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SISSEJUHATUS

Naastuline psoriaas ehk soomussammaspool on levinud krooniline
poletikuline nahahaigus, mille esinemissagedus iildpopulatsioonis on 2-3%.
Naastulise psoriaasi kujunemise tédpne pohjus ei ole teada, kuid antud haigus
klassifitseeritakse multifaktoriaalsete haiguste alla, mille puhul on haigusfenotiiiibi
tekkeks olulised nii geneetiline eelsoodumus kui keskkonnafaktorid. Praegusel hetkel
peetakse naastulist psoriaasi autoimmuunhaiguseks, kus peamist rolli méngivad
nahas paiknevate T-rakkude poolt vabastatud tsiitokiinid ja kemokiinid. Umbes 10-
30% naastulise psoriaasi patsientidest kaasneb ka kiiiinte diistroofia ja psoriaatiline
liigesepdletik. Erinevate kliiniliste ndhtude tottu vOib naastuline psoriaas sageli
osutuda enamaks kui lihtsalt dermatoloogiliseks probleemiks — haigus voib hakata
segama selliseid tavalisi igapdevatoiminguid nagu kite kasutamine t66s, kondimine,
magamine.

Jarjest enam on saadud tdendeid selle kohta, et interleukiin 10 (IL-10)
perekonda kuuluvad tsiitokiinid interleukiin 10 (IL-10) ja tema homoloogid
interleukiin 19 (IL-19), interleukiin 20 (IL-20) ja interleukiin 24 (IL-24) omavad
funktsioone epidermise talitlemisel ja psoriaasi kujunemisel. 1L-24 geenis olevaid
poliimorfisme ei ole seni komplekshaigustega seoses uuritud. Kiesoleva t60
eesmirgiks oli 1dbi viia case-control (juht-kontroll) assotsiatsiooniuuring Eesti
populatsioonis, et leida vdimalikke seoseid IL-24 geeni poliimorfismide ning
naastulise psoriaasi kujunemise vahel. Samuti kirjeldada LD mustrit IL-20 ja IL-24
geenide piirkonnas ning leida vdimalikud haplotiiiip-fenotiilip assotsiatsioonid.

Kiesolev magistritdd on valminud TU Arstiteaduskonna Fiisioloogia

Instituudis koostdds TU Nahahaiguste Kliinikuga.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Komplekshaigused

Geneetilised faktorid mdjutavad suuremal vai vdiksemal médral koiki inimese
haigusi, kas pohjustades vastuvotlikkust haigusele, resistentsust, mojutades
koostoimet keskkonnateguritega voi pdhjustades haigusfenotiiiipi otseselt (Collins et
al., 1997).

Parilikud haigused voib tinglikult jagada kaheks: monogeensed haigused ja
komplekshaigused. Monogeensed haigused pdranduvad perekonnas Mendeli seaduste
alusel, kusjuures iihe teatud geeni lookuses olev mutatsioon on piisav, et pohjustada
vastav haigusfenotliiip (Lander & Schork, 1994; Glatt & Freimer, 2002).
Monogeenseid haigusi pOhjustavate alleelide esinemissagedus on populatsioonis
viike, kuna sellised alleelid pohjustavad tdsiseid muutusi fenotiilibis (Tabor et al.,
2002) ning korvaldatakse kiiresti populatsioonist (Chakravarti, 1999). Enamus
monogeenseid haigusi pohjustavatest alleelidest on populatsioonis hiljuti tekkinud
(mitte rohkem kui 2000 aastat tagasi) ning on sageli mone etnilise grupi spetsiifilised
(Thompson & Neel, 1997; Chakravarti, 1999).

Komplekshaiguste puhul ei ole pédritavuse alused selged, kuna geneetilise
markeri ja haigusfenotiilibi vahel puudub {iiks-iihene suhe (Lander & Schork, 1994;
Glatt & Freimer, 2002). Komplekshaiguste fenotiilip on paljude erinevate geenide
alleelide ja nende poolt pdhjustatud efektide summaarne tagajarg (Risch, 2000; Glatt
& Freimer, 2002). Enamus komplekshaigusi pdhjustavaid geenide variante parandub
iiksteisest sOltumatult ning vorreldes monogeensete haigustega on nende variantide
iiksikmdju komplekshaiguse avaldumisele viike (Glatt & Freimer, 2002). Kuigi efekt
on viike, on nende individuaalse riski osakaal (péritavuse vdimalus) siiski suur
sagedase esinemise tottu lildpopulatsioonis (Risch & Merikangas, 1996). Geneetilise
mudeli kohaselt kujuneb haigustunnus vélja siis, kui eelsoodumus antud haigusele
(kombineerudes etioloogiliste faktoritega) tiletab teatud bioloogilise riski lédve.
Enamasti on tunnuse kandjad périnud nn. korget haigusriski kandvate (high-

susceptibility) geenide kombinatsioonid (Chakravarti, 1999). Lisaks alleelide



kombinatsioonile mdjutavad haiguse avaldumist vdiksemal voi suuremal miéral ka
keskkonnategurid (Brookes, 1999).

Komplekshaigusega seotud alleelide sagedus on populatsioonis korge, kuna
haigusalleel pole letaalne, vaid annab ainult soodumuse teatud tingimustes vastava
fenotiilibi kujunemiseks. Seetottu alleeli populatsioonis ei elimineerita ning haigust
soodustavat alleeli vdivad kanda nii terved kui haiged (Lander & Schork, 1994).
Komplekshaigustega seotud alleelid on péritolult vanad (10 000 aastat ja vanemad)
ning esinevad erineva sagedusega enamasti kdigis etnilistes gruppides (Thompson &
Neel, 1997; Chakravarti, 1999).

Komplekshaigusi iseloomustavad poliigeenne paritavus (haigusfenotiiiibi
kujunemiseks kombineeruvad teatud alleelid iiheaegselt erinevates geenides),
fenokoopiad (haigus voib avalduda ilma eelsoodumust pdhjustavaid alleele pédrimata,
keskkonnategurite mdjul voi juhuslikel pdhjustel), geneetiline heterogeensus
(erinevad mutatsioonid erinevates geenides erinevatel indiviididel voivad pohjustada
sama haigusfenotiilibi v0i sama genotiilip vOib erinevatel indiviididel pohjustada
erinevaid haigusfenotiilipe) ja mittetdielik penetrantsus (eelsoodumust pdhjustava
alleeli parinud indiviidil ei pruugi haigus avalduda) (Lander & Schork, 1994).

Komplekshaigusi iseloomustavad {ildiselt kaks vastandlikku mudelit. Piiratud
poliimorfismi mudeli (restricted polymorphism model) jérgi on tavalisi levinud
poliimorfseid haigusalleele (esinemissagedusega iile 1%) suhteliselt vihe ning need
alleelid moodustavad limiteeritud arvu lookuste alleelide spetsiifilise alariihma.
Multiekvivalentse riski mudel (multi-equivalent risk model) eeldab, et esineb suur arv
riskialleele suurest hulgast lookustest. Nende alleelide mdju haiguse kujunemisele
voib varieeruda, kuid riskialleelide hulgas on ka palju selliseid alleele, millel on
samavidrne efekt fenotiiiibile. Viimase mudeli jérgi on riskialleelide esinemissagedus
populatsioonis madal — alla 1%. Mdlema mudeli puhul sama lookuse erinevad alleelid
voivad suurendada voi vdhendada riski komplekshaigusele, olles seega aluseks
keerulisele komplekshaiguste geneetikale (Bickeboller et al., 1997, Wright et al.,
1999).

Paljud geenid, mis pohjustavad monogeenseid haigusi, identifitseeriti juba
eelmisel kahel kiimnendil, kasutades aheldusanaliiiisi ja positsioonilist kloneerimist.
Nende meetoditega komplekshaiguste kaardistamisi edu saatnud ei ole, kuna

komplekshaiguste geneetiline taust on liiga keerukas (Tabor et al., 2002). Siiski on



komplekshaiguste sageda esinemise tottu tdhtis nende geneetiline kaardistamine, mis

parandaks oluliselt nii haiguste diagnoosimise, profiilaktika kui ravi vdimalusi.

1.1.1 Komplekshaiguste kaardistamise strateegiad

Komplekshaiguste kaardistamisel on kaks peamist strateegiat: aheldusanaliiiis
(linkage analysis) ning assotsiatsiooniuuring (association study).

Aheldusanaliiiisil  jdlgitakse kandidaatmarkeri(te)ga kromosoomiregiooni
koosparandumist haigusega perekonnasiseselt (Kruglyak, 1999).
Assotsiatsiooniuuringud  vordlevad geneetilis(t)e markeri(te) alleelisagedus(t)e
erinevusi haigusfenotiilibiga indiviidide (kes ei pea olema suguluses) ning
kontrollindiviidide vahel. Assotsiatsiooniuuringud pohinevad hiipoteesil, et
geneetilise markeri iihe alleeli (voi teatud genotiilibi) korgem esinemissagedus
patsientidel peegeldab seost haigusfenotiiiibi ning antud alleeli (genotiiiibi) vahel
(Collins et al., 1997; Kruglyak, 1999).

Aheldusanaliiiis sobib kdige paremini monogeensete ehk mendeliaarselt
paranduvate haiguste uurimiseks (Lander & Schork, 1994). Nimetatud meetod
vOimaldab edukalt leida selliseid alleele, mis on peamised haigusfenotiiiibi
pOhjustajad, kuid jddb fenotiilibi suhtes véiksemat efekti omavate alleelide
detekteerimisel ndrgaks. Alleele, mida ei ole vdimalik identifitseerida
aheldusanaliiiisil, saab kindlaks teha assotsiatsiooniuuringutega, kuna viimane meetod
on voimsam (Risch & Merikangas, 1996). Aheldusanaliiiisi puuduseks on ka see, et
vajatakse suurt hulka geneetilisi andmeid iihe suguvdsa ldikes, mida on raske koguda
(Isaksson et al., 2000).

Assotsiatsiooniuuringu tulemuste usaldusvddrsus sOltub patsientide ja
kontrollindiviidide iildise geneetilise tausta kattuvusest (Brookes, 1999). Uldiselt
peaksid patsiendid ning kontrollindiviidid oma geneetiliselt taustalt iihe populatsiooni
16ikes olema “identsed”, erinedes vaid haigusfenotiiiibi suhtes (Sullivan et al., 2001).
Kui tihes populatsioonis ei ole indiviidid oma {ildise geneetilise tausta poolest
sarnased, siis on antud populatsioon kihistunud. Enamasti on see tingitud erinevate
etniliste gruppide olemasolust populatsioonis. Populatsiooni kihistumise probleemi
assotsiatsiooniuuringutel aitavad véltida transmissiooni tasakaalustamatuse test

(Transmission Disequilibrium Test; vordleb, kui mitu korda sagedamini toimub



markeri {ilekandumine versus mitte-iilekandumine heterosiigootselt vanemalt
haigusfenotiiiibiga lapsele) ja perekonnauuringutel pohinevad alternatiivmeetodid
nagu haplotiiiibi relatiivse riski meetod (Haplotype Relative Risk method; vanemate
mittelilekantud alleelid paigutatakse kontrollriihma) (Brookes, 1999; Burmeister,

1999).

1.2 SNP-d ehk thenukleotiidsed polimorfismid

Kdige traditsioonilisema definitsiooni jargi loetakse SNP-ks (single nucleotide
polymorphism) iihealuspaarilist genoomi jarjestuse variatsiooni, mille harvemini
esineva alleeli esinemissagedus populatsioonis peab olema viahemalt 1% voi rohkem.
Uhenukleotiidilisi insertsioone ja deletsioone ei loeta SNP-de hulka ning alleele
esinemissagedusega <1% nimetatakse harvadeks variantideks, mitte SNP alleelideks
(Brookes, 1999; Brookes, 2003). Tavaliseks ehk levinuks (common) loctakse SNP-d,
mille minoorse alleeli sagedus populatsioonis on >15% (De La Vega et al., 2002).

SNP-d on indiviididevaheliste pdritavate erinevuste ja fenotiiiibiliste
variatsioonide aluseks. SNP-d mdjutavad indiviidi antropomeetrilisi omadusi, riski
haigustele ja vastust keskkonna modjudele (Kruglyak & Nickerson, 2001;
Sachidanandam et al., 2001).

SNP-d on koige sagedasemad geneetilised markerid inimese genoomis —
koigist poliimorfismidest moodustavad 90% {ihenukleotiidsed poliimorfismid
(Brookes, 2003). Hetkel teadaolevate SNP-de keskmine esinemissagedus
inimgenoomis on umbes 1/190 nukleotiidi kohta, vorreldes mitut indiviidi ning
1/1000 nukleotiidi kohta, vorreldes kahte homoloogset kromosoomi (Tabor et al.,

2002). Tegelik SNP-de esinemissagedus on aga eeldatavalt tunduvalt suurem (Tabel
1).



Tabel 1. Eeldatav SNP-de esinemissagedus inimpopulatsioonis (Kruglyak &
Nickerson, 2001)

Minoorse alleeli | Oodatav SNP-de arv | Oodatav SNP-de
esinemissagedus | (milj) esinemissagedus (SNP/bp)

1% 11 1/290

5% 7,1 1/450

10% 5,3 1/600

20% 33 1/960

30% 2,0 1/1570

40% 0,97 1/3280

SNP-d vdivad olla nii bi-, tri- kui tetra-alleelsed poliimorfismid, kuid
viimaseid esineb inimestel darmiselt harva (<0,1% SNP-dest on trialleelsed) (Lai,
2001) ning seetottu nimetatakse SNP-sid ka lihtsalt bialleelseteks markeriteks.
Bialleelsed SNP-d koosnevad neljast pdhilisest tiiiibist: iihest transitsioonist C<>T
(G=A) ja kolmest transversioonist C<A (GoT), CoG (G0) ja TeA (AT).
Neist kdige sagedamini (umbes 2/3) esineb C<T (G<>A) poliimorfism. Mainitud
poliimorfismi kdrgem esinemissagedus voib osaliselt olla seotud S-metiitiltsiitosiini
deamineerimisreaktsiooniga, mis esineb CpG-saartes. Sellest tingituna esineb C<T
(GeA) poliimorfism rohkem geenisisestes alades ja GC-rikastes isokoorides,
mistottu seostatakse seda ka enam haiguste tekkega (Brookes, 1999; Brookes, 2003).
Transversioonide puhul ei ole teada jirjestuse konteksti voi ldheduses paiknevate
nukleotiidide moju poliimorfismi tekkele (Zhao & Boerwinkle, 2002).

SNP-d mittekodeerivates regioonides ning siinoniiimsed SNP-d (ei muuda
aminohapet) on enam levinud kui mitteslinoniiimseid muutusi (muudavad
aminohapet) pohjustavad SNP-d, mis peegeldab {ihtlasi suuremat selektiivset survet
kodeerivatele jérjestustele (Nowotny et al., 2001; Tabor et al., 2002). Nonsense
mutatsioonide véike osakaal eksonites vOib osutada nende suhtes esinevale
puhastavale selektsioonile. Selline SNP-de jaotuvus inimgenoomis toetab Motoo

Kimura molekulaarse evolutsiooni neutraalsuse teooriat (Tabel 2) (Zhao et al., 2003).



Tabel 2. Hetkel teadaolevate SNP-de jaotuvus genoomis (Zhao et al., 2003).

Intronites 95,96%
Geenide vahelistes alades | 69,05% eksonites 2,45% (nonsense 1,43%)
Geenide sisestes alades 30,95% 5’UTR 0,27%

3’UTR 1,31%

Keskmiselt 22,59 SNP-d geeni kohta, 50,38 SNP-d 2 geeni vahelise ala kohta

On ndidatud, et enamus SNP-sid (umbes 85%) on levinud koigis
inimpopulatsioonides  (erinevate  alleelisagedustega) ja vaid 15% on
populatsioonispetsiifilised ehk “-privaatsed” (Barbujani et al., 1997). Arvatakse, et
enamus praegustest neutraalsetest poliimorfismidest inimpopulatsioonis on vihem kui
800 000 aastat vanad (40 000 generatsiooni) (Hacia et al., 1999) ning haruldased
variandid arvatakse olevat < 300 generatsiooni (6000 aastat) vanad (Wright et al.,
1999). See viitab asjaolule, et sagedasti esinevad SNP-d on ilmselt tekkinud enne
inimpopulatsioonide  diferentseerumist ning harva esinevad SNP-d on tekkinud
hiljem, olles nd populatsioonispetsiifilised (Hacia et al., 1999; Halushka et al., 1999).
Seda, et sagedasemad SNP-d on vanemad, kinnitab ka sagedamini esinenud markerite
iihtivus Simpansi markeritega. Seega on harvemini esinevad markerid iilitundlikud
nditajad niilidisaegsest migratsioonist ja erinevate populatsioonide segunemisest
(Stephens et al., 2001).

SNP markerid on populaarsed laiaulatuslike geneetiliste analiiliside
labiviimisel, kuna nende esinemissagedus genoomis on suur, paiknedes nii
kodeerivates kui mittekodeerivates jarjestustes, huvipakkuvas lookuses voi selle
lahedal (Landegren et al., 1998; Brookes, 1999). Moned geenides paiknevad SNP-d
mojutavad otseselt valkude struktuure voOi ekspressioonitaset ning seetdttu
peegeldavad muutusi haiguste geneetilistes mehhanismides (Landegren et al., 1998).
SNP-de mutatsioonikiirus on madal (ligikaudu 2x10™® asendust nukleotiidi kohta
polvkonnas) (Kruglyak & Nickerson, 2001), muutes nad stabiilseks ning stabiilselt
paritavateks ning SNP-de  analiiiisimiseks saab  kasutada  kaasaegseid
mikrokiibitehnoloogial pdhinevaid genotlipeerimismeetodeid, mis vdimaldavad
teostada kiiret ja tdpset detekteerimist ning automatiseeritud tulemuste analiiiisi

(Landegren et al., 1998; Brookes, 1999).
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1.2.1 SNP-de kasutamine assotsiatsiooniuuringutes

Inimese genoomi SNP kaardid (tdpsemalt simple nucleotide polymorphism
kaardid, kus lisaks iihenukleotiidilistele asendustele uuritakse ka lithikesi deletsioone
ja insertsioone) koos genotiipeerimismeetoditega vdimaldavad uurida geneetilisi
komplekstunnuseid, nagu multifaktoriaalsed haigused (Halushka et al., 1999; Risch,
2000). Kuna enamus komplekshaiguste geneetilisi determinante on iithenukleotiidsed
poliimorfismid, siis on just need markerid hetkel kdige levinumad multifaktoriaalsete
haiguste uurimiseks ning nendega seotud kromosoomilookuste kaardistamiseks
(Collins et al., 1999). Varem uuriti peamiselt mikrosatelliitmarkeritel pShinevat
assotsiatsiooni, kuid mikrosatelliitidel pohinevad genoomikaardid jddvad liiga
hajusaks ning mikrosatelliitide mutatsioonikiirus on suurem kui SNP-del
(Chakravarti, 1999; Collins et al., 1999).

Assotsiatsiooniuuringutesse ei ole enamasti otstarbekas valida kodiki SNP-sid
tervest genoomist, et leida assotsiatsiooni fenotiitibiga. Oluline on valida optimaalne
hulk SNP-sid konkreetsest kandidaatgeenist voi selle iimbrusest. Teoreetiliselt peaks
analiiisima vaid selliseid SNP-sid, mis modjutaksid valgu funktsiooni voi
ekspressiooni, kuna need pohjustavad suure tdendosusega muutuse fenotiiiibis, kuid
praktiliselt on selline valik raskendatud ja ka osaliselt pdhjendamatu. Enamikel
juhtudel ei ole SNP efekt fenotiilibile teada (Tabor et al., 2002). Siiski voib SNP
efekti fenotiitibile oletada. Monede SNP-de puhul on selge, et DNA variatsioon
pOhjustab valgu funktsiooni muutusi — nditeks SNP, mis muudab aminohapet valgu
jérjestuses voi SNP, mis tekitab stoppkoodoni, pdhjustades lithenenud valgu siinteesi.
Kui DNA jérjestuse variatsioon paikneb kandidaatgeeni promootori korgelt
konserveerunud alas, siis on tdendoline, et antud SNP pohjustab ka funktsionaalseid
tagajdrgi. SNP, mis asub kodeerivas alas, kuid ei pohjusta aminohappe muutust valgus
voi SNP, mis ei asu kodeerivas alas, vOib siiski mdjutada geeni funktsiooni, muutes
mRNA stabiilsust, splaissingut voi lokalisatsiooni (Nowotny et al., 2001; Tabor et al.,
2002; Cartegni et al., 2002).

Soltuvalt sellest, milliseid SNP-sid assotsiatsiooniuuringutes kasutatakse,
jaotatakse kogu genoomi hdlmavad assotsiatsiooniuuringud otsesteks ja kaudseteks.
Otsesel assotsiatsiooniuuringul médratakse dra SNP-d kandidaatgeenide kodeerivates

ja regulatoorsetes alades ning detekteeritakse riskialleeli suurenenud esinemissagedust
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haigestunud indiviididel. Assotsiatsioon haigusfenotiilibi ja markeri vahel on seda
tugevam, mida kdrgem on alleeli esinemissagedus haigetel (Collins et al., 1997,
Kruglyak, 1999).

Kaudse meetodi puhul leitakse assotsiatsioon haiguse ning neutraalsete
poliimorfismide vahel, mis paiknevad riskialleeli l&heduses nii kodeerivates kui
mittekodeerivates alades (Collins et al., 1997; Kruglyak, 1999). See meetod on
voimalik genoomis esineva ahelduse tasakaalustamatuse tottu, mille puhul riskialleel
ja selle ldheduses asuvad teatud SNP variandid paranduvad véga suure tdendosusega
koos (Collins et al., 1997; Kruglyak, 1999). Alternatiivne ldhenemine kaudsele
strateegiale on kasutada SNP markereid kandidaatgeenides, nende ldheduses voi

genoomsetes kandidaatregioonides (Syvéanen, 2001; Tabor et al., 2002).

1.3 Ahelduse tasakaalustamatus ja haplottubikaardid

Ahelduse tasakaalustamatus (linkage disequilibrium; LD) esineb, kui
genoomis erinevatest lookustest parit alleelid on omavahel assotsieerunud tugevamalt
kui seda voiks oodata juhuse alusel (Nowotny et al. 2001; Nordborg & Tavaré, 2002).
LD soltub peamiselt kahe lookuse vahelisest meiootilise rekombinatsiooni sagedusest
ehk geneetilisest kaugusest ja mutatsioonikiirusest mdlemas lookuses. Mida 1dhemal
asuvad teineteisele kaks erinevat poliimorfismi, seda vidiksem on nendevaheline
rekombinatsiooni sagedus ja suurem tdendosus ahelduse tasakaalustamatuse tekkeks.
Genoomis esineva LD tottu on voimalik, et kunagi minevikus tekkinud
poliimorfismiga koos pdlvnevad ka timbruses olevad poliimorfismid, mis iihtekokku
moodustavad haplotiiiibi (Gray et al., 2000; Yu et al., 2001; Ardlie et al., 2002).
Teisiti — iga kromosoomi populatsioonis saab iseloomustada jarjestuse variantide
spetsiifilise mustri alusel, mis moodustab individuaalse haplotiiiibi. Kui haplotiiiibid
el esine populatsioonis sama sagedusega, mida vOib eeldada haplotiilibi liksikute
komponentjérjestuste esinemissageduste pohjal, siis on vastavad haplotiilibis
sisalduvad jérjestuse variatsioonid omavahel assotsieerunud ehk nende vahel on
ahelduse tasakaalustamatus (Joonis 1). Kogu genoomi hdlmavate empiiriliste LD
mustrite iseloomustamine aitab hodlbustada komplekshaigusi mdjutavate geneetiliste
variantide lokaliseerimist assotsiatsioonuuringutel (Dawson et al., 2002). Teadlaste

hulgas on levinud arvamus, et assotsiatsiooni leidmine {ihe haigusseoselise markeri ja
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haiguse vahel ei pruugigi dnnestuda ning assotsiatsiooni tundlikuks detekteerimiseks
oleks vaja laiendatud markerite haplotiilipi ehk haplotiipeerimist (Clayton & Jones;
1999; Fallin et al., 2001; Ni et al., 2002). Sellisel juhul saab kaardistada
komplekstunnuseid genotiipeerides vaid tagSNP-sid (haplotiitibiblokkide “esindus”-
SNP-d). Oletatakse, et piisab 300 000 tagSNP-st, et kirjeldada dra kdik levinuimad
haplotiiiibiblokid inimgenoomis. Hetkel ongi kdimas rahvusvaheline projekt, mille
eesmdrgiks on luua laiahaardeline inimgenoomi haplotiitibikaart (HapMap) 300 000—
1 000 000 tagSNP-ga (Gabriel et al., 2002; Tsui et al., 2003).

A. Haplotinibiblokid
EBlokk 1 Eloklk 2 Eloklk 3 Elokl: 4 Blokl 5

(IASTARNTINT | (EMTAGTRNTr] O . HN E H (ERAGTT}
I T ] 2 5 O
B EEEEE

B. Mosaiksed kromosoomid populatsioonis

Bloklk 1

Joonis 1. Haplotiiiibiblokid (kohandatud Cardon & Abecasis, 2003 jargi). Valge ja
hall ruut tdhistavad kahte erinevat alleeli. A. Haplotiilibiblokid on levinud
poliimorfismidest moodustunud lithikesed segmendid genoomis, mida lahutavad
rekombinatsioonipunktid  (ristid  blokkide vahel). Blokkide sees esineb
rekombinatsiooni viiga harva vdi iildse mitte. Uhes populatsioonis on ainult viike arv
erinevaid haplotiilipe, kuna erinevate alleelide kdik kombinatsioonid ei ole LD tottu
voimalikud. B. Enamus populatsioonis olevatest kromosoomidest on erinevate

haplotiilipide mosaiiksed jérjestused.
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Haplotiitibiblokkide suurused (seega ka LD ulatused) on inimgenoomis viga
varieeruvad — esineb blokke suurusega < 1 kb kui ka > 100 kb. Et identifitseerida kdik
haplotiiiibiblokid inimgenoomis, oleks vaja {ihtlaselt korge tihedusega SNP-kaarti.
Minimaalne vajalik SNP tihedus oleks 1 tagSNP 10 kb kohta (kokku 300 000
tagSNP-d), rangemate hinnangute kohaselt oleks sobiv tihedus 1 tagSNP 3 kb kohta
(1 000 000 tagSNP-d). On ndidatud, et praegune inimgenoomi SNP-kaart ei ole
piisavalt tihe, et toetada HapMap projekti. Nimelt moodustab 24,6% inimgenoomist
selliseid piirkondi, kus 2 iihenukleotiidse poliimorfismi vahekaugus on enam kui 3 kb
ja 54,9% selliseid piirkondi, kus vahekaugus on rohkem kui 10 kb. Seega, soltuvalt
sellest, kui palju tagSNP-sid soovitakse HapMap’i projektis kaardistada, vdib 24,6-
54,9% inimgenoomist haplotiiiibiblokkidesse jaotamata jaada. Siiski ei ole tegemist
véga tosise probleemiga, kuna haplotiiiibiblokkide piirid saab dra méérata alades, kus
poliimorfismide tihedus on piisav (Tsui et al., 2003).

SNP-del pOhinevate populatsioonispetsiifiliste haplotiiiibikaartide
moodustamine on tdhtis, kuna vihendaks oluliselt kandidaatgeenis ja selle iimbruses
olevate analiilisitavate SNP-de arvu assotsiatsiooniuuringutes (Nowotny et al., 2001;
Tabor et al., 2002). Selline kaart annaks voimaluse valida kandidaatgeeni uurimiseks
haplotiiiibiblokkidele vastava arvu SNP-sid, mis omakorda viib efektiivsemale
kandidaatgeenide detekteerimisele kui iile kogu genoomi iihtlaselt jaotuvate SNP-de
valimine assotsiatsiooniuuringuks. On leitud, et soltuvalt LD ulatusest ja
haplotiilibiblokkide isedrasustest piisab 2-4 haplotiilipi esindava SNP analiiiisist, et

testida kandidaatregiooni (Kamatani et al., 2004).
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1.4 Psoriaas

Psoriaas on krooniline nahahaigus. Psoriaasi klassifitseeritakse iildiselt kaheks
peamiseks tiilibiks: mittepustulaarne ehk naastuline psoriaas ja pustulaarne ehk
méidavilliline psoriaas. Tépse diagnoosi seisukohalt vdib nimetatud psoriaasi tiiilipe
jagada omakorda alatiiiipideks nahal asuva kolde morfoloogia alusel (Christophers,
2001). Krooniline naastuline psoriaas on kdige levinum vorm, esinedes ~80%
psoriaasi patsientidest. Tilgakujuline psoriaas (naastulise psoriaasi alatiiiip) esineb
~10% patsientidest ning pustulaarset psoriaasi vormi pdevad vdhem kui 3%
patsientidest (Biondi Oriente et al., 1989). Kuna levinuim vorm on krooniline
naastuline psoriaas, siis sageli lldistatakse krooniline naastuline psoriaas lihtsalt
psoriaasiks. Kéesolevas t60s kasitletakse edaspidi ainult kroonilist naastulist psoriaasi
ja termini ,,psoriaas” all peetakse tegelikult silmas kroonilist naastulist psoriaasi.

Krooniline naastuline psoriaas ehk soomussammaspool (psoriasis vulgaris)
(OMIM 177900) on levinud krooniline pdletikuline nahahaigus, mille
esinemissagedus iildpopulatsioonis on 2-3% (Valdimarsson et al., 1995; Nevitt &
Hutchinson, 1996; Nickoloff & Nestle, 2004; Orru et al., 2005). Psoriaas esineb nii
meestel kui naistel vordse sagedusega (Raychaudhuri & Gross, 2000; Christophers,
2001). Perekonnauuringud viitavad psoriaasi poliigeensele péritavusele ning psoriaasi
kujunemisel méngivad olulist rolli nii geen-geen kui geen-keskkond interaktsioonid
(Elder et al., 2001; Nickoloff & Nestle, 2004). Psoriaas on eluaegne haigus, mida
iseloomustavad spontaansed remissioonid ja dgenemised (Nickoloff & Nestle, 2004).
Umbes 10-30% psoriaasi pddevatest haigetest kaasneb kiilinte diistroofia ja 5-42%
haigetest psoriaatiline liigesepdletik, mis on reumatoidfaktori suhtes seronegatiivne
(Lebwohl, 2003; Nickoloff & Nestle, 2004; Krueger & Bowcock, 2005).

Psoriaas vOib esmakordselt avalduda igas vanuses, kuid sagedamini 15-25
aasta ja 57-60 aasta vanuselt (Henseler & Christophers, 1985). Psoriaasi
esmaavaldumise ea jirgi eristatakse varase ja hilise esmaavaldumisega psoriaasi
(Christophers, 2001). Varases tdiskasvanueas avalduv psoriaas on sagedamini
perekondlik (pdhjustatud geneetilisest transmissioonist), kui hilise avaldumisega
psoriaas (Lebwohl, 2003). Sellest tingitult jagatakse psoriaasi ka perekondlikuks ja
sporaadiliseks (Christophers, 2001).
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Psoriaasi puhul toimuvad nahas mitmed rakulised muudatused: T-rakkude
poolt vahendatud keratinotsiilitide hiiperproliferatsioon, veresoonte hiiperplaasia ja
ektaasia, T-liimfotsiiiitide, dendriitrakkude, neutrofiilide, nuumrakkude ning
makrofaagide infiltreerumine haiguskoldesse (Bos & De Rie, 1999; Gudjonsson et al.,
2004; Nickoloff & Nestle, 2004; Krueger & Bowcock, 2005). Epidermise kasvu
psoriaasi koldes iseloomustab psoriaasi tiilipi hiiperplaasia: dermise ja epidermise
vaheline piirjoon (rete ridges) on pikenenud, granulaarsete rakukihtide arv on
vihenenud, epidermaalsete rakukihtide ja basaalkihis olevate mitootiliste
keratinotsiilitide arv on suurenenud ning derma papillaarkihis olevad veresooned on
laienenud (Joonis 2) (Nickoloff & Nestle, 2004; Krueger & Bowcock, 2005). Kuna
psoriaasi poolt haaratud epidermises kasvavad ja kiipsevad keratinotstiiidid liiga
kiiresti, siis nende 10plik diferentseerumine jddb puudulikuks (Krueger & Bowcock,
2005).

Psoriaasi kolle nahal on selgelt piiritletud, punetav, infiltreeritud ketendav
naast. Kollete hulk nahal on varieeruv, kuid enamasti paiknevad kolded nahal
siimmeetriliselt. Harva vdib ka kogu nahk psoriaasi kollete poolt haaratud olla

(psoriaatiline erilitrodermia) (Bos & De Rie, 1999; Nickoloff & Nestle, 2004).
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Joonis 2. Naha histoloogilised pildid (kohandatud Nickoloff & Nestle, 2004 ja
http://www.siumed.edu/~dking2/intro/IN00O8b1.htm jdrgi). A. Psoriaasi patsiendi
prepsoriaatilise (siimptomiteta) naha epidermises ja dermises ei esine ebatavalisi
muutusi vorreldes terve inimese nahaga. Pohiliselt dermises on moned
mononukleaarsed rakud. B. Kroonilise psoriaasi kolde nahk on tdnu kettude
akumuleerumisele ning epidermise ja dermise vahelise piirjoone pikenemisele
markimisvddrselt paksenenud. Granulaarsete rakkude kihtide arv on véhenenud,
epidermaalsete  keratinotstiiitide kihtide arv on suurenenud. Liimfotsiiiidid,
dendriitrakud ja makrofaagid on infiltreerunud dermisesse, millega on kaasnenud

veresoonte laienemine ja pikenemine. C. Terve inimese nahk.



1.4.1 Psoriaasi patogenees

Psoriaasi tdpne etioloogia on siiani ebaselge. Libi aastate on pakutud mitmeid
hiipoteese ja mudeleid psoriaasi patogeneesi kohta, kusjuures erinevates teooriates on
kesksel kohal olnud peaaegu koik psoriaasi koldes leiduvad rakud (Nickoloff &
Nestle, 2004). Hetkel peetakse psoriaasi kdige enam levinud autoimmuunhaiguseks,
mille pdhjuseks on ebakohane (inappropriate) rakulise immuunsiisteemi
aktiveerimine (Krueger & Bowcock, 2005).

Kuni 1970. aastateni arvas enamus arste ja teadlasi, et psoriaasi tekke aluseks
on ebanormaalne keratinotsiiiitide kasvu regulatsioon, kuid peale uute
immunoloogiliste meetodite kasutusele vOtmist ndhti, et psoriaasi kujunemisel
mingivad peamist rolli T-limfotsiilidid. Alates sellest peetaksegi psoriaasi
autoimmuunhaiguseks, mille vastavaid autoantigeene, mis immuunreaktsiooni
kaivitaks, ei teata (Kirby & Griffiths, 2001, Gudjonsson et al., 2004). Siinjuures ei ole
vélistatud ka eksogeensed faktorid, mis vodiksid pohjustada immuunsiisteemi
aktivatsiooni (Nickoloff & Nestle, 2004). T-rakkude osalus psoriaasi kujunemisel
selgus, kui leiti, et psoriaasi saab eriti efektiivselt ravida T-rakke parssivate
immunosupressantidega (nditeks tsiiklosporiin A) (Bos et al., 1989).

Uks iihtsemaid psoriaasi patofiisioloogia hiipoteese, mis seob endaga erinevaid
psoriaasi koldes olevaid rakutiilipe, on tsiitokiinide vorgustiku mudel. Antud mudeli
kohaselt tekib peale T-rakkude aktiveerimist teadmata faktori poolt tsiitokiinide,
kemokiinide ja kasvufaktorite kompleksne vorgustik. Loodud vorgustik pohjustab
ennast lilesvoimendava vigase tsiikli, mille kdigus aktiveeritakse edasi T-rakke ja
dendriitrakke ning keratinotsiiiitide proliferatsiooni, mis omakorda pdhjustab psoriaasi
kolde kujunemise ja alalhoidmise (Gudjonsson et al., 2004; Nickoloff & Nestle,
2004). Tsiitokiinide vorgustiku mudeli jiargi on peamised tsiitokiinide kaskaadi
kiivitajateks dendriitrakkudest ja keratinotsiilitidest périt tuumori nekroosi faktor o
(TNF-a)) ja T-helper 1 (Thl) tiiiipi limfotsiiiitide poolt produtseeritud interferoon y
(INF-y) (Nickoloff, 1991; Gudjonsson et al., 2004). Psoriaasi kolle tekib seega peale
T-rakkude aktivatsiooni (auto)antigeenide vOi superantigeenide poolt, pdletikuliste
protsesside ja keratinotsiiiitide hiiperproliferatsiooni tagajérjel (Kirby & Griffiths,
2001).
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T-rakkude poolt sekreteeritud tsiitokiinidest domineerivad psoriaasi kolletes
Thl piéritolu tsiitokiinid IL-2, IL-12, samuti INF-y, mis on omakorda seotud
suurenenud TNF-a kontsentratsiooniga (Schlaak et al., 1994). T-helper 2 (Th2)
paritolu tsiitokiinid (nt. IL-10) vdivad omada Thl péritolu tsiitokiinide suhtes
vastupidist toimet (Kirby & Griffiths, 2001) — ravi tagajérjeks IL-10-ga on
tstitokiinide tasakaalu taastumine psoriaasi kolletes ning haiguse paranemine
(Asadullah et al., 1999).

Vilisfaktoritest vdivad psoriaasi vallandada voi #dgestada bakteriaalne
neelupdletik, stress, fiiiisilised traumad (sealhulgas paikesepoletus), HIV-1 ja erinevad
ravimid (nditeks liitiumi soolad, B-blokaatorid) (Gudjonsson et al., 2004; Nickoloff &
Nestle, 2004).

1.4.2 Psoriaasiga seotud kandidaatgeenid

Psoriaas on tugeva geneetilise taustaga komplekshaigus (konkordantsus
ithemunarakukaksikutel 60%-70% ning erimunarakukaksikutel 25%), mille
avaldumist mdjutavad lisaks geneetilisele komponendile ka keskkonnafaktorid
(Farber et al., 1974; Brandrup et al., 1982; Gudjonsson et al., 2004). Kuna
vastupidiselt teistele autoimmuunhaigustele, mille avaldumine korreleerub samuti
keskkonnafaktoritega (reumaatiline liigesepdletik, Crohni tdbi, diabeet 1, atoopiline
dermatiit jt), ei ole psoriaasi esinemissagedus tiildpopulatsioonis viimastel
kiimnenditel tdusnud, siis arvatakse, et keskkonnafaktorite moju psoriaasi
avaldumisele, vorreldes geneetilise vastuvotlikkusega, on vidike (Christophers, 2001).

Selleks et leida psoriaasi vastuvotlikkusega seotud lookusi, on viimase
kiimnekonna aasta jooksul tehtud 10 kogu inimgenoomi hdlmavat aheldusanaliiiisi,
mille tulemusel on leitud 19 potentsiaalset psoriaasi vastuvotlikkusega seotud lookust
15 erineval kromosoomil (Bowcock, 2004; Sagoo et al., 2004). Neist lookustest
kaheksale on antud nimi PSORS (psoriasis suscepibilty) ning ilejaanud
iiheteistkiimnele lookusele eraldi nime ei ole maératud (Tabel 3) (Sagoo et al., 2004).
Antud potentsiaalsetes psoriaasi vastuvotlikkusega seotud lookustes vajavad psoriaasi
kandidaatgeenid veel vilja selgitamist (Capon et al., 2002; Krueger & Bowcock,
2005).
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Tabel 3. Genoomse aheldusanaliiiisiga leitud potentsiaalsed psoriaasi geneetilise

vastuvotlikkusega seotud lookused (kohandatud Sagoo et al., 2004 jargi).

Asukoht | Lookuse nimi (kui on méiratud) Viide
Ip PSORS 7 Veal et al. 2001
1q PSORS 4 Capon et al. 1999
2p Veal et al. 2001
2q Trembath et al. 1997
3q PSORS 5 Samuelsson et al. 1999
4q13 Samuelsson et al. 1999
4931 PSORS 9 Zhang et al. 2002
4q34 PSORS 3 Matthews et al. 1996
Nair et al. 1997, Trembath et al. 1997,
6p21.3 PSORS 1 Samuelsson et al. 1999, Veal et al.
2001, Zhang et al. 2002
7 Veal et al. 2001
8q Trembath et al. 1997
9933 Zhang et al. 2002
14q Veal et al. 2001
15 Samuelsson et al. 1999
16q Nair et al. 1997
nas | mows: | Tmen d o e
18pl1 Asumalahti et al. 2003
19p13 PSORS 6 Lee et al. 2001, Veal et al. 2001
20p Nair et al. 1997, Trembath et al. 1997

Psoriaasi pohiline geneetiline determinant asub lookuses PSORS 1, kuhu
lokaliseerub ka peamine koesobivuskompleks (MHC, the major histocompatibility
complex) (Capon et al., 2002). Seost antud lookuse ja psoriaasi vastuvotlikkuse vahel
on niidatud korduvalt erinevates populatsioonides, {iiksteisest soltumatute
uurimisgruppide poolt (Tabel 3). PSORS 1 lookuses on vdimalik riskialleel HLA-
Cw6 ja voimalikud kandidaatgeenid korneodesmosiini geen (CDSN), alpha-helix
coiled-coil-rod homoloogi geen (HCR), small proline rich geen (SPR1) ja
transkriptsioonifaktori 19 (TCF19) geen (Ishihara et al., 1996; Teraoka et al., 2000;
Hensen et al., 2003; Orru et al., 2005).
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Uuemad aheldus- ja assotsiatsioonanaliilisid viitavad veenvalt, et HLA-
Cw*0602 ongi peamine psoriaasi vastuvdtlikkusega seotud riskialleel. 2/3 psoriaasi
patsientidest kannab HLA-Cw*0602 alleeli, samas kui lildpopulatsioonis on selle
alleeli esinemissagedus 10-15% (Veal et al, 2002). Antud alleeli suhtes
homostigootidel on 2,5 korda suurem tdendosus psoriaasi vélja kujunemisele kui
heterosiigootidel ning homosiigootidel esineb tavaliselt varase avaldumisega psoriaas
(Gudjonsson et al., 2003). HLA-Cw*0602 kodeerib valku, mis vdib osaleda
immuunreaktsioonides esitledes peptiide CD8+ T-rakkudele (Gudjonsson et al.,
2003). Erinevalt teistest pdletikulistest autoimmuunhaigustest, mis on seotud HLA
klass II geenidega, on psoriaas ainuke teadaolev krooniline poletikuline haigus, mis
on tugevalt assotsicerunud HLA-C geeniga (Valdimarsson et al., 1995; Gudjonsson et
al., 2004).

Kuna MHC lookuse sees ja timber (eriti HLA-C ja korneodesmosiini geeni
vahel) on erakordselt tugev ahelduse tasakaalustamatus (LD), siis on voimalik, et
aheldus- ja assotsiatsioonianaliiliside tulemusi tdlgendatakse valesti ning ei teata,
milline geen tegelikult vastuvotlikkust psoriaasile pohjustab (Nickoloff & Nestle,
2004; Orru et al., 2005).

Tdendid ahelduse kohta psoriaasi ja teiste leitud lookuste vahel on ndrgad ning
erinevate uurimisgruppide poolt Idbi viidud aheldusanaliiiiside korral ei ole
positiivseid tulemusi sageli korrata suudetud (Bowcock, 2004). Teistest mainitud
psoriaasi vastuvotlikkusega seotud regioonidest on ainult kolme (17925, 19p13 ja
20p) puhul saadud sarnaseid tulemusi rohkem kui {ihes kogu inimgenoomi uuringus
(Tabel 3). Pohjuseks vaib olla nii see, et iilejaddnud lookused omavad ndrgemat efekti
psoriaasi kujunemisele kui PSORS 1, kui ka see, et tegemist on valepositiivsete
tulemustega. Kuna psoriaas on poliigeense parilikkusega haigus, siis aheldusanaliiiisi
abil ei pruugigi ildpopulatsioonis korge esinemissagedusega  psoriaasi

vastuvotlikkusega seotud alleele tiles leida (Bowcock, 2004).
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1.5 Interleukiin 24

IL-24 (varasema nimetusega MDA-7; melanoma differentiation-associated
antigen 7) kuulub hiljuti avastatud IL-10 tsiitokiinide perekonda (Fickenscher et al.,
2002). IL-10 tsiitokiinide perekonda kuuluvad IL-10, IL-19, IL-20 ja IL-24 paiknevad
inimese genoomis jarjestikku 1. kromosoomi pikal olal (1q32) 195 kb suurusel alal
(Huang et al., 2001; Fickenscher et al., 2002). Antud tsiitokiinid ekspresseeruvad
erinevalt ning omavad erinevaid funktsioone, kuid iihtse tsiitokiinide perekonna
moodustavad nad struktuuride sarnasuse tottu. Kuigi IL-24 valgujérjestus on ainult
~23% ulatuses identne IL-10 jérjestusega, on kuue a-heeliksi hiidrofoobsete ja
hiidrofiilsete aminohappejddkide muster konserveerunud kdigil IL-10 perekonna

tsiitokiinidel (Joonis 3) (Fickenscher et al., 2002).

Joonis 3. Jarjestuse konserveerumine IL-10 perekonna tsiitokiinidel (Fickenscher et
al., 2002). IL-10 perekonna tsiitokiinide aminohappelise jérjestuse konserveerumise
médr on margitud kolmedimensionaalse IL-10 struktuuri mudelile. Virvigradient:
punane — korgelt konserveerunud jirjestus, sinine — vihe konserveerunud jérjestus. o-

heeliksid on tdhistatud A-F. Nt — N-terminus, Ct — C-terminus.

Tstitokiinid IL-19, IL-20 ja IL-24 moodustavad omaette IL-19 alamperekonna
(Gallagher et al., 2004). Antud tsiitokiinide alamperekonda iseloomustavad
aminohapete jirjestuse homoloogia ja fakt, et kdik kolm tsiitokiini vdivad seonduda ja
signaliseerida 1dbi IL-20 retseptori P-ahela. Kui IL-19 alamperekonna tsiitokiinid
seonduvad IL-20 retseptoriga, aktiveeritakse STAT signaaliiilekanderada tsiitokiinide

maérklaudrakkudes (Dumoutier et al., 2001; Parrish-Novak et al., 2002).
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IL-24 geen hdlmab 6696 bp genoomse DNA jirjestusest ning koosneb
seitsmest eksonist ja kuuest intronist. Alternatiivse splaissingu tottu esineb IL-24
geenil kaks transkripti, mis kodeerivad erinevaid valgu isovorme. Esimene isovorm
kodeerib 206 aminohappest koosnevat ~23.,8 kDa suurust valku (pohiline IL-24
vorm), teine isovorm 48 aminohappest koosnevat valku, mis on identne esimese
isovormi C-terminusega (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene).

IL-24 ekspresseerivad pohiliselt aktiveeritud T-helper 2 rakud ja aktiveeritud
monotsiitidid (Schaefer et al., 2001; Wang & Liang, 2004). IL-24 ekspresseerub ka
normaalsetes melanotsiilitides ja kudedes, mis on seotud immuunsiisteemiga — pdrnas
ja tiiimuses (Jiang et al., 1995; Huang et al., 2001; Ekmekcioglu et al., 2001). IL-24
retseptori ekpressioonimustri jargi on IL-24 peamised méarklaudkoed lisaks teistele ka
nahk, kopsud ja reproduktiivorganite koed (Wang & Liang, 2004). Peale seondumist
retseptoritele, indutseerib IL-24 signaalililekandes osalevaid molekule ja
transkriptsioonifaktoreid STAT-1 ja STAT-3, mis ilmselt méngivad rolli rakkude
ellujaamisel ja proliferatsioonil (Dumoutier et al., 2001; Wang et al., 2002).

IL-24 tdpne bioloogiline funktsioon vajab vélja selgitamist. On teada, et IL-24
voib ldbi oma marklaudrakkude pinnaretseptorite kdituda kui klassikaline tstitokiin
(Wang et al., 2002). Samas voib IL-24 olla ka tsiitotoksiline mdjur, pohjustades teatud
retseptorite vahendusel ja ka ilma retseptorite vahenduseta véhirakkude apoptoosi
(Pataer et al., 2002; Sauane et al., 2003; Chada et al., 2004). IL-24 ja tema retseptori
ekspressioonimustri pdhjal in vivo voib arvata, et IL-24-st 1dhtuva signaaliraja iiks
peamisi fiisioloogilisi funktsioone on epidermise normaalne funktsioneerimine
(nditeks haava paranemine) ning korvelekalded sellest voivad kaasa aidata naha
patoloogiliste seisundite tekkele nagu psoriaas (Soo et al., 1999; Romer et al., 2003;
Wang & Liang, 2004). Antud hiipoteesi toetab ka leid, et epidermises olevad
keratinotsiitidid on peamised I1L-24 mairklaudrakud (Wang et al., 2002; Wang &
Liang, 2004). Arvatakse, et psoriaasi korral infiltreeruvad dermisesse monotsiiiidid,
mis ekspresseerivad konstitutiivselt 1L-24. See voOib omakorda pdhjustada I1L-24
retseptori piisiva aktivatsiooni ning epidermises paiknevate Kkeratinotsiiiitide
proliferatsiooni (Wang & Liang, 2004).

IL-24 voib indutseerida ka teiste tsiitokiinide (TNF-o, IL-6, IFN-y)
ekspressiooni, viidates sellele, et IL-24 voib osaleda tsiitokiinide vorgustikus pdletiku
korral (Gaudell et al., 2002; Wang & Liang, 2004).

IL-24 geeni poliimorfisme ei ole seni komplekshaigustega seoses uuritud.
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2. TOO EESMARGID

1. Genotiipeerida naastulise psoriaasiga patsiente ja kontrollindiviide, et leida
voimalikke assotsiatsioone IL-24 geeni poliimorfismide ja naastulise psoriaasi
geneetilise vastuvdtlikkuse vahel. Kirjeldada LD mustrit IL-24 geenis ja leida
enamlevinud haplotiilibid IL-24 geenis. Jdlgida, kas enamlevinud haplotiiiibid I1L-24
geenis omavad efekti haigusfenotiiiibile.

2. TU Fisioloogia Instituudis on varem niidatud, et SNP-d rs2981572,
rs2981573 ja 1s2232360 IL-20 geenist on omavahel peaaegu tiielikult aheldunud
( | D’ | vahemikus 0,88-0,99). Samas, SNP rs1518108, mis asub IL-20 geeni 3’ otsas
ning jargneb eelpool mainitud SNP-dele, ei ole aheldunud nimetatud kolme SNP-ga
(Kingo et al., 2004). Kuna inimese genoomis jargneb IL-24 geen IL-20 geenile, siis
pakkus huvi, kas SNP rs1518108 on aheldunud kéesolevas magistritods kisitletavate
SNP-dega IL-24 geenist. Ja kui on aheldus esineb, siis leida, millised on enamlevinud
haplotiitibid, millist efekti omavad enamlevinud haplotiiiibid haigusfenotiiiibi suhtes
ning millist efekti voiks SNP rs1518108 omada haplotiiiipide kontekstis.

3. Toetudes juba varem saadud tulemustele IL-19 ja IL-20 geeni kohta (Kdks
et al., 2004), kirjeldada voimalikku LD mustrit IL-19 alamperekonna tsiitokiinide

geene hdolmavas regioonis.
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3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1 Uuringus osalenud indiviidid

Antud uuring viidi libi kooskdlas TU Inimuuringute Eetikakomisjoniga. Kdik
uuringus osalenud isikud andsid kirjaliku ndusoleku uuringus osalemiseks peale
kirjalikku ja suulist teavitamist selle eesmirkidest ja meetodidest.

Uuringusse kaasatud patsiendid ja kontrollindiviidid olid Eestis elavad
kaukasoidid. Naastulise psoriaasiga patsientide (254 mittesuguluses olevat indiviidi)
ja kontrollindiviidide (148 mittesuguluses olevat indiviidi) vereproovid koguti dr.
Kiilli Kingo poolt TU Nahahaiguste Kliinikus.

Patsiendid jagati naastulise psoriaasi esmaavaldumise ea ning perekondliku ja
sporaadilise psoriaasi vormi alusel alagruppideks (nii naastulise psoriaasiga
patsientide kui kontrollindiviidide peamised karakteristikud on ndidatud Tabelis 4).
Patsiendid, kellel avaldus naastuline psoriaas esmakordselt varem kui 40-aastaselt,
klassifitseeriti varase algusega psoriaasi patsientideks ning patsiendid, kellel avaldus
naastuline psoriaas esmakordselt 40-aastaselt voi hiljem, hilise algusega psoriaasi
patsientideks. Patsient pddes perekondlikku psoriaasi juhul, kui vihemalt iiks esimese
vOi teise astme sugulane pddes samuti psoriaasi. Patsiendid, kellel ei esinenud {ihtegi
psoriaasi diagnoosiga sugulast, klassifitseeriti sporaadilise psoriaasiga patsientideks
(Henseler & Christophers, 1985).

Psoriaasi dgedus maérati PASI (Psoriasis Area and Severity Index) abil. PASI
skoori arvutamise aluseks oli nahal asuvate psoriaasi kollete punetuse, ketenduse ja
infiltratsiooni mdir ning nahapinna hdivatus kollete poolt. Psoriaasi dgedust hinnati
patsientidel sel hetkel, kui nad ei saanud siisteemset psoriaasivastast ravi. PASI
skooride alusel jaotati patsiendid kahte rithma: PASI < 20 (151 indiviidi) ja PASI >
20 (85 indiviidi). Mida kdrgem on PASI skoor, seda dgedam on psoriaas.

Patsiendid jagati gruppidesse ka ainult kollete ulatuse suhtes nahal.
Moodustati kolm gruppi: psoriaasi patsiendid, kellel oli nahapinna hdivatus kollete
poolt <10% (n=66), patsiendid, kellel oli nahapinna hdivatus kollete poolt 11-30%
(n=76) ja patsiendid, kellel oli nahapinna hoivatus kollete poolt >30% (n=94).

25



Tabel 4. Uuringus osalenud indiviidide peamised tunnusjooned.

Indiviidide arv

Vanus

Uuritavate staatus
Perekondliku

Keskmine siitmptomite

Kokku Mehi/naisi .. Vanusepiirid Keskmine vanus .
psoriaasiga esmaavaldumise iga

Naastulise psoriaasi | 55, | 135,19 101 18-89 40 30
patsiendid
Varase algusega 180 94/86 85 18-73 39 20
psoriaasi patsiendid
Hilise algusega 74 41/33 16 43-89 61 53
psoriaasi patsiendid
Terved
kontrollindiviidid 148 791 i 18-71 36 i




Kontrollgrupi moodustasid psoriaasi suhtes terved indiviidid, kellel ei olnud
varem esinenud teisi dermatoose ning kelle sugulaste hulgas ei olnud psoriaasi

diagnoosiga patsiente (Tabel 4).

3.2 DNA proovid

Genoomne DNA eraldati ~14 ml tiisverest TU Fiisioloogia Instituudsis.
Eraldamiseks kasutati DNA viljasoolamisel pdhinevat standardprotokolli ning saadud
genoomne DNA lahustati TE-s. Eraldatud genoomse DNA kontsentratsioonid olid
vahemikus 100-260 ng/pl.

3.3 SNP-de valik

SNP-de  valikuks  IL-24  geenist kasutati dbSNP  andmebaasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html). SNP-de valiku kriteeriumideks oli
minoorse alleeli esinemissagedus >10%, kahe SNP vaheline kaugus vihemalt 1000 bp
ja SNP valideeritus. IL-24 geenist valiti genotiipeerimiseks 5 SNP-d: rs3762344,
rs291111, rs1150253, rs1150256, rs1150258.

3.4 Poliimorfismide genotiipeerimine

SNP-de genotiipeerimiseks kasutati tetra-praimer ARMS-PCR (amplification
refractory mutation system polymerase chain reaction) meetodit (Ye et al., 2001).
Antud meetodi puhul kasutatakse ilihes poliimeraasi ahelreaktsioonis kahte paari
praimereid, millega on vdimalik amplifitseerida vastavalt {the SNP kahte erinevat
alleeli. Uhe SNP alleeli amplifitseerimiseks kasutatakse iihte alleelile spetsiifilist
sisemist praimerit ja {ihte mittespetsiifilist védlimist praimerit. Lisaks
alleelspetsiifilistele PCR-i produktidele saadakse ka iiks kontrollprodukt, mis
tekitatakse kahe vélimise praimeri poolt (Joonis 4). Saadud PCR-i produktid

lahutatakse geelelektroforeesil.
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T
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l PCR

PCE-1 prodult
(tnitte alleelspetsiifiline)
- G

PCE- prodult o
(& alleeli spetsiifiline) .

PCER-1 prodult T

(A alleeli spetaiifiling)

l Geelelektroforees
G5 homosigoot A4 homosigoot GA heterosigoot

Joonis 4. Tetra-praimer ARMS-PCR-i pohiméte (kohandatud Ye et al., 2001 jargi).
Antud joonisel on nditeks toodud G—A poliimorfism, kuid meetod vdimaldab
genotiipeerida ka teisi lihenukleotiidseid poliimorfisme. Kasutades kahte paari
praimereid, genereeritakse kaks alleelspetsiifilist amplikoni — iiks paar praimereid
(kollane ja punane nool) G alleelile vastava amplikoni ning teine paar praimereid
(valge ja sinine nool) A alleelile vastava amplikoni. Alleelspetsiifilisus tagatakse
sisemise praimeri 3’ otsa viimase nukleotiidi ja matriits-DNA vahelise
komplementaarsuse alusel. Spetsiifilisust aitab tdsta sisemistesse praimeritesse 3’
otsast —2 positsiooni siinteesitud mismatch nukleotiid matriits-DNA suhtes. Kaks
vilimist praimerit asuvad poliimorfismi suhtes erinevatel kaugustel, mistdttu kaks

alleelspetsiifilist amplikoni on erineva pikkusega ja on lahutatavad agaroosgeelis.
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3.4.1 Tetra-praimer ARMS-PCR-i reaktsioon

IL-24 geenis asuva viie poliimorfismi genotiipeerimiseks disainiti 20 praimerit
(Lisa 1). Praimerite disainimisel kasutati internetis olevat online programmi
(http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html).

Iga tetra-praimer ARMS-PCR-i reaktsioonisegu (20 pl) sisaldas 1x
reaktsioonipuhvrit [75 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20 mM (NH4),SO4, 0,01% Tween 20,
0,1 mg/ml tartrasiin, 1% sahharoos; Naxo, Tartu, Eesti], 0,2 mM dNTP (MBI
Fermentas, Vilnius, Leedu), 20 pmol mdlemat sisemist praimerit (TAG Copenhagen
A/S, Kopenhaagen, Taani), 2 pmol mdlemat vilimist praimerit (TAGC), 0,5 U
rekombinantset Smart-Taq DNA poliimeraasi (Naxo), 100 ng uuritavat genoomset
DNA-d ning ddH,O-d 16ppmahuni. Praimerite jarjestused, sulamistemperatuurid ja
seondumistemperatuurid ning MgCl, kontsentratsioonid SNP-de genotiipeerimiseks
on ndidatud Lisas 1.

Amplifikatsioonid viidi 1dbi Eppendorf Mastercycler® gradient (Eppendorf
AG, Hamburg, SLV) ja GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) termotsiikleritega. PCR reaktsiooni spetsiifilisuse tdstmiseks tehti
touchdown PCR jargnevatel tingimustel:

algne denaturatsioon 95°C 2 min
denaturatsioon: 95°C 1 min 3
praimerite seondumine: 10°C korgemal temperatuuril, kui ¢ 10 tsiiklit

10plik seondumistemperatuur 1 min | (temperatuuri langus

ekstensioon: 72°C 1 min ) tsiikli kohta 1°C)
denaturatsioon: 95°C 1 min 3

praimerite seondumine: (vt. Lisa 1) 1 min r 25 tsiiklit

ekstensioon: 72°C 1 min )

10plik ekstensioon: 72°C 10 min

Kodik PCR-i produktid lahutati geelelektroforeesil 2% agaroosgeelis 0,5xTBE
[45 mM Tris-boraat, 1 mM EDTA-Na, (dinaatriumetiileendiamiintetraatsetaat)]

puhvris ja visualiseeriti etiidiumbromiidi abil (Joonis 5).
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Joonis S. Nidide SNP rs3762344 genotiipeerimisest. Tetra-praimer ARMS-PCR-i
meetodil on genotiipeeritud 31 erinevat patsienti ja saadud PCR-i produktid on
lahutatud geelelektroforeetiliselt 2% agaroosgeelil. Kontrollproduktile vastab 357 bp
pikkune fragment, G alleelile 225 bp pikkune fragment ja A alleelile 189 bp pikkune
fragment. Agaroosgeeli koige parempoolsemal rajal on negatiivne kontroll.
Keskmisel rajal on PCR-i produktide pikkuste hindamiseks pBR322 DNA/BsuRI
(Haelll) marker 5 (MBI Fermentas), mille tdpsed parameetrid on nédidatud

parempoolsel paneelil.

Tetra-praimer ARMS-PCR-il saadud genotiipeerimise tulemused kontrolliti
iile resekveneerimise abil. Iga SNP puhul resekveneeriti vihemalt 3 DNA-d (mdlema
alleeli suhtes homosiigootsed indiviidid ja heterosiigootne indiviid), kasutades
BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit’i ja ABI Genetic Analyzer 310
(Applied Biosystems) DNA sekvenaatorit.

3.5 Statistiline analitis

Tetra-praimer ARMS-PCR reaktsioonil saadud tulemuste statistiliseks
analiiiisiks kasutati arvutiprogrammi GENEPOP (Version 3.3) (Raymond & Rousset,
1995). Esiteks kontrolliti Fisher’s exact testi abil iga poliimorfismi lookuse
genotiilipide  vastavust ~ Hardy-Weinbergi  tasakaalule. = Seejiarel  arvutati
alleelisagedused kiimnes patsiendiriihmas ja kontrollidel ning madrati 10
assotsiatsioonitesti abil genotiiiipse ja alleelse jaotuvuse erinevused kontrollidel ja
patsientidel, milleks kasutati samuti Fisher’s exact testi. Statistilise analiiiisi

tulemuste interpretatsioon soltub sellest, millist P-véértust (P-védrtus on tdendosus, et
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antud tulemused on saadud juhuslikult) lugeda statistiliselt oluliseks ehk kuhu asetada
o (significance level) tase. Kuna IL-19 alamperekonna tsiitokiinide geenide
poliimorfisme ei ole varem assotsiatsiooniuuringutes kasutatud, loeti antud t60s
statistiliselt oluliseks tulemust P<0,05.

Enne haplotiiiibianaliitisi ~ 1dbiviimist oli ~ vaheetapina vaja  teha
ithendpopulatsiooni ~ (patsiendid +  terved  indiviidid)  poliimorfismide
lookuspaaridevaheline LD analiiiis, milleks kasutati arvutiprogrammi THESIAS
(Version 3) (Tregouet et al., 2002; Tregouet & Tiret, 2004) ning tulemuste
visualiseerimiseks arvutiprogrammi Haploview (Barrett et al., 2005). LD-d hinnati
paaride kaupa log-lineaarse mudeliga ja viljendati | D’ | -ga. |D| on vastavalt
alleelisagedustele standardiseeritud LD koefitsent D. D médrab kahe lookuse vahelise
juhusliku assotsiatsiooni hélbe. Kahte poliimorfismi peeti tdielikult aheldunuks, kui
|D'| oli >0,9 (maksimaalne|D' |=1). Aheldunuks peeti ka poliimorfisme, kui
| D" | oli >0,6.

Haplotiiiibianaliiis viidi 14bi samuti programmiga THESIAS (Version 3).
Antud arvutiprogramm hindab haplotiiiibi ja fenotiilibi vahelist assotsiatsiooni
maksimaalse tdendosuse algoritmi (maximum likelihood method for haplotype-
phenotype association) kasutades. Haplotiiiibi efekti haigusfenotiilibile hinnati
riskifaktoriga OR (0dds ratio). OR niitab teatud siindmuse (antud juhul haplotiiiibi)
esinemissageduste erinevusi patsientide ja kontrollindiviidide seas ning arvutatakse,
jagades siindmuse esinemise patsientidel siindmuse esinemisega kontrollindiviidide
riihmas. Saadud riskifaktori vdértust interpreteeritakse soltuvalt 95% usaldusvédrsuse
intervallist (confidence interval, C.1. — riskifaktori vaartuste vahemik, kuhu paiknevad
95% saadud riskifaktori véartustest) ja konkreetsest haigusfenotiiiibist. Siiski saab
jareldada, et kui OR<1, siis omab haplotiilip protektiivset efekti ning OR>1, siis on
haplotiilip seotud vastuvdtlikkusega antud haiguse suhtes. Juhul, kui usaldusvédrsuse

intervalli jadb ka OR=1,0, ei saa tulemust statistiliselt usaldusviérseks pidada.
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4. TULEMUSED

Kédesoleva magistritdd raames genotiipeeriti tetra-praimer ARMS-PCR
meetodiga (Joonis 4) 402 indiviidi, kellest 254 olid naastulise psoriaasi diagnoosiga
patsiendid ning 148 kontrollindiviidid. Antud t66 kéigus genotiipeeriti ja analiiiisiti 5
SNP-d IL-24 geenist (Joonis 6) ning hiljem vdeti haplotiiiibianaliiiisi veel lisaks 1
SNP IL-20 geenist.
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Joonis 6. Genotiipeeritud SNP-d IL-24 geenist. SNP-d on joonisel esitatud dbSNP
andmebaasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) ID numbrite abil. Nool nditab IL-24
transkriptsiooni suunda. Ko&ikide SNP-de puhul on ndidatud nende positsioon
startkoodoni suhtes. Esimese ja viimase SNP korral on ndidatud ka nende positsioon
genoomis dbSNP andmetel. 1L-24 geeni kodeeriv jirjestus on esitatud alumisel
skeemil kastina (mustad alad kastis tdhendavad eksoneid) horisontaalsel triibul,
kusjuures horisontaalne triip on mittekodeeriv jirjestus. Kdikide SNP-de puhul on
antud alleelsed variandid ja rs1150258 puhul on sulgudes toodud ka alleeli muutusest

tingitud aminohappe muutus.
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Koigi viie analiitisitud poliimorfismi genotiiiipide jaotuvused vastasid Hardy-
Weinbergi (H-W) tasakaalule (patsientide ja kontrollide {ihendrithmas oli P>0,05)
(rs3762344 P=0,75, rs291111 P=0,13, rs1150253 P=0,40, rs1150256 P=0,51,
rs1150258 P=0,50). Alleelse ja genotiilipse jaotuvuse erinevused leiti kiimne
assotsiatsioonitesti abil (kiimne assotsiatsioonitesti aluseks olid kiimme diagnoosist
soltuvalt erinevat patsientide rilhma vs kontrollindiviidide riithm). Alleelse ja
genotiilipse jaotuvuse tulemuste interpretatsioon (P-védrtus) langes nii tervete
indiviidide rithma kui patsientide kiimne erineva riihma vahel enamasti kokku (lisad
2, 3,4, 5, 6). Assotsiatsioonianaliiiisi tulemusel ei leitud iihtegi statistiliselt olulist
seost (P<0,05) analiitisitud poliimorfismide ja naastulise psoriaasi vahel. Kui vorreldi
naastulise psoriaasi alatiiiipidega patsiente kontrollindiviididega, leiti, et SNP
rs1150253 oli statistiliselt oluliselt assotsicerunud (alleelne P=0,02) limiteeritud
psoriaasi vormiga (nahapinna hdivatus kollete poolt <10%) ja patsientide rithmas oli
minoorse alleeli sagedus tousnud (limiteeritud vormiga patsientidel 54,4%,
kontrollidel 42,2%). SNP-de rs3762344, rs1150256 ja rs1150258 minoorsete alleelide
esinemissagedused olid samuti limiteeritud vormiga psoriaasi patsientidel tdusnud,

kuid erinevused ei olnud statistiliselt olulised (Tabel 5, Lisad 2, 3, 4, 5, 6).
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Tabel 5. IL-24 geeni assotsiatsioonitestide tulemused.

rs3762344 rs291111 rs1150253 rs1150256 rs1150258
Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%)

A G  AlleelneP T C  AlleelneP A G  AlleelneP A G AlleelneP C T  Alleelne P
fjﬁg’u 486 514 - 966 34 - 578 422 - | 517 483 - 51,4 48,6 -
fj;;fﬁne psoriaas 52,8 472 028 [980 20 024 |51,6 484 0,08 |474 526 024 |[57,5 425 028
Xj{;r(‘)e psoriaas 51,7 483 049 [983 1,7 021 | 522 478 0,16 |483 51,7 042 [478 522 039
111{37126 psoriaas 553 447 020 [973 27 078 |500 500 0,12 |453 547 023 [460 541 033
Efleé‘londhk psoriaas 540 460 028 [97,5 25 061 |520 480 0,15 |455 545 019 [450 550 0,16
ﬁg‘;ggadﬂine psoriaas 5,0 480 047 [984 1,6 020 |520 480 0,17 |487 513 046 |487 513 057
PASI =20 23 477 041 | 981 19 031 |S13 487 0,12 |471 529 028 | 475 525 036
Efgfzo 5,1 479 029 [979 21 058 |521 479 022 |479 521 045 [469 53,1 035
Kollete ulaus <10% 583 417 007 | 985 15 036 | 456 544 002 |426 574 009 |426 574 0,09
Ilf:";?e ulatus 11-30% 5,0 480 056 |968 32 1,00 |51,9 481 023 |468 532 039 |474 526 048
Ilf:";fte ulatus >30% 500 50,0 0,78 [986 14 025 |551 449 055 |509 491 093 [500 500 0,79
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Vaheetapina enne haplotiilibianaliiiisi  teostati [1L-24 geeni sisene
lookuspaaridevaheline LD analiiiis patsientide ja kontrollindiviidide iithendgrupis.
Kuna SNP rs291111 minoorse alleeli esinemissagedus oli vdiksem kui 10%, siis jéeti
antud SNP LD analiitisist vélja. LD analiiisi tulemusel leiti, et IL-24 geenis olevad 4
poliimorfismi (rs3762344, rs1150253, rs1150256 ja rs1150258) on omavahel peaaegu
taielikult aheldunud (Tabel 6).

Tabel 6. Geenisisese lookuspaaridevahelise LD analiiiisi tulemused IL-24 geenis

patsientide ja kontrollindiviide tihendgrupis.

LD IL-24 geenis (| D" |)

SNP ID rs3762344 | rs1150253 | rs1150256 | rs1150258
rs3762344 0,94 0,97 0,97
rs1150253 0,95 0,95
rs1150256

rs1150258

Lahtuvalt geenisisese lookuspaaridevahelise LD analiiiisi tulemustest viidi 14bi
haplotiiiibianaliiis nelja omavahel aheldunud IL-24 geeni poliimorfismiga. 1L-24
geenis esines 4 enamlevinud haplotiiiipi (>1%), mis moodustasid 98,24% kdikidest
voimalikest alleelide kombinatsioonidest (Tabel 7).

Seejdrel leiti enamesinenud haplotiilipide esinemissagedused 10 patsientide
grupis ja kontrollindiviidide seas ning analiiiisiti, kas moni haplotiilipidest omab ka
vastuvotlikkusega/protektiivsusega seotud efekti haigusfenotiiiibi suhtes. Kuigi HT2
GGGT esines monevorra sagedamini naastulise psoriaasiga patsientide hulgas ja HT3
GAGT ning HT4 AGAC kontrollindiviidide hulgas, ei olnud tegemist statistiliselt
olulise vahega (Tabel 9). Kui vorreldi omavahel kontrollindiviide ja psoriaasi
alatiitipidest soltuvaid patsientide gruppe, leiti, et limiteeritud vormiga psoriaasi
patsientidel (nahapinna hdivatus kollete poolt <10%) esines HT2 GGGT statistiliselt
oluliselt sagedamini, kui kontrollidel (OR=1,548, 95% CI 1,007-2,380, P=0,05)
(Tabel 10).
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Tabel 7. [L-24 geenis leitud enamesinevad haplotiiiibid ja nende esinemissagedused.

Haplotiiiip Haplotiiiibi sagedus %
g*l‘lli’sl;’:fﬁbi rs3762344 | rs1150253 | rs1150256 | rs1150258 Pa;iigls‘gid K‘:}"ztlr;’gid
HT1 A A A C 46,2 482
HT2 G G G T 47,6 394
HT3 G A G T 42 83
HT4 A G A C i 2.8

Lihtuvalt piistitatud t66 eesmirkidest, viidi jirgmisena ldbi laiendatud
lookuspaaride vaheline LD analiiiis 5 SNP-ga (SNP rs1518108 IL-20 geenist ja
1s3762344, rs1150253, rs1150256, rs1150258 IL-24 geenist), mille tulemusel selgus,
et SNP rs1518108 on oluliselt aheldunud IL-24 geenis oleva 4 SNP-ga (|D'|

vahemikus 0,61-0,79) (Joonis 7). Haplotiiiibianaliiiisil leiti antud regioonis 5 enam

esinenud (>1%) haplotiiiipi, mis moodustasid 96,39% kdikidest voimalikest alleelide

kombinatsioonidest (Tabel 8).

Tabel 8. IL-20 ja IL-24 geenide kombineeritud haplotiiiibianaliiiisi tulemused:

enamesinevad haplotiilibid ja nende esinemissagedused.

Haplotiiiip Haplotiiiibi sagedus %
Haplotiiiibi | rs1518108 rs3762344 | rs1150253 | rs1150256 | rs1150258 | Patsiendid | Kontrollid
tahistus (IL-20) (IL-24) (IL-24) (IL-24) (IL-24) n=254 n=148
HT1 T A A A C 44,7 38,4
HT2 C G G G T 40,6 28,0
HT3 T G G G T 7,0 11,4
HT4 C G A G T 3,5 6,8
HTS C A A A C 1,5 10,1
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Tabel 9. IL-24 geeni haplotiilipide ja IL-20/IL-24 geenide kombineeritud

haplotiitipide analiiiisi tulemused naastulise psoriaasi tildgrupis (n=254).

IL-24 haplotiiiibid OR (95% CI) P-viidrtus
AAAC * *
GGGT 1,241 (0,910-1,693) 0,17
GAGT 0,604 (0,311 - 1,173) 0,14
AGAC ) ]

IL-20 ja IL-24 kombineeritud haplotiiiip

TAAAC * *
CGGGT 1,292 (0,887 — 1,884) 0,18
TGGGT 0,591 (0,356 — 0,981) 0,04
CGAGT 0,457 (0,215 -0,974) 0,04
CAAAC 0,154 (0,059 -0,411) 0,0002

Laiendatud haplotiitibianaliiisil leiti, et HTS CAAAC esines kontrollgrupis
oluliselt korgema sagedusega kui naastulise psoriaasiga patsientide hulgas
(OR=0,154, 95% CI 0,059-0,411, P=0,0002), viidates viga tdhendusrikkale
haplotiilip-fenotiitip ~ assotsiatsioonile ~ (Tabel 9). Kui vodrreldi omavahel
kontrollindiviide ja psoriaasi alatiiiipidega patsiente, saadi sarnane tulemus: HTS
CAAAC esines kontrollgrupis statistiliselt oluliselt sagedamini kui varase
avaldumisega psoriaasi patsientidel (n=180) (OR=0,121, 95% CI 0,038-0,385,
P=0,000346), hilise avaldumisega psoriaasi patsientidel (n=74) (OR=0,152, 95% CI
0,033-0,711, P=0,0167), perekondliku psoriaasiga patsientidel (n=101) (OR=0,059,
95% CI 0,007-0,477, P=0,00795) ning sporaadilise vormiga psoriaasi patsientidel
(n=153) (OR=0,179, 95% CI 0,061-0,525, P=0,00174) (Lisa 7). HT5S CAAAC
protektiivne efekt on peamiselt tingitud IL-20 geeni SNP rs1518108 individuaalsest
efektist — T alleeli muutumisel C alleeliks (OR=0,154, 95% CI 0,058-0,411,
P=0,000186).

Laiendatud haplotiiiibianaliiiisil selgus veel, et kontrollgrupis esineb
statistiliselt oluliselt korgema sagedusega HT3 TGGGT. Antud haplotiilip omas
protektiivset efekti naastulise psoriaasi (OR=0,591, 95% CI 0,356-0,981, P=0,04)
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(Tabel 9), varase avaldumisega psoriaasi (n=180) (OR=0,548, 95% CI 0,316-0,951,
P=0,0325) ja sporaadilise psoriaasi (n=153) (OR=0,523, 95% CI 0,295-0,925,
P=0,026) suhtes (Lisa 8). Samuti esines kontrollgrupis oluliselt sagedamini HT4
CGAGT: jaotuvuse erinevus oli statistiliselt oluline, kui virreldi naastulist psoriaasi
(OR=0,457, 95% CI 0,215-0,974, P=0,04) (Tabel 9), varase avaldumisega psoriaasi
(n=180) (OR=0,430, 95% CI 0,185-0,998, P=0,0497) ja sporaadilist psoriaasi
(n=153) (OR=0,390, 95% CI 0,154-0,962, P=0,0411) kontrollgrupiga (Lisa 9).

Kuigi HT1 TAAAC ja HT2 CGGGT olid naastulise psoriaasiga patsientide
iildgrupis suurema esinemissagedusega kui kontrollgrupis, ei olnud erinevused
statistiliselt olulised (Tabelid 8 ja 9).

IL-24 geeni haplotiiiibi GGGT limiteeritud psoriaasi vormi vastuvotlikkusega

seotud efekt ei jddnud peale laiendatud haplotiiiibianaliiiisi plisima (Tabel 10).

Tabel 10. IL-24 geeni haplotiiiipide ja IL-20/IL-24 geenide kombineeritud
haplotiitipide analiilisi tulemused limiteeriud psoriaasi vormiga patsientidel

(nahapinna hdivatus kollete poolt <10%).

IL-24 Kontrollid Psoriaasi patsiendid nahapinna

hotagiibid 148 "f’“a"ffiﬁé <10% OR (95% CI) P-viiirtus
AAAC 48,1 40,8 * *
GGGT 39,3 53,7 1,548 (1,007 - 2,380) 0,05
GAGT 8,3 2,3 0,441 (0,119-1,641) 022
AGAC 2,5 0,06 - -

IL-20 ja IL-24 kombineeritud haplotiiiibid

TAAAC 38,0 37,4 * *

CGGGT 27,5 43,5 1,618 (0,975 - 2,685) 0,06
TGGGT 11,7 10,2 0,930 (0,467 - 1,852) 0,84
CAAAC 10,5 3,4 0,383 (0,099 - 1,471) 0,16
CGAGT 6,8 2,3 0,393 (0,097 - 1,591) 0,19

38



IL-19, IL-20 ja IL-24 geene sisaldava regiooni LD analiiiis nditas, et antud
regioonis moodustub kaks haplotiitibiblokki. Rekombinatsioonisait jadb IL-20 geeni,
SNP-de 1s2232360 ja rs1518108 wvahele (Joonis 7). Tuginedes varasematele
andmetele (K0oks et al., 2004), sisaldab esimene haplotiiiibiblokk (30 kb) viit SNP-d
IL-19 geenist (rs2243191, rs2073186, rs2243174, rs2243188 ja rs2243193) ja kolme
SNP-d IL-20 geenist (rs2981572, rs2981573 ja rs2232360). Kiesolevas magistritoos
ndidati, et teise haplotiitibiblokki (31 kb) jééb iiks SNP IL-20 geenist (rs1518108) ja
neli SNP-d IL-24 geenist (rs3762344, rs1150253, rs1150256 ja rs1150258). Mdlemas

blokis esineb viis enamlevinud haplotiiiipi.
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Joonis 7. LD muster ja moodustunud haplotiiiibiblokid IL-19 tsiitokiinide
alamperekonna geenides (67 264 bp 10ik inimese kromosoomis 1q32). Pildil on 1.
kromosoom; selle all oleval horisontaalsel triibul on ndidatud geenide kodeerivad
regioonid (kastid, milles mustad alad tdhendavad eksoneid) ja SNP-d (vertikaalsed
tritbud), mis on proportsioonis reaalsete genoomsete distantsidega. SNP-d on joonisel
esitatud dbSNP andmebaasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) ID numbrite abil,
millele on lisatud voimalikud alleelid. Kui voimalik, siis on sulgudes toodud ka alleeli
muutusest tingitud aminohappe muutus. Lai triip SNP-de ID numbri all néitab, millises
geenis SNP asub (geenide alad antud triibul ei véljenda geenide tegelikke proportsioone
inimese genoomis) ja rist triibu keskel viljendab rekombinatsiooni punkti. LD mustri
leidmiseks ja haplotiiiibiblokkide madratlemiseks antud regioonis kasutati

arvutiprogrammi Haploview. Parema hinnatavuse huvides on D" vdirtused sajakordsed.
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S. ARUTELU

Hiljuti on niidatud, et IL-24 (MDA-7) voib kéituda kui tsiitokiin ja olla osa
immuunsiisteemist. 1L-24 suudab sarnaselt I1L-19-le ja IL-20-le seonduda IL-20
retseptoritele, kdivitades niiviisi STAT signaaliraja (Dumoutier et al., 2001; Parrish-
Novak et al., 2002). Lisaks on ndidatud IL-24 ekspressiooni psoriaasi kolletes, mis
viitab IL-24 vdimalikule osalusele psoriaasi patogeneesis (Romer et al., 2003). Nii
IL-19, IL-20 kui IL-24 ekspresseeritakse monotsiiiitide poolt ja oletatavalt miangivad
need tsiitokiinid rolli pdletiku tekkel nahas ning immuunvastuse kujunemisel
psoriaasi korral.

TU Fiisioloogia Instituudis on juba varem uuritud IL-19 ja IL-20 geenide
poliimorfismide vdimalikku osalust psoriaasi kujunemisel (Kingo et al., 2004; Kdoks
et al., 2004). Kaéesoleva t66 eesmirk oli genotiipeerida naastulise psoriaasiga
patsiente ja kontrollindiviide Eesti populatsioonis ning leida voimalikke seoseid IL-
24 geeni poliimorfismide ja naastulise psoriaasi kujunemise vahel. Samuti selgitada
vilja LD muster regioonis, mis holmab endas IL-20 ja IL-24 geene, uurida voimalike
haplotiiiipide esinemist I[L-24 geeni piirkonnas ning jéilgida, kas esineb

haplotiitibiefekti haigusfenotiitibi kujunemisel.

5.1 Uuringurihmad

Kontrollindiviidide rithm komplekteeriti teadlikult nii, et keskmine vanus
jaédks 30. ja 40. eluaasta vahele. Sellisel juhul on vilistatud varase algusega psoriaas
ja on vihenenud tdendosus, et kontrollil vdiks hiljem psoriaas kujuneda. Pealegi, liiga
eakatel kontrollindiviididel esineb sagedamini psoriaasile sarnase profiiliga haiguseid
(nditeks korgvererdhutdbi, kus olulist rolli mingivad Thl rakud), mis segaksid
uuringut.

Kéesolevas uuringus osalenud kontrollindiviidide hulgas oli naisi rohkem kui
mehi (vastavalt 91 ja 57). Patsientide hulgas oli seevastu rohkem mehi (mehi 135 ja
naisi 119) (Tabel 4). Reeglina peaks case-control assotsiatsiooniuuringutes

patsientide ja kontrollindiviidide ealine ja sooline jaotuvus kokku langema, kuid
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selles uuringus ei peetud soolisi erinevusi maddravaks — naastuline psoriaas esineb nii
meestel kui naistel vordse esinemissagedusega.

Hilise algusega psoriaasi patsientide (keskmine vanus 61 aastat) ja
kontrollindiviidide (keskmine vanus 35 aastat) (Tabel 4) ealine jaotuvus oli liiga
erinev. Kuna mitte tihelgi uuringus osalenud psoriaasi pddeval haigel (sealhulgas ka
hilise algusega psoriaasi patsientidel) ei kaasnenud psoriaasile sarnase profiiliga
haiguseid ning kontrollgruppi keskmise vanusega 60 aastat oli ddrmiselt raske
moodustada, siis otsustati statistilised analiiiisid siiski l1&bi viia. Kuigi hilise algusega
psoriaasi patsientide rilhmaga tehtud analiiise vOis mingil médral mdjutada
populatsioonide kihistumine, voib saadud tulemusi sellegipoolest oluliseks pidada —
hilise algusega psoriaasi patsientide rithm ja kontrollindiviidide rithm olid véimalike
esinevate haiguste (va. psoriaas) suhtes iihtlustatud. Teiste patsiendiriihmade ja

kontrollindiviidide ealine jaotuvus oli sarnane (Tabel 4).

5.2 Assotsiatsioonianaliiis 1L-24 geeni SNP-dega

Enamasti on assotsiatsiooniuuringutel kasutatav minoorse alleeli sageduse piir
vaikimisi >5%, kuna harvem esineva alleeliga poliimorfisme peetakse raskemini
detekteeritavateks ning saadud tulemused voivad osutuda juhuslikeks. Kuna
kéesolevas t60s oli kontrollpopulatsiooni valimis indiviidide hulk 148 ja eesmaérgiks
oli detekteerida SNP-de molemad alleelid, siis vdeti uuringusse ainult sellised SNP-d,
mille minoorse alleeli esinemissagedus oli dbSNP andmebaasi andmetel >10%.
Antud alampiiri midramisel voeti arvesse ka see, et hilisemasse haplotiiiibianaliiiisi
plaaniti votta ainult sellised SNP-d, mille minoorse alleeli esinemissagedus Eesti
populatsioonis on >10%. T6o kéigus selgus, et SNP rs291111 korrral oli minoorse
alleeli esinemissagedus Eesti populatsioonis naastulise psoriaasiga patsientidel vaid
2,0% ja kontrollindiviididel 3,4%. Ulejisinud nelja SNP (rs3762344, rs1150253,
rs1150256, rs1150258) puhul olid koikide alleelide esinemisagedused >10% (Tabel
5).

Hardy-Weinbergi tasakaalu korral p* + 2pq + q° = 1, kus p ja q on antud
lookuse (nditeks SNP) alleelisagedused populatsioonis. Kontrollides genotiiiipide
sageduste vastavust H-W tasakaalule, oli null-hiipoteesiks (Hp) gameetide juhuslik

tthinemine (random union of gametes) genotiiiipide moodustamisel. Kdigi viie SNP
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(rs3762344, rs291111, rs1150253, rs1150256, rs1150258) korral vastas genotiiiipide
jaotuvus H-W tasakaalule (P>0,05).

Alleelse ja genotiilipse jaotuvuse vordlemisel patsientide ja kontrollindiviidide
vahel oli null-hiipoteesiks (Hyp) identne alleelne (v3i genotiilipne) jaotuvus
populatsioonide vahel. IL-24 geeni poliimorfismide assotsiatsioonianaliiiisil ei leitud
iihtegi statistiliselt olulist seost uuritud SNP-de ja naastulise psoriaasi vahel. Siiski
ndidati, et SNP rs1150253 minoorne alleel voib olla riskialleel limiteeritud psoriaasi
vormi suhtes (Tabel 5). Assotsiatsioonianaliiiisil (samuti haplotiiiibianaliiiisil) saadud
tulemused vodivad olla ka juhuslikud, kuna naastulise psoriaasi alatiilipidega
patsientide hulk vodis olla ebapiisav (hilise algusega psoriaasi patsiente 74 ja PASI
>20 patsiente 85, 66 patsienti, kellel oli nahapinna hdivatus kollete poolt <10%, 76
patsienti, kellel oli nahapinna hdivatus kollete poolt 11-30% ja 94 patsienti, kellel oli

nahapinna hoivatus kollete poolt >30%) (vt. 16ik 3.1 Uuringus osalenud indiviidid).

Assotsiatsioonianaliiliside puhul on mitmeid tildaktsepteeritud probleeme:
1) Titp I (vale-positiivne) viga: statistiliselt oluline (significant) assotsiatsioon
fenotiiiibi ja poliimorfismi vahel tuleneb kontrollide ja patsientide juhuslikust
valikust. Selle probleemi tekkimise voimalus touseb, kui kasutatakse viikest hulka
kontrolle ja patsiente.
2) Titp II (vale-negatiivne) viga: uurimustdd tulemuste Oigsus soltub selle
statistilisest voimsusest. Statistiline voimsus soltub, kuhu on asetatud olulisuse tase
(significance level, o), valimi suurusest, riskifaktori esinemisest kontrollide hulgas ja
riskifaktori poolt tingitud relatiivsest riskist.
3) Publikatsiooni mojutusfaktor: positiivseid tulemusi (nii digeid kui valesid)
publitseeritakse tihedamini kui negatiivseid, tekitades moonutatud mulje, et
huvipakkuval fenotiilibil on mingi geneetiline pdhjuslikkus.
4) Populatsiooni kihistumine: sellisel juhul kontrollid ja patsiendid erinevad mitte
ainult fenotiiiibi ja seda pohjustava geneetilise riski komponentide poolest, aga ka
iildise geneetilise tausta poolest.
5) Heterogeensus: paranduv fenotiilip voib olla pohjustatud erinevatest omavahel
interakteeruvatest keskkonna ja/voi geneetilistest riskifaktoritest, mille tottu {ikski
testitud marker ei ole piisavalt haigusega seotud hoolimata tdhelepanu all oleva

fenotiiiibi iildisest parandumisest (Cardon & Bell, 2001; Sullivan et al., 2001).
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Antud t60s saadud tulemusi vdisid oletatavalt mojutada kdik mainitud
veatliiibid. Mitmed komplekshaiguste uuringud on niidanud, et assotsiatsiooni
leidmine {ihe haigusseoselise markeri (nt. SNP alleeli) ja haiguse vahel ei pruugigi
onnestuda ning uuringu vOimsuse tagamiseks ja assotsiatsiooni tundlikuks
detekteerimiseks oleks vaja laiendatud markerite haplotiilipi ehk haplotiipeerimist

(Clayton & Jones; 1999; Fallin et al., 2001; Ni et al., 2002).

5.3 Haplottlbianalius

Haplotiitibianaliiiis koosneb kahest etapist — esialgne lookuspaaridevaheline
LD analiitis on eelduseks jirgnevale haplotiilibianaliiiisile. Genotlilipse LD
arvutamise null-hiipoteesiks Hy oli: tihe lookuse genotiilibid on sdltumatud teise
lookuse genotiiiipidest. Geenisiseste haplotiilipide arvutamise null-hiipoteesiks (Hy)
oli: ithe lookuse genotiilibid (haplotiiiibid) on sdltumatud teiste lookuste

genotiilipidest (haplotiiiipidest).

5.3.1 IL-24 geeni haplotiiiibianaliiiis

Analiiiisitud SNP-d IL-24 geenist olid omavahel peaaegu téielikult aheldunud.
Haplotiitibianaliiiisil leiti, et haplotiiip GGGT voib olla limiteeritud psoriaasi vormi
riskihaplotiiiip (Tabel 10). Ukski haplotiiiip ei omanud statistiliselt olulist efekti
naastulisele psoriaasile {ldiselt. Kuna nii assotsiatsioonianaliitisil kui ka
haplotiitibianaliiiisil limiteeritud psoriaasi vormiga patsientidega saadud tulemused ei
peegeldunud PASI <20 patsientidega saadud tulemustes, siis kdesolevas t60s leitud
statistiliselt olulised assotsiatsioonid ei tundu olevat tdesed. Ainult nahapinna
hoivatuse maér psoriaasi kollete poolt ei ole ilmselt piisav kriteerium hindamaks
psoriaasi dgedust. Veelgi enam, arvestades psoriaasi patogeneesi isedrasusi, vOib
arvata, et kollete ulatust nahal méidravad pigem keskkonnafaktorid kui geneetiline
taust. Seega ei nédita saadud andmed tegelikult I1L.-24 geeni ja selle poliimorfismide
osalemist naastulise psoriaasi ja selle alatiilipide geneetilise eelsoodumuse

tekitamisel.
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5.3.2 Laiendatud haplotiiiibianaliiiis

Laiendatud haplotiilibianaliilisi tulemusel leiti, et SNP rs1518108 IL-20
geenist on oluliselt aheldunud SNP-dega 1L-24 geenist (Joonis 7). Kolm
kombineeritud haplotiitipi (CAAAC, TGGGT, CGAGT) omasid naastulise psoriaasi
vastuvotlikkuse suhtes statistiliselt olulist protektiivset efekti (vastavalt P=0,0002,
P=0,04 ja P=0,04) (Tabel 9). IL-24 geeni haplotiiibi GGGT riskiefekt ei jaanud
laiendatud haplotiilibianaliiiisil pilisima (Tabel 10). Saadud tulemused toetavad
hiipoteesi, et komplekshaiguste geneetikas méngivad olulist rolli ka protektiivsed
haplotiitibid. Néiteks mitmete autoimmuunhaiguste nagu diabeet 1, reumatoidartriidi
ja slsteemse erlitematoosse luupuse korral on juba nididatud, et HLA slisteemi
geenides olevad haplotiilibid vdivad omada protektiivset efekti autoimmuunhaiguste
suhtes (Gibson & Froguel, 2004; Laivoranta-Nyman et al., 2004; Camargo et al.,
2004). Lisaks on niidatud, et teatud HLA siisteemi haplotiitibid omavad protektiivset
efekti ka psoriaasi suhtes (Kim et al., 2000; Choonhakarn et al., 2002; Contu et al.,
2004). Viljaspool HLA siisteemi esinevaid protektiivseid haplotiiiipe ei ole psoriaasi
puhul seni kirjeldatud.

Kéesoleva t66 tulemused viitavad asjaolule, et psoriaasi kujunemisega seotud
haplotiiiibid vdivad olla populatsioonis korge esinemissagedusega (Tabel 8) ning
assotsieerunud immuunsiisteemis esineva normaalse varieeruvusega. See toetab
omakorda komplekshaiguste puhul kehtivat common variant/common disease
(levinud variatsioon/levinud haigus) hiipoteesi. Antud hiipoteesi sisuks ongi see, et
komplekshaigusi pohjustavad geneetilised variandid, mis on iildpopulatsioonis korge
esinemissagedusega (Zondervan & Cardon, 2004).

Pracguse seisukoha jirgi sisaldab inimese genoom suures osas
haplotiiiibiblokke (Cardon & Abecasis, 2003; Kauppi et al., 2004). LD tottu tekkivaid
haplotiilibiblokke on tsiitokiinide klastrites varemgi ndidatud (Rioux et al., 2000;
Hafler & Jager, 2005). Toetudes varasematele tulemustele (Kdks et al., 2004) ja
kdesolevas uurimustdds saadud tulemustele, leiti, et inimese kromosoomis 1q32 IL-
19, IL-20 ja IL-24 geene hdlmavas 67 264 aluspaarilises regioonis moodustub kaks
haplotiitibiblokki (Joonis 7). Leitud haplotiiiibiblokkide piirid langevad iildjoontes
kokku HapMap projekti CEPH-1 populatsiooni andmetega (www.hapmap.org). Nii
esimesest haplotiiiibiblokist (30 kb) kui ka teisest haplotiilibiblokist (31 kb) leiti 5
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enamlevinud haplotiilipi. Haplotiilibi-fenotiiiibi vahelist assotsiatsiooni hinnates on
leitud, et iiks haplotiiip (CACCGGAA) blokist 1 on seotud naastulise psoriaasi
geneetilise vastuvotlikkusega (Koks et al., 2004) ja praeguses toos leiti, et kolm
haplotiitipi blokist 2 (CAAAC, TGGGT, CGAGT) omavad naastulise psoriaasi
kujunemise suhtes protektiivset efekti.

Saadud tulemused osutavad sellele, et erinevad lookused IL-19
alamperekonna geenides omavad erinevat efekti psoriaasi vastuvotlikkusele. IL-19,
IL-20 ja IL-24 geenide iiksikud poliimorfismide variandid ja (laiendatud) haplotiitibid
voivad seotud olla néiteks antud tsiitokiinide erinevate ekspressioonitasemetega. V3ib
oletada, et naastulise psoriaasi riskihaplotiiip (CACCGGAA) esimesest
haplotiiiibiblokist tostab IL-20 ekspressioonitaset ja kolm protektiivset haplotiiiipi
teisest haplotiiiibiblokist (CAAAC, TGGGT, CGAGT) alandavad IL-20
ekspressioonitaset. Varem on ndidatud, et tsiitokiini IL-20 iileekspresseerivate
transgeensete hiirte nahale tekivad kolded, mis sarnanevad histoloogiliselt psoriaasi
kolletega. Lisaks, IL-20 retseptori a ja [ subiihikud on psoriaasi koldes oluliselt
iileekspresseeritud vorreldes normaalse nahaga. Nende subiihikute mRNA-d on
iileekspresseeritud nii keratinotstiiitides, endoteeli rakkudes, kui immuunsiisteemis
osalevates rakkudes, mis koik mingivad olulist rolli psoriaasi patogeneesis
(Blumberg et al., 2001).

Tsiitokiini IL-20 vOib kesksele kohale asetada ka seetdttu, et on ndidatud
olulisi assotsiatsioone IL-20 geeni potentsiaalsetes regulaatoralades paiknevate SNP-
de ja psoriaasi vahel (Koks et al., 2004). Lisaks omasid IL-20 geeni promootoralas
paikneva SNP rs2981572 alleel G ja IL-20 3’ UTR-is paikneva SNP rs1518108 alleel
C statistiliselt olulist efekti wvastavalt IL-19/IL-20 ja IL20/IL-24 laiendatud
haplotiilipidele. Samas ei omanud {ikski SNP ega haplotiitip IL-24 geeni sees efekti
haigusfenotiiiibile.

Kuna kiesolevas t60s ei leitud assotsiatsioone naastulise psoriaasi dgeduse
(PASI skoori alusel) ning IL-24 geeni {iiksikute poliimorfismide voi leitud
(kombineeritud) haplotiiiipide vahel, siis on alust arvata, et IL-24 geeni
poliimorfismid ning haplotiilibid ei osale psoriaasi dgeduse determineerimisel.
Probleem vdis olla ka selles, et patsiendid jagati liiga korge PASI skoori (20) alusel
gruppidesse — patsientide jagamine madalama skoori alusel voib anda teistsugused

statistiliste analiitiside tulemused.
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Et kinnitada IL-19, IL-20 ja IL-24 geenide osalemist naastulise psoriaasi
geneetilise  vastuvotlikkuse kujunemisel, tuleks teha tdiendavalt perekonnal
pohinevaid uuringuid, assotsiatsiooniuuringuid erinevates populatsioonides ning

antud tsiitokiinide funktsioonide uuringuid.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritoé  kirjanduse  llevaates  késitletakse  ldhemalt
komplekshaigusi ja nende omadusi, komplekshaiguste kaardistamise vdimalusi ning
ithenukleotiidseid poliimorfisme. Lisaks antakse iilevaade naastulisest psoriaasist,
selle patoloogiast ning tutvustatakse psoriaasiga seostatavat tsiitokiini interleukiin 24.

To6o praktilises osas genotiipeeriti tetra-praimer ARMS-PCR meetodiga 402
indiviidi Eesti populatsioonist, kellest 254 olid naastulise psoriaasi diagnoosiga
patsiendid ning 148 kontrollindiviidid. Patsiendid jagati vastavalt diagnoosile veel 9
uuringuriihma: varase ja hilise algusega psoriaasi patsiendid, perekondliku ja
sporaadilise vormiga psoriaasi patsiendid, PASI <20 ja PASI >20 patsiendid ning
patsiendid, kellel psoriaasi kolded hoivasid <10%, 11-30% v&1 >31% nahast.
Genotiipeeriti 5 poliimorfismi IL-24 geenist. Saadud genotiitipidega viidi 14bi
assotsiatsioonitestid, 4 poliimorfismiga ka LD analiiiis ja haplotiilibianaliiiis. Hiljem
voeti haplotiitibianaliilisidesse ka 1 SNP IL-20 geenist.

Assotsiatsiooni- ja haplotiiiibianaliiiis 1L-24 geeni poliimorfismidega ei
ndidanud  lihtegi  statistiliselt olulist ja  samas  usaldusvdirset seost
poliimorfismide/haplotiitipide ja naastulise psoriaasi vahel. LD analiilisi tulemusena
selgus, et SNP rs1518108 IL-20 geenist on oluliselt aheldunud IL-24 geeni
poliimorfismidega. IL-20/IL-24 kombineeritud haplotiiiibianaliiiisil leiti, et kolm
haplotiitipi (CAAAC, TGGGT, CGAGT) omasid satistiliselt olulist protektiivset
efekti nii naastulise psoriaasi suhtes iildiselt kui ka teatud naastulise psoriaasi
alatiitipide suhtes. LD analiiiisi pdhilise tulemusena ndidati, et IL-19, IL-20 ja IL-24
geene holmav regioon koosneb kahest haplotiitibiblokist (30 kb ja 31 kb), mille
haplotiiiibid omavad vastandlikke efekte psoriaasi vastuvotlikkuse suhtes.

Kéesolevas to6s saadud tulemuste pohjal voib oletada, et IL-24 geeni
poliimorfismid ei osale otseselt naastulise psoriaasi geneetilise vastuvotlikkuse
tekitamisel. Kiill aga vdivad kombineeritud IL-20/IL-24 haplotiiiibid moduleerida IL-
20 ekspressioonitaset ja seeldbi vastuvdtlikkust psoriaasile. Et kinnitada IL-19
alamperekonna geenide voimalikku osalust naastulise psoriaasi kujunemisel, tuleks
1abi viia perekondadel pdhinevad analiilisid ja assotsiatsioonianaliilisid ka teistes
populatsioonides. Olulist selgust tooksid ka IL-19 alamperekonna tsiitokiinide ja

nende geenide funktsiooniuuringud seoses naastulise psoriaasiga.
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SUMMARY

Possible relations between the polymorphisms of the genes of interleukin
20 and interleukin 24 and plaque-type psoriasis

Psoriasis is a common inflammatory skin disease with a prevalence of 2-3% in
general population. Family studies have suggested that psoriasis has a complex mode
of inheritance involving the interaction of multiple genes in combination with
environmental factors. The exact causative mechanisms of the disease remain
unknown but the principal clinical features of psoriasis (inflammatory infiltrate and
epidermal hyperproliferation with abnormal differentiation of keratinocytes) appear to
be driven mainly by various cytokines and chemokines released by the activated,
skin-homing pathogenic T-cell population.

Understanding the genetic background of psoriasis is essential to determine
the basis of psoriasis. Association studies involving candidate genes are preferable for
searching allelic variants carrying genetic predisposition to the disease. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) as the most abundant genomic variations are
favourable markers for association studies.

There is increasing evidence to suggest that cytokines of the interleukin 10
(IL-10) family, IL-10 itself and the three homologues — IL-19, IL-20 and IL-24 —
have a role in the function of epidermis and in development of psoriasis.
Polymorphisms in IL-24 gene have not been investigated in complex diseases up to
now. The aim of the present study was to elucidate the role of the IL-24 gene in
predicting risk for plaque-type psoriasis and to describe the linkage disequilibrium
(LD) pattern emerging from the genes of IL-19, IL-20 and IL-24.

We performed a case-control association study with 5 genetic variants in the
interleukin 24 gene, using tetra-primer ARMS-PCR for genotyping. 254 unrelated
patients with plaque-type psoriasis and 148 unrelated control individuals were
recruited from Estonian population.

Authentic association between the SNPs or haplotypes of the IL-24 gene and
plaque- type psoriasis was not found. LD analysis indicated that SNP rs1518108 from
the IL-20 was in LD with the polymorphisms of the IL-24 gene. Moreover,
statistically significant protective effect of the combined haplotype of IL-20 and IL-
24 genes CAAAC to plaque-type psoriasis was established (OR=0,154, P=0,0002).
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Protective effect to psoriasis was also observed with haplotypes TGGGT (OR=0,591,
P=0,04) and CGAGT (OR=0,457, P=0,04). After performing a comprehensive
analysis using previously published data (regarding IL-19 and IL-20 SNPs) together
with the data of IL-24 SNPs, we identified two haplotype blocks within the region
q32 of chromosome 1. While the IL-20/IL-24 extended haplotype CACCGGAA is a
significant factor contributing susceptibility to psoriasis (previously published data),
IL-20/IL-24 haplotypes CAAAC, TGGGT and CGAGT have a significant protective
effect.

The results of the present study indicate that different loci within the
chromosome 1q32 possess different effects in genetic predisposition to plaque-type
psoriasis. It seems that individual polymorphisms of the IL-24 gene are not associated
with the susceptibility to psoriasis. Further family-based studies and association
studies in different populations, functional studies as well, are required to confirm the

impact of the IL-19, IL-20 and IL-24 genes in the genetic predisposition to psoriasis.
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Possible relations between the polymorphisms of the
cytokines IL-19, IL-20 and IL-24 and plaque-type psoriasis

S Koks'?, K Kingo*?, K Vabrit'**, R Ritsep'*°, M Karelson?, H Silm? and E Vasar'?
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The aim of present study was to elucidate the role of the interleukin (IL)-24 gene in predicting risk for plaque-type psoriasis and
to describe the linkage disequilibrium (LD) pattern emerging from the genes of IL-19, IL-20 and IL-24. Genes encoding IL-19,
IL-20 and IL-24 locate in the region q32 of chromosome 1. The association between the single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) or haplotypes of the IL-24 gene and the susceptibility of psoriasis was not found. However, a significant protective
effect of the combined haplotype CAAAC of IL-20 and IL-24 genes against plaque-type psoriasis was established (OR 0.154).
Protective effect against psoriasis was also observed with haplotype TGGGT (OR 0.591) and haplotype CGAGT (OR 0.457).
Performing a comprehensive analysis using the data regarding SNPs of IL-24 gene together with the previously published data
regarding IL-19 and IL-20 SNPs, we identified two haplotype blocks within the region q32 of chromosome 1. The main result of
the present study is that while the IL-19/IL-20 extended haplotype CACCGGAA is a significant susceptibility factor for psoriasis
(previous study), IL-20/IL-24 haplotypes CAAAC, TGGGT and CGAGT have a significant protective effect. Nevertheless,

family-based studies are required to confirm the impact of IL-19, IL-20 and IL-24 genes in the genetic predisposition for

psoriasis.

Genes and Immunity advance online publication, 12 May 2005; doi:10.1038/sj.gene.6364216
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Introduction

Psoriasis is an ancient and universal inflammatory disease,
initially described at the beginning of medicine in the
Corpus Hippocraticum. Hippocrates used the term psora,
meaning ‘to itch’. For centuries psoriasis was described as
a variant of leprosy and was regarded as contagious until
Von Hebra identified it as a distinct disease entity."
Psoriasis (OMIM 177900) is defined as a common
inflammatory skin disorder of unknown etiology.> This
chronic skin disorder is supposed to be a T-cell-mediated
autoimmune disease with similarities to other complex
autoimmune disorders (AIDs) such as rheumatoid arthri-
tis, Crohn’s disease and diabetes. The resemblances of
psoriasis to other AIDs are the distinct role of genetic and
environmental factors, variable age of onset, the great
variability of the tissue reaction with different degrees of
activity, extent of body involvement and frequency of
relapses. In contrast to other organ-specific AIDs, which
demonstrate an increasing prevalence rate, no significant
changes in incidence rates are reported in psoriasis. This
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fact indicates that perhaps the environmental influence on
the pathogenesis of psoriasis is less important than it is on
the other autoimmune conditions mentioned above.®

The most potent genetic influence on susceptibility to
several AIDs is the major histocompatibility complex
(MHCQ). The highest risk to susceptibility to psoriasis has
also been reported for a region located on the short arm
of chromosome 6. In contrast to other AIDs that are
mostly linked to a certain class II human leukocyte
antigen (HLA) alleles, psoriasis is the only known
chronic inflammatory disease that has a strong associa-
tion with a region encoding HLA-C and specifically with
the HLA-Cw6 allele.*> The susceptibility region in
chromosome 6 (PSORS1—psoriasis susceptibility 1) has
refined to an approximately ~300kb region around
HLA-C gene and contains several candidate genes
including HLA-C, octamer transcription factor-3 (OTF3),
transcription factor-19 (TCF19), corneodesmosin (CDSN)
and a-helix coiled-coil rod homolog (HCR) genes.™

In addition, several non-MHC psoriasis susceptibility
loci (1g21, 16q and 17q) associate with different AIDs
such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid
arthritis, Crohn’s disease and diabetes.'® This provides
support for the hypothesis that susceptibility to different
AIDs may be driven by the same susceptibility genes and
immunopathways. Gene expression studies on involved
psoriatic skin, uninvolved psoriatic skin and normal skin
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applying the Affimetrix Gene Chips identified 1338
genes with potential roles in the pathogenesis of
psoriasis." Many of these identified genes are known
to be involved in immune response and proliferation.

Interleukin (IL)-10 gene cluster locates in a 200 kb region
of chromosome 1 within the q31-32 locus and holds four
genes: IL-10, IL-19, IL-20 and IL-24.'>*> The relevance of
IL-10 gene polymorphisms has been demonstrated by their
involvement in determining the susceptibility and/or the
severity for a number of immune inflaimmatory diseases
including rheumatoid arthritis,'® inflammatory bowel
disease,'” systemic lupus erythematosus'® and severe
asthma.’ We demonstrated previously that IL-10 promoter
polymorphisms influence clinical course of plaque-type
psoriasis.?® Hensen et al** observed the protective effect of
the microsatellite marker IL-10.G9 allele 3 from the IL-10
promoter region to familial psoriasis.

The IL-10 family cytokines IL-19, IL-20 and IL-24 form
an individual subgroup named as IL-19 subfamily.>* The
IL-19 subfamily is characterized by their amino-acid
homologies and by the fact that all the members of this
subfamily are able to bind to and signal through the IL-
20 receptor beta chain. Binding of the IL-19 subfamily
members to the IL-20 receptor activates the STAT
pathway in cytokine-responsive cells.?*** The role of
IL-19 and IL-20 in the function of epidermis and in the
pathogenesis of psoriasis has been established.'*?52¢
Recent studies also indicate that the third member of
the IL-19 subfamily—IL-24 (MDA-7)—might have a
pathogenic role in psoriasis. The rat ortholog of the
human IL-24 named as c49a has been found in fibroblast-
like cells during skin wound healing.>” Elevated expres-
sion of c49a gene before and during the proliferation
phase of repairing indicate that c49a might promote cell
proliferation. Several investigators have postulated that
psoriatic plaques represent persistent reactions of wound
healing.?*** Moreover, the expression of IL-24 mRNA has
been found in mononuclear cells located in the papillae
and in the dense inflammatory areas in the subpapillary
dermis in psoriatic lesions.? The production of IL-24 by
the infiltrating monocytes in the dermis may initiate
persistent activation of receptor and abnormal prolifera-
tion of keratinocytes in the epidermis. Abnormal
proliferation of keratinocyte is crucial to the develop-
ment of psoriasis.

We have previously screened polymorphisms in the IL-
19 and IL-20 genes and identified an association between
plaque-type psoriasis and extended haplotype CACCG
GAA of IL-19 and IL-20 genes.* In the present study, we
attempted to elucidate the role of the IL-24 gene in
predicting risk for psoriasis and to describe the linkage
disequilibrium (LD) pattern of the IL-19, IL-20 and IL-24
genes. The association and haplotype analyses of the IL-24
gene were carried out. Furthermore, we performed the
extended haplotype analysis of the IL-24 polymorphisms
and IL-20 polymorphism rs1518108, which was not in LD
with the other polymorphisms in the IL-20 gene. No
polymorphisms of the IL-24 gene have been investigated in
complex diseases up to the present time.

Results

The dbSNP database (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
search was performed to find out the single-nucleotide
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polymorphisms (SNPs) of the IL-24 gene in an initial
study. The selection criteria for SNP inclusion were the
following: frequency of minor allele higher than 10% and
distance between SNPs approximately 1000-2000bp.
Only validated SNPs were included in the study. The
selected SNPs were 153762344, rs291111, rs1150253,
rs1150256 and rs1150258 of the IL-24 gene (Figure 1).

Genotype distributions of the analyzed polymorph-
isms of IL-24 gene were in Hardy—-Weinberg equilibrium.
Allele frequencies and allelic P-values of IL-24 SNPs in
the plaque-type psoriasis and in different subtypes of
psoriasis compared to the control group are presented in
Table 1. Comparing psoriasis patients with controls,
none of the analyzed IL-24 SNPs showed statistically
significant association with susceptibility to psoriasis.
However, performing association analyses according to
different psoriasis subtypes, the SNP rs1150253 showed
statistically significant association with limited form of
psoriasis (extent of body involvement <10%) relying on
allelic P-value 0.02. The frequency of allele G was higher
in psoriasis compared to the control group (54.4 and 42.2,
respectively). Similarly, frequencies of minor alleles of
SNPs 153762344, rs1150256 and rs1150258 were higher in
psoriasis patients with the extent of the eruption equal or
below 10% of body involvement, but the differences were
not statistically significant.
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Figure 1 Selected SNPs of the IL-24 gene. Selected SNPs are
represented on the illustration by their cluster ID numbers in public
SNP database (http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/SNP/). Arrow repre-
sents the direction of transcription of IL-24 gene. The position in
reference to the starting site of IL-24 coding region is shown for all
SNPs and for first and last SNP of the selected region reference
chromosomal position is shown as given in public SNP database.
Coding region of the IL-24 gene is shown as a box (dark bands
representing exons) on a horizontal bar, whereas the horizontal bar
represents the noncoding region of illustrated fragment. For all
SNPs, allelic variations are shown, and for single SNP (rs1150258)
causing amino-acid change, the change caused by allelic variations
is shown in parenthesis.
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Table 1 Results of association analysis of IL-24 gene SNPs in plaque-type psoriasis

1s3762344
Alleles (%)

rs291111

Alleles (%)

rs1150253
Alleles (%)

rs1150256
Alleles (%)

rs1150258
Alleles (%)

G A P-value T C P-value A G  P-value A G P-value C T  P-value

Controls (1 =148) 514 48.6 — 96.6 34 — 57.8 422 — 51.7 48.3 — 51.4 48.6 —

Psoriasis patients (1 =254) 472 528 028 980 20 024 51.6 484 0.08 474 526 024 472 528 028
Early-onset psoriasis (1=180) 483 517 049 983 17 021 522 478 0.16 483 51.7 042 478 522 0.39
Late-onset psoriasis (1 =74) 447 553 020 973 27 078 50.0 50.0 0.12 453 547 023 460 54.1 0.33
Familial psoriasis (1 =101) 46.0 540 028 975 25 0.61 52.0 48.0 0.15 455 545 019 450 550 0.16
Sporadic psoriasis (1 =153) 480 520 047 984 1.6 020 52.0 480 0.17 48.7 513 046 487 513 0.57
PASI <20 (n=151) 47.7 523 041 981 19 031 51.3 48.7 0.12 471 529 028 475 525 036
PASI>20 (n=285) 479 52.1 029 979 21 058 521 479 0.22 479 521 045 469 53.1 0.35
Extent <10% (n=66) 417 583 007 985 15 036 456 544 0.02* 426 574 0.09 426 574 0.09
Extent 11-30% (1 ="76) 480 520 056 968 3.2 1.00 519 481 0.23 468 532 039 474 526 048
Extent >31% (n=94) 50.0 50.0 078 986 14 025 551 449 0.55 50.9 49.1 0.93 50.0 500 0.79

Allele frequencies of the five studied polymorphisms of the IL-24 gene were compared between the psoriasis patients and the controls,

P-values for allelic association were calculated using Fisher’s exact test.

*P <0.05.

The haplotype analysis of IL-24 gene was performed
according to pairwise LD pattern in the pooled samples.
We excluded SNP rs291111 from the haplotype analyses
because the frequency of its minor allele was lower than
0.10. The pairwise LD matrix showed that the poly-
morphisms of the IL-24 gene were in the nearly complete
LD (ID'l between 0.94 and 0.99). Four common
haplotypes (HT1 AAAC, HT2 GGGT, HT3 GAGT and
HT4 AGAC) each with the frequency >1% within IL-24
gene were revealed, and in sum, these covered 98.24% of
all possible marker combinations in the pooled samples.
No significant association was observed concerning
these common haplotypes in susceptibility to psoriasis
(Table 2). However, we found that the subgroup of
limited eruption (extent <10%) had a higher frequency
of the haplotype HT2 GGGT (P =0.05, OR 1.548, 95% CI
1.007-2.380) in comparison with the control group. The
effect of rs1150253 allele G was marginally significant
within the GGGT haplotypic background (P =0.05, OR
3.508, 95% CI 0.978-12.582). As the susceptibility effect of
haplotype GGGT was not observed in the subgroup of
patients with PASI (Psoriasis Area and Severity Index)
equal or below 20 (P=0.26, OR 1.213 95% CI 0.865-
1.700), this association seems not to be crucial. The
determination of skin involvement only by the extent of
eruption is probably insufficient for discrimination for
psoriasis severity.

We demonstrated previously that the nearly complete
LD (ID’| between 0.88 and 0.99) existed between the
polymorphisms 1rs2981572, 1rs2981573 and 1s2232360
within the IL-20 gene. Inversely, the IL-20 rs1518108
polymorphism, which is located in the 3'-end of the IL-20
gene, was not in LD with the other polymorphisms of the
IL-20 gene. In the individual evaluation of IL-20 SNPs,
we demonstrated that rs1518108 heterozygous genotype
T/C had a protective effect against psoriasis (P =0.03).*!
As the IL-24 gene follows the IL-20 gene in the human
genome, the LD analysis was performed between the
IL-20 rs1518108 and the polymorphisms of IL-24 gene.
The pairwise LD matrix indicated the significant LD
(ID'| between 0.61 and 0.79) (Figure 2).

The presence of five common haplotypes (HT1
TAAAC, HT2 CGGGT, HT3 TGGGT, HT4 CGAGT and

Table 2 Results of IL-24 haplotype analysis and IL-20/IL-24
extended haplotype analysis in plaque-type psoriasis

Controls Psoriasis Haplotypic OR P-value
(n=148) patients (95% CI)
(n=254)
IL-24 haplotypes
AAAC 482 46.2 *
GGGT 39.4 47.6 1.241 (0.910-1.693) 0.17
GAGT 8.3 42 0.604 (0.311-1.173) 0.14
AGAC 2.8 0.03 — —
IL-20 [IL-24 extended haplotypes
TAAAC 38.4 447 *
CGGGT 28.0 40.6 1.292 (0.887-1.884) 0.18
TGGGT 11.4 7.0 0.591 (0.356-0.981) 0.04
CGAGT 6.8 35 0.457 (0.215-0.974) 0.04
CAAAC 10.1 15 0.154 (0.059-0.411) 0.000186

Haplotype frequencies (%) and haplotypic ORs with their 95% Cls
and P-values by comparison to the reference haplotype in plaque-
type psoriasis compared with controls are indicated. Haplotype
frequencies and haplotype-phenotype associations were estimated
using maximum-likelihood method.

— Haplotype is too rare to estimate haplotypic OR value.
*Haplotype combining the most frequent alleles at each position is
chosen as the reference haplotype.

HT5 CAAACQ) each with frequencies >1% was found in
the extended haplotype analysis. These haplotypes
covered 96.39% of all possible haplotypes in the pooled
samples.

The extended haplotype analysis pointed out that the
control group had a significantly higher frequency of
the haplotype HT5 CAAAC compared with psoriasis
patients (P=0.000186, OR 0.154, 95% CI 0.059-0.411).
Similarly, the haplotype HT5 CAAAC was more frequent
in the control group in comparison with the subgroup of
early-onset psoriasis (P=0.000346, OR 0.121, 95% CI
0.038-0.385) and late-onset psoriasis (P=0.016721,
OR 0.152, 95% CI 0.033-0.711), and also with familial
(P=0.007950, OR 0.059, 95% CI 0.007-0.477) and
sporadic psoriasis (P=0.001744, OR 0.179, 95% CI
0.061-0.525). The detected protective effect of the HT5
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Figure 2 The extent of LD and formed haplotype blocks within the 67264 bp fragment of human chromosome 1q32, in a region of IL-19
subfamily genes are indicated. On the horizontal bar located below the illustration of chromosome 1 coding regions (horizontal boxes) and
SNPs (vertical bars) are shown in proportion to illustrate their positions. With the SNP IDs displayed on the image, the information of allelic
variations is included and if amino acid is changed, information of amino-acid replacement is included. The broad band below the SNP IDs is
showing in which of the genes the SNPs occur (gene areas on the broad band do not reflect actual lengths of the genes human genome) and
the narrowness of the band represents a recombination site. In order to establish the LD structure and for defining haplotype blocks within
the region Haploview software was used. For better visibility the D’ values shown on the squares have been multiplied by 100.

CAAAC mainly reflects an individual effect of the allele
C of IL-20 rs1518108 (P=0.000186, OR 0.154, 95% CI
0.058-0.411).

The control group had a higher frequency of the HT3
TGGGT (P =0.04, OR 0.591, 95% CI 0.356-0.981) compared
with the psoriasis group. Comparing the subgroups of
psoriasis, the HT3 TGGGT was more frequent in the
control group only in comparison with the group of early-
onset psoriasis (P =0.03, OR 0.548, 95% CI 0.316-0.951) and
sporadic psoriasis (P =0.03, OR 0.523, 95% CI 0.295-0.925).
A protective effect against psoriasis was also observed
with haplotype HT4 CGAGT. The frequency of haplotype
HT4 CGAGT was higher in control group in comparison
with the whole psoriasis group (P = 0.04, OR 0.457, 95% CI
0.215-0.974) and with subgroups of early-onset psoriasis
(P=0.05, OR 0.430, 95% CI 0.185-0.998) and sporadic
psoriasis (P =0.04, OR 0.390, 95% CI 0.154-0.962).

The higher frequency of other two haplotypes—HT1
TAAAC and HT2 CGGGT—in the psoriasis group was
observed, but the differences compared to controls were
not statistically significant. Detailed results of the
haplotype analysis of the IL-24 gene and also results of
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the extended haplotype analysis of the IL-20 and IL-24
genes are presented in Table 2.

The susceptibility effect of the IL-24 haplotype GGGT
in the subgroup of psoriasis with the extent of eruption
equal or below 10% of body involvement did not
withstand after extended haplotype analysis of the
IL-20 and IL-24 polymorphisms (Table 3).

The LD analysis of the region comprising of IL-19,
IL-20 and IL-24 genes revealed the existence of two
haplotype blocks with a recombination site between
SNPs rs2232360 and rs1518108 (Figure 2). The first
haplotype block (30kb) includes five SNPs across the
IL-19 gene (rs2243191, rs2073186, rs2243174, rs2243188
and 1s2243193) and three SNPs from the IL-20 gene
(rs2981572, rs2981573 and rs2232360). The second hap-
lotype block (31kb) includes one SNP (rs1518108) from
the IL-20 gene and four SNPs across the IL-24 gene
(rs3762344, rs1150253, rs1150256 and rs1150258). Five
common haplotypes were discovered within the both
blocks. Within block 1, the haplotype CACCGGAA had
susceptibility effect to psoriasis as we have demonstrated
previously.** Within block 2, the three haplotypes



Table 3 Results of IL-24 haplotype analysis and IL-20/IL-24
extended haplotype analysis in the subgroup of patients with
extent of eruption equal or below 10% of body involvement

IL-24 Controls  Psoriatic patients Haplotypic OR  P-value
haplotypes  (n=148) with extent of the (95% CI)
skin lesions

<10% (n=066)
AAAC 48.1 40.8 *
GGGT 39.3 53.7 1.548 (1.007-2.380) 0.046
GAGT 8.3 2.3 0.441 (0.119-1.641) 0.22
AGAC 25 0.06 — —
IL-20/IL-24 extended haplotypes
TAAAC 38.0 37.4 *
CGGGT 27.5 43.5 1.618 (0.975-2.685) 0.06
TGGGT 11.7 10.2 0.930 (0.467-1.852) 0.84
CAAAC 10.5 3.4 0.383 (0.099-1.471) 0.16
CGAGT 6.8 23 0.393 (0.097-1.591) 0.19

Haplotype frequencies (%) and haplotypic ORs with their 95% Cls
and P-values by comparison to the reference haplotype in limited
form of psoriasis compared with controls are indicated. Haplotype
frequencies and haplotype-phenotype associations were estimated
using maximum-likelihood method.

—Haplotype is too rare to estimate haplotypic OR value.
*Haplotype combining the most frequent alleles at each position is
chosen as the reference haplotype.

CAAAC, TGGGT and CGAGT had protective effect to
psoriasis (Table 2).

Discussion

The long arm of chromosome 1 has been of interest for
mapping a susceptibility locus for psoriasis since the
scan of one of the largest Italian pedigrees with psoriasis
revealed the evidence for linkage to the lcen-q21
markers.>> This locus has been termed as PSORS4
susceptibility locus. Additional LD analysis with cohort
of 79 Italian triads proved the association between
psoriasis and markers of chromosome 1q21 lying in the
region of the Epidermal Differentiation Cluster.>®

There is a cluster of IL-10 gene encoding the cytokines
IL-10, IL-19, IL-20 and IL-24 on the long arm of region
q31-32 of the same chromosome.?* Three cytokines of the
IL-10 gene cluster—IL-19, IL-20 and IL-24—have also
been represented as IL-19 subfamily cytokines.*> The
exact biological functions of the IL-19 subfamily cyto-
kines are still unknown, but several evidences indicate
their role in the pathogenesis of psoriasis.

The overexpression of IL-20 induced lesions on
transgenic mice similarly to the skin changes observed
in psoriasis. The histological analysis of the skin of IL-20
transgenic mice showed hyperkeratosis, thickened epi-
dermis and proliferation in the suprabasal layer resem-
bling human psoriatic abnormalities. Immunohisto-
chemical analysis of epidermal markers in transgenic
mice demonstrated the expression of the differentiation
and proliferation markers in the suprabasal layers, which
are normally confined to the basal layer.”* The above-
described changes in the skin appear to be caused by
circulating IL-20, because even mice expressing the
transgene in other tissues (liver) were similarly affected
with described skin changes. In addition, both IL-20Ra
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and IL-20RP receptor subunits are markedly upregulated
in human psoriatic skin compared to normal skin.'??®
The upregulations of both IL-20 receptor subunit
mRNAs are detected in keratinocytes as well as in
endothelial cells and immune cells. These are the main
cell types, which interact in the pathogenesis of psoriasis.
IL-19 is the proinflammatory cytokine that is markedly
elevated in psoriasis lesions and is strongly suppressed
by administration of IL-4 during the improvement of
psoriasis.®® Since IL-19 shares with IL-20 the same
receptor complex (type I IL-20R that is composed
from IL-20Ra and IL-20RB subunits), this indicates
that IL-19 may have partially overlapping biological
activities with IL-20.

Recently a potential role of IL-24 (MDA-7) as a
cytokine and its involvement in the immune system
has been described. IL-24 mRNA was detected in human
monocytes by RT-PCR. Its expression in monocytes was
upregulated by stimulation of LPS and in T cells by the
activation of anti-CD3 monoclonal antibody.*® Treatment
of PBMC with IL-24 causes the induction of IL-6, IFN-y,
TNF-a, IL-1B, IL-12 and GM-CSE.?” For that reason, the
IL-24 may be a member of a complex cascade of
cytokines involved in inflammation. The finding that
IL-24 binds to IL-20 receptor complexes (type I IL-20R
that is composed from IL-20Ro and IL-20RB subunits and
type II IL-20R that is composed from IL-20Rp and IL-22R
subunits) indicates that IL-24 is involved in the patho-
genesis of psoriasis. Moreover, expression of IL-24 was
detected in dermal infiltrate in psoriatic skin.?® Since
IL-24 together with IL-19 and IL-20 are expressed by
monocytes, these cytokines could form innate immune
pathways of psoriasis and play the part in the epidermal
response to inflammation.

In our prior studies, we have determined the LD of
IL-19 and IL-20 genes and established the extended
haplotype CACCGGAA that was related to increased
risk (OR 2.548) for psoriasis in the sample of unrelated
patients.*® The aim of present study was to search for
additional psoriasis susceptibility loci in human IL-10
gene cluster. For mapping disease loci, we used SNP
markers because of their high variability, abundance and
their low mutation rate.*

The association analysis of the IL-24 SNPs demon-
strated that minor allele of IL-24 rs1150253 is the
presumable risk allele in the subgroup of patients with
eruption equal or below 10% of body involvement. While
several reports have indicated that in the detecting of
associations the determination of haplotypes might offer
more power than simple measuring of individual
SNPs,*#° we performed the LD analysis and haplotype
analysis of the four polymorphic loci of IL-24 gene. The
nearly complete LD was detected between the poly-
morphisms within the IL-24 gene. The results of
haplotype analyses of the IL-24 gene indicate that the
IL-24 haplotype GGGT could be the potential risk
haplotype in subgroup of psoriasis with limited eruption
(OR 1.548). Nevertheless, this finding is probably not
crucial because it seems that the determination of
psoriasis severity only by extent of eruption is not
sufficient.

According to recent understandings, a large part of the
human genome consists of the haplotype blocks.*'*? The
block-like distribution of LD has also been observed in
cytokine clusters.**** According to our previous® and
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present results, we have verified the occurrence of two
haplotype blocks within the 67264bp fragment of
human chromosome 1q32, in the region of IL-19
subfamily genes. The first haplotype block (30kb)
includes five SNPs across the IL-19 gene and three SNPs
from the IL-20 gene. The second haplotype block (31 kb)
includes one SNP from the IL-20 gene and four SNPs
across the IL-24 gene (Figure 2). Out of all the possible
haplotypes, five common haplotypes (frequency >1%)
were observed within both blocks. Estimating the
haplotype—phenotype association, we identified one
haplotype within block 1 as being psoriasis susceptibility
haplotype (CACCGGAA) and three haplotypes within
block 2 as being protective haplotypes in psoriasis
susceptibility (CAAAC, CGAGT and TGGGT). Our
results indicate that the common haplotypes of disease
risk may be associated with common immune variations
that have the role in autoimmune disease, like psoriasis,
therefore confirming the common variant/common
disease hypothesis in complex diseases. This hypothesis
presents that complex traits have underlying genetic
variants that occur with a relatively high frequency.***

The importance of examining extended haplotypes of
gene clusters has been clearly demonstrated in several
studies.***” In an analysis of IL-20/IL-24 extended
haplotypes, the susceptibility effect to psoriasis with
limited eruption (extent equal or below 10%) of the IL-24
haplotype GGGT did not withstand. Nevertheless, we
found that the IL-20/IL-24 extended haplotype CAAAC
was associated with a significant protective effect against
plaque-type psoriasis (OR 0.154). Protective effects
against psoriasis were also observed with the extended
haplotype TGGGT (OR 0.591) and with the extended
haplotype CGAGT (OR 0.457). Our data maintained the
concept of protective haplotypes in the genetics of
complex diseases. The protective haplotypes of the
HLA complex genes have been shown in several
autoimmune diseases like diabetes, rheumatoid arthritis
and systemic lupus erythematosus.**-*° Similarly, certain
HLA haplotypes have been shown to be protective in
psoriasis.®* The knowledge about the non-MHC
protective genes in psoriasis is insufficient at the present
time. However, the existence of both susceptible and
protective loci in plaque-type psoriasis has been demon-
strated in the chromosome 19p13.>

The results of the present study indicate that different
loci within the chromosome 1q32 possess different effects
in susceptibility to psoriasis. Alterations in expression
levels of IL-19, IL-20 and IL-24 might be related to
individual polymorphisms, haplotypes and extended
haplotypes of IL-19, IL-20 and IL-24 genes. Supportive to
this hypothesis is the fact that we found significant
associations with IL-20 SNPs that are located in the
potential regulatory regions in the IL-20 gene. More-

Table 4 Characteristics of study participants

over, IL-20 promoter rs2981572 allele G and IL-20 3'-UTR
rs1518108 allele C had a significant individual effect in
the context of IL-19/IL-20 and IL-20/IL-24 extended
haplotypes. We suppose that the identified risk
haplotype of the IL-19 and IL-20 genes (CACCGGAA)
may be associated with higher IL-20 expression level
and the identified protective haplotypes of the IL-20
and IL-24 genes (CAAAC, CGAGT and TGGGT) may
confer a lower level of IL-20 expression. However,
functional studies will be necessary to confirm the
impact of the examined SNPs and haplotypes to
psoriasis susceptibility.

In conclusion, we identified two haplotype blocks
within the region of IL-19 subfamily genes on human
chromosome 1q32. While the IL-19/IL-20 extended
haplotype CACCGGAA within the first haplotype block
is a significant susceptibility factor for psoriasis (pre-
vious study), then IL-20/IL-24 haplotypes CAAAC,
TGGGT and CGAGT within the second block have a
significant protective effect. However, family-based
studies and association studies of different populations
are required to confirm the impact of the genes of IL-19
subfamily in the genetic predisposition for psoriasis.

Materials and methods

We used a population identical to our previous studies
for IL-19 and IL-20 gene investigations.>***' The main
characteristics of participants are shown in Table 4.
Unrelated patients with plaque psoriasis from the
Department of Dermatology, University of Tartu were
divided into subgroups according to the age of disease
onset and family history of psoriasis. The age of disease
onset was defined as the age at which the patient first
became aware of psoriatic skin lesions. Patients with
disease onset below the age of 40 years were assigned as
early-onset psoriasis, while patients with the onset of
disease at the age of 40 and later years were referred to as
late-onset disease. Patients were considered to have
familial psoriasis if they had at least one first- or second-
degree relative with psoriasis, and considered to have
sporadic disease if they had no relatives with psoriasis.>®

The severity of psoriasis was quantified by the PASL.>®
The PASI scores were calculated on the basis of the
degree of erythema, desquamation and infiltration of
lesions combined with the surface extension. According
to the PASI scores, the patients were divided into two
groups—PASI equal or below 20 (n=151) and PASI
above 20 (n=85). The higher PASI score represents a
greater degree of psoriatic severity. Disease severity was
also scored solely in terms of the extent of the skin
lesions at the time of the examination. On the basis of the
extent of eruption, the patients were divided into three

Total number of

Sex female/male

Patients with family Age range (year) Mean age of onset of

individuals history psoriasis (year)
Psoriasis patients 254 119/135 101 18-89 30
Early-onset psoriasis patients 180 86/94 85 18-73 20
Late-onset psoriasis patients 74 33/41 16 43-89 53
Healthy controls 148 91/57 — 18-71 —
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groups: the extent equal or below 10% (1 = 66), the extent
between 11 and 30% (1n=76) and the extent above 30%
(n=94) of psoriatic involvement of the body. We
excluded the psoriasis patients who were treated with
systemic antipsoriasis therapy at the time of the
examination of the severity of psoriasis. Healthy volun-
teers, free from the positive family history of psoriasis,
served as a control group. Individuals with a history of
other dermatoses were not included in the control group.
All the subjects enrolled in this study gave written
informed consent for the study as indicated in the
approval note by the Ethics Review Committee on
Human Research of the University of Tartu.
Tetraprimer ARMS-PCR®” was applied to detect allelic
variations of chosen SNPs. This method employs two
primer pairs to amplify, respectively, the two different
alleles of an SNP in a single PCR reaction. Either of the
allele-specific amplicons is generated using one allele-
specific inner primer and one not allele-specific outer
primer. Outer primers are also used to generate not
allele-specific control product. Sets of four primers,
specific to each SNP, were designed using online
program available at http://cedar.genetics.soton.ac.uk/
public_html/primerl.html. Each PCR reaction was car-
ried out in a total volume of 20 pl, containing 100 ng of
template DNA, 20 pmol of each inner primer, 2 pmol of
each outer primer, 0.2mm dNTP, 1 xreaction buffer
(75mm  Tris-HCl, pH 8.8, 20mm (NH,),S50,, 0.01%
Tween-20, 0.1 mg/ml Tartrazine, 1% sucrose; produced
by Naxo, Tartu, Estonia), 0.5U Smart-Taq DNA poly-
merase (also by Naxo, Tartu, Estonia). Sequences and

Role of 1L-24 gene in plaque-type psoriasis
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melting temperatures of primers, annealing tempera-
tures for specific PCR reactions and optimized concen-
trations of Mg?* used for genotyping of SNPs are shown
in Table 5. Similar data for genotyping reactions of IL-19
and IL-20 was shown in our previous articles.>***' To
increase PCR reaction specificity, we applied touchdown
cycles: initial denaturation at 95°C for 2 min followed by
10 cycles of 1 min denaturation at 95°C, annealing at 10°C
higher than annealing temperature (in Table 5) for 1 min
(decreasing by 1°C per cycle) and extension at 72°C for
1min. The following 25 cycles were performed at an
appropriate annealing temperature, followed by the final
extension at 72°C for 10min. PCR products were
separated on gel electrophoresis using 2% agarose gel
and were visualized by ethidium bromide staining.

The direct sequencing of incidental DNA samples was
performed using ABI Genetic Analyzer 310 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) for verification of the
tetraprimer ARMS-PCR results and validation of the
polymorphisms. The results of the tetraprimer ARMS-
PCR were completely consistent with the results of direct
sequencing.

Statistical analysis of the genotype—phenotype associa-
tions was performed using population genetics software
package GENEPOP version 3.3.°® For LD and haplotype
analysis, the THESIAS software was used. Pairwise LD
was estimated by a log-linear model and the extent of
disequilibrium was expressed in terms of standardized D’
characteristic. Haplotype analysis was performed using
maximum-likelihood method for estimating simulta-
neously haplotype frequencies and haplotype—-phenotype

Table 5 Sequences and melting temperatures of primers, annealing temperatures for specific PCR reactions and optimized concentrations

of Mg?* used for genotyping of SNPs of IL-24 gene

Genetic polymorphism Primers (5'-3')

T, (°C) Annealing  Mg>* Amplicon size
temperature  (mm)
°C)

13762344 G/A

Forward inner primer (A allele) GTT CTC TCC TTG ACC TTC CTT CTG CAA 67 60 25
CCT CCG ATG AGC TTA TCA TAG CAT TAT GAC 67
CAG GTC ATC ACA TCC TCA TGG TCT TAT G 67

Reverse inner primer (G allele)
Forward outer primer

357 bp—control
225bp—G allele
189bp—A allele

Reverse outer primer AAC AGA GGC ATG AGG TCA TGG ATA CAC 67

rs291111 T/C
Forward inner primer (T allele) AGT CAC AAC TAC TCA TCT CTG CCT CGG T 67 60 3.5 401 bp—control
Reverse inner primer (C allele) GAC ATA TTG TTG CTA ATT GCT TTC GTG ATG 67 264 bp—C allele
Forward outer primer GTG CCA GAG AGA TTG GGA AGA GTC TG 67 195bp—T allele

Reverse outer primer

rs1150253 A/G

AGA ATG GCT TAA CCT TGC GAC CTA AGA G 67

Forward inner primer (G allele) TTG AGG GAG ATG CTA AAG CATAGCCCACG 73 63 2.5 399 bp—control
Reverse inner primer (A allele) CCC CTG GGT TAT GGG TCA CGG GGT AT 73 249bp—G allele
Forward outer primer GCA TGA GCA TCA CTT GAA CCT GGTAGGCA 73 205bp—A allele
Reverse outer primer TCC TTC TTT CCT CTC TCG CTC CCT CCC T 73

rs1150256 AJG
Forward inner primer (A allele) AGA GAG CTA GAT TCA TCC AGG CTG CA 67 60 2.5 381 bp—control

Reverse inner primer (G allele)
Forward outer primer
Reverse outer primer

rs1150258 C/T

AGA TTT AGA GCC GAA GAC TCT ATT CGG TAC 65
GAG GGG ATG CTA TTT TAT GAT TCT GGA GT 66
TTT AAG AAC CAC TAT GGG CAG GAT TTIT G 66

239bp—G allele
198 bp—A allele

Forward inner primer (C allele) CTA CTT GAA AAC TGT TTT CAA AAC CC 60 60 2.5 412 bp—control
Reverse inner primer (T allele) CCT GAC TTC AAC TGT TCT ATT GTG TTA 60 249 bp—C allele
Forward outer primer CAC CTT CTA GAA GAT CCC TAT CTC TG 60 219bp—T allele
Reverse outer primer ATC CCC ATT TTA CAG ATA ACA AAC TG 60

o[-
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association as described by Tregouet et al>® The
significance level of the tests for declaring a probability
value as significant was set to 0.05.
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Lisa 1. Praimerite jirjestused ja sulamistemperatuurid. PCR-i reaktsioonitingimused ja amplikonide suurused iga poliimorfismi genotiipeerimiseks.

Praimerite 2+ Amplikoni
Poliimorfism Praimerid (5' - 3") Th seondumise P
(mM) suurus
temperatuur
1s3762344 Forward inner primer 11 -1 e TTG ACC TTC CTT CTG CAA 67°C 60°C 2,5 357 bp - kontroll
G—A (A alleel):
?g";ﬁzl')r_‘”er PIMET " CCT CCG ATG AGC TTA TCA TAG CAT TAT GAC ~ 67°C 225 bp - G alleel
Forward outer primer:  CAG GTC ATC ACA TCC TCA TGG TCT TAT G 67°C 189 bp - A alleel
Reverse outer primer:  AAC AGA GGC ATG AGG TCA TGG ATA CAC 67°C
rs291111 Forward inner primer 51 A AAC TAC TCA TCT CTG CCT CGG T 67°C 60°C 3,5 401 bp - kontroll
T—C (T alleel):
(Rce‘;‘ﬁ:zl')?”er PIIMEr " GAC ATA TTG TTG CTA ATT GCT TTC GTG ATG ~ 67°C 264 bp - C alleel
Forward outer primer:  GTG CCA GAG AGA TTG GGA AGA GTC TG 67°C 195 bp - T alleel
Reverse outer primer: AGA ATG GCT TAA CCT TGC GAC CTA AGA G 67°C




Lisa 1 (jarg).

Praimerite Mo+ Ambolikoni
Poliimorfism Praimerid (5' - 3") T seondumise g prkont
(mM) suurus
temperatuur
rs1150253 Forward inner primer .5 A GG GAG ATG CTA AAG CAT AGC CCA CG  73°C 63°C 2,5 399 bp - kontroll
A—-G (G alleel):
?ﬁ";ﬁ‘;‘;‘”er PIIMEr ¢CC CTG GGT TAT GGG TCA CGG GGT AT 73°C 249 bp - G alleel
Forward outer primer:  GCA TGA GCA TCA CTT GAA CCT GGT AGG CA 73°C 205 bp - A alleel
Reverse outer primer: TCCTTC TTT CCT CTC TCG CTCCCTCCCT 73°C
rs1150256 Forward inner primer 5\ GAG CTA GAT TCA TCC AGG CTG CA 67°C 60°C 2,5 381 bp - kontroll
A—G (A alleel):
?g";ﬁzl')r_‘”er PIIMET " AGA TTT AGA GCC GAA GAC TCT ATT CGG TAC ~ 65°C 239 bp - G alleel
Forward outer primer:  GAG GGG ATG CTA TTT TAT GAT TCT GGA GT 66°C 198 bp - A alleel
Reverse outer primer:  TTT AAG AAC CAC TAT GGG CAG GAT TTT G 66°C
rs1150258 Forward inner primer 1., 7T GAA AAC TGT TTT CAA AAC CC 60°C 60°C 2,5 412 bp - kontroll
C—T (C alleel):
(RTe‘ﬁlr essl;?”er PIIMEr " ¢CT GAC TTC AAC TGT TCT ATT GTG TTA 60°C 249 bp - C alleel
Forward outer primer:  CAC CTT CTA GAA GAT CCC TAT CTC TG 60°C 219 bp - T alleel
Reverse outer primer: ATC CCC ATT TTA CAG ATA ACA AACTG 60°C




Lisa 2. Assotsiatsioonitestide tulemused SNP-ga rs3762344 1L-24 geenist

s —
rs3762344 G—A G/G gf(l}mtuul:/(i&( A))P-vﬁiirtus G alleel Aie:llllgef A)i’-viiéirtus
Komrollid 250 527 223 g 514 48,6 g
Naastuline psoriaas 232 480 288 | 028 472 528 0,28
Varasc avaldumisegapsoriads 940 48,6 274 | 047 483 517 0,49
Hilisoavaldumisegapsoriaas 513 467 32,0 | 020 | 447 553 0,20
Perckondiik psoriaas 218 485 297 | 027 46,0 540 0,28
Sporaadiline poriaas 242 477 281 | 045 480 520 | 047
PASI =20 245 464 291 | 04l 417 523 0.41
PASI=20 283 534 183 | 027 479 52,1 0,29
Kollete ulatus <10% 333500 167 | 007 583 417 0,07
Koftete ulatus 11-30% 303 434 263 | 055 520 480 | 0,56
Koliote ulatus =30% 245 51,1 244 | 078 500 50,0 0,78




Lisa 3. Assotsiatsioonitestide tulemused SNP-ga rs291111 IL-24 geenist

s —
s T=C T/T '(l“;/e(ljl Otuul()Zl/dC( A))P-véiéirtus T alleel Age:llllgef A)i’-viiéirtus
Komrollid 946 40 14 * 96,6 34 *
Naastuline psoriaas 9%,1 39 0 0,29 980 20 0,24
Varase avaldumisegapsorias 967 34 0 026 | 983 17 0,21
Hilisc avaldumisegapsoriaas 947 53 9 0,81 973 27 0,78
Perckondiik psoriaas 95,1 49 0 0,65 975 2.5 0,61
Sporaadiline poriaas 9%,7 33 0 0,25 984 16 0,20
PASI =20 %2 38 0 0,37 98,1 1,9 0,31
PASI=20 959 4,1 0 0,49 97,9 2,1 0,58
Kollete ulatus <10% 97,1 29 0 0,43 985 15 0,36
Koftete ulatus 11-30% 93,6 64 0 1 %68 32 1
Koliote ulatus =30% 972 28 0 0,23 986 14 0,25




Lisa 4. Assotsiatsioonitestide tulemused SNP-ga rs1150253 IL-24 geenist

rs1150253 A—G A/A f/eé"t““l(’;l/d(;( /O)P-véiéirtus A alleel Ag‘ﬂ;gé A)i’-vﬁﬁrtus
Komtrollid 35,1 453 196 g 578 422 .
Nagstuline psoriaas 30,7 417 276 | 0,12 51,6 484 | 0,08
Vorase avaldumisega psoriaas 318 408 274 | 0,20 522 478 0,16
Hilisc avaldumisegapsoriaas 530 440 280 | 0,15 500 500 | 0,12
Perelondlik psoriaas 30,7 406 287 | 0,17 520 480 | 015
Sporaadiline psoriaas 30,7 425 268 | 0,19 520 480 | 017
PASI=20 312 402 286 | 0,14 513 487 0,12
v 299 443 258 | 0,24 52,1 47,9 0,22
Kollete ulatus <10% 235 441 324 | 0,03 456 544 | 0,02
Koftete ulatus 11-30% 333 372 295 | 030 519 48,1 0,23
Kopiete ulatus =30% 333 435 232 | 06l 551 449 0,55




Lisa 5. Assotsiatsioonitestide tulemused SNP-ga rs1150256 IL-24 geenist

s —
rs1150256 A—G A/A gf(I}IOtuul()}l/dG( A))P-vﬁﬁrtus A alleel Age:::gei A)i’-véiéirtus
Komrollid 250 534 216 g 51,7 483 g
Naastuline psoriaas 244 461 295 | 028 474 526 0,24
Varascavaldumisegapsoriads 951 464 285 | 044 483 517 0,42
Hilisavaldumisegapsoriaas 537 453 32,0 | 0,22 453 547 0.23
Perckondiik psoriaas 28 455 317 | 021 455 545 0,19
Sporaadiline poriaas 255 464 281 | 046 | 487 513 0,46
PASI =20 248 446 306 | 030 47,1 529 0,28
PASI=20 237 485 278 | 046 479 52,1 0,45
Kollete ulatus <10% 19,1 47,1 338 | 0,08 42,6 574 | 009
Koftete ulatus 11-30% 256 423 321 | 037 | 468 532 | 039
Koliote ulatus =30% 269 481 250 | 0,92 509 49,1 0,93




Lisa 6. Assotsiatsioonitestide tulemused SNP-ga rs1150258 IL-24 geenist

s —
rs1150258 C=1 C/IC (C;f;"t““l;}/‘}r : A))P-véiéirtus C alleel A"ll!e:lllledel( A)i’-viiiirtus
Komrollid 243 541 216 * 514 486 *
Naastuline psoriaas 236 472 291 | 028 4712 425 0,28
Varas avaldumisegapsoriads 940 47,5 285 | 040 478 522 0,39
Hilisc avaldumisegapsoriaas 577 467 30,6 | 031 460 541 0,33
Perckondiik psoriaas 218 465 317 | 0,18 450 550 0,16
Sporaadiline poriaas 248 477 275 | 057 | 487 513 0,57
PASI =20 248 453 299 | 037 475 525 0,36
PASI=20 21,7 505 278 | 035 46,9 53,1 0,35
Kollete ulatus <10% 19,1 47,1 338 | 0,09 42,6 574 | 009
Koftete ulatus 11-30% 256 436 308 | 049 | 474 526 | 048
Koliote ulatus =30% 250 500 250 | 078 500 500 | 079




Lisa 7. IL-20/IL-24 laiendatud haplotiitibi CAAAC haplotiiiibianaliiiisi tulemused psoriaasi

alatiitipidel

o HT5 CAAAC . ”
Psoriaasi alatiiiip haplotiiiibi sagedus (%) OR (95% CI) P-viirtus
Xjﬁsoe avaldumisega psoriaas 1,2 0,122 (0,038 - 0,386) | 0,000346
Hilise avaldumisega psoriaas
o 1,5 0,152 (0,033 - 0,712) 0,0167
Eirleéj"“dhk psoriaas 0,5 0,059 (0,007 - 0,478) 0,00795
iﬂ?g@adﬂme psoriaas 1,8 0,179 (0,061 - 0,525) 0,00174
PASI <20 1,7 0,170 (0,058 - 0,495) 0,00115
n=151
Efgssl >20 0,3 0,336 (0,002 - 46,148) 0,664

Lisa 8. IL-20/IL-24 laiendatud haplotiiiibi TGGGT haplotiilibianaliiiisi tulemused psoriaasi

alatiitipidel

.. .. HT3 TGGGT o -
Psoriaasi alatiiiip haplotiiiibi sagedus (%) OR (95% CI) P-viirtus
Xjﬁsoe avaldumisega psoriaas 6,5 0,548 (0,316 - 0,951) 0,0325
Hilise avaldumisega psoriaas
n=74 8,1 0,676 (0,330 - 1,385) 0,284
Perekondlik psoriaas 8,5 0,686 (0,356 - 1,321) 0,259
n=101
Sgoraadlhne psoriaas 6.0 0,523 (0,295 - 0,925) 0,026
n=153
PAST <20 74 0.611 (0.350 - 1,067) 0.0834
n=151
Efgssl >20 6,5 0,595 (0,293 - 1,210) 0,152




Lisa 9. IL-20/IL-24 laiendatud haplotiitibi CGAGT haplotiiiibianaliiiisi tulemused psoriaasi

alatiitipidel

L HT4 CGAGT . i
Psoriaasi alatiiiip haplotiiiibi sagedus (%) OR (95% CI) P-viirtus
Xjﬁsoe avaldumisega psoriaas 3,4 0,430 (0,185 - 0,999) 0,0497
Hilise avaldumisega psoriaas
o 4,0 0,607 (0,211 - 1,750) 0,356
Perekondlik psoriaas 4,5 0,638 (0,253 - 1,610) 0,341
n=101
Sporaadiline psoriaas 2,9 0,386 (0,154 - 0,962) 0,0411
n=153
PASI <20 3.2 0,678 (0,289 - 1,796) 0,378
n=151
PAST>20 3,1 0,701 (0,312 — 1,823) 0,352

n=85
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