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1. Souhrn

Vliv Goeckermanovy terapie na vybrané parametry imunity u pacientii s psoriazou

Psoriaza je systémova zanétliva choroba s manifestaci na kizi. Goeckermanova terapie
(GT) predstavuje klasicky pfistup 1écby psoridzy a je zalozena na denni aplikaci
farmaceutického uhelného dehtu na zasazenou pokozku s naslednou expozici UV svétla.

Cilem této prace bylo sledovat vybrané imunologické markery a populace bunék u
pacientl s psoridzou a zkoumat vliv GT na tyto parametry. Hodnotili jsme pocty T
regula¢nich lymfocyti (Treg), membranovou expresi vychytavaciho receptoru CD163 na
monocytech, hladiny solubilni CD163 (sCD163), membranovou expresi TLR2 a TLR4 na
monocytech a solubilni TLR2 v séru (sTLR2). Imunofluorescenéni analyza byla provedena na
zlyzované periferni krvi pomoci pritokového cytometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter)
and FACSCalibur (Becton Dickinson). Hladina solubilnich markert byla stanovena pomoci
ELISA kitt.

Nenasli jsme Zadné vyznamné rozdily v relativnich poctech Treg lymfocytl v periferni
krvi kontrolni skupiny a pacientii s psoriazou pied zahdjenim lécby GT. Po GT doslo
k vyraznému vzestupu v relativnim poc¢tu Treg lymfocytd. V porovnani s hodnotami u
kontrolni skupiny byly hodnoty jak CD163 tak sCD163 u pacientll s psoriazou pied GT
signifikantné vys§i. sCD163 byla u pacientil po terapii vyrazné sniZzend. Exprese CD163 na
monocytech u pacientii nebyla vyznamné ovlivnéna GT. Sérové hladiny sTLR2 u pacientl s
psoridzou byly vyznamné niz§i v porovnani s kontrolni skupinou. Membranova exprese TLR2
na monocytech byla v porovnani se zdravymi darci krve u pacientd s psoridzou vyssi. GT
neovlivnila ani STLR2 ani membranovou expresi TLR2. V porovnani s kontrolni skupinou
jsme nenalezli zadné statistické rozily mezi expresi TLR4 u pacientl s psoriazou jak pied tak
po Goeckermanové terapii.

V porovnani se zdravou kontrolni skupinou jsme zaznamenali vyrazné zmeény ve
vétsing sledovanych imunologickych markerii u pacientii s psoriazou. Goeckermanova terapie
méla vliv na nékteré vySetfované parametry imunity. S ohledem na naSe vysledky
pfedpokladdme, ze Treg lymfocyty, (s)CD163 a Toll-like receptory mohou piispivat do
patogeneze psoridzy. Sledovani rGznych imunologickych parametra je dulezit¢ k lepSimu

pochopeni imunomodulacnich efektli Goeckermanovy terapie.



2. Summary

The effect of Goeckerman therapy on selected immune markers in patients with

psoriasis

Psoriasis is a systemic inflammatory disorder with skin manifestation. Classical
approach to treat psoriasis is Goeckerman therapy (GT) which is based on daily application of
pharmaceutical coal tar on affected skin with subsequent exposition to UV light.

The aim of this study was to observe selected immunological markers and cell
subpopulations in patients with psoriasis and to elucidate the effect of GT on these
parameters. We evaluated T regulatory cells (Treg), membrane CD163 expression on
monocytes, serum levels of CD163 (sCD163), membrane TLR2 and TLR4 expression on
monocytes and serum levels of TLR2 (sTLR2). The immunofluorescent analysis was
performed on erythrocyte lysed peripheral blood using a flow cytometer FC500 Cytomics
(Beckman Coulter) and FACSCalibur (Becton Dickinson). The level of soluble markers was
detected by sandwich enzyme-liked immunosorbent assay (ELISA).

There was no significant difference in the relative number of Treg cells in the
peripheral blood of healthy blood donors and patients with psoriasis before initiation of GT.
The relative number of Treg is significantly increased in psoriatic patients after GT compared
to the pre-treatment level. In comparison with levels in controls the level of both CD163 and
sCD163 in patients with psoriasis before GT was significantly higher. sCD163 in patients was
significantly diminished after therapy. Expression of CD163 on monocytes in patients with
psoriasis was not affected by GT. In comparison with serum level in healthy controls, serum
level of STLR2 in patients with psoriasis was significantly lower. In comparison with controls,
the intensity of membrane TLR2 expression in patients with psoriasis was significantly
higher. Both serum level of sSTLR2 and TLR2 on monocytes was not significantly affected by
GT. Compared to membrane expression TLR4 on monocytes we found no significant
differences in this expression in patients with psoriasis both before and after GT.

In comparison with control group, we found the significant differences in the most
determined immunological markers in patients with psoriasis. Fe found that select
immunological parameters are affected by GT. With regard to our results we propose that the
number and/or function of Treg cells, (s)CD163 and Toll-like receptors may be involved in
the pathogenesis of psoriasis. Investigation of different immunological markers adds a

substantial supplementary piece to the list of GT immunomodulatory effects.



3. Uvod do problematiky

Kozni imunitni systém je tvofen fadou bunécénych typli a humoralnich faktort.
Deregulace koZzniho imunitniho systému miize vést k zdnétu v kizi. Psoridza je typickym
ptikladem takto Skodlivé zanétlivé reakce. Psoridza postihuje pfiblizné 1 - 3% populace a ma
vyrazny vliv na fyzické, psychické i socidlni aspekty kvality Zivota jedince (4, 8, 37). Tato
choroba je definovana jako T lymfocyty zprostfedkovand imunitni systémova zanétliva
choroba s manifestaci na pokoZce. Je charakterizovdna hyperproliferaci a abnormalni
diferenciaci keratinocytl, zanctlivymi zménami na cévach, infiltraity z aktivovanych T
lymfocyti, hromadénim polymorfonukleari, hojnou proliferaci endotelovych bunck a
deregulaci apoptozy (5). Do patofyziologie psoridzy pfispiva jak piirozeny tak adaptivni
imunitni systém (15).

V 1é€bé psoriazy se uplatiiuje kromé fady dalSich postupli i Goeckermanova metoda
terapie (GT), kterd je zalozend na denni aplikaci farmaceutického uhelného dehtu na
zasazenou pokozku s naslednou expozici téla kontrolovanému mnozstvi UV zéafeni. Navzdory
potencidlnimu zvySenému genotoxickému riziku v disledku pfimého vystaveni pokozky
uhlovodikiim nachazejicich se v uhelném dehtu, je tato terapie preferovana z nékolika
diivodi. Mezi nimi jsou nejdulezitéjsi snadnd aplikace, nizkd cena a dosazeni dobrych
klinickych vysledkGi s dlouhodobou remisi (16, 29). GT je zalozena na kombinaci
protizanétlivych a imunomodulacnich efektd alifatickych a aromatickych uhlovodikii a
imunosupresivnich a imunomodula¢nich aktivitdich UV zéafeni. Tato terapie je vysoce U€inna
v 1é¢bé psoriazy a dosahuje dobré klinické odpovédi nasledované dlouhodobou remisi u
vétSiny pacientd.

T regula¢ni lymfocyty (Treg) jsou charakterizované jako funkéné specializovana
subpopulace T lymfocytl, zodpovédna za optimalizaci imunitnich odpovéedi (19, 24, 48). Tyto
bunky se Gcastni zahajeni a udrzeni imunitni periferni tolerance rozpoznanim autoantigend a
nasledn€ spousti imunitni odpovéd’, zprostfedkovanou bud’ bunéénym kontaktem nebo
cytokiny (19, 39, 45, 46, 47). Nedavno byla u pacientli s psoridzou prokdzana nerovnovaha
mezi Treg a efektovymi T lymfocyty. Proto je pravdépodobné, Ze pocet a/nebo funkce Treg
miZe byt u pacientll s psoridzou naruSena, coz muze vést ke zvySené proliferaci patogennich
T lymfocytd. Predpokladd se, ze defektni Treg lymfocyty jsou zapojené do patogeneze
psoriazy (22, 44, 49, 52).

Monocyty a makrofagy jsou velmi dualezité bunky vrozeného imunitniho systému a
jejich védecké zkoumani je nezbytné nutné k porozuméni zanétlivé podstaty psoriazy (12).

Receptor CD163 je transmembranovy glykoprotein nalézany vyhradné na



monocytech/makrofazich, ktery je dilezity k vychytavani komplexd haptoglobin-hemoglobin
(Hp-Hb) (30, 33). CD163 se vyskytuje také jako solubilni protein v plasmé (sCD163). Jeho
pfitomnost v plasmé je zptisobena proteolytickym $t€épenim membranové formy. Podobné
jako membranova forma, solubilni sCD163 také vaze Hp-Hb komplexy, a tim se podili na
protizanétlivych regulacnich reakcich (30, 34, 50). Exprese CD163 je zvySena béhem pozdni
faze akutniho zanétu i u chronického zanétu (11, 42). Solubilni molekula sCD163 v periferni
krvi je nyni povazovéna za novy biomarker zanétu, zatimco membranova exprese CD163 na
monocytech je spojena s protizanétlivym fenoménem (26).

Toll-like receprory (TLR) jsou skupinou membranovych glykoproteinli vrozeného
imunitniho systému a vyskytuji se zejména na monocytech, makrofazich a dendritickych
buiikdch. TLR patii mezi PRR (Pattern Recognition Receptor) a rozpoznavaji molekulové
vzory asociované s patogenem (PAMP) (3). Jsou diilezitou souc¢ésti pfirozené imunity a jejich
abnormalni exprese miize byt zapojena do fady zanétlivych chorob, véetné psoriazy. Toll-like
receptory existuji kromé povrchové membranové formy také v podobé solubilni (9, 27, 28).
Nékteré studie prokdzaly podstatné vysSi expresi TLR2 na monocytech/makrofazich u
pacientl se zanétlivym onemocnénim v porovndni se zdravymi kontrolami (20, 23). Begon a
spol. ve své studii uvedli, Ze je TLR2 exprese zvySena v psoritickych 1ézich a naznacili, Ze
TLR receptory mohou hrat vyznamnou roli v patogenezi fady zanétlivych chorob, vcetné

psoriazy (3).



4. Cile diserta¢ni prace

Predkladana prace je zaméfena na sledovani dynamiky a intenzity exprese vybranych
parametrl imunitniho systému v prib&hu Goeckermanovy terapie. Hlavnim cilem je urcit, jak
riazné bunécéné populace piispivaji do patogeneze psoridzy, zda hladina vybranych markert
koreluje s aktivitou choroby a jestli se méni v zadvislosti na terapii. Protoze se ovéiuji nové

terapie psoridzy, bylo by velmi pfinosné nalézt spolehlivy biomarker aktivity choroby.

Hlavni cile prace:
1. sledovat vybrané parametry imunitniho systému u pacientii s psoridzou a porovnat
namétené vysledky s kontrolni skupinou zdravych darct krve
2. zhodnotit vliv Goeckermanovy terapie na pocet vybranych bunécnych populaci,
povrchovou expresi a sérovou hladinu vybranych markeri imunitniho systému
3. na zékladé vysledkii navrhnout ukazatele vhodné pro monitorovani ispésnosti terapie

a aktivity psoridzy



5. Metodika

Prace vznikla za podpory granti MZCR ¢&. 00179906, MSMT & MSMO0021620812,
SVV-2011-262902 a programu PRVOUK P37/09.

5.1. Soubor pacientii

Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Kazdy

pacient i zdravy darce krve podepsal informovany souhlas.

5.1.1. Sestava pacientii s psoriazou pro analyzu T regula¢nich lymfocyti

Do nasi studie bylo piijato 27 dospélych pacientl trpicich psoridzou. Nase studijni
skupina se skladala z 16 Zen a 11 muzi. Primérny v€k se pohyboval okolo 44,5 + 22,7 let.
Primérna doba Goeckermanovy terapie byla 15 dni.

19 zdravych dérct krve (6 Zen, 13 muzl, primérny veék 38,9 = 10,9 let) slouzilo jako

kontrolni skupina.

5.1.2. Sestava pacientii s psoriazou pro analyzu solubilni formy vychytavaciho receptoru

sCD163

Solubilni forma vychytdvaciho receptoru sCD163 byla stanovena v séru 71 pacientt
s psoriazou. Z nich bylo 33 zen a 38 muzl. Primérny vék byl 39,3 + 19,0 let. Primérna délka
Goeckermanovy terapie byla 20 dni.

Kontrolni skupinu tvofilo 57 zdravych dobrovolniki, darcii krve. Jejich primérny vek

byl 38,4 + 13,3 let. V kontrolni skupiné bylo 29 Zen a 28 muzi.

5.1.3. Sestava pacientit s psoridzou pro analyzu povrchové formy vychytavaciho
receptoru CD163
Do studované skupiny bylo zatazeno 40 pacientl s psoridzou (23 muzl, 17 Zen).

Primérny vek byl 38,3 £ 19,1 let. Primérna délka Goeckermanovy terapie se pohybovala

okolo 22 dni.

10



Kontrolni skupinu tvofilo 25 zdravych darct krve. Jejich primérny v&k byl 39,6 +

10,8 let. V kontrolni skupiné bylo 18 muZzi a 7 Zen.

5.1.4 Sestava pacientii s psoridazou pro analyzu povrchové TLR2 a TLR4 a solubilni
sTLR2

TLR2, TLR4 a sTLR2 receptor byl stanoven u 20 pacientl s psoridzou. NaSe studijni
skupina se skladala z 9 Zzen a 11 muzi (primérny v€k 38,0 = 17,9 let). Primérma doba
Goeckermanovy terapie byla 18 dn.

Kontrolni skupinu tvofilo 20 zdravych darcii krve (10 Zen a 10 muZzh). Jejich primérny

vek byl 37,0 = 10,3 let.

5.2. Goeckermanova terapie

Goeckermanova terapie byla kazdému pacientovi indikovdna dermatologem
individualng na zakladé aktivity choroby. Uginnost a objektivizace terapie byla stanovena
podle zarudnuti, zanétlivé infiltrace a Supinatosti 1ézi pouZzitim PASI skore (Psoriasis Area
Severity Index). Pro kazdého pacienta bylo PASI vypocitano pted a po skonceni lécby. Pokud
jsme dosahli snizeni PASI o0 30%, byla GT ukoncena.

Goeckermanova terapie je kombinaci fototerapie s lokalni aplikaci dehtu. Nemocnému
je kazdy vecer aplikovana dehtova mast obsahujici 5% farmaceuticky uhelny dehet (pix
lithantracis) na postizena mista ktize (10 - 75% povrchu téla). Mast se neché ptisobit pies noc

a rano je odstranéna pomoci olejové lazng. Nasledné je pacient ozafen UV zatfenim.

5.3. Odbér vzorku

Vzorky krve zkubitdlni vény byly od pacientii 1é¢enych Goeckermanovou terapii
odebrany do odbérovych zkumavek s citraitem sodnym (BD Vacutainer®, Becton Dickinson)
pfed zacatkem lécby a v den propusténi z nemocnicni péce. Ve stejnych asovych intervalech
byla odebrana i srazlivd krev pro separaci séra a sérum bylo zmraZeno pii -80°C. Pred
vlastnim zpracovanim byly vzorky rozmrazeny pii pokojové teploté. Srazliva i nesrazliva

krev byla odebrana i od zdravych darci krve, ktefi slouzili jako kontrolni skupina.
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5.4. Laboratorni metody

5.4.1. Prutokova cytometrie

Imunofluorescencni analyza Treg lymfocytii byla provedena pomoci pritokového
cytometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter). Byl pouZit 4 barevny panel protilatek
(Immunotech):  CD3-FITC/CD127-PE/CD25-PC5/CD4-PC7.  Naméfena data byla
analyzovana pouzitim softwaru CXP (Beckman Coulter). Treg buiiky byly charakterizovany
CD3'CD4'CD25""CD127""" expresi.

Analyza povrchové molekuly CD163 byla provedena pomoci pritokového cytometru
FACSCalibur (Becton Dickinson) opatfenym argonovym laserem. K ovladani cytometru,
akvizici, uchovavani a analyze dat byl pouzit softwarovy program CELLQuests™ (Becton
Dickinson). K detekci byla pouzita tfibarevnd analyza s vyuZzitim monoklonalnich protilatek,
konjugovanych s FITC, PerCP a APC. Byl pouZit 3-barevny panel protilatek: CD163-FITC
(Trillium Diagnostics) /CD14-PerCP (BD Biosciences) /CD3-APC (Beckman Coulter).

Exprese povrchové formy TLR2 receptoru byla naméfena pomoci pratokového
cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson). Byl pouzit 3-barveny panel protilatek: TLR2-
PE (Serotec) /CD14-PerCP (BD Biosciences) /CD3-APC (Beckman Coulter).

Exprese povrchové formy TLR4 receptoru byla hodnocena pomoci pritokového
cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson) s pouzitim 3-barevného panelu protilatek:

TLR4-PE (Serotec) /CD14-PerCP (BD Biosciences) /CD3-APC (Beckman Coulter).

5.4.2. ELISA technika

Hladina solubilni sCD163 byla detekovana pomoci komeréniho diagnostického
ELISA kitu Macrol63™ (IQ Products, Nizozemi). Test byl proveden podle pokyni
poskytnutych vyrobcem. Spektrofotometrické meéteni bylo realizovdno pomoci ELISA
readeru Multiscan RC (Thermo Scientific) s 450nm filtrem.

Hladina solubilni formy sTLR2 receptoru byla zméfena pomoci diagnostického
ELISA kitu pro lidsky Toll-like receptor 2 (TLR2) (Uscn Life Science Inc., Cina). Test byl
proveden podle pokynid doporucenych vyrobcem. Spektrofotometrické méteni bylo

realizovdno pomoci ELISA readeru Multiscan RC (Thermo Scientific) s 450nm filtrem.
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5.5. Statisticka analyza

Po zhodnoceni normality dat, byly statistické rozdily mezi skupinami a mezi pacienty
pfed a po terapii hodnoceny parovym a neparovym t-testem, piipadné neparametrickym
Wilcoxonlivym testem (MedCalc software, Belgie). Neparovy t-test a chi-square byl pouzit
k vylou€eni matoucich vlivii véku a pohlavi mezi pacienty a kontrolami.

Vysledky Treg, povrchové CD163 a solubilni sTLR2 jsou uvedeny jako primér +
standardni odchylka a jako medidan (nejniz$i az nejvyssi kvartil) u s CD163 analyzy a
membranové formy TLR2 a TLR4 na monocytech. P hodnoty mensi nez 0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.
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6. Vysledky

6.1. Stanoveni relativniho poctu Treg lymfocyti u pacienti s psoridzou lécenych

Goeckermanovou terapii

Goeckermanova terapie vyznamné pozitivné ovlivnila aktivitu choroby. U vSech
pacientl bylo dosazeno dobré klinické odpovédi. PASI skore namétené pred terapii pokleslo
z17,5 £ 6,5 na 8,4 + 4,6 po terapii (P < 0,0001). Nebyly prokdzany zadné statisticky
vyznamné korelace mezi pocty T regulacnich lymfocytii a aktivitou nemoci vyjadienou jako
PASI skore.

Pti porovnavani hladin Treg lymfocytl v periferni krvi mezi zdravymi kontrolami (2,9
+ 1,0%) a pacienty s psoridzou pied zahajenim terapie (3,3 + 1,2%) jsme nenalezli statisticky
vyznamné rozdily (P = 0,2668). Relativni pocet Treg lymfocyti v periferni krvi pacient
s psoriazou po GT (4,3 + 1,6%) byl vyznamné vysSi v porovnani s poctem téchto bunck u
kontrolni skupiny (2,9 = 1,0%), P = 0,0019. Relativni poc€et Treg lymfocytl byl u pacientt
s psoriazou po GT (4,3 £ 1,6%) statisticky vyznamné vyssi nez pfed zahdjenim terapie (3,3 +

1,2%), P = 0,0042. Nase vysledky jsou shrnuty v grafu ¢. 1.
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Graf ¢. 1: Procentualni zastoupeni Treg lymfocytii u pacientii s psoriazou pred a po GT a u zdravych

dobrovolnikii.
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6.2. Stanoveni hladin solubilni formy CD163 (sCD163) u pacientii s psoriazou lé¢enych

Goeckermanovou terapii

Hodnoty PASI skore u pacientl s psoriazou poklesly z po¢atecni hodnoty 19,3 + 7,0
na 10,1 + 6,4 po terapii (P = 0,0001). Nebyly prokdzany zadné statisticky vyznamné korelace
mezi sérovymi hladinami sCD163 a aktivitou nemoci vyjadienou jako PASI skore.

V porovnani s hladinou u kontrol (1128,0 ng/ml (887,8 — 1325,0) byly sérové hladiny
sCD163 u pacientil pred terapii (1363,0 ng/ml (852,5 — 1778,5) zna¢né vyssi (P = 0,0154).
Hladina sCDI163 byla silné¢ ovlivnéna Goeckermanovou terapii. Sérové hladiny klesly
z 1363,0 ng/ml (852,5 — 1778,5) pted terapii na 1182,0 ng/ml (850,0 — 1610,3) po terapii (P =
0,0037). V porovnani se zdravymi kontrolami (1128,0 ng/ml (887,8 — 1325,0) zlstaly sérové
hladiny sCD163 u pacientli s psoriazou po GT (1182,0 ng/ml (850,0 — 1610,3) nepatrné
zvySené (P = 0,0459). Vysledky tykajici se hladin solubilni sCD163 u pacientl s psoriazou a
kontrolni skupiny jsou shrnuty v grafu €. 2.
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Graf €. 2: Sérové hladiny sCD163 a pacientii s psoriazou pred a po GT a kontrolni skupiny.

6.3. Stanoveni exprese povrchové formy CD163 na monocytech u pacientii s psoriazou
lé€enych Goeckermanovou terapii

Doslo k vyraznému snizeni PASI z 18,2 + 6,8 pted terapii na 8,5 = 4,0 po 1écbé (P =
0,0001). Nebyly prokdzany zadné statisticky vyznamné korelace mezi intenzitou fluorescence
membranové exprese CD163 a aktivitou nemoci vyjadienou jako PASI skore.

V porovnéni s kontrolami (64,5 + 28,6) byla intenzita membranové exprese CD163,
vyjadiena jako MFI, u pacientd s psoridzou pied Goeckermanovou terapii (88,9 + 38,2)
vyznamné vys$si; P= 0,0078. Exprese membranové formy CD163 zistala v porovnani

s kontrolni skupinou (64,5 + 28,6) vyznamn¢ vyssi i po Goeckermanové terapii (88,1 + 28,5);
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P=0,0019. Exprese membranové CD163 na monocytech nebyla vyznamné ovlivnéna GT (P =
0,8666). Vysledky tykajici se membranové exprese CD163 na monocytech u pacientii

s psoriazou a kontrolni skupiny jsou shrnuty v grafu ¢. 3.
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Graf €. 3: Membranova exprese CD163 na monocytech u pacientii s psoridazou pred a po GT a kontrolni

skupiny.

6.4. Stanoveni hladin solubilni formy TLR2 (sTLR2) u pacienti s psoridazou lé¢enych

Goeckermanovou terapii

Vsichni pacienti s psoridzou méli pozitivni odezvu na 1é€bu. Hodnoty PASI skore
poklesly z pocatecni hodnoty 18,6 £ 7,2 na 8,0 + 3,7 po terapii (P < 0.0001). Nebyly
prokazany zadné statisticky vyznamné korelace mezi sérovymi hladinami sTLR2 a aktivitou
nemoci vyjadienou jako PASI skore.

V porovnani se sérovou hladinou u kontrol (8,8 + 4,8 ng/ml) byly sérové hladiny
sTLR2 u pacientl s psoridzou pted terapii (2,2 + 1,8 ng/ml) zna¢né nizsi (P < 0.0001).
Hladiny sTLR2 u pacientdl s psoridzou zlstaly v porovnani s kontrolni skupinou (8,8 + 4,8
ng/ml) vyznamné niz§i i po ukonceni Goeckermanovy terapie (2,1 + 1,8 ng/ml); P < 0,0001.
Goeckermanova terapie neméla zadny signifikantni vliv na sérové hladiny solubilni formy
Toll-like receptoru 2 (P = 0,7322). Vysledky tykajici se hladin solubilni formy sTLR2

receptoru u pacientll s psoriazou a kontrolni skupiny jsou shrnuty v grafu ¢. 4.
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Graf €. 4: Sérové hladiny sTLR2 u pacientii s psoridzou pred a po GT a kontrolni skupiny.

6.5. Stanoveni exprese povrchové formy TLR2 na monocytech u pacienti s psoriazou

lé€enych Goeckermanovou terapii

Terapeuticky efekt GT byl velmi vysoky. U vSech pacienti byla dosazena dobra
klinicka odpovéd’. Hodnoty PASI skore poklesly z pocatecni hodnoty 18,6 = 7,2 na 8,0 + 3,7
po terapii (P < 0.0001). Nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné korelace mezi TLR2 a
aktivitou nemoci vyjadienou jako PASI skore.

V porovnani s hladinou exprese TLR2 na monocytech u kontrolni skupiny (26,5 (23,4
- 30,6)) byla intenzita membranové exprese (MFI) TLR2 u pacientl s psoridzou jak pied
Goeckermanovou terapii (55,8 (35,5 - 81,6), P = 0,0003) tak po ukonceni 1écby (58,6 (37,2 -
81,5), P = 0,0001) vyznamné vyssi. Exprese membranové formy TLR2 nebyla ovlivnéna
Goeckermanovou terapii (P = 0,9836). Nase vysledky tykajici se membranové exprese TLR2

jsou shrnuty v grafu €. 5.
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Graf €. 5: Membranova exprese TLR2 na monocytech u pacientii s psoridazou pred a po GT a kontrolni

skupiny.
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6.6. Stanoveni exprese povrchové formy TLR4 na monocytech u pacientu s psoriazou

lé€enych Goeckermanovou terapii

Vsichni pacienti s psoridzou méli pozitivni odezvu na 1é€bu. Hodnoty PASI skore
poklesly z poc€atecni hodnoty 18,6 £ 7,2 na 8,0 + 3,7 po terapii (P < 0.0001). Nebyly
prokazany zadné statisticky vyznamné korelace mezi expresi TLR4 a aktivitou nemoci
vyjadienou jako PASI skore.

V porovnani s kontrolni skupinou (14,0 (12,6 - 15,4)) jsme nenalezli zadné statistické
rozily mezi expresi TLR4, vyjadienou jako MFI, u pacientl s psoridzou jak pted (12,9 (11,6 -
18,7); P =0,6168) tak po (13,2 (10,5 - 16,2); P = 0,6333) Goeckermanov¢ terapii.

Exprese membranové formy TLR4 na monocytech nebyla ovlivnéna Goeckermanovou

terapii (P = 0,2). Vysledky tykajici se membranové exprese TLR4 jsou shrnuty v grafu €. 6.
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Graf €. 6: Membranova exprese TLR4 na monocytech u pacientii s psoridzou pred a po GT a kontrolni

skupiny.
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7. Diskuse

Jak zdrava tak psoriaticka kiize predstavuje dynamickou, periferné situovanou bariéru
zejména proti chemickému, mechanickému, fyzikalnimu, svételnému a radia¢nimu poskozeni.
Jeji dal$i vyznamnou funkci je obrana proti pronikani mikroorganismu (7). Psoriaza je jedna z
nejcastéjSich koznich nemoci s €asto celozivotné recidivujicim pribéhem. Je to chronické
onemocnéni, které vyrazné zhorSuje kvalitu Zivota. Lé€ba psoridzy je komplikovand a
vyzaduje individualni, odborny a citlivy piistup lékafe. Goeckermanova terapie patti v Ceské
republice mezi stale velmi Casto pouzivané 1écebné postupy. GT kombinuje protizanétlivé a
imunomodulaéni efekty alifatickych a aromatickych uhlovodikli a imunosupresivni a
imunomodulaéni aktivity UV zafeni. GT je vysoce G€inna v dosaZeni remise (8).

Tato prace byla zaméfend na sledovani zmén rlznych bunéénych populaci a
imunologickych markert v pribéhu Goeckermanovy terapie. Také jsme porovnavali miru
exprese téchto markerti u pacienti s psoridzou a u zdravych kontrol. Zaméfili jsme se na
stanoveni T regulacnich lymfocytd, expresi membranové formy vychytdvaciho receptoru
CD163, Toll-like receptoru 2 a 4 a hladiny solubilni sCD163 a solubilni sTLR2.

Deficitni Treg lymfocyty byly nalezeny vfad€ autoimunitnich stavl, vcetné
roztrouSené sklerdzy, revmatoidni artritidy a psoriazy. Chen a spol. zdiraznili, Ze pro
efektivni imunitni odpovéd’ je velmi diilezitd rovnovaha mezi aktivovanymi efektorovymi
butkami a Treg lymfocyty (22). Nedavno fada védcii popsala nerovnovahu mezi Treg a
efektovymi T lymfocyty u pacientli s psoridzou. Jejich zjiSténi naznacuji, Ze pocet a/nebo
funkce Treg lymfocyti u pacientii s psoriazou mize byt naruSena a to nasledné vede ke
zvySené proliferaci patogennich T lymfocyta (22, 44, 49, 52). Bovenschen a spol. zjistili, ze
v biopsii kiize zdravych lidi se Treg lymfocyty nenachazeji, zatimco u pacientl s psoriazou
byly nalezeny jak v dermis tak v menSim mnoZstvi 1 v epidermis. Ve své praci naznacili, Ze
Treg lymfocyty jak v dermis tak epidermis nejsou schopné vykonavat své supresorové funkce
(6). Goodman a spol. vyslovili hypotézu, Ze vysoké hladiny IL-6 v postizené psoriatické tkani
mohou tlumit supresorové funkce Treg a Ze tento prozanétlivy cytokin umoznuje efektorovym
bunkam unikat pted Treg supresi, coz pfispivad ke zvySenym poctim efektorovych bunék
v psoriatickych placich. Tento cytokin je u pacientii s psoridzou v 1ézich vyrazné zvyseny a je
produkovan zejména endotelidlnimi bunikami, dendritickymi buitkami a Th17. IL-6 stimuluje
keratinocyty, podporuje diferenciaci T lymfocytl produkujicich IL-17 a zaroven snizuje Treg
diferenciaci (18). Maeda a spol. a Schwarz a spol. zjistili, Ze UV zafeni vede k indukci Treg

lymfocytl (UV-Treg). Tyto UV-Treg maji na svém povrchu molekuly CD4, CD25, CTLA-4,
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GITR a neurophilin-1 a produkuji cytokin IL-10. ProtoZe maji schopnost potlatovat imunitni
odpovédi prostfednictvim antigen specifické reakce, predstavuji terapeuticky potencial stejné
jako ostatni typy Treg bunék (31, 43).

V souladu s dal$imi studiemi (22, 38, 41, 44, 52) jsme zjistili, ze pocty Treg lymfocyti
v periferni krvi pacientd s psoridzou jsou srovnatelné s pocty téchto bunék u zdravych kontrol.
Chen a spol. stejn¢ tak jako Zhang a spol. uvedli, Ze nezjistili zddné vyznamné rozdily
v poctech Treg lymfocytli mezi pacienty s psoriazou a kontrolni skupinou (22, 52). Saito a
spol. informovali, ze procento CD4'CD25 FoxP3" Treg lymfocytii v periferni krvi pacientii
s psoriazou pied bath-PUVA terapii je nepatrné nizsi neZ u zdravych dobrovolnikd, ale tento
rozdil nebyl statisticky vyznamny (38). V souladu s nasimi vysledky bylo procento Treg
lymfocytl u psoriatickych pacientli po bath-PUVA terapii vyznamné vys§i. Furuhashi a spol.
uvedli, ze 1é¢ba pomoci monochromatického zafeni 308nm (Excimer laser) vede ke zvyseni
poctu T regulaénich lymfocytii (13). Quaglino a spol. zjistili, ze biologicka 1écba (etanercept,
infliximab, efalizumab) také vyvoldva zvySeni pocti Treg lymfocyti a dosazeni dobré
klinické odpovédi (35). Sugiyama a spol. zjistili, ze Treg lymfocyty u pacientl s psoriazou
projevuji oslabenou supresorovou aktivitu, zaroven ale nedochédzi ke snizeni jejich poctu
v periferni krvi. Navrhli, ze toto funkéni oslabeni Treg lymfocytl u pacientli s psoridzou miize
vést k selhdni regulace autoreaktivnich T lymfocytl s ndslednym nartstem jejich poctu (15,
44).

Tato studie, ve které jsme dokazali, Ze po Goeckermanové terapii dochéazi ke zvySeni
po¢tu Treg lymfocytd v periferni krvi pacientll s psoridzou, pfispiva k dalSimu objasnéni
imunomodula¢nich efekti Goeckermanovy terapie.

CD163 je novy specificky monocyto/makrofdgovy biomarker spojeny s riznymi
klinickymi stavy, jako jsou ateroskler6za, srdecni choroby, transplantace, rakovina, infekce a
autoimunita (1, 10, 12, 14, 17). CD163 molekula by mohla slouzit jako prognosticky marker u
vybranych zanétlivych chorob (34, 53). Na rozdil od jinych zanétlivych markerti je CD163
receptor vyjadien vyhradné na monocytech/makroféazich.

Nase vysledky prokazaly, ze hladiny jak membranové exprese CD163 na monocytech
tak solubilni sCD163 v séru jsou u pacienti s psoriazou pifed GT vyznamné vyssi v porovnani
se zdravymi kontrolami. Tento ndrist CD163 receptoru svéd¢i o probihajicim zanétlivém
procesu u pacientll s psoridzou. V souladu s naSimi vysledky, Zaba a spol. ve svém ¢lanku
uvedli, Ze CD163 pozitivni buiiky projevily trojnasobné zvyseni v 1ézich psoriatické kiize a po

efektivni 1é€bé etanerceptem se vratily na hladiny odpovidajici poctim v kiizi bez 1ézi (51).
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Fuentes-Duculan a spol. dosli k zavéru, Ze makrofagy u psoridzy pravdépodobné pfispivaji
k rozvoji patogenniho zanétu uvoliiovanim klicovych zanétlivych produktt (12).

Zjistili jsme, ze sérové hladiny sCD163, které jsou u pacientli s psoridzou pred terapii
zvySené, vyznamné klesaji po terapii. Na druhou stranu jsme nenaméfili zadné rozdily
v expresi membranového CD163 receptoru na monocytech pred a po terapii. V porovnani
s kontrolni skupinou je monocytarni exprese membranové CD163 u pacientl s psoridzou
vyznamné vys§i a nedochdzi pomoci GT k podstatnému ovlivnéni. Toto zjisténi miize byt
vysvétleno tim, ze je pritomnost protizanétlivych makrofagi v kiizi vyhodna. Proto zlistava
membranova exprese CD163 zvySend i po terapii a prodluzuje jeji protizanétlivé pisobeni i
po ukonceni GT. Naopak, hladiny sCD163 v cirkulaci byly po terapii sniZzené, protoze GT
snizuje aktivitu metaloproteinaz, které jsou odpovédné za odStépovani CD163
z membranovych povrchi (21).

Solubilni molekula sCD163 v periferni krvi je nyni povaZzovana za novy biomarker
zangtu, zatimco membranova exprese CD163 na monocytech je spojena s protizanétlivym
fenoménem (26).

Na zavér lze tict, ze exprese jak membranoveé vazané CD163 tak solubilni sCD163
odrazi probihajici zdnétlivy proces u pacientl s psoriazou a je vyrazné vyssi neZ u kontrolni
skupiny. GT u pacientd s psoridzou zna¢n¢ snizuje s€¢rové hladiny sCD163.

TLR mohou zasahovat do patogeneze fady zanétlivych chorob, vcetné chorob klize
jako je psoridza. Proto jsme se zaméfili na stanoveni jak membranové tak solubilni formy
vybranych Toll-like receptoril u pacientii s psoridzou.

Nékteré studie prokazaly podstatné vyssi expresi TLR2 na monocytech/makrofazich u
pacientll se zanétlivym onemocnénim v porovnani se zdravymi kontrolami (20, 23). Baker a
spol. naznacili, Ze ur¢ité mikroorganismy mohou spoustét nebo zhorSovat tuto kozni chorobu
aktivaci TLR na keratinocytech. Déle zjistili, ze distribuce TLR2 je u pacientl s psoridzou
odlisnd nez u zdravych jedinclh. U zdravé kiize je nejvysSi exprese TLR2 na bazélnich
keratinocytech. Naopak, u pacientil s psoridzou je exprese TLR2 vyssi na keratinocytech ve
vyssich vrstvach epidermis. Tato zvySend exprese TLR2 ve vyssich vrstvach epidermis
v psoriatickych 1ézich miize byt zplisobena odpovédi na pfitomnost grampozitivnich bakterii.
DalSim vysvétlenim je vliv prozénétlivych cytokinii (TNF-a, INF-y) na zvySenou expresi
TLR2. Tato odlisnd exprese TLR2 muze byt také vyvoland zvySenou proliferaci a/nebo
naruSenou maturaci keratinocytt (2).

Begon a spol. ve své praci uvedli, Ze keratinocyty exprimuji vS§echny TLR receptory a

ze cytokiny TNF-a a IFN-y zvySuji cytoplazmatickou i povrchovou expresi vétSiny TLR,
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véetné TLR2, 3 a 4. V jejich studii uvedli, Ze je TLR2 exprese zvySend v psoriatickych 1ézich
a naznacili, Ze TLR receptory mohou hrat vyznamnou roli v patogenezi fady zanétlivych
chorob, veetné psoriazy. TLR receptory mohou podporovat chronicky zanét v psoriatické kazi
uvolnovanim prozanétlivych cytokind. Psoridza je kozni onemocnéni s pfevahou Thl
odpovédi, pro které je typicka produkce cytokini TNF-o a IFN-y. Tyto cytokiny jsou
uvolfovany mimo jiné i keratinocyty po jejich stimulaci prostfednictvim TLR infekénich
ligandti. TNF-a a IFN-y cytokiny zvysuji expresi TLR2 receptoru (3).

LeBouder a spol. naznacili, ze hlavnim zdrojem solubilni formy sTLR2 v plazmé
mohou byt monocyty a Ze sSTLR2 vznikd pfeménou povrchové TLR2. Le Bouder a spol. ve
své studii také prokézali, Ze bunécéna aktivace vede ke sniZeni povrchové formy TLR2 a
naopak k rychlému uvolnovani sTLR2 (28). Raby a spol. demonstrovali, Zze sTLR2 reguluje
bunééné odpovédi zprostiedkované TLR2. Regulace prostfednictvim sTLR2 je dilezity
fyziologicky mechanismus pfirozené imunity (36).

NaSe vysledky prokazuji, Ze membranova exprese TLR2 na monocytech je ve
srovnani s kontrolni skupinou u pacientil s psoridzou vyrazné vyssi jak pied tak po ukonceni
GT. Hausmann a spol. a Iwahashi a spol. ve svych pracich dokazali zvySenou expresi TLR2
na monocytech ¢i makrofazich u pacientll s riiznymi zanétlivymi chorobami (20, 23). NasSe
prace podporuje tato tvrzeni, protoZe jsme zjistili vy$S§i hodnoty TLR2 na monocytech u
pacientll s psoriazou, kterd je povazovéana za zanétlivé onemocnéni. Hladina solubilni sTLR2
byla v porovnani s kontrolni skupinou naopak signifikantné niz$i u pacientd s psoriazou jak
pted tak i po GT.

Zvysena exprese TLR2 na monocytech v periferni krvi pacientl s psoridzou muze byt
zplisobena prozanétlivym prostfedim typickym pro tuto chorobu. Cytokiny TNF-a a IFN-y
zvySuji expresi vétSiny TLR, véetné TLR2. Dal§im vysvétlenim mize byt pfitomnost signalti
nebezpeci. ZvysSena exprese TLR2 vede k dal§i prozanétlivé signalizaci. U nemocnych
s psoriazou je snizen protizanétlivy efekt sTLR2, coZ pravdépodobné také ptispiva ke zvySené
expresi TLR2 na monocytech.
zasdhnout do exprese membranové TLR2 a solubilni sSTLR2. V nasi préci jsme prokazali, Ze
nékteré parametry imunity jsou ovlivnény touto terapii, napi. Ze GT je schopna snizit hladiny
sCD163 a naopak zvysit pocty Treg lymfocytl. Neschopnost zvysit hladiny sTLR2 a naopak
snizit expresi membranové formy TLR2 na monocytech v pribéhu GT muze byt zplisobena
moznym pretrvavanim bakteridlnich PAMP (molekulové vzory asociované s patogenem) i po

uspésné 1écbé pomoci Goeckermanovy terapie. Tento fakt miize byt jednim z diivodl relapsu
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psoridazy. Exprese TLR2 na monocytech a hladina sTLR2 v séru odréazi probihajici zdnét u
pacientl s psoriazou.

Zvysena exprese TLR2 naznaCuje zapojeni téchto receptorti pfirozené imunity do
patogeneze koznich zanétii. U psoriazy je pravdépodobné nedostatena regulace aktivace TLR
receptort a to vede k pfehnané odpovédi pfirozené imunity.

Nenasli jsme zadné statisticky vyznamné rozdily v TLR4 expresi mezi pacienty
s psoriazou a kontrolni skupinou. Mita a spol. ve své studii uvedli, Ze IL-2 a IFN-y zvySuji
TLR4 expresi na monocytech, zatimco pfitomnost cytokinu IL-4 vede ke snizeni TLR4
receptoru na monocytech. Naznacili, Ze Thl cytokinova odpovéd’ zesiluje plsobeni Toll-like
receptorl na gramnegativni bakterie (32). PrestoZe je psoridza povazovana za chorobu
s ptevahou Th1 cytokinové odpovédi, nezjistili jsme u nasich pacientli vyssi expresi TLR4 na
monocytech v porovnani s kontrolni skupinou. Hausmann a spol. imunohistochemickym
barvenim prokézali vyssi expresi TLR4 na makrofazich ve stfevni sliznici, kde probihd zanét
(20). Seung a spol. ve shod¢€ s nasimi vysledky nenalezli Zddné rozdily mezi expresi TLR4 u
pacientl s psoriazou a zdravymi kontrolami (25, 40).

Vzhledem k nasi vysledkim lze ptedpokladat, Ze TLR2 a TLR4 hraji v patogenezi

psoriazy odlisné role.
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8. Zavér

Cilem této diserta¢ni prace bylo zhodnotit vybrané parametry imunitniho systému u
pacientil s psoridzou a jejich dynamiku v souvislosti s Goeckermanovou terapii.

Soubor nemocnych zahrnoval dospélé pacienty s diagnézou psoridzy, u kterych byla
na Klinice nemoci koznich a pohlavnich Fakultni nemocnice Hradec Kralové indikovana
Goeckermanova terapie. Zavaznost onemocnéni a zarovenl ucinnost 1é€by byla hodnocena
pomoci PASI skore. Vzorky krve byly od pacientii odebrany pred zacatkem Goeckermanovy
terapie a v den propusténi z nemocni¢ni péce. Zaroven byly odebrany vzorky krve i1 od
zdravych darcii krve na Tranfuznim oddé€leni Fakultni nemocnice Hradec Kralové, ktefi
slouzili jako kontrolni skupina. Skupiny pacientl a kontrol se statisticky neliSily v€kem, ani
zastoupenim jednotlivych pohlavi.

Byly vybrany nasledujici parametry imunitniho systému: T regulaéni lymfocyty
(Treg), membranové vazany vychytavaci receptor CD163 na monocytech v periferni krvi,
solubilni CD163 (sCD163) v séru, membranova forma Toll-like receptoru 2 (TLR2) a 4
(TLR4) a solubilni forma TLR2 (sTLR2). Hodnoceni parametri bunééné imunity bylo
provedeno na pratokovém cytometru FACS Calibur (Becton Dickinson) a FC500 Cytomics
(Beckman Coulter). Sérové hladiny sCD163 a sTLR2 byly stanoveny komer¢né dostupnymi
ELISA Kkity.

Pocty T regulacnich lymfocytl se u pacientli s psoridzou pred zahdjenim terapie a u
zdravych kontrol vyznamné neliSily. Podatilo se ndm prokéazat zvySeni poc¢tu Treg lymfocytii
po ukonceni Goeckermanovy terapie. Na zakladé naSich vysledkl lze konstatovat, ze pocet
Treg lymfocytl neni u pacientd s psoriazou odliSny v porovnani s kontrolni skupinou, ale pro
dostatecné regulacni funkce Treg lymfocytl jsou u téchto pacientli potfebné vyssi poCty. GT
pozitivné plisobi na zvySovani poctu této regulacni populace T lymfocytii.

Stanovovali jsme efekt GT na expresi vychytivaciho receptoru CD163 na
monocytech. Na rozdil od jinych zanétlivych markerti je CD163 receptor vyjadien vyhradné
na monocytech/makrofazich. Membranova exprese CD163 na monocytech je v porovnani se
zdravymi kontrolami u pacientl s psoridzou pied GT vyznamné vys$si. Tato vysokéd exprese
CD163 receptoru svéd¢i o probihajicim zanétlivém procesu u téchto pacientd. Exprese
membranové CD163 na monocytech neni vyznamné ovlivnéna GT.

Sérové hladiny sCD163, které jsou u pacienti s psoridzou pied terapii v porovnani

s kontrolni skupinou zvySené, vyznamné klesaji po terapii. Pokles solubilni molekuly sCD163

-----
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TLR mohou zasahovat do patogeneze fady zanéctlivych chorob, véetné psoridzy.
Membranova exprese TLR2 na monocytech je ve srovnani s kontrolni skupinou u pacienti
s psoridzou vyrazné vyssi jak pred tak po ukonceni GT. Hladina solubilni STLR2 je naopak
oproti kontroldm snizend. GT neni schopné terapeuticky zasahnout do exprese membranové
TLR2 a solubilni sTLR2. Nenasli jsme zadné statisticky vyznamné rozdily v TLR4 expresi
mezi pacienty s psoridzou a kontrolni skupinou. GT nijak neovlivnila expresi TLR4.

Znalost kvalitativnich i kvantitativnich zmén rGznych parametri imunity u psoriazy a
jejich ovlivnéni terapii, napf. Goeckermanovou, by mohla vést k identifikaci specifickych
markerl pro monitorovani progrese a chorobné aktivity psoridzy. Z nasi studie vyplyva, Ze
Goeckermanova terapie ma pozitivni vliv na pocty Treg lymfocyti a snizuje hladiny sCD163
molekuly, ktera je povazovana za novy biomarker zdnétu. ZvySend exprese TLR2 a naopak
snizend hladina sTLR2 svéd¢i o stidle probihajicim zanétu u pacientll s psoridzou i po
vymizeni klinickych ptiznakti po GT. Proto lze konstatovat, Ze Toll-like receptory maji
pravdépodobné urcity podil na patogenezi psoriazy.

Pies Uc¢innost 1éCby zistava psoridza stidle nevylécitelnou nemoci. Goeckermanova
terapie je schopnd navodit dlouhodobou remisi u vétSiny pacientl. Pfesto imunitni systém i

ktze psoriatikll vykazuje abnormality 1 v obdobi bez klinickych ptiznaki.
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