwigkszony RA genu gag klonu
HERVE-E (4-1) w PBMC 0s6b chorych na twardzine oraz tuszczycowe zapalenia stawow
porownaniu do grupy kontrolnej. Jednakze nie wykryli w ogodle transkryptow w grupie
chorych na tuszczyce pospolita. Wynik ten wydaje si¢ by¢ zaskakujacy, jednak nalezy
zaznaczy¢, ze w cytowanej pracy brak jest informacji o doborze grupy badanej. By¢ moze
osoby te w czasie pobierania materialu do badan byly pod wpltywem czynnikoéw

regulujacych ekspresje HERV.

Z kolei Sekigawa i wspotpracownicy (2001) nie wykryli mRNA sekwencji HERV-
E w limfocytach krwi obwodowej (PBL-ang. peripheral blood lymphocytes) osob
zdrowych. Natomiast wykazali, ze pod wptywem niektorych zwiazkéw demetylujacych
dochodzito do uruchomienia aktywnosci transkrypcyjnej (Sekigawa i wsp., 2001). Zwiagzek
uruchamiania transkrypcji sekwencji HERV pod wptywem substancji wykazujacych
dziatanie demetylujace wobec DNA, takich jak np. niektore leki (prokainamid czy
hydralazyna) wymaga dalszej analizy jako, ze moglyby one potencjalnie uruchamiaé
ekspresje HERV, a tym samym by¢ potencjalnym czynnikiem wyzwalajacym tuszczyce.
Z drugiej jednak strony istnieje doniesienie wskazujace na poprawe stanu klinicznego
luszczycy po podawaniu hydralzyny, ktéra posiada wihasciwosci demetylujace (Isaac,
1982). W przysztej pracy badawczej warto takze podjac, zasygnalizowany powyzej, temat
obnizenia ekspresji bialeck HERV-E pod wptywem dziatania promieniowania UVB. To
zjawisko moze bowiem tlumaczy¢ terapeutyczne dziatanie naswietlan promieniami UV w

tuszczycy (Moles i wsp., 2005).
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6.3.2. HERV-R

W niniejsze] rozprawie wykazano takze istotnie statystycznie wigkszy RA
transkryptow sekwencji HERV-R pol env w PBMC o0s6b chorych na tuszczyce
w porownaniu do osob zdrowych. Namyst (2006) wykazal natomiast odwrotng zalezno$¢.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze przebadat on maloliczne grupy, bowiem zaréwno grupa
badana jak i kontrolna liczyty po 10 osob. Warto zauwazy¢, ze istnicjg takze doniesienia
swiadczace o  mozliwym  udziale HERV-R  w  etiopatogenezie  chorob
autoimmunizacyjnych. Przeciwciata skierowane przeciw HERV-R obserwowano u o0sob
chorych na toczen rumieniowaty uktadowy oraz zesp6t Sjogrena, natomiast przenikanie
przeciwcial przez tozysko w czasie cigzy wydaje si¢ mie¢ zwigzek z czgstoscia
wystepowania zapalenia migs$nia sercowego oraz arytmig serca rozwijajacego sie ptodu
(za: Portis i wsp., 2002). Istniejg takze doniesienia, ze moze on takze stanowi¢ marker
choroby zwyrodnieniowej stawoéw (Nelson 1 wsp., 2010). W tym ujeciu zwigkszenie liczby
transkryptow omawianej sekwencji mogloby sugerowaé jej mozliwy udziat w patogenezie
huszczycy. Warto wspomnie¢, ze Rubin 1 wspolpracownicy (1991) wykazali odmienne
wzorce polimorfizmu dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP- ang. restriction
fragment length polymorphism) HERV-R u osob chorych na reumatoidalne zapalenie
stawow oraz zdrowych (za: Takeuchi i wsp., 1995), co moze wskazywac na znaczacg role
nie samej liczby transkryptow, ale raczej miejsc polimorficznych w obrebie sekwencji

endogennych retrowirusow.

Zaobserwowano takze znaczacy spadek wzglednej liczby transkryptow sekwencji
HERV-R pol env w skdrze zmienionej chorobowo w porownaniu do skory pozornie
zdrowej oraz zdrowej. Moze by¢ to zwigzane z atrofig gruczotow tojowych obserwowang
w zmianach tuszczycowych (Werner i wsp., 2008). Wykazano bowiem wcze$niej
(Andersson i wsp., 1996), ze ekspresja HERV-R jest znacznie podwyzszona w gruczotach
tojowych o0s6b zdrowych. Ich zanik w zmianach tuszczycowych, moglby by¢ przyczyna

odnotowanych rdznic.

81



Dyskusia

6.3.3. HERV-H

Na podstawie analizy wynikow wykazano mniejszy RA transkryptow sekwencji
HERV-H (env62) w skorze zmienionej chorobowo w poréwnaniu do skory pozornie
zdrowej jak 1 zdrowej. Nie wykryto natomiast istotnych statystycznie roznic w zakresie RA
transkryptow w PBMC, cho¢ wczesniej (Kowalczyk 1 wsp., 2010) obserwowalismy istotny
statystycznie wzrost omawianej sekwencji w PBMC o0s6b chorych na tuszczyce
w poréwnaniu do osob zdrowych. Badanie to jednak bylo przeprowadzone na mniejszej
liczbie os6b. Zbiezne wyniki do tych uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy uzyskano
u chorych na morphea, gdzie wykazano, ze istnieje statystycznie wzrost RA transkryptow

w skorze zdrowej w poréwnaniu do skéry zmienionej chorobowo (Kowalczyk, 2012).

Jak juz wspomniano we wstepie niniejszej dysertacji, produkt biatkowy omawiane;j
sekwencji ma wilasciwosci immunosupresyjne. Mangeney i wspotpracownicy (2001)
wykazali na modelu zwierzecym, ze w jego obecnosci dochodzi do proliferacji komorek
nowotworowych w warunkach in vivo, podczas gdy przy jego braku nie dochodzito
do rozrostu nowotworu. Biorgc pod uwage spadek RA transkryptow HERV-H (env-62)
w skorze zmienionej chorobowo, mozna przypuszczaé, ze niewielkie jest ryzyko

transformacji nowotworowej wywotanej wtasnie jego ekspresja u chorych na tuszczyce.

W tym miejscu warto takze zastanowié si¢ dlaczego geny env w ogole ulegaja
translacji, tworzac funkcjonalne biatka. Wiadomym jest, ze sg one konieczne tylko
do wnikniecia wirusa do komorki, a zatem nie ma potrzeby ich translacji w czasie
wewnatrzkomorkowej transpozycji sekwencji zintegrowanych juz z genomem. W tym
procesie niezbedne sg jedynie produkty genow pol i gag. Uwaza sie, ze otwarte ramki
odczytu dla gendw env wynikaja z petnienia przez biatka waznych dla gospodarza funkcji.
Na przyktad u myszy odpornos¢ na MLV jest kontrolowana przez loci Fv, z ktorych dwa
sa zwigzane z endogennymi retrowirusami. Fv-1 locus pochodzi z genu gag rodziny
MUERV-L. Biatkowy produkt blokuje replikacje wirusa po jego wniknigciu do komorek
gospodarza, przed integracja nowozsyntetyzowanej nici DNA z jego genomem. Z kolei

locus Fv-4 koduje biatko otoczki MLV, ktére zapobiega szerzeniu si¢ infekcji MLV na
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drodze zjawiska zwanego interferencjg receptora. Receptory komorkowe zostajg
zablokowane przez biatka otoczki wiruswow, ktore juz zainfekowaty komorke, chronigc
tym samym przed infekcja wirusami uzywajacymi tych samych receptorow (de Parseval

i Heidmann, 2005).

6.3.4. HERV-K

Udziat rodziny HERV-K jest w szczegdlny sposob eksplorowany w badaniach
dotyczacych etiopatogenezy tuszczycy. Foerster 1 wsp. (2005) wykazali, ze w obrebie
PSORS1 znajduje si¢ fragment HERV-K, kodujacy hydrolaze trdjfosforanu
deoksyurydyny (dUTPazg), a jego dwa warianty jednonukleotydowych polimorfizmow
(SNP- ang. single nucleotide polymorphism) pozwalaja na réznicowanie haplotypow
determinujacych wysokie i niskie ryzyko zachorowania na psoriasis (Foerster i wsp.,
2005). Odkad wykazano, ze dUTPaza produkowana przez wirus EBV bierze udziat we
wrodzonej odpornosci przez aktywacje TLR 2 (ang. toll-like receptor) oraz modulowanie
ekspresji genow zaangazowanych w $ciezki sygnatowe zwigzane z cytokinami oraz
interferonem, wysuni¢to hipotez¢ o mozliwym udziale dUTPazy pochodzacej z HERV-K
w etiopatogenezie tuszczycy (Ariza i wsp., 2011; Lai i wsp., 2012).

W niniejszej rozprawie odnotowano znaczacy wzrost RA transkryptow HERV-K
env w PBMC os6b chorych na tuszczyce w porodwnaniu do osob z grupy kontrolne;.
Wykazano takze statystycznie istotne wzrosty w skorze pozornie zdrowej w poréwnaniu
do skory zmienionej chorobowo oraz zdrowej. Badania przeprowadzone wsréd osob
chorych na morphea roéwniez wykazywaly zwigkszona ekspresj¢ omawianej sekwencji
w PBMC oraz w zmianach skornych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Kowalczyk
i wsp., 2012). Biorgc pod uwage, ze zwickszong liczbe transkryptow HERV-K env
wykrywa si¢ w nowotworach piersi, a takze jej potencjalnie onkogenne wilasciwosci
(Wang-Johanning i wsp., 2003), nalezaloby przeprowadzi¢ kolejne badania, w celu oceny
ryzyka transformacji nowotworowej u os0b chorych na tuszczyce, zwigzanej ze

zwigkszong ekspresja HERV-K env.
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W niniejszej rozprawie nie wykazano istotnych ré6znic w RA trannskryptow HERV-
K10 gag w PBMC chorych na tuszczyce oraz zdrowych. Co ciekawe Namyst
1 wspotpracownicy (2005) wykazali taki wzrost w pordwnaniu z osobami zdrowymi oraz
cierpigcymi na twardzing ukladowg. Raz jeszcze nalezy zaznaczy¢, ze przeanalizowane
przez cytowanych badaczy grupy byly mato liczne. Przeprowadzone badania wskazujg
takze na istotny statystycznie spadek RA transkryptoéw w skorze zmienionej chorobowo
w porownaniu do skoéry pozornie zdrowej oraz zdrowej. Sg to wyniki, o tyle zaskakujace,
ze produkty bialtkowe genéw gag uwazane sa za posiadajace najwigkszy potencjal do
wywotywania reakcji autoimmunizacyjnej, a biatka kodowane przez HERV-K10
wykrywane byty in vivo (Urnovitz i Murphy, 1996). Badania z zastosowaniem
rekombinowanych konstruktow biatkowych env, wykazaty, ze zar6wno u oséb zdrowych,
chorych na nowotwory piersi, zakazonych HIV 1 cytomegalowirusem wystepuja
przeciwciala skierowane przeciwko biatkom HERV-K 10 env. Na tej podstawie autorzy
eksperymentu wyciagneli wniosek, ze ekspresja HERV zachodzi nie tylko na poziomie
transkryptow, ale takze na poziomie bialtek, ktore nie sa obojetne dla ludzkiego organizmu,
jako ze sa przeciw nim produkowane przeciwciala (za: Urnovitz i Murphy, 1996).
Wykazano rowniez, ze produkt translacji jednego z prowirusow nalezacych do rodziny K
(HML-2) ma wiasciwosci superantygenowe (de Parseval i Heidmann, 2005),
co zaznaczono we wstepie niniejszej rozprawy. W tym konteks$cie nie dziwi fakt,
ze transkrypty HERV-K10 gag (Brodziak i wsp., 2012) niejednokrotnie wykrywane byly
u 0so0b chorych na reumatoidalne zapalenie stawoéw zaréwno w osoczu jak i komodrkach

mazi stawowej (Nelson i wsp., 2004).

6.3.5. HERV-W

Udzial rodziny HERV-W oraz syncytyny jest szeroko badany w stwardnieniu
rozsianym, gdzie wykazano akumulacj¢ produktéow biatkowych gag w aksonach (Perron

1 wsp., 2005; Perron i wsp., 2012), aktywacyjne dzialanie na makrofagi (Johnston i wsp.,
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2001) oraz wywolywanie stanu zapalnego w moézgu (Firouzi i wsp., 2003; Bhat i wsp.,
2011). Jeden z klondéw zlokalizowany na chromosomie 11 wykazywal nadekspresje
w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej chorych na schizofreni¢ (Yao i wsp.,
2008). Transkrypty wykrywane byly takze u chorych na reumatoidalne zapalenie stawow
(Gaudin P i wsp., 2000) oraz twardzine uktadowg (Namyst i wsp., 2006). Ze wzglgdu na
fuzyjne wiasciwosci syncytyny badano takze udziat HERV-W w procesie transformacji
nowotworowej i wykazano ich udziat w raku jelita grubego (Larsen i wsp., 2009), raku
piersi (Bjerregaard i wsp., 2006) oraz jader (Gimenez i wsp., 2010). HERV- W env
wykrywany jest takze w komodrkach cytotrofoblastu, a inhibicja jego ekspresji w kulturach
komorkowych prowadzita do spadku fuzji komoérek oraz réznicowania (de Parseval

i Heidmann, 2005).

W niniejszej pracy nie odnotowano istotnych statystycznie r6znic w RA tranksryptow
HERV-W env w PBMC pomiedzy grupa badang oraz kontrolng. Uzyskane wyniki sa
odmienne od uzyskanych przez Namysta i wspotpracownikow- wykazali oni istotnie
statystyczny wzrost ekspresji sekwencji HERV-W w PBMC o0s6b chorych na tuszczyce
pospolita w poréwnaniu do grupy osob zdrowych. Takze badania przeprowadzone wsrod
chorych na morphea wykazaty istotny wzrost liczby transkryptow w PBMC 0s6b chorych

(Kowlaczyk i wsp., 2012).

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazano natomiast
istotnie statystyczny wzrost ekspresji HERV-W skorze pozornie zdrowej w poréwnaniu do
skory zmienionej chorobowo oraz zdrowej. Przy czym nalezy znaczy¢, ze omawianych
transkryptow najwiecej bytlo w skorze zdrowej. Rowniez Kowalczyk i wspoOtpracownicy
(2012) wykryli znaczacy spadek RA transkyptéw HERV-W env w skorze zmienionej
chorobowo w poroéwnaniu do skoéry zdrowej. Wyniki te sg o tyle zaskakujace, ze niektore
z badan dowodzg iz produkty biatkowe HERV-W dziataja prozapalnie w mozgu (Douville
i wsp., 2011).
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6.4. ROZNICE WE WZGLEDNYM POZIOMIE TRANSKRYPTOW HERV POMIEDZY OSOBAMI

W ROZNYCH STADIACH ZAKAZENIA HERPES SIMPLEX

Liczne wyniki badan wskazujg na transaktywacyjne dzialanie wiruso6w herpes
simplex zaréwno na wirusy egzo- jak i endogenne (Lee i wsp., 2003; Brudek i wsp., 2004;
Brudek i wsp., 2007; Balada i wsp., 2009). W badaniach in vitro z uzyciem materiatu
pochodzacego od chorych na stwardnienie rozsiane wykazano aktywacyjny wptyw
herpreswiruséw na ekspresje endogennych retrowirusow z rodziny H. Pod wpltywem
wirusa z rodziny herpes dochodzito do ekspresji bialek HERV-H komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej. Eksperymenty te byly odzwierciedleniem sytuacji
in vivo, gdzie infekcja herpes simplex wptywata aktywujaco na ekspresj¢ retrowirusowej
odwrotnej transkryptazy (Brudek i wsp., 2004; Brudek i wsp., 2007; Balada i wsp., 2009).
Badania wskazywaty rowniez, ze HSV-1 indukuje ekspresjc HERV-W w komorkach
ludzkiej neuroblastomy (Lafon i wsp., 2002), w komoérkach nerwowych i endotelialnych
mozgu (Ruprecht K. i wsp., 2006; Zwolinska, 2006). W innym do$wiadczeniu wykazano
natomiast wzmozong LRT-zalezng transkrypcjc HERV-K pod wptywem infekcji HSV,
mediowang prawdopodobnie przez biatko ICPO (ang. infected cell polypeptide 0) (Kwun
i wsp., 2002; Nelson i wsp., 2004), ktorego jedng z funkcji jest aktywacja transkrypcji

wielu wirusowych 1 komoérkowych genow.

Co ciekawe w niniejszych badaniach nie wykazano wsrod chorych na tuszczyce
réznic we wzglednej liczbie transkryptow analizowanych sekwencji HERV w PBMC,
skérze zmienionej chorobowo, jak 1 pozornie zdrowej pomiedzy osobami bedacymi
w roznych stadiach zakazenia herpes simplex. Przygotowujac eksperyment zaktadano, ze
takie roznice moga wystgpowal zwlaszcza pomiedzy osobami zakazonymi
1 niezakazonymi HSV. Ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie wirusa w populacji
(nawet do 90%) (Chayavichitsilp i wsp., 2009) nie udato si¢ zebra¢ dostatecznie duzej
liczby 0s6b niezakazonych, aby moc dokona¢ pordwnan metodami statystycznymi. Tylko

2 osoby wsrdd chorych na tuszczyce nie byty zakazone.

Z drugiej jednak strony transaktywacyjne dziatanie herpes simplex, jak zaznaczono

86



Dyskusia

powyzej, mediowane jest najprawdopodobnie przez biatko ICPO. W czasie latencji jest ono
wyciszane za pomocg antysensowanego RNA (Farrel i wsp., 1991). Mozna byto zatem
spodziewac¢ si¢ r6znic w RA transkryptow HERV u 0so6b w takcie zakazenia (pierwotnego
badz wtérnego) w porownaniu do oséb w czasie infekcji latentnej. Rowniez takich réznic

nie wykryto.

Warto zaznaczy¢, ze jak dotad nie taczono zakazenia wirusami herpes simplex
Z tuszczycg, podczas gdy udziat wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV Humman papilloma
viruses) w patogenzie psoriasis byt juz dyskutowany. Majewski i Jabtonska (2003) wykryli
w zmianach tuszczycowych DNA HPV oraz przeciwciata skierowane przeciw jego
biatkom, co w konsekwencji mialoby prowadzi¢ do aktywacji limfocytow i nasilenia
produkcji cytokin prozapalnych. Wydaje si¢ zatem zasadne w dalszej pracy badawczej

podjecie tematu ewntualnej transaktywacji HERV przez HPV u chorych na tuszczyce.

6.5. WZGLEDNY POZIOM TRANSKRYPTOW WYBRANYCH HERV A KLINICZNY PRZEBIEG

Luszczvycy

W ramach niniejszej pracy dokonano oceny rdéznic we wzglednym poziomie
transkryptow pomigdzy osobami o réoznym przebiegu klinicznym tuszczycy. Analizowano
takze  zalezno$ci  pomiedzy nasileniem  klinicznym  tuszczycy  (mierzonym
wspotczynnikiem PASI) oraz RA transkryptow. Zaré6wno w jednym jak i drugim
przypadku brano pod uwage wzgledng liczbe transkryptow w PBMC. Bioptaty byty
jedynie fragmentem skory, a wskaznik PASI odnosi si¢ do jej calej powierzchni. Nie

mozna, wigc by bylo w tym wypadku wnioskowa¢ o rdznicach badz zaleznosciach.

Coraz czg$ciej podnoszonym zarzutem wzgledem uzytecznosci  skal
subiektywnych stuzacych do oceny nasilenia zmian skornych, w tym takze PASI, jest mata
zgodnos¢ ocen dokonywanych przez dwoch niezaleznych badajacych (ang. inter-rater
reability). W przypadku PASI rzetelno$¢ ta jest najnizsza dla wynikow ponizej 20

(Gourraud i wsp., 2012). W niniejszych badaniach, aby zminimalizowa¢ btad generowany
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w trakcie subiektywnego szacowania, ocena kliniczna zawsze dokonywana byla przez ta

samg osobe.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze nie ma istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy
nasileniem tuszczycy a RA transkryptow HERV. Kowalczyk i wspotpracownicy (dane
nieopublikowane) wykazali natomiast istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy
klinicznym nasileniem morphea i aktywnoscia choroby a ekspresja HERV-W env. Z kolei
Reynier 1 wspotpracownicy (2009) wykazali u os6b chorych na reumatoidalne zapalenie
stawOw istotny statystycznie zwigzek pomiedzy aktywno$cig choroby a mianem

endogennych retrowirusow HERV-K(HML-2) w osoczu.

W niniejszej pracy odnotowano natomiast istotnie statystycznie wigkszy RA
transkryptow sekwencji HERV-E pol oraz HERV-H (env62) w PBMC u 0s6b o tagodnym
1 umiarkowanym przebiegu choroby w poréwnaniu do 0s6b o przebiegu cigzkim. Z jednej
strony wynik taki wydawa¢ si¢ moze zaskakujacy. Z drugiej jednak biorac pod uwage
immunosupresyjne wilasciwosci produktu biatkowego HERV-H (env62), wzmozona
transkrypcja tej wlasnie sekwencji moze by¢ raczej odpowiedzig na toczacy si¢ proces
zapalny niz jego przyczyna, a tym samym skutkowa¢ lagodniejszym przebiegiem

psorsiasis.

6.6. PODSUMOWANIE

Nalezy mie¢ na uwadze, ze uzyskane wyniki daja odpowiedz na pytanie o ekspresje
HERV na poziomie RNA, co niekoniecznie musi bezposrednio przektadaé si¢ na ilos¢
biatek. Znane s3 bowiem mechanizmy wyciszania badZz wyltaczania genow na drodze
interferencji poprzez degradacje mRNA, badZ blokowanie translacji (Fire i wsp., 1998;
Fire, 2007). Z drugiej jednak strony, duze réznice w poziomie transkryptoéw endogennych
retorwirusoOw w roznych tkankach wskazuja na petnienie przez nie waznej dla organizmu
roli. W przeciwnym razie ewolucyjna presja selekcyjna doprowadzitaby do zaniku badz

zmniejszenia transkrypcji.
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Warto takze zauwazy¢, ze rejony promotorowe HERV zawierajg miejsca wigzania
dla czynnikow transkrypcyjnych genow, ktére podleja ekspresji w procesie zapalnym.
W takiej sytuacji zwiekszona ekspresja HERV zaréwno na poziomie mRNA jak i biatek,
bylaby odpowiedzig na toczacy si¢ preces zapalny, a nie jego przyczyng. Z drugiej jednak
strony wykrywana w licznych badaniach obecnos¢ przeciwcial anty-HERV $wiadczytaby
0 tym, ze produkty ich ekspresji nie sg obojetne dla orgaznimu. Nawet jesli HERV ulegaja
ekspresji w wyniku stanu zaplnego, mozliwe jest, ze dodatkowo go potegujg (Balada i

wsp., 2009).
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RozDpzIAL 7. WNIOSKI

1. Wyzszy wzgledny poziom transkryptow HERV-E pol, HERV-R pol env i HERV-K
env w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej os6b chorych, moze
swiadczy¢ o ich udziale w procesach etiopatogenetycznych w tuszczycy.

2. W skoérze pozornie zdrowej w porownaniu do skory zmienionej chorobowo oraz
zdrowej odnotowano wyzszy wzgledny poziom transkryptow sekwencji HERV-E
pol oraz HERV-K env, co moze stanowi¢ argument na rzecz tezy o ich mozliwej
roli w zapoczatkowywaniu procesu autoimmunizacji.

3. Wydaje si¢, ze wzmozona transkrypcja sekwencji HERV-H (env62) w grupie osob
o lagodnym i umiarkowanym przebiegu luszczycy w porownaniu do o0sob
o przebiegu cigzkim jest raczej odpowiedzig na toczacy si¢ proces zapalny niz jego
przyczyna.

4. Nie wydaje si¢, aby stadium zakazenia wirusem herpes simplex wptywato

na poziom transkrypcji HERV.
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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Od lat dyskutowane sg teorie nad potencjalng rolg ludzkich endogennych
retrowirusow (HERV) w etiopatogenezie licznych schorzen. Wyniki badan =z
zastosowaniem coraz to czulszych metod molekularnych dostarczaja kolejnych
argumentéw na rzecz tej tezy. RoOwnoczesnie istnieje coraz wiecej dowodow na mozliwy
udziat infekcji wirusami egzogennymi w aktywacji sekwencji endogennych retrowirusow,

potencjalnie skutkujacych ich udziatem w procesach autoimmunizacyjnych.

Na podstawie powyzszych przestanek postawiono nastepujaca hipoteze badawcza:
Ludzkie endogenne retrowirusy moga wplywaé na funkcjonowanie organizmu oraz
mie¢ udzial w etiopatogenezie tuszczycy. Zakazenie wirusem herpes simplex moze

prowadzi¢ do transaktywacji HERV.
Celem badawczym niniejszej pracy byta odpowiedz na nastepujace pytania:

1. Jaki jest wzgledny poziom transkryptow HERV u 0s6b chorych na tuszczyce i 0s6b

zdrowych w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej oraz w skoérze?

2. Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow
wybranych HERV pomiedzy skora zmieniong chorobowo oraz pozornie zdrowa

0soOb chorych na tuszczyce?

3. Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow

wybranych HERV pomigdzy osobami chorymi na tuszczyce a zdrowymi?

4. Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow
wybranych HERV pomigdzy osobami w réznych stadiach zakazenia herpes

simplex?

5. Czy istnieje istotna statystycznie roznica we wzglednym poziomie transkryptow

wybranych HERV pomigdzy osobami o roznym przebiegu klinicznym tuszczycy?
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Badaniem obj¢to 45 0so6b chorych na tuszczyce. Od 24 z nich pobrano krew
obwodowg oraz 2 bioptaty: jeden ze skoéry chorobowo zmienionej, a drugi ze skory
pozornie zdrowej. Od pozostalych 21 osob pobrano tylko krew obwodowa. Wyr6zniono

takze 2 grupy kontrolne:
- 45 zdrowych ochotnikéw, od ktorych pobrano krew obwodowa

- 14 chorych na nowotwory nie wykazujacych zwigzkow ze skérg. W trakcie
zabiegow chirurgicznych, do ktoérych wskazaniem byta choroba podstawowa

pobrano wycinki skory.

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzono wedlug procedury opracowanej przez
Chomczynskiego i Sacchi, a nastgpnie przepisano na komplementarny DNA (cDNA).
Analiz¢ wzglednego poziomu transkryptow wykonano technikg reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym z uzyciem funkcji absolutnej analizy ilosciowej oraz
krzywej standardowej. Wyniki wyrazano jako wzglgdny poziomu transkryptow (RA) w
badanej probie w przeliczeniu na milion kopii transkryptow genu referencyjnego
(GAPDH). Poziomy przeciwcial w klasie M, G oraz A przeciwko wirusowi herpes simplex
typu I oraz Il oznaczono w osoczach z zastosowaniem immunoenzymatycznych testow
fazy statej (ELISA), natomiast oceny stanu klinicznego dokonano z uzyciem

obserwacyjnej ,,Skali oceny nasilenia tuszczycy” (PASI).

Wykazano wyzszy wzgledny poziom transkryptow HERV-E pol, HERV-R pol env
I HERV-K env w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej osob chorych. W skorze
pozornie zdrowej w porownaniu do skory zmienionej chorobowo odnotowano wyzszy
wzgledny poziom transkryptow wszystkich analizowanych sekwencji. Wykazano takze
istotny statystycznie wyzszy wzglgdny poziom transkryptow sekwencji HERV-E pol oraz
HERV-K env, natomiast nizszy HERV-R pol env oraz HERV-W env w skorze pozornie
zdrowej o0s6b chorych na tuszczyce w pordwnaniu z skora zdrowa pobrang od osob z
grupy kontrolnej. Stwierdzono réwniez istotnie statystycznie nizszy RA transkryptow
wszystkich badanych sekwencji z wyjatkiem HERV-K env ~w skorze zmienionej

chorobowo w porownaniu do skory zdrowej. Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
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wzglednej liczby transkryptow sekwencji HERV-E pol oraz HERV-H (env62) w grupie

0s0b o tagodnym i umiarkowanym przebiegu tuszczycy w poréwnaniu do oséb o

przebiegu ciezkim. Nie wykazano réznic w RA analizowanych sekwencji pomigdzy

osobami w poszczegdlnych stadiach infekcji HSV.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wysunigto nastepujace wnioski:

1.

2.

3.

4.

Wyzszy wzgledny poziom transkryptow HERV-E pol, HERV-R pol env i HERV-K
env w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej o0so6b chorych, moze
swiadczy¢ o ich udziale w procesach etiopatogenetycznych w tuszczycy.

W skorze pozornie zdrowej w porownaniu do skory zmienionej chorobowo oraz
zdrowej odnotowano wyzszy wzgledny poziom transkryptow sekwencji HERV-E
pol oraz HERV-K env, co moze stanowi¢ argument na rzecz tezy o ich mozliwe;j
roli w zapoczatkowywaniu procesu autoimmunizacji.

Wydaje sie, ze wzmozona transkrypcja sekwencji HERV-H (env62) w grupie oso6b
o tagodnym i umiarkowanym przebiegu tuszczycy w poréwnaniu do osob o
przebiegu cigzkim jest raczej odpowiedzig na toczacy si¢ proces zapalny niz jego
przyczyna.

Nie wydaje si¢, aby stadium zakazenia wirusem herpes simplex wptywato na

poziom transkrypcji HERV.

105



ABSTRACT

ABSTRACT

Multiple theories concerning the potential influence of human endogenous
retroviruses (HERV) have been debated for years. The results of studies with the use of
increasingly sensitive molecular methods are concordant with these theses. At the same
time, more pieces of evidence emerge that point to the influence of exogenous viral

activation on endogenous retroviruses, leading to their role in autoimmunologic processes.

Based on this, the following hypothesis was formulated: Human endogenous
retroviruses may influence functions of the body and potentially initiate autoimmunologic

processes, hence might play a role in the etiopathogenesis of psoriasis.
Herpes simplex infection may lead to HERV transactivation.
The goal of the study was to answer the following questions:

1. What is the relative HERV transcript level of psoriatic patients and healthy people

in peripheral blood mononuclear cell and skin?

2. Is there a statistically significant difference between the relative transcript levels
of selected HERV comparing the affected and apparently healthy skin of psoriatic

patients?

3. Is there a statistically significant difference between the relative transcript levels

of selected HERV comparing psoriatic patients and healthy people?

4. Is there a statistically significant difference between the relative transcript levels
of selected HERV comparing groups of patients with different stages of herpes

simplex infection?

5. Is there a statistically significant difference between the relative transcript levels
of selected HERV comparing groups of patients with different clinical stages of

psoriasis?
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The study involved 45 patients with psoriasis. In 24 cases peripheral blood and two
skin samples were acquired: one from the affected and the other from the apparently
healthy skin. The remaining 21 patients provided peripheral blood only. Additionally, there

were two control groups:
- 45 healthy volunteers, who provided peripheral blood

- 14 patients with skin-independent neoplasms. Healthy skin samples were acquired during

surgeries performed on these neoplasms.

The isolation of whole RNA was performed in accordance to the Chomczynski and
Sacchi procedure, followed by reverse transcription to cDNA. The relative transcript levels
were measured with the use of real-time polymerase chain reaction with absolute
quantitative analysis and standard curves. The results were expressed as relative abundance
(RA) of transcripts in a given sample, calculated by dividing the absolute value by million
reference gene transcripts (GAPDH). The levels of anti-herpes simplex type | and 11 IgM,
IgG and IgA antibodies in the sera were measured with the use of enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), while the clinical condition of patients was evaluated with

the use of Psoriasis Area and Severity Index (PASI).

It was found that the levels of HERV-E pol, HERV-R pol env and HERV-K env is
elevated in PBMC of psoriasis patients. The levels of all analyzed sequences was higher in
apparently healthy compared to affected skin. Additionally, it was found that the levels of
HERV-E pol and HERV-K env were statistically higher in apparently healthy skin of
psoriatic patients compared to healthy skin, while their levels of HERV-R pol env and
HERV-W were lowered. The RA of all transcripts, except HERV-K env, was statistically
lowered in affected compared to healthy skin. The levels of HERV-E pol and HERV-H
(env62) were statistically elevated in the group with mild and moderate psoriasis compared
to the groups with severe symptoms. There were no statistically significant differences in

the levels of selected HERV in respect to different stages of HSV infection.

Based on the aforementioned results the following conclusions were drawn:
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. The elevated transcript levels of HERV-E pol, HERV-R pol env and HERV-K env
in PBMC may be an evidence for their influence in the etiopathogenesis of

psoriasis.

. The elevated transcript levels of HERV-E pol and HERV-K env in the apparently
healthy skin, compared to both affected and healthy skin may suggest their possible

role in the initiation of the autoimmunologic processes.

It seems that the higher HERV-H (env62) transcription in the group of mild and
moderate psoriasis compared to the group with severe psoriasis is a response to the

ongoing inflammation processes, rather than their cause.

It does not seem that the stage of HSV infection influences the transcription levels

of the selected HERV.
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