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SANTRUMPOS

BSA —angl. Body Surface Area,- kiino pavirSiaus plotas

CRB — C- reaktyvus baltymas

ELISA — angl. enzyme-linked immunosorbent assay,- fermentinis imunosorbentinis
tyrimas

IFN-y — interferonas-y

IL — interleukinas

IQR —angl. Interquartile range,- tarpkvartilinis intervalas

MMP-1 — matrikso metaloproteinazé-1

NPF-PS — nacionalinio psoriazés fondo psoriazes indeksas

PASI — angl. Psoriasis Area and Severity Index,- psoriazés ploto ir sunkumo
indeksas

TGF-B — transformuojantis augimo faktorius — 3

Th — T-helperiai

TIMP-1 — audiniy metaloproteinaziy inhibitorius-1

TNF-a — tumoro nekrozés faktorius —a

tP-Selektinas — tirpusis P-selektinas

UVB — ultravioletiniai B (spinduliar)



1. JVADAS

Zvyneliné — tai 1étiné odos, nagy ir sanariy liga, Kuri i$sivysto bet kuriame amzZiuje,
nors dazniausiai ja serga suaugusieji (Nestle et al., 2009). Apie 2 proc. populiacijos
varginanti zvyneliné yra ne vien tik dermatologinis susirgimas, tai didelé sveikatos
problema, daranti neigiamg jtaka paciento gyvenimo kokybei (Augustin et al., 2008).

Zvynelinés imunopatogenezés teorija aiskinama poliarizuotu Thl ir Th17 lasteliy
atsaku (Hong et al., 1999), (Powrie et al., 1994), (Martin et al., 2013), kuris
apibtidinamas pakitusia svarbiy citokiny, pavyzdziui, IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, IL-21, IL-
22, 1L-23, IFN-y ir TNF-a, sekrecija (Mak et al., 2009), (Pietrzak et al., 2008). Dél
transformuotos citokiny pusiausvyros jtakos kyla specifiniy odos pokyc¢iy: sutrinka
keratinocity diferenciacija, suintensyvéja epidermio proliferacija, ir tuo pat metu
paveikiamas sisteminis uzdegiminis atsakas. Ilgg laikg zvyneliné laikyta izoliuota odos
liga. Neseniai jrodyta, kad zvynelinei budingas nedidelio laipsnio sisteminis uzdegimas
(Griffiths and Barker, 2007). Be to, kliniSkai odos paraudimu ir pleiskanojimu
pasireiskianti liga yra susijusi su rimtomis gretutinémis ligomis, pavyzdziui, koronarine
sirdies liga, rezistencija insulinui, véziu, depresija ir kitomis biklémis (Brauchli et al.,
2009b), (Ludwig et al., 2007), (Boehncke et al., 2007), (Brauchli et al., 2009a), (Kurd et
al., 2010). Létinéms uzdegiminéms ligoms budingas padidéjes uzdegiminiy mediatoriy
lygis (Chung, 2005), (Nielsen and Rask-Madsen, 1996). Zvyneline serganéiy pacienty
sisteminio uzdegimo biiklé gali buti jvertinta iStyrus ir radus padidéjusj C-reaktyvaus
baltymo (CRB) kiekj (Strober et al., 2008), padidéjusj uzdegiminiy citokiny kiekj
(Nickoloff, 2007), (Lowes et al.,, 2007), taip pat aptikus suaktyvinty trombocity
(Tamagawa-Mineoka et al., 2008). Pazymétina, kad suaktyvinti trombocitai randami ir
rikaliy organizme (Pernerstorfer et al., 1998), sergant uZdegimine zarnyno liga
(Fagerstam et al., 2000), (Collins et al., 1994), atopiniu dermatitu (Kasperska-Zajac et
al., 2004), bronchy astma (Moritani et al., 1998), alerginiu kontaktiniu dermatitu
(Ludwig et al., 2010), cukriniu diabetu (Tschoepe et al., 1993), (Kopp et al., 1998) ir
koronarine Sirdies liga (Gawaz et al., 1997), (Mathur et al., 2001), (Furman et al., 1998),
(Chung et al., 2009).



Auksinis standartas, vertinant klinikinj psoriazés sunkumg, Siuo metu yra PASI
(angl. Psoriasis Area and Severity Index, psoriazés ploto ir sunkumo indeksas), kuris
apibiidina bérimy iSplitimo mastg ir bérimy sunkuma, charakterizuojamg eritema,
infiltracija ir pleiskanojimu. Deja, Sis metodas turi triikumy. PASI naudojamos skalés yra
siauros ir mazo jautrumo, todél mazi pokyciai néra gerai apibudinami (Ashcroft et al.,
1999). Be to, PASI vertinimas uzima nemazai laiko ir pritaikomas daugiausia
plokstelinei zvynelinés formai vertinti. Galiausiai, PASI skaiiavimas yra gana
komplikuotas kasdieng praktikuojantiems gydytojams, kurie nedalyvauja klinikinése
studijose. Taigi, zvynelinés sunkumui nustatyti naudojamy klinikiniy priemoniy
trukumai skatina ieskoti naujy ir objektyviy metody.

Keletas objektyviy laboratoriniy rodikliy jau buvo pasitlyti pastaruoju metu kaip
alternatyviis zvynelinés klinikinio sunkumo Zzymenys, siekiant pakeisti klinikinius
metodus PASI, BSA (angl. Body Surface Area, kiino pavirsiaus plotas) ar NPF-PS (angl.
National Psoriasis Foundation Psoriasis Score, nacionalinio zvynelinés fondo
zvynelinés indeksas). Nors daugybés patofiziologiskai Zvynelinei svarbiy citokiny, tokiy
kaip TNF-a, IL-6, IL-8 ar IL-17, koncentracija serume yra padidéjusi, pasirodé, kad tik
keliy 1§ tokiy mediatoriy, pvz., IFN-a, IL-12 ir IL-18, koncentracija koreliuoja su
klinikiniu Zvynelinés aktyvumu ir sunkumu (Arican et al., 2005). Remdamasi tokiais
rezultatais, Flisiak moksliné grupé pasitlé sudéting formule, apimancig TGF-R1, TIMP-
1, MMP-1 ir IL-18 lygius plazmoje, ir atskleidé patikima Sio rodiklio koreliacija su PASI
rodikliu, skirtu klinikiniam Zvynelinés sunkumui vertinti (Flisiak et al., 2008). Sis
metodas praktiniu pozitiriu, deja, néra optimalus, nes tokiam rodikliui apskai¢iuoti reikia
laiko, be to, daugelio rodikliy laboratorinés matavimo sanaudos gana nemazos.
Did¢jantis susidoméjimas ieSkant objektyvesniy standartizuoty biologiniy Zymeny
psoriazei skatino atlikti tyrimus, kurie padéty rasti vertingg priemong, leidZianciag
jvertinti ir ligos sunkuma, ir sisteminio uzdegiminio proceso lygmenj (Prey et al., 2010).

UzZdegiminiy lasteliy migracija ir infiltracija ; oda yra sudétingas procesas, kurj
reguliuoja daug mediatoriy. Leukocity transmigracijos procesas i§ kraujo tékmés j
uzdegimo pazeistg odg skirstomas j etapus: cheminio pritraukimo, slinkimo, sustabdymo

ir adhezijos prie kraujagysliy endotelio (Butcher and Picker, 1996), (von Andrian and



Mackay, 2000). Siam nuosekliai tam tikra tvarka vykstan¢iam ikiuzdegiminiam procesui
ir veiksmingai leukocity ir endotelio Iasteliy tarpusavio sgveikai reikalingas trombocity
ekspresuojamas P-selektinas (Schon et al., 2004), (Vestweber and Blanks, 1999).
Moksliniais tyrimais buvo atskleista, kad P-selektinui budingas platus biologiniy
funkcijy diapazonas: jis dalyvauja trombozés, aterosklerozés, taip pat uzdegimo
procesuose (Burger and Wagner, 2003), (Kansas, 1996).

P-selektinas, dar vadinamas CDG62P, granuliy membranos baltymu-140, yra
sintetinamas ir kaupiamas specifinése granulése, t.y. o-granulése trombocituose ir
Weibel-Palade kiineliuose endotelio lastelése. P-selektinas - svarbi lasteliy adhezijos
molekulé, dalyvaujanti Igsteliy tarpusavio sgveikoje, ir todél labai svarbi uzdegimo
procesuose. Tyrimuose buvo parodyta, kad suaktyvinti P-selekting ekspresuojantys
trombocitai dél jy paciy sekretuojamy mediatoriy bei ekspresuojamy adheziniy
molekuliy suaktyvina leukocitus ir endotelj, ir padidina palei odos mikrokraujagysliy
endotelj slenkanciy leukocity kiekj (Ludwig et al., 2004). Eksperimentuose su gyviinais
atskleista, kad nokautuoty (knock-out) peliy (Mayadas et al., 1993), (Robinson et al.,
1999), kuriy organizme néra P-selektino, palyginti su kontroliniais gyviinais,
organizmuose leukocity slinkimas palei endotelj ir ekstravazacija j audinius sutrinka,
pvz., susilpnéja eksperimentiskai sukelto alerginio kontaktinio dermatito atsakas
(Ludwig et al., 2010).

Moksliniais tyrimais atskleista, kad odos uzdegimo metu P-selektino vaidmuo
leukocity ekstravazacijoje — esminiame uzdegininio infiltrato vystymosi etape — yra labai
svarbus. Trombocity ekspresuojamo P-selektino reikSmé T-limfocity sukeliamy ligy
metu, pvz., sergant zvyneline (Christophers, 2001), buvo jrodyta eksperimentiniais
tyrimais, taip pat patvirtinta studijose, kuriose naudoti specifiniai antiselektininiai
junginiai. Sio pobidzio tyrimai atskleidé naudingg prie§ selektinus nukreipta poveikj
uzdegiminiy bukliy metu, pavyzdziui, sergantiems létine obstrukcine plauciy liga arba
bronchy astma (Beeh et al., 2006), (Watz et al., 2013). Taigi, bendry patofiziologiniy
uzdegiminiy mechanizmy supratimas ir biologinio zymens sisteminiam uzdegimui
aptikimas padéty tiksliau jvertinti ligos sunkuma ir uzkirsti kelia nepageidaujamoms

komplikacijoms sergantiems zvyneline.



Sio tyrimo metu démesys buvo sutelktas j trombocity ekspresuojamo P-selektino,
kaip galimo sisteminio uzdegimo biologinio zymens, vert¢ sergantiems uzdegiminémis
odos ligomis, t.y. Zvyneline, bakterinémis odos infekcijomis, kojy opomis, dilgéliné,
lokalizuota egzema ir eritrodermija, kartu vertinant ir tradicinius biologinius uzdegimo
Zymenis. Be to, buvo tiriama serganciy zvyneline trombocity ekspresuojamo P-selektino
koreliacija su klinikiniu Sios 1étinés uzdegiminés ligos sunkumu.

Zvyneliné i§ tiesy yra sudétinga biklé — ja sergant odos uzdegimas yra tik dalis
ligos sukeliamy poky¢iy (Mehta et al., 2011). Zvyneline lydi létinis nedidelio laipsnio
sisteminis uzdegimas, kuris Siuo metu yra pripazintas ir kaip vienas i§ Sirdies ir
kraujagysliy ligy rizikos veiksniy (Maseri, 1997). Sis pastaraisiais metais nustatytas
rySys atskleidzia, kad zvynelinés pacienty, ypac serganciy vidutinio sunkumo ar sunkia
forma, priezitra, besiremianti sisteminj uzdegimg atspindinc¢iu zymeniu, galéty biiti labai
svarbi vertinant gydymo veiksminguma, sisteminio uzdegimo mastg ir ateityje gresianciy
gretutiniy ligy ar mirties rizikg. Norint jvertinti Siuos paminétus parametrus, vien tik
PASI vertés nepakanka, todél sieckéme suzinoti, koks P-selektino lygis randamas sergant
Zvyneline, ar Sis Zymuo gali atskleisti ligos sunkumg ir atspindéti sisteminio uzdegimo
mastg, taip pat nustatyti, ar i priemoné yra specifinis rodiklis sergant tam tikromis odos

uzdegiminémis ligomis.

Mokslinio darbo tikslas:

Ivertinti Igsteliy adhezijos molekule P-selekting kaip galimg biologinj Zymenj

sergantiems Zvyneline.

Mokslinio darbo uzdaviniai:

1. Jvertinti trombocity P-selektino ekspresijos lygj zvyneline ir dazniausiomis odos

uzdegiminémis ligomis serganciy pacienty kraujyje ligai paiméjus ir remisijos metu.



2. Palyginti Zvyneline serganéiy pacienty trombocity P-selektino ekspresijos lygio,
matuoto ligai patiméjus ir remisijos metu, pokytj su tuo paciu metu matuotais PASI ir
atskiry PASI komponenty pokyg¢iais.

3. Istirti zvyneline ir dazniausiomis uzdegiminémis odos ligomis serganciy
pacienty koreliacijg tarp trombocity P-selektino lygio ir uzdegimo Zymeny CRB bei
leukocity kiekio Kraujyje.

4. Jvertinti koreliacijg tarp trombocity P-selektino lygio ir tirpiojo P-selektino

kiekio, matuoty tam pac¢iam uzdegimine odos liga serganc¢iam pacientui.

1.1. Mokslinio darbo naujumas

Tai pirmas disertacinis darbas, kuriame tyrinéjama trombocity P-selektino
ekspresija didesnéje zvyneline ir dazniausiomis uzdegiminémis odos ligomis
(bakterinémis odos infekcijomis, kojy opomis, dilgéline, lokalizuota egzema, mazgeliniu
niezuliu ir eritrodermija) serganciy pacienty kohortoje.

UZdegiminémis odos ligomis sergantiems pacientams nustatytos trombocity
ekspresuojamo P-selektino vertés buvo palygintos su tradiciniais uzdegimo zymenimis —
CRB ir leukocity kiekiu.

Be to, Siame tyrime pirma karta buvo atliktos analizés, nagrin¢jant rysj tarp
zvyneline serganciy asmeny trombocity P-selektino lygio ir PASI bei atskiry PASI

komponenty.

1.2. Mokslinio darbo praktiné reik§mé

Pirmiausia, atlikto bandomojo tyrimo rezultatai parodé, kad trombocitai yra
suaktyvinti esant uzdegiminei buklei: paliméjus zvynelinei ir dazniausioms
uzdegiminéms odos ligoms, nustatyta padidéjusi trombocity P-selektino ekspresija.
Taigi, gautieji rezultatai patvirtino lgsteliy adhezijos molekulés P-selektino vaidmenj
sisteminio uzdegimo procese, vykstan¢iame serganciyjy uzdegiminémis odos ligomis

organizmuose.
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Antra, tyrimo rezultatai atskleidé, kad sergant uzdegiminémis odos ligomis,
padidéjes trombocity P-selektino ekspresijos lygis remisijos metu sumazéja. Sergantiems
zvyneline taip pat nustatyta, kad P-selektinas sumazéja remisijos metu, be to, patvirtinta
patikima koreliacija tarp PASI ir P-selektino. Taigi, lasteliy adhezijos molekulé P-
sunkuma ir gydymo veiksminguma.

Galiausiai, uzdegiminémis odos ligomis serganiy pacienty Kraujyje nustatyta
patikima Kkoreliacija tarp P-selektino lygio, tirto skirtingais metodais, t.y. trombocity
ekspresuojamo P-selektino, tirto tékmés citometrijos budu, ir plazmos tirpiojo P-
selektino, tirto fermentiniu imunosorbentiniu (ELISA) metodu. Remiantis gauty
rezultaty duomenimis, P-selektinui nustatyti galima biity taikyti paprastesnj ir patogesnj
ELISA tyrimo metoda.

1.3. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Paiméjus zvynelinei ir dazniausioms uzdegiminéms odos ligoms, kraujyje
esantys trombocitai yra suaktyvinti.

2. Trombocity P-selektino ekspresija yra glaudziai susijusi su zvynelinés klinikiniu
sunkumu.

3. Zvyneline sergandiy pacienty trombocity ekspresuojamo P-selektino lygis yra

susijes su sisteminio uzdegimo Zymenimis.

2. TIRIAMOJI MEDZIAGA IR TYRIMO METODIKA

2.1. Tiriamyju charakteristika ir tyrimo eiga

Siam tyrimui pritaré vietiné Vokietijos etikos komisija. Per vienerius metus j
tyrimg buvo jtraukti 147 dél paiméjusiy dazniausiy uzdegiminiy dermatoziy
hospitalizuoti pacientai: 47 sergantys zvyneline, 13 — bakterinémis odos infekcijomis, 10

— kojy opomis, 13 — dilgéline, 28 — lokalizuota egzema, 11 — mazgeliniu niezuliu ir 25 —
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eritrodermija (1 lentelé). Pacienty vidutinis amzius buvo 46 metai (18 iki 95), jie buvo
hospitalizuoti dél paiiméjusios dermatozés ligoninéje vidutiniskai 7+3 dienas. 47
zvyneline serganCiy pacienty grupé€je 41 asmeniui buvo diagnozuota paprastoji
zvyneliné, 3 — laSeliné Zvyneling, 1 — pustuliné Zvyneling, 1 — rauksSliy zZvyneliné ir 1 —

delny ir pady Zvyneliné.

1 lentelé. Odos ligomis sirgusiy pacienty, kuriems buvo tirtas P-selektino Kkiekis,
charakteristika

: e .. Vidutiné
. Tirty asmeny Vidutinis amzius, e
Odos liga . hospitalizacijos
skaicius metais . .
trukmé, dienomis
Zvyneliné 47 59 9
Bakter.mes odos 13 45 7
ligos
Kojy opos 10 63 10
Dilgeéline 13 35 7
Lokalizuota 08 59 9
egzema

Mazgelinis niezulys 11 58 5
Eritrodermija 25 58 8

Kontroling grupg¢ sudaré 41 sveikas savanoris, kuriy vidutinis amzius buvo 52
metai (nuo 18 iki 78), ir tarp jy nebuvo serganciy odos ligomis.

Pacienty jtraukimo j tyrimg kriterijai:

(i) pacientai, kuriems naujai diagnozuota iimi dermatoz¢ ar kurie kreipési dél

létinés dermatozés atkrycio;

(if)  vyresni nei 18 mety amziaus;

(iii) pageidavimas dalyvauti tyrime ir raSytinis informuoto asmens sutikimas.
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Pacienty nejtraukimo j tyrima Kriterijai:

(i)  per pastargsias dvi savaites buvo vartoti vitamino K antagonistai arba mazos
molekulinés masés heparinai;

(i)  per pastargsias dvi savaites buves aiSkus susirgimas bakterinémis ar
virusinémis infekcijomis;

(iii)  per pastaruosius tris ménesius jvykusi veniné ar arterijy tromboembolija;

(iv)  per pastargsias dvi savaites turéje¢ chirurginiy intervencijy asmenys.

Pacientams buvo leidziama vartoti aspirina, tiklopiding ar klopidogrelj.
Odos uzdegimo sunkumas sergantiesiems odos ligomis paliméjimo ir remisijos
periodais buvo vertintas remiantis:
(i) Klinikiniu vaizdu, t.y. odos bérimy, paraudimo, ar opos poky¢iais;

(i1) laboratoriniais testais t.y CRB, leukocity kiekiu, P-selektino lygiu.

Létinés uzdegiminés ligos zvynelinés klinikinis sunkumas buvo vertintas remiantis
psoriazés ploto ir sunkumo indekso (angl. Psoriasis Area and Severity Index-PASI) balu,
kuris, be to, buvo analizuotas ir nuodugniau, t. y. atskirai vertinti eritemos, infiltracijos ir
pleiskanojimo PASI.

Ligonin¢je gydyty Zvyneline sirgusiy pacienty ligos remisija buvo pasiekta taikant
jvairius gydymo metodus: vietiSkai veikian¢ius vaistus, UVB-311 fototerapija (31
pacientas), sistemiSkai veikiancCius retinoidus (2 pacientai), kremo-PUVA fototerapija (8-
metoksipsoraleno kremas + ultravioletiniai spinduliai A, 2 pacientai), metotreksatg (5
pacientai) ir ciklosporing A (2 pacientai).

Siekiant pagerinti kitomis uzdegiminémis dermatozémis sirgusiy pacienty odos
bikle, priklausomai nuo ligos, buvo gydoma sisteminiais ar vietiniais antibiotikais ar
steroidais, UVB-311/UVA fototerapija ar kitais metodais.
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2.2. Kraujo méginiy paémimas

Kraujo méginiai i§ dermatologinémis ligomis serganéiy pacienty (n = 147) buvo
imami du kartus: patiméjimo metu prie§ pradedant gydyma, ir vidutiniSkai septintaja
dieng, kliniSkai pasveikus ar pasiekus uzdegiminés odos ligos remisijg. I$ kiekvieno
paciento vienu metu paimtuose trijuose kraujo méginiuose buvo tiriami uzdegimo
zymenys: CRB, leukocity kiekis bei P-selektinas (1 pav.). Tie patys parametrai buvo
tiriami kontroliniams asmenims du kartus: pirmaja ir penktaja dienomis, norint atmesti
»diena nuo dienos* priklausantj uzdegiminiy Zymeny ir P-selektino reikSmiy svyravimag
asmenims, kurie nesiskundzia sveikatos sutrikimais.

Citruota kraujo plazma tirpiojo P-selektino nustatymui buvo renkama i§ ty
uzdegiminémis odos ligomis serganciy pacienty, kurie sutiko duoti kraujo meéginius

papildomiems tyrimams (n=17).

— .

Ligoniai | ___, (Leukocity) Kontrole

n=147 kiekis n=41
Tirta: -dieng O (prie$ gydyma) Tirta: -dieng 0
-dieng 7*3 (po gydymo)\ / -dieng 4
P-selektinas

Tirta: -tékmés citometrijos bidu
-ELISA

1 paveikslas. Bandomojo tyrimo schema: tiriamieji ir jy kraujyje analizuojami uzdegimo

zymenys bei P-selektino lygis.
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2.3. Tyrimo metodika

2.3.1. Leukocity kiekio ir CRB nustatymas

Leukocity kiekio kraujyje matavimas buvo atliekamas centralizuotoje
laboratorijoje, naudojant automatinj hematologinj analizatoriy. CRB kiekybinis tyrimas
taip pat buvo atliekamas centralizuotoje laboratorijoje, taikant imuninj — turbidimetrin;j
metodg, naudojant automatinius analizatorius. Visy automatiniy metody metu buvo

naudojamas automatinis kalibravimas.

2.3.2. Trombocity suaktyvinimo Zymens P-selektino (CD62P) lygio nustatymas

tékmés citometrijos metodu

Norint nustatyti trombocity suaktyvinimg (P-selektino lygi), i vakuuminius
mégintuvélius (S-Monovette, Sarstedt, Nuembrecht, Vokietija), kuriuose buvo viena
deSimtoji tiirio 0,106 Mol natrio citrato tirpalo, 1§ paciento vidurinés alkiinés venos,
nestipriai uzspaudus timpg, buvo imama 3 ml kraujo ir nedelsiant sumaiSoma su
antikoaguliantu, vengiant méginio kratymo ir puty susidarymo. Tékmés citometrijos
tyrimas buvo atliekamas per 30 min. paémus kraujo méginj, taip siekiant iSvengti
dirbtinai padidéjusio P-selektino lygio dél trombocity suaktyvinimo mégintuvélyje.

5 ul citruoto neapdoroto kraujo buvo dazoma 10 pl fluorescuojanciu izotiocianidu
(FITC) pazenklintais anti-CD4la (Becton Dickinson) antikiinais ir 10 pl fikoeritrinu
pazenklintais anti-CD62P (Becton Dickinson) monokloniniais antikiinais, ir praskiestas
50 ul trombocity buferiu (145 mM natrio chlorido, 5 mM kalio chlorido, 2 mM magnio
chlorido, 10 mM gliukozés, 0,2 mM dinatrio vandenilio fosfato ir 10 mM HEPES
tirpalu, pH 7,4). Be to, 5l citruoto neapdoroto kraujo, nudazyto 10 pl pelés IgGl
monokloniniais antikiinais, konjuguotais su fikoeritrinu, anti-CD41a konjuguotu su FITC
ir praskiesto 50 pl trombocity buferiu, buvo naudojama kaip izotipui neigiama kontrolé,
norint nustatyti nespecifinj prisijungimg. Po 15 min. inkubacijos tamsoje kambario

temperatiiroje méginiai buvo skiedziami 500 pl CellWasch (Becton Dickinson) tirpalu, ir
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1§ karto tiriami tékmés citometru (FACSCalibur, Becton Dickinson). Trombocity, ant
kuriy pavirSiaus nustatytas ekspresuojamas P-selektinas, dalis procentais buvo
apibréziama kaip specifiSkai antikinus prijungusi frakcija (t.y. CD62P teigiama),
atimant nespecifing medziaga prisijungusiy trombocity (t.y. susijungusiy su IgG1l-
fikoeritrino konjugatu) frakcijg, i§ 5000 tékmés citometro tirty trombocity. Gaulti

rezultatai iSreiks$ti Kaip aktyvinty trombocity dalis procentais.

2.3.3. Tirpiojo P-selektino (tP-selektino) kiekio nustatymas imunofermentiniu
metodu (ELISA)

Tirpusis P-selektinas (tP-selektinas) buvo tiriamas citruotoje pacienty plazmoje
ELISA metodu. Norint istirti tirpyjj P-selekting, buvo ruo$iama mazai trombocity turinti
plazma: citruotas kraujas buvo centrifuguojamas Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory
Equipment, Osterode, Vokietija) 1600 g 10 minuciy; toliau, siekiant gauti plazmag be
trombocity, antrasis centrifugavimo etapas buvo atlickamas 2880 g rezimu 10 minuciy.
Gautos plazmos méginiai buvo saugomi —80 °C temperatiiroje, o véliau juose buvo
tiriama tirpiojo P-selektino koncentracija.

Tirpiojo P-selektino koncentracija plazmoje buvo nustatyta 17 uzdegiminémis odos
ligomis serganciy pacienty (10 — zvyneline, 2 — bakterinémis odos infekcijomis, 2 — kojy
opomis, 2 — lokalizuota egzema), naudojant komercing imunofermenting sistemg
zmogaus tP-selektino kiekiui nustatyti (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
vadovaujantis gamintojo pateiktomis instrukcijomis. Méginiai matuoti ELISA
ploksteléje trimis egzemplioriais, kiekvienam jy sunaudojant po 100 pl plazmos tiirio;
méginiai buvo 20 karty praskiesti ELISA rinkinyje esanciu meéginio skiedikliu ir
mikroplokSteliy skaitytuvu (MR5000; Dynex Technologies/Dynatech Laboratories,
USA) buvo matuojama 650 nm ir 450 nm bangos absorbcija. Tirpiojo P-selektino
koncentracija buvo nustatoma naudojant standarting kreive, gauta 1§ kiekvieno
standartinio tirpalo vidutinés absorbcijos vertés y asyje ir koncentracijos X asyje, ir per

gautus taskus grafike nubréziant atitinkancig kreive. Kiekvieno méginio koncentracija
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buvo nustatoma apskaiciuojant tP-selektino koncentracijg, atitinkancig viduting

absorbcijos verte standartingje kreivéje.

2.4. Statistiné analizé
Statistiné analizé buvo atlikta naudojant BIAS statisting programine jranga, skirtg
Windows operacinei sistemai, versija 8.4, www.bias-online.de. P vertés buvo

apskaiciuotos taikant dvipusj t testa; statistiSkai reikSminga buvo laikoma p < 0,05 verte.

3. REZULTATAI

Trombocity suaktyvinimas buvo nustatomas remiantis fiziologine trombocity o-
granuliy degranuliacija ir P-selektino (CD62P antigeno) translokacija j trombocity
pavir$iy. Si molekulés ekspresija buvo vertinta tékmés citometrijos metodu 147

stacionariniams pacientams, ir 41 kontroliniam asmeniui.

3.1. Trombocity P-selektino ekspresija sergantiems Zvyneline ir daZniausiomis
UZdegiminémis odos ligomis

Patiméjus uzdegiminéms dermatozéms, serganciyjy pacienty kraujyje pries§ gydyma
buvo nustatyta padidéjusi trombocity P-selektino ekspresija, palyginti su sveikais
savanoriais i§ kontrolinés grupés (3,01 % [IQR 1,77—4,94] ir 1,46 % [IQR 0,57-2,01], p
<0,001) (2 pav.).

Sunkiomis odos ligomis sergantiems pacientams vidutinis suaktyvinty trombocity
kiekis buvo daugiau kaip du Kkartus didesnis, palyginti su Kkontrolinés grupés
tirlamaisiais: sergantiems eritrodermija — 4,32 % [IQR 3,03-5,02], kojy opomis —
4,08% [IQR 2,42-5,39], Zvyneline — 3,66 % [IQR 2,59-6,7], bakterinémis odos
infekcijomis — 3,22 % [IQR 2,21-4,87], p < 0,001 (3 pav.). Statistiskai reik§mingali
padidéjusi P-selektino ekspresija taip pat buvo nustatyta dilgéline (2,04 % [IQR 1,13-
3,94, p < 0,01]) ir lokalizuota egzema (1,62 % [IQR 0,95-3,3, p < 0,05]) sergantiems

pacientams, bet ne tiems, kurie sirgo mazgeliniu niezuliu (1,76 % [IQR 0,69-1,99]).
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2 paveikslas. Trombocity suaktyvinimas, vertintas matuojant P-selektino ekspresija, buvo

rySkiai padidéjes patiméjus odos uzdegiminéms ligoms (3,01 % [IQR 1,77-4,94], n = 147),
palyginti su kontroline grupe (1,46 % [IQR 0,57-2,01], n = 41), p < 0,001. Nurodytos

medianos, 1-0sios ir 3-osios kvartilés, taip pat maziausios ir didziausios vertés.
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3 paveikslas. P-selektino ekspresija ant trombocity pavirSiaus, nustatyta tékmés citometrijos

metodu uzdegiminéms odos ligoms paiiméjus ir remisijos metu.



P-selekting ekspresuojanciy trombocity kiekj pakartotinai iStyrus uzdegiminémis
odos ligomis serganciy pacienty kraujyje visiSkos ar dalinés klinikinés remisijos metu po
sékmingo gydymo, buvo rastas reikSmingas $iy trombocity medianos sumazéjimas nuo
3,01 % iki 1,5 % (p < 0,000001). Sékmingas zvyneline sergan¢iy pacienty gydymas lémé
reik8mingg P-selektino kiekio sumazéjimg — 52,2 %. Kitomis odos uzdegiminémis
ligomis serganiy pacienty analiz¢ atskleidé, kad per gydymo ligoning¢je laikotarpi
bakterinémis odos infekcijomis serganciy pacienty aktyvinty trombocity kiekis sumazéjo
ypa¢ daug, t.y. 70,2 %. Eritrodermija serganéiy pacienty P-selektino kiekis sumazéjo
66,1 %. Létinés kojy opos uzgijo tik i$ dalies, atitinkamai P-selektino ekspresija
sumazejo 38,2 %. Déel dilgélines ligoninéje gydyty pacienty P-selektino kiekis sumaZzéjo

52,9 %, o gydyty d¢l lokalizutos egzemos — vos 16,4 %.

3.2. Trombocity ekspresuojamo P-selektino koreliacija su PASI ir atskirais
PASI komponentais sergantiems Zvyneline

P-selektino ekspresija trombocituose taip pat buvo analizuota 47 Zvyneline
serganéiy ir stacionare gydyty pacienty kohortoje. Ligai paliméjus prie§ pradedant
gydyti, P-selekting ekspresuojan¢iy trombocity Kiekio mediana Zvyneline sergantiems
pacientams buvo 3,66 % [IQR 2,59-6,5], skirtingai nuo sveiky asmeny kontrolinés
grupés, kurioje P-selekting ekspresuojanciy trombocity kiekio mediana buvo 1,46 %
[IQR 0,57-2,01] (p < 0,001). Pageréjus odos buklei po sékmingo zvynelinés gydymo,
PASI balo mediana sumazéjo nuo 17,2 [IQR 13,5-22,5] iki 6 [IQR 3,9--9,5], o P-
selekting ekspresuojanciy trombocity kiekio mediana sumazéjo nuo 3,66 % [IQR 2,59—
6,5] iki 1,75 % [IQR 0,96-3,06], p < 0,001, nors liko didesné, palyginti su kontrolinés
grupés rodikliu (4 pav.).
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4 paveikslas. Trombocity suaktyvinimas, vertinamas pagal P-selektino ekspresija, paiméjus
ligai, pries pradedant gydyti zvyneline sergancius pacientus (n = 47), buvo gerokai padidéjes,
palyginti su kontroline grupe (n = 41), p < 0,001. Remisijos metu, po sékmingo zvynelinés
gydymo, P-selekting ekspresuojanciy trombocity kiekis sumazéjo iki panaSaus lygio, kuris

buvo rastas kontrolinéje tiriamyjy grupéje, nors ir liko kiek didesnis.

Siekiant jvertinti trombocity ekspresuojamo P-selektino, kaip psoriazés klinikinio
sunkumo biologinio Zymens, naudojima, Sis parametras buvo lyginamas su PASI, kuris
Siam tikslui laikomas auksiniu standartu. Atlikus analizg, pavyko atskleisti reikSminga
koreliacijg tarp PASI ir trombocity ekpresuojamo P-selektino lygio (r = 0,51, p <
0,000001; 5 pav.).

Be to, buvo tirta koreliacija tarp S$iy abiejy parametry pokyciy ir nustatyta, kad
gydymo stacionare metu PASI balo sumaz¢jimas reikSmingai koreliavo su P-selekting

ekspresuojanciy trombocity sumazéjimu (r = 0,4, p = 0,006, 6 pav.).
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5 paveikslas. Trombocity ekspresuojamo P-selektino koreliacija (r = 0,51, p < 0,000001) su

klinikiniu psoriazés sunkumu, vertinamu pagal PASI,- psoriazés ploto ir sunkumo indeksg.
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6 paveikslas. Zvyneline sergantiems pacientams nustatyti PASI poky¢iai ligai patiméjus ir
remisijos metu koreliavo su trombocity P-selektino ekspresijos poky¢iais. Sis poveikis buvo

statistiskai reikSmingas (r = 0,4, p = 0,006).
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Be to, darant priclaidg, kad P-selektinas i§ esmés turéty atspindéti 0dos uzdegimo
sunkumg, ty. eritema ir infiltracijg, analizuota trombocity P-selektino ekspresijos
koreliacija su atskirais zvynelinés sunkumg vertinan¢io PASI komponentais. Atlikti
tyrimai parode, kad stipriausia statistiSkai reikSminga koreliacija yra tarp trombocity
ekspresuojamo P-selektino lygio pokyc¢io ir PASI komponento, atspindinéio eritema,
balo poky¢io (r = 0,6, p = 0,00009; 7b pav.), toliau seké infiltracijos — PASI pokytis (r =
0,42, p = 0,009; 7c pav.). Su pleiskanojimo — PASI poky¢iu, kuris atspindi netiesioginius
su uzdegimu susijusius odos pokycius, koreliacijos nenustatyta (r= 0,21, p = 0,2;
7d pav.). Taigi trombocity P-selektino ekspresija susijusi su tais PASI komponentais,

kurie tiesiogiai atspindi odos uzdegima.
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7 paveikslas. Koreliacijos tarp P-selekting ekspresuojanéiy trombocity lygio pokycio ir atskiry
PASI komponenty baly pokyc¢iy. Buvo atskleista reikSminga koreliacija su bendro PASI balo
poky¢iu (a) (r= 0,4, p= 0,006), taip pat su eritemos-PASI (b) (r= 0,6, p = 0,00009),
infiltracijos-PASI poky¢iais (c) (r = 0,42, p = 0,009), o koreliacijos su pleiskanojimo — PASI
nenustatyta (d) (r =0,21, p =0,2).
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3.3. Trombocity ekspresuojamo P-selektino Kkoreliacija su uZdegimo
Zymenimis CRB ir leukocity kiekiu Kkraujyje sergantiems Zvyneline ir
daZniausiomis uzdegiminémis dermatozémis

P-selekting vertinant kaip odos uzdegimo biologinj zymenj, buvo tirtas jo rySys su
tradiciniais uzdegimo rodikliais CRB ir leukocity kiekiu. Ligai paiiméjus, pries
pradedant gydyti zvyneline sergancius ligonius, jy CRB mediana buvo 0,4 mg/dl [IQR
0,22-0,94], o kontrolinés grupés sveiky asmeny — 0,16 mg/dl [IQR 0,08-0,35]. Tyrimy
duomenimis, koreliacija tarp trombocity ekspresuojamo P-selektino ir tradicinio
sisteminio uzdegimo biologinio zymens CRB nustatyta sergantiems zvyneline (r = 0,46,

p = 0,00008, 8pav.), bet ne ligoniams, hospitalizuotiems dél kity uzdegiminiy

dermatoziy.
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8 paveikslas. Zvyneline sergandiy pacienty koreliacija tarp trombocity ekspresuojamo P-
selektino ir C-reaktyvaus baltymo (r = 0,46, p = 0,00008).

Koreliacijos tarp trombocity ekspresuojamo P-selektino ir leukocity kiekio
nustatyti nepavyko. Be to, tiriant Zzvyneline sergancius pacientus, nebuvo rasta

koreliacijos tarp CRB ir PASI (r = 0,056, 9 pav.). Po sékmingo zvynelinés gydymo CRB
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sumazéjo nuo 0,4 mg/dl [IQR 0,22-0,99] iki 0,24 mg/dl [IQR 0,17-0,6]; Sis pokytis su

PASI ar P-selektino kiekio poky¢iais nekoreliavo.
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9 paveikslas. Koreliacijos tarp CRB ir PASI sergantiems zvyneline nebuvo nustatyta (r =
0,056).

3.4. Trombocity ekspresuojamo P-selektino lygio ir plazmos tirpiojo P-
selektino kiekio palyginimas serganciyjuy uzdegiminémis odos ligomis kraujyje

Misy taikytas tékmés citometrijos metodas trombocity P-selektino ekspresijai
jvertinti atliekamas naudojant Sviezio kraujo méginius, 0 tai riboja P-selektino tyrimo
naudojimg kasdienéje praktikoje. Siekiant jvertinti praktiSkesnius metodus, tyréme
tirpiojo P-selektino kiekj serganciyjy uzdegiminémis odos ligomis plazmoje.

Siekiant jvertinti tirpiojo P-selektino pritaikomumg, buvo imtasi §iy veiksmy.
Pirma, buvo renkami kraujo méginiai i§ uzdegiminémis odos ligomis (Zvyneline,
bakterinémis odos infekcijomis, kojy opomis, lokalizuota egzema ir eritrodermija)
serganciy pacienty, kurie iSreiSké norg papildomiems bandomiesiems tyrimams (n = 17).
Tada buvo atlikti ELISA testai plazmos tirpiojo P-selektino kiekiui nustatyti. Galiausiai,

gautieji kiekvieno paciento tirpiojo P-selektino rezultatai buvo palyginti su ty paciy
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pacienty trombocity ekspresuojamu P-selektino lygiu, jvertintu tékmés citometrija, kaip
aprasSyta auksciau.
Miisy matavimai atskleidé, kad abiem metodais atlikty P-selektino tyrimy rezultatai

reik§mingai koreliuoja tarpusavyje (r = 0,63, p < 0,01, 10 pav.).
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10 paveikslas. Nustatyta patikima koreliacija tarp tam paciam uzdegimine 0dos
liga sirgusiam pacientui kraujyje matuoto trombocity ekspresuojamo P-selektino lygio ir

plazmos tirpiojo P-selektino kiekio (r = 0,63, p < 0,01, n = 17).
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4. ISVADOS

. Trombocity P-selektino ekspresija padidéja patiméjus zvynelinei ir dazniausioms
odos uzdegiminéms ligoms, o pasiekus ligos remisijg, sumazéja.

. Trombocity P-selektino ekspresijos pokytis patikimai koreliuoja su PASI ir
uzdegiminiy PASI komponenty pokyciais zvyneline sergantiems ligoniams ligai
patiméjus ir remisijos metu. Taigi, trombocity P-selektinas galéty biti objektyvus
nespecifinis biologinis zvyneline serganciy pacienty Zymuo.

. Zvynelinés paiméjimo metu nustatyta padidéjusiy CRB Kiekio ir trombocity P-
selektino koreliacija, taCiau rySys su leukocity kiekiu nenustatytas. Paiméjus
daZniausioms uzdegiminéms dermatozéms, CRB ir leukocity kiekis su trombocity
P-selektino ekspresija nekoreliavo.

. Uzdegiminémis odos ligomis serganciy pacienty P-selektino ekspresija, tirta
dviem skirtingais metodais, patikimai koreliavo: trombocity ekspresuojamo P-

selektino lygis susij¢s su plazmos tirpiuoju P-selektinu.

Rekomendacijos

. P-selektinas galéty biti naudingas ir objektyvus biologinis zymuo, padedantis
jvertinti klinikinj Zvynelinés sunkumg ir gydymo veiksminguma, todél galéty biti
naudojamas kaip vertinga priemoné atlickant klinikinius tyrimus.

. Rutininiam P-selektino lygio tyrimui galéty baiti taikomas imunofermentinis
(ELISA) tyrimo metodas, kuris yra praktiskesnis, palyginti su tékmés citometrijos
metodu.

. Atsizvelgiant | tyrimo rezultatus, remiantis duomenimis apie svarby P-selektino
vaidmen; aterosklerozés procesuose, biity tikslingi tolesni tyrimai, nagrinéjantys
zvyneline serganciy pacienty, kuriems randama padidéjusi P-selektino ekspresija,

kardiovaskuliniy sutrikimy rizika.
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SUMMARY

Introduction. Psoriasis manifests as a skin, nail and joint disease, and occurs at
any age, although most commonly in adults (Nestle et al., 2009). About 2 percent of the
population suffers from psoriasis, which is not just a skin disorder but a major health
problem with a negative impact on patients’ quality of life (Augustin et al., 2008).

Psoriasis immuno-pathogenesis is explained by a polarized Thl and Th17 cells
inflammatory response (Hong et al., 1999), (Powrie et al., 1994), (Martin et al., 2013),
which is characterized by altered secretion of critical cytokines, such as IL-1, IL-2, IL-6,
IL-17, IL-21, IL-22, 1L-23, IFN-y and TNF-a (Mak et al., 2009), (Pietrzak et al., 2008).
The shifted balance of cytokine liberation leads to specific changes in the skin with
disturbed keratinocyte differentiation, increased epidermal growth, and at the same time
impacts systemic inflammation.

The recent studies suggest that psoriasis, which has been long time believed to be
an isolated skin condition, is a status with low grade systemic inflammation (Griffiths
and Barker, 2007). In addition, clinically with redness and scaling presenting skin
disease has been demonstrated to be significantly associated with co-morbidities such as
cardiovascular disease, insulin resistance, cancer, depression, and also other conditions
(Brauchli et al., 2009b), (Ludwig et al., 2007), (Boehncke et al., 2007), (Brauchli et al.,
2009a), (Kurd et al., 2010). Persistent inflammation that accompanies chronic
inflammatory disorders is characterised by higher levels of inflammatory mediators
(Chung, 2005), (Nielsen and Rask-Madsen, 1996). A status of systemic inflammation in
psoriasis patients can be verified by elevated levels of C-reactive protein (CRP) (Strober
et al., 2008), overexpression of pro-inflammatory cytokines (Nickoloff, 2007), (Lowes et
al., 2007), as well as by activation of platelets (Tamagawa-Mineoka et al., 2008). Of
note, the activated platelets have been already demonstrated in smokers (Pernerstorfer et
al., 1998), in conditions like inflammatory bowel disease (Fagerstam et al., 2000),
(Collins et al., 1994) atopic eczema/dermatitis syndrome (Kasperska-Zajac et al., 2004),
bronchial asthma (Moritani et al., 1998), allergic contact dermatitis (Ludwig et al.,

2010), diabetes mellitus (Tschoepe et al., 1993), (Kopp et al., 1998) and coronary artery
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disease (Gawaz et al., 1997), (Mathur et al., 2001), (Furman et al., 1998), (Chung et al.,
2009).

The current gold standard tool for assessment of psoriasis severity is PASI
(Psoriasis Area and Severity Index) score, which describes involved skin’s extent and
severity as characterised by erythema, infiltration and scaling. However, this method was
shown to have its shortcomings. The scales used in the PASI are small and of poor
sensitivity. Therefore, small changes are not well characterized, as demonstrated in some
validation studies (Ashcroft et al., 1999). In addition, the measurement of the PASI is
time-consuming and applicable mainly in plaque psoriasis. Finally, calculation of the
PASI is relatively complicated for clinicians, who are not routinely involved in clinical
trials. As a result, the acknowledged limitations of clinical instruments, used for the
assessment of skin disease severity, represent nowadays a great challenge and call for
better alternatives.

As shown by a number of studies, P-selectin is an adhesion molecule with a broad
range of biological functions: it takes part in thrombosis, atherosclerosis and also in the
inflammation (Burger and Wagner, 2003), (Kansas, 1996). P-selectin is an important
adhesion molecule implicated in cell-cell interactions and playing a crucial role in
inflammation. Activated P-selectin expressing platelets, possessing an ability to activate
leukocytes and endothelium through adhesion molecules and derived substances, were
lately revealed to be capable to increase the overall rolling of leukocytes in the
microvasculature of the skin (Ludwig et al., 2004). As demonstrated in animal
experiments, P-selectin-knockout mice are defective in leukocyte rolling, extravasation
(Mayadas et al., 1993), (Robinson et al., 1999) and show a decreased ability to elicitation
of allergic contact dermatitis, compared to control animals (Ludwig et al., 2010).

In this study we focused on evaluation of platelet P-selectin level as a possible
biomarker for systemic inflammation and disease severity in patients with inflammatory
conditions, i.e. psoriasis, bacterial skin infections, leg ulcers, urticaria, localised eczema,
erythrodermic eczemas, along with an assessment of traditionally used inflammation
markers. In addition, we investigated platelet P-selectin correlation with the clinical

severity of psoriasis.
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Psoriasis is a complex condition in which skin inflammation is only a part of the
disease (Mehta et al., 2011). Psoriasis accompanying chronic low-grade systemic
inflammation is now acknowledged as a risk factor for adverse cardiovascular events
(Maseri, 1997), thereby a careful managing of psoriasis patients, especially those with
moderate and severe psoriasis, might be of great importance when evaluating
effectiveness of therapy, the level of systemic inflammation, the future risk for co-
morbidities and mortality. The value of the PASI score is not sufficient to assess the later
parameters, hence, we were eager to know the levels of P-selectin in patients with
psoriasis, whether this marker might indicate the severity of the disease and reflect the
level of systematic inflammation, and also if this tool is specific in certain inflammatory

skin disorders.

Aim of the study

To evaluate cell adhesion molecule P-selectin as a possible biomarker for psoriasis.

Objectives of the study

1. To assess the expression of platelet P-selectin in the blood of patients with
psoriasis and common inflammatory dermatoses during exacerbation and remission
periods.

2. To compare changes of platelet P-selectin expression with the changes of PASI
and separate PASI components, measured in psoriasis patients in exacerbation and
remission periods.

3. To assess the correlation between the expression of platelet P-selectin and
inflammation markers CRP and leukocyte count in patients with psoriasis and other
common inflammatory skin disorders.

4. To estimate the correlation between platelet P-selectin values and soluble P-

selectin values, measured in the same patient suffering from inflammatory skin disease.
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Scientific novelty of the study

The study of platelet P-selectin expression in the larger psoriasis patients’ cohort
during therapy was carried out for the first time. P-selectin expression was investigated
also for the first time in patients with common inflammatory dermatoses like bacterial
skin infections, leg ulcers, urticaria, localised eczema, prurigo nodularis and
erythrodermic eczema.

Next, the determined P-selectin values were for the first time compared with
traditional inflammation markers like CRP and leukocyte count in patients with
inflammatory skin disorders.

Furthermore, in this study, for the first time, the analyses of associations between
PASI, separate PASI components and expression of platelet P-selectin in psoriasis

patients were carried out.

Practical value of the study

Primarily, the results of our pilot study proved the state of platelet activation in
inflammatory conditions: we could determine an increased P-selectin expression in
patients with exacerbated psoriasis and common inflammatory dermatoses. Hence, the
revealed data enabled us to verify the systemic and pro-inflammatory role of the cell
adhesion molecule P-selectin in patients with inflammatory skin disorders.

Secondarily, our performed study has demonstrated that during exacerbation of
inflammatory skin diseases elevated platelet P-selectin expression decreases in a
remission period. The same phenomenon was shown in patients with psoriasis, and
confirmed by a significant correlation between PASI and P-selectin. Therefore, cell
adhesion molecule P-selectin might be an objective biomarker evaluating clinical disease
severity and success of therapy in patients with psoriasis.

Finally, we could demonstrate a reliable correlation between the values of P-
selectin assessed in the same patient with inflammatory skin disease by two different
methods, i.e. platelet P-selectin, measured by flow-cytometry, and soluble P-selectin,
measured by ELISA method.
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Defensive statements of the dissertation

1. The blood platelets are activated in patients with exacerbated psoriasis as well as
in patients with exacerbated common inflammatory skin diseases.

2. Expression of platelet P-selectin is closely associated with the clinical severity of
the chronic inflammatory disease psoriasis.

3. The values of platelet P-selectin are associated with values of inflammation

markers in patients with psoriasis.

Materials and methods

Participants of the study. The subject of this study was a group of 147 patients with

exacerbated common inflammatory dermatoses like psoriasis (47), bacterial skin
infections (13), leg ulcers (10), urticaria (13), localised eczema (28), prurigo nodularis
(11) and erythrodermic dermatoses (25), which were hospitalised and enrolled into the
study in the course of one year. The patients were at an average 46 years (from 18 till
95), and were hospitalized because of exacerbation in dermatological in-patient clinic
for average 7+3 days. In the group of 47 patients with psoriasis, 41 subjects presented
with psoriasis vulgaris, 3 with psoriasis guttata, 1 with psoriasis pustulosa, 1 with
psoriasis inversa and 1 with psoriasis palmoplantaris. The control group consisted of 41
healthy volunteers at an average 51 years (from 18 till 78) without dermatological
pathology.

Determination of disease severity. Severity of cutaneous inflammation in patients

with skin disorders in exacerbation and remission periods was assessed: (i) clinically,
based on changes of skin rash, erythema, or ulcer’s size, and by (ii) laboratory tests,
based on values of CRP, leukocytes count, and also P-selectin. Clinical severity of
psoriasis was evaluated in exacerbation and remission periods according to the Psoriasis
Area and Severity Index (PASI) score, which was also analyzed in details, i.e. the grade
of erythema, infiltration, and scaling.

Study materials and investigations. The blood for investigation was collected from

patients with skin diseases (n=147) twice: in exacerbation and in remission periods, i.e.

before the anti-inflammatory treatment, and again in average 7 days, after the treatment
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with the clinical recovery or when considerable improvement of a dermatological disease
was achieved. The simultaneously obtained 3 samples of blood from every patient were
used for the measurement of inflammation markers: (i) CRP, (ii) total leukocyte count,
and (iii) P-selectin level. The same parameters were measured twice in the control
subjects (n=41): on day 0 and day 4, in order to exclude a possible day-to-day variability
of inflammation markers and P-selectin in persons without health complaints. To assess
soluble form of P-selectin, we collected plasma samples of patients who expressed
willingness for additional investigations (n=17).

Leukocyte count and CRP measurements in the blood were performed in the
centralized laboratory using automated haematology analyzers. Platelet activation was
determined with respect to platelet o-granule degranulation and platelet surface
expression of P-selectin (CD62P antigen). Platelet P-selectin was determined using flow
cytometric analysis, and soluble P-selectin in plasma was determined using commercial
human sP-selectin immunoassay (ELISA).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using BIAS statistical

software for Windows version 8.4, www.bias-online.de. P values were determined using

the two-tailed t-test; a value of p<0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Platelet P-selectin expression in patients with psoriasis and inflammatory skin

disorders. Increased median P-selectin expression on platelets was observed in patients
with exacerbated inflammatory dermatoses before treatment, compared to a control
group of healthy persons (3.01% [IQR 1.77-4.94], vs. 1.46% [IQR 0.57-2.01], p<0.001).
The median platelet activation was more than twice as high in patients with severe
inflammatory skin diseases: erythrodermic eczemas - 4.32% [IQR 3.03-5.02], leg ulcers
- 4.08% [IQR 2.42-5.39], psoriasis - 3.66% [IQR 2.59-6.7], bacterial skin infections -
3.22% [IQR 2.21-4.87], compared to the controls, p<0.001. Statistically significant

elevated levels of P-selectin expression were also found in patients with urticaria (2.04%
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[IQR 1.13-3.94, p<0.01]) and localized eczema (1.62% [IQR 0.95-3.3, p<0.05]), but not
in those with prurigo nodularis (1.76% [IQR 0.69-1.99], p>0.05). When platelet P-
selectin was re-assessed a day prior to discharge, , when remission was achieved, and it
could be demonstrated to be significantly reduced from median 3.01% to a median 1.5%

of platelets among patients with inflammatory skin disorders (p<0.000001).

Correlation of platelet P-selectin expression with PASI and PASI components in

psoriasis patients. Analysis of platelet P-selectin in exacerbation period of disease

revealed median 3.66% [IQR 2.59-6.5] P-selectin positive platelets in psoriasis patients,
in contrast to median 1.46% [IQR 0.57-2.01] positive platelets (p<0.001) in the control
group of healthy persons. Clinical remission achieved with successful anti-psoriatic
therapy with was followed by a decrease in the median PASI from 17.2 [IQR 13.5-22.5]
to 6 [IQR 3.9-9.5], as well as in the levels of median P-selectin from 3.66% [IQR 2.59-
6.5] to 1.75% [IQR 0.96-3.06], p<0.001, although these remained higher compared to
that of the control group. Next the results demontrated a highly significant correlation
between PASI and platelet P-selectin (r=0.51, p<0.000001). The investigated correlation
between the changes of both parameters revealed that during in-patient treatment the
reduced PASI and P-selectin levels correlated significantly (r=0.4, p=0.006).
Furthermore, we analyzed P-selectin correlation with different components of severity
assessment within PASI. These analyses documented the best and statistically significant
correlation between the change in P-selectin expression and the change in the PASI
component reflecting erythema (r=0.6, p=0.00009), followed by infiltration (r=0.42,
p=0.009;), whereas no such correlation could be determined with a scaling (r=0.21,
p=0.2).

Platelet P-selectin correlation with CRP and leukocyte count in patients with

psoriasis and common inflammatory skin disorders. During exacerbation of disease

before treatment we found median 0.4 mg/dl [IQR 0.22-0.94] CRP in psoriasis patients,
in contrast to median 0.16 mg/dl [IQR 0.08-0.35] CRP in the control group of healthy
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persons. Next, in patients with psoriasis we could demonstrate correlation between
platelet P-selectin and CRP (r=0.46, p=0.00008), but not in patients with other common
inflammatory dermatoses. Our analysis could not determine association between P-
selectin and leukocyte count in the examined cohort of patients. Furthermore, a detailed
analysis of psoriasis patients could show no correlation between CRP and PASI
(r=0.056).

Comparison of platelet P-selectin and soluble P-selectin values measured in

patients with inflammatory skin disorders. We carried out P-selectin evaluation on

platelets via flow-cytometry, as described above, and conducted parallel analysis of the
levels of soluble P-selectin in plasma of 17 patients with inflammatory skin disorders
like psoriasis, bacterial skin infections, leg ulcers, localised eczema, and erythrodermic
eczema. Our measurements revealed a highly significant correlation between the results
of both methods (r=0.63, p<0.01).

Conclusions

1. Increased platelet P-selectin expression is detected in exacerbated psoriasis and
common inflammatory skin diseases. The improved skin condition under successful anti-
inflammatory treatment results in reduced platelet P-selectin expression.

2. In case of psoriasis, the values of changes in platelet P-selectin are significantly
associated with the changes in PASI and PASI inflammatory components, measured in
exacerbation and remission periods. Therefore, P-selectin expression might be a
nonspecific but sensitive and objective biomarker in patients with psoriasis.

3. Exacerbated psoriasis is characterised by elevated levels of CRP and platelet P-
selectin, which correlate with each other, thereby confirming platelet P-selectin as a
valuable biomarker for systemic inflammation in psoriasis. There was no correlation
between CRP, leukocyte count and P-selectin in patients with common inflammatory
skin diseases, as also no correlation between P-selectin and leukocyte count in psoriasis

patients.
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4. The results of two different methods used parallel in the same patient with
inflammatory skin disorder to measure the level of P-selectin correlate significantly: the
values of platelet surface P-selectin, measured by flow cytometry are associated with the
values of plasma soluble P-selectin, measured by enzyme-linked immunosorbent
asay (ELISA) method.

Recommendations

« P-selectin might be a useful objective biomarker for evaluation of clinical severity
of psoriasis and efficacy of anti-psoriatic therapy, and thus it could serve as a valuable
tool in clinical trials.

» Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), as a more practical method than
flow cytometry, could be used for routine evaluation of P-selectin levels.

* In view of study results and given that P-selectin also plays an important role in
atherosclerosis, it would be appropriate to investigate further risk for cardiovascular

events in psoriasis patients with elevated P-selectin expression.
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