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Seznam použitých zkratek

CTLA4 cytotoxický s T lymfocyty asociovaný antigen

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

GITR glukokortikoidy indukovaný receptor pro tumor nekrotizující faktor

GT Goeckermanova terapie

Hb hemoglobin

Hp haptoglobin

IL interleukin

INF interferon

MFI mean fluorescence index

PAMP molekulové vzory asociované s patogenem

PASI psoriasis area and severity index

PRR pattern recognition receptor

sCD163 solubilní CD163

sTLR2 solubilní TLR2

TLR Toll-like receptor

TNF tumor nekrotizující faktor

Treg T regulační lymfocyty
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1. Souhrn

Vliv Goeckermanovy terapie na vybrané parametry imunity u pacientů s psoriázou

Psoriáza je systémová zánětlivá choroba s manifestací na kůži. Goeckermanova terapie 

(GT) představuje klasický přístup léčby psoriázy a je založena na denní aplikaci 

farmaceutického uhelného dehtu na zasaženou pokožku s následnou expozicí UV světla.

Cílem této práce bylo sledovat vybrané imunologické markery a populace buněk u 

pacientů s psoriázou a zkoumat vliv GT na tyto parametry. Hodnotili jsme počty T 

regulačních lymfocytů (Treg), membránovou expresi vychytávacího receptoru CD163 na 

monocytech, hladiny solubilní CD163 (sCD163), membránovou expresi TLR2 a TLR4 na 

monocytech a solubilní TLR2 v séru (sTLR2). Imunofluorescenční analýza byla provedena na 

zlyzované periferní krvi pomocí průtokového cytometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter) 

and FACSCalibur (Becton Dickinson). Hladina solubilních markerů byla stanovena pomocí 

ELISA kitů.

Nenašli jsme žádné významné rozdíly v relativních počtech Treg lymfocytů v periferní 

krvi kontrolní skupiny a pacientů s psoriázou před zahájením léčby GT. Po GT došlo 

k výraznému vzestupu v relativním počtu Treg lymfocytů. V porovnání s hodnotami u 

kontrolní skupiny byly hodnoty jak CD163 tak sCD163 u pacientů s psoriázou před GT 

signifikantně vyšší. sCD163 byla u pacientů po terapii výrazně snížená. Exprese CD163 na 

monocytech u pacientů nebyla významně ovlivněna GT. Sérové hladiny sTLR2 u pacientů s 

psoriázou byly významně nižší v porovnání s kontrolní skupinou. Membránová exprese TLR2 

na monocytech byla v porovnání se zdravými dárci krve u pacientů s psoriázou vyšší. GT 

neovlivnila ani sTLR2 ani membránovou expresi TLR2. V porovnání s kontrolní skupinou 

jsme nenalezli žádné statistické rozíly mezi expresí TLR4 u pacientů s psoriázou jak před tak 

po Goeckermanově terapii.

V porovnání se zdravou kontrolní skupinou jsme zaznamenali výrazné změny ve 

většině sledovaných imunologických markerů u pacientů s psoriázou. Goeckermanova terapie 

měla vliv na některé vyšetřované parametry imunity. S ohledem na naše výsledky 

předpokládáme, že Treg lymfocyty, (s)CD163 a Toll-like receptory mohou přispívat do 

patogeneze psoriázy. Sledování různých imunologických parametrů je důležité k lepšímu 

pochopení imunomodulačních efektů Goeckermanovy terapie.
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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 sTLR2 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.
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3. Úvod do problematiky 

Kožní imunitní systém je tvořen řadou buněčných typů a humorálních faktorů. 

Deregulace kožního imunitního systému může vést k zánětu v kůži. Psoriáza je typickým 

příkladem takto škodlivé zánětlivé reakce. Psoriáza postihuje přibližně 1 - 3% populace a má 

výrazný vliv na fyzické, psychické i sociální aspekty kvality života jedince (4, 8, 37). Tato 

choroba je definována jako T lymfocyty zprostředkovaná imunitní systémová zánětlivá 

choroba s manifestací na pokožce. Je charakterizována hyperproliferací a abnormální 

diferenciací keratinocytů, zánětlivými změnami na cévách, infiltráty z aktivovaných T 

lymfocytů, hromaděním polymorfonukleárů, hojnou proliferací endotelových buněk a 

deregulací apoptózy (5). Do patofyziologie psoriázy přispívá jak přirozený tak adaptivní 

imunitní systém (15). 

V léčbě psoriázy se uplatňuje kromě řady dalších postupů i Goeckermanova metoda 

terapie (GT), která je založená na denní aplikaci farmaceutického uhelného dehtu na 

zasaženou pokožku s následnou expozicí těla kontrolovanému množství UV záření. Navzdory

potenciálnímu zvýšenému genotoxickému riziku v důsledku přímého vystavení pokožky 

uhlovodíkům nacházejících se v uhelném dehtu, je tato terapie preferována z několika 

důvodů. Mezi nimi jsou nejdůležitější snadná aplikace, nízká cena a dosažení dobrých 

klinických výsledků s dlouhodobou remisí (16, 29). GT je založena na kombinaci 

protizánětlivých a imunomodulačních efektů alifatických a aromatických uhlovodíků a 

imunosupresivních a imunomodulačních aktivitách UV záření.  Tato terapie je vysoce účinná 

v léčbě psoriázy a dosahuje dobré klinické odpovědi následované dlouhodobou remisí u 

většiny pacientů.

T regulační lymfocyty (Treg) jsou charakterizované jako funkčně specializovaná 

subpopulace T lymfocytů, zodpovědná za optimalizaci imunitních odpovědí (19, 24, 48). Tyto 

buňky se účastní zahájení a udržení imunitní periferní tolerance rozpoznáním autoantigenů a 

následně spouští imunitní odpověď, zprostředkovanou buď buněčným kontaktem nebo 

cytokiny (19, 39, 45, 46, 47). Nedávno byla u pacientů s psoriázou prokázána nerovnováha 

mezi Treg a efektovými T lymfocyty. Proto je pravděpodobné, že počet a/nebo funkce Treg 

může být u pacientů s psoriázou narušena, což může vést ke zvýšené proliferaci patogenních 

T lymfocytů. Předpokládá se, že defektní Treg lymfocyty jsou zapojené do patogeneze 

psoriázy (22, 44, 49, 52).

Monocyty a makrofágy jsou velmi důležité buňky vrozeného imunitního systému a 

jejich vědecké zkoumání je nezbytně nutné k porozumění zánětlivé podstaty psoriázy (12).

Receptor CD163 je transmembránový glykoprotein nalézaný výhradně na 
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monocytech/makrofázích, který je důležitý k vychytávání komplexů haptoglobin-hemoglobin 

(Hp-Hb) (30, 33). CD163 se vyskytuje také jako solubilní protein v plasmě (sCD163). Jeho 

přítomnost v plasmě je způsobena proteolytickým štěpením membránové formy. Podobně 

jako membránová forma, solubilní sCD163 také váže Hp-Hb komplexy, a tím se podílí na 

protizánětlivých regulačních reakcích (30, 34, 50). Exprese CD163 je zvýšená během pozdní 

fáze akutního zánětu i u chronického zánětu (11, 42). Solubilní molekula sCD163 v periferní 

krvi je nyní považována za nový biomarker zánětu, zatímco membránová exprese CD163 na 

monocytech je spojena s protizánětlivým fenoménem (26).

Toll-like receprory (TLR) jsou skupinou membránových glykoproteinů vrozeného 

imunitního systému a vyskytují se zejména na monocytech, makrofázích a dendritických 

buňkách. TLR patří mezi PRR (Pattern Recognition Receptor) a rozpoznávají molekulové 

vzory asociované s patogenem (PAMP) (3). Jsou důležitou součástí přirozené imunity a jejich 

abnormální exprese může být zapojena do řady zánětlivých chorob, včetně psoriázy. Toll-like 

receptory existují kromě povrchové membránové formy také v podobě solubilní (9, 27, 28).

Některé studie prokázaly podstatně vyšší expresi TLR2 na monocytech/makrofázích u 

pacientů se zánětlivým onemocněním v porovnání se zdravými kontrolami (20, 23). Begon a 

spol. ve své studii uvedli, že je TLR2 exprese zvýšená v psoritických lézích a naznačili, že 

TLR receptory mohou hrát významnou roli v patogenezi řady zánětlivých chorob, včetně 

psoriázy (3).
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4. Cíle disertační práce

Předkládaná práce je zaměřena na sledování dynamiky a intenzity exprese vybraných 

parametrů imunitního systému v průběhu Goeckermanovy terapie. Hlavním cílem je určit, jak 

různé buněčné populace přispívají do patogeneze psoriázy, zda hladina vybraných markerů 

koreluje s aktivitou choroby a jestli se mění v závislosti na terapii. Protože se ověřují nové 

terapie psoriázy, bylo by velmi přínosné nalézt spolehlivý biomarker aktivity choroby. 

Hlavní cíle práce:

1. sledovat vybrané parametry imunitního systému u pacientů s psoriázou a porovnat 

naměřené výsledky s kontrolní skupinou zdravých dárců krve

2. zhodnotit vliv Goeckermanovy terapie na počet vybraných buněčných populací, 

povrchovou expresi a sérovou hladinu vybraných markerů imunitního systému

3. na základě výsledků navrhnout ukazatele vhodné pro monitorování úspěšnosti terapie 

a aktivity psoriázy
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5. Metodika

Práce vznikla za podpory grantů MZCR č. 00179906, MŠMT č. MSM0021620812, 

SVV-2011-262902 a programu  PRVOUK P37/09. 

5.1. Soubor pacientů

Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice v Hradci Králové. Každý 

pacient i zdravý dárce krve podepsal informovaný souhlas.

5.1.1. Sestava pacientů s psoriázou pro analýzu T regulačních lymfocytů

Do naší studie bylo přijato 27 dospělých pacientů trpících psoriázou. Naše studijní 

skupina se skládala z 16 žen a 11 mužů. Průměrný věk se pohyboval okolo 44,5 ± 22,7 let. 

Průměrná doba Goeckermanovy terapie byla 15 dní. 

19 zdravých dárců krve (6 žen, 13 mužů, průměrný věk 38,9 ± 10,9 let) sloužilo jako 

kontrolní skupina.

5.1.2. Sestava pacientů s psoriázou pro analýzu solubilní formy vychytávacího receptoru 

sCD163

Solubilní forma vychytávacího receptoru sCD163 byla stanovena v séru 71 pacientů 

s psoriázou. Z nich bylo 33 žen a 38 mužů. Průměrný věk byl 39,3 ± 19,0 let. Průměrná délka

Goeckermanovy terapie byla 20 dní.

Kontrolní skupinu tvořilo 57 zdravých dobrovolníků, dárců krve. Jejich průměrný věk 

byl 38,4 ± 13,3 let. V kontrolní skupině bylo 29 žen a 28 mužů.

5.1.3. Sestava pacientů s psoriázou pro analýzu povrchové formy vychytávacího 

receptoru CD163

Do studované skupiny bylo zařazeno 40 pacientů s psoriázou (23 mužů, 17 žen). 

Průměrný věk byl 38,3 ± 19,1 let. Průměrná délka Goeckermanovy terapie se pohybovala 

okolo 22 dní. 
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Kontrolní skupinu tvořilo 25 zdravých dárců krve. Jejich průměrný věk byl 39,6 ± 

10,8 let. V kontrolní skupině bylo 18 mužů a 7 žen.

5.1.4 Sestava pacientů s psoriázou pro analýzu povrchové TLR2 a TLR4 a solubilní 

sTLR2

TLR2, TLR4 a sTLR2 receptor byl stanoven u 20 pacientů s psoriázou. Naše studijní 

skupina se skládala z 9 žen a 11 mužů (průměrný věk 38,0 ± 17,9 let). Průměrná doba 

Goeckermanovy terapie byla 18 dnů. 

Kontrolní skupinu tvořilo 20 zdravých dárců krve (10 žen a 10 mužů). Jejich průměrný 

věk byl 37,0 ± 10,3 let. 

5.2. Goeckermanova terapie

Goeckermanova terapie byla každému pacientovi indikována dermatologem 

individuálně na základě aktivity choroby. Účinnost a objektivizace terapie byla stanovena

podle zarudnutí, zánětlivé infiltrace a šupinatostí lézí použitím PASI skóre (Psoriasis Area 

Severity Index). Pro každého pacienta bylo PASI vypočítáno před a po skončení léčby. Pokud 

jsme dosáhli snížení PASI o 30%, byla GT ukončena.        

Goeckermanova terapie je kombinací fototerapie s lokální aplikací dehtu. Nemocnému 

je každý večer aplikována dehtová mast obsahující 5% farmaceutický uhelný dehet (pix 

lithantracis) na postižená místa kůže (10 - 75% povrchu těla). Mast se nechá působit přes noc 

a ráno je odstraněna pomocí olejové lázně. Následně je pacient ozářen UV zářením.

5.3. Odběr vzorků

Vzorky krve z kubitální vény byly od pacientů léčených Goeckermanovou terapií 

odebrány do odběrových zkumavek s citrátem sodným (BD Vacutainer®, Becton Dickinson) 

před začátkem léčby a v den propuštění z nemocniční péče. Ve stejných časových intervalech 

byla odebrána i srážlivá krev pro separaci séra a sérum bylo zmraženo při -80°C. Před 

vlastním zpracováním byly vzorky rozmraženy při pokojové teplotě. Srážlivá i nesrážlivá 

krev byla odebrána i od zdravých dárců krve, kteří sloužili jako kontrolní skupina.
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5.4. Laboratorní metody

5.4.1. Průtoková cytometrie

Imunofluorescenční analýza Treg lymfocytů byla provedena pomocí průtokového 

cytometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter). Byl použit 4 barevný panel protilátek 

(Immunotech): CD3-FITC/CD127-PE/CD25-PC5/CD4-PC7. Naměřená data byla 

analyzována použitím softwaru CXP (Beckman Coulter). Treg buňky byly charakterizovány 

CD3+CD4+CD25highCD127low/- expresí. 

Analýza povrchové molekuly CD163 byla provedena pomocí průtokového cytometru 

FACSCalibur (Becton Dickinson) opatřeným argonovým laserem. K ovládání cytometru, 

akvizici, uchovávání a analýze dat byl použit softwarový program CELLQuestsTM (Becton 

Dickinson). K detekci byla použita tříbarevná analýza s využitím monoklonálních protilátek, 

konjugovaných s FITC, PerCP a APC. Byl použit 3-barevný panel protilátek: CD163-FITC 

(Trillium Diagnostics) /CD14-PerCP (BD Biosciences) /CD3-APC (Beckman Coulter).

Exprese povrchové formy TLR2 receptoru byla naměřena pomocí průtokového 

cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson). Byl použit 3-barvený panel protilátek: TLR2-

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

Exprese povrchové formy TLR4 receptoru byla hodnocena pomocí průtokového 

cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson) s použitím 3-barevného panelu protilátek: 

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

5.4.2. ELISA technika

Hladina solubilní sCD163 byla detekována pomocí komerčního diagnostického 

ELISA kitu Macro163TM (IQ Products, Nizozemí). Test byl proveden podle pokynů 

poskytnutých výrobcem. Spektrofotometrické měření bylo realizováno pomocí ELISA 

readeru Multiscan RC (Thermo Scientific) s 450nm filtrem.   

Hladina solubilní formy sTLR2 receptoru byla změřena pomocí diagnostického 

ELISA kitu pro lidský Toll-like receptor 2 (TLR2) (Uscn Life Science Inc., Čína). Test byl 

proveden podle pokynů doporučených výrobcem. Spektrofotometrické měření bylo 

realizováno pomocí ELISA readeru Multiscan RC (Thermo Scientific) s 450nm filtrem.
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5.5. Statistická analýza

Po zhodnocení normality dat, byly statistické rozdíly mezi skupinami a mezi pacienty 

před a po terapii hodnoceny párovým a nepárovým t-testem, případně neparametrickým 

Wilcoxonůvým testem (MedCalc software, Belgie). Nepárový t-test a chi-square byl použit 

k vyloučení matoucích vlivů věku a pohlaví mezi pacienty a kontrolami. 

Výsledky Treg, povrchové CD163 a solubilní sTLR2 jsou uvedeny jako průměr ± 

standardní odchylka a jako medián (nejnižší až nejvyšší kvartil) u s CD163 analýzy a 

membránové formy TLR2 a TLR4 na monocytech. P hodnoty menší než 0,05 byly 

považovány za statisticky významné.



14

6. Výsledky

6.1. Stanovení relativního počtu Treg lymfocytů u pacientů s psoriázou léčených 

Goeckermanovou terapií

Goeckermanova terapie významně pozitivně ovlivnila aktivitu choroby. U všech 

pacientů bylo dosaženo dobré klinické odpovědi. PASI skóre naměřené před terapií pokleslo 

z 17,5 ± 6,5 na 8,4 ± 4,6 po terapii (P < 0,0001). Nebyly prokázány žádné statisticky 

významné korelace mezi počty T regulačních lymfocytů a aktivitou nemoci vyjádřenou jako 

PASI skóre.

Při porovnávání hladin Treg lymfocytů v periferní krvi mezi zdravými kontrolami (2,9 

± 1,0%) a pacienty s psoriázou před zahájením terapie (3,3 ± 1,2%) jsme nenalezli statisticky 

významné rozdíly (P = 0,2668). Relativní počet Treg lymfocytů v periferní krvi pacientů 

s psoriázou po GT (4,3 ± 1,6%) byl významně vyšší v porovnání s počtem těchto buněk u 

kontrolní skupiny (2,9 ± 1,0%), P = 0,0019. Relativní počet Treg lymfocytů byl u pacientů 

s psoriázou po GT (4,3 ± 1,6%) statisticky významně vyšší než před zahájením terapie (3,3 ± 

1,2%), P = 0,0042. Naše výsledky jsou shrnuty v grafu č. 1.

Graf č. 1: Procentuální zastoupení Treg lymfocytů u pacientů s psoriázou před a po GT a u zdravých 

dobrovolníků.
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6.2. Stanovení hladin solubilní formy CD163 (sCD163) u pacientů s psoriázou léčených 

Goeckermanovou terapií

Hodnoty PASI skóre u pacientů s psoriázou poklesly z počáteční hodnoty 19,3 ± 7,0

na 10,1 ± 6,4 po terapii (P = 0,0001). Nebyly prokázány žádné statisticky významné korelace 

mezi sérovými hladinami sCD163 a aktivitou nemoci vyjádřenou jako PASI skóre.

V porovnání s hladinou u kontrol (1128,0 ng/ml (887,8 – 1325,0) byly sérové hladiny 

sCD163 u pacientů před terapií (1363,0 ng/ml (852,5 – 1778,5) značně vyšší (P = 0,0154). 

Hladina sCD163 byla silně ovlivněna Goeckermanovou terapií. Sérové hladiny klesly 

z 1363,0 ng/ml (852,5 – 1778,5) před terapií na 1182,0 ng/ml (850,0 – 1610,3) po terapii (P = 

0,0037). V porovnání se zdravými kontrolami (1128,0 ng/ml (887,8 – 1325,0) zůstaly sérové 

hladiny sCD163 u pacientů s psoriázou po GT (1182,0 ng/ml (850,0 – 1610,3) nepatrně 

zvýšené (P = 0,0459). Výsledky týkající se hladin solubilní sCD163 u pacientů s psoriázou a 

kontrolní skupiny jsou shrnuty v grafu č. 2.

Graf č. 2: Sérové hladiny sCD163 a pacientů s psoriázou před a po GT a kontrolní skupiny.

6.3. Stanovení exprese povrchové formy CD163 na monocytech u pacientů s psoriázou 

léčených Goeckermanovou terapií

Došlo k výraznému snížení PASI z 18,2 ± 6,8 před terapií na 8,5 ± 4,0 po léčbě (P = 

0,0001). Nebyly prokázány žádné statisticky významné korelace mezi intenzitou fluorescence 

membránové exprese CD163 a aktivitou nemoci vyjádřenou jako PASI skóre.

V porovnání s kontrolami (64,5 ± 28,6) byla intenzita membránové exprese CD163, 

vyjádřená jako MFI, u pacientů s psoriázou před Goeckermanovou terapií (88,9 ± 38,2) 

významně vyšší; P= 0,0078. Exprese membránové formy CD163 zůstala v porovnání 

s kontrolní skupinou (64,5 ± 28,6) významně vyšší i po Goeckermanově terapii (88,1 ± 28,5); 
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P= 0,0019. Exprese membránové CD163 na monocytech nebyla významně ovlivněna GT (P = 

0,8666). Výsledky týkající se membránové exprese CD163 na monocytech u pacientů 

s psoriázou a kontrolní skupiny jsou shrnuty v grafu č. 3. 

Graf č. 3: Membránová exprese CD163 na monocytech u pacientů s psoriázou před a po GT a kontrolní 

skupiny.

6.4. Stanovení hladin solubilní formy TLR2 (sTLR2) u pacientů s psoriázou léčených 

Goeckermanovou terapií

Všichni pacienti s psoriázou měli pozitivní odezvu na léčbu. Hodnoty PASI skóre 

poklesly z počáteční hodnoty 18,6 ± 7,2 na 8,0 ± 3,7 po terapii (P < 0.0001). Nebyly 

prokázány žádné statisticky významné korelace mezi sérovými hladinami sTLR2 a aktivitou 

nemoci vyjádřenou jako PASI skóre.

V porovnání se sérovou hladinou u kontrol (8,8 ± 4,8 ng/ml) byly sérové hladiny 

sTLR2 u pacientů s psoriázou před terapií (2,2 ± 1,8 ng/ml) značně nižší (P < 0.0001). 

Hladiny sTLR2 u pacientů s psoriázou zůstaly v porovnání s kontrolní skupinou (8,8 ± 4,8 

ng/ml) významně nižší i po ukončení Goeckermanovy terapie (2,1 ± 1,8 ng/ml); P < 0,0001. 

Goeckermanova terapie neměla žádný signifikantní vliv na sérové hladiny solubilní formy 

Toll-like receptoru 2 (P = 0,7322). Výsledky týkající se hladin solubilní formy sTLR2 

receptoru u pacientů s psoriázou a kontrolní skupiny jsou shrnuty v grafu č. 4. 



17

Graf č. 4: Sérové hladiny sTLR2 u pacientů s psoriázou před a po GT a kontrolní skupiny.

6.5. Stanovení exprese povrchové formy TLR2 na monocytech u pacientů s psoriázou 

léčených Goeckermanovou terapií

Terapeutický efekt GT byl velmi vysoký. U všech pacientů byla dosažena dobrá 

klinická odpověď. Hodnoty PASI skóre poklesly z počáteční hodnoty 18,6 ± 7,2 na 8,0 ± 3,7

po terapii (P < 0.0001). Nebyly prokázány žádné statisticky významné korelace mezi TLR2 a 

aktivitou nemoci vyjádřenou jako PASI skóre.

V porovnání s hladinou exprese TLR2 na monocytech u kontrolní skupiny (26,5 (23,4 

- 30,6)) byla intenzita membránové exprese (MFI) TLR2 u pacientů s psoriázou jak před 

Goeckermanovou terapií (55,8 (35,5 - 81,6), P = 0,0003) tak po ukončení léčby (58,6 (37,2 -

81,5), P = 0,0001) významně vyšší. Exprese membránové formy TLR2 nebyla ovlivněna 

Goeckermanovou terapií (P = 0,9836). Naše výsledky týkající se membránové exprese TLR2 

jsou shrnuty v grafu č. 5. 

Graf č. 5: Membránová exprese TLR2 na monocytech u pacientů s psoriázou před a po GT a kontrolní 

skupiny.
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6.6. Stanovení exprese povrchové formy TLR4 na monocytech u pacientů s psoriázou 

léčených Goeckermanovou terapií

Všichni pacienti s psoriázou měli pozitivní odezvu na léčbu. Hodnoty PASI skóre 

poklesly z počáteční hodnoty 18,6 ± 7,2 na 8,0 ± 3,7 po terapii (P < 0.0001). Nebyly 

prokázány žádné statisticky významné korelace mezi expresí TLR4 a aktivitou nemoci 

vyjádřenou jako PASI skóre.

V porovnání s kontrolní skupinou (14,0 (12,6 - 15,4)) jsme nenalezli žádné statistické 

rozíly mezi expresí TLR4, vyjádřenou jako MFI, u pacientů s psoriázou jak před (12,9 (11,6 -

18,7); P = 0,6168) tak po (13,2 (10,5 - 16,2); P = 0,6333) Goeckermanově terapii. 

Exprese membránové formy TLR4 na monocytech nebyla ovlivněna Goeckermanovou 

terapií (P = 0,2). Výsledky týkající se membránové exprese TLR4 jsou shrnuty v grafu č. 6.

Graf č. 6: Membránová exprese TLR4 na monocytech u pacientů s psoriázou před a po GT a kontrolní 

skupiny.
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7. Diskuse

Jak zdravá tak psoriatická kůže představuje dynamickou, periferně situovanou bariéru 

zejména proti chemickému, mechanickému, fyzikálnímu, světelnému a radiačnímu poškození. 

Její další významnou funkcí je obrana proti pronikání mikroorganismů (7). Psoriáza je jedna z 

nejčastějších kožních nemocí s často celoživotně recidivujícím průběhem. Je to chronické 

onemocnění, které výrazně zhoršuje kvalitu života. Léčba psoriázy je komplikovaná a 

vyžaduje individuální, odborný a citlivý přístup lékaře. Goeckermanova terapie patří v České 

republice mezi stále velmi často používané léčebné postupy. GT kombinuje protizánětlivé a 

imunomodulační efekty alifatických a aromatických uhlovodíků a imunosupresivní a 

imunomodulační aktivity UV záření. GT je vysoce účinná v dosažení remise (8).

Tato práce byla zaměřená na sledování změn různých buněčných populací a 

imunologických markerů v průběhu Goeckermanovy terapie. Také jsme porovnávali míru 

exprese těchto markerů u pacientů s psoriázou a u zdravých kontrol. Zaměřili jsme se na 

stanovení T regulačních lymfocytů, expresi membránové formy vychytávacího receptoru 

CD163, Toll-like receptoru 2 a 4 a hladiny solubilní sCD163 a solubilní sTLR2.

Deficitní Treg lymfocyty byly nalezeny v řadě autoimunitních stavů, včetně 

roztroušené sklerózy, revmatoidní artritidy a psoriázy. Chen a spol. zdůraznili, že pro 

efektivní imunitní odpověď je velmi důležitá rovnováha mezi aktivovanými efektorovými 

buňkami a Treg lymfocyty (22). Nedávno řada vědců popsala nerovnováhu mezi Treg a 

efektovými T lymfocyty u pacientů s psoriázou. Jejich zjištění naznačují, že počet a/nebo 

funkce Treg lymfocytů u pacientů s psoriázou může být narušena a to následně vede ke 

zvýšené proliferaci patogenních T lymfocytů (22, 44, 49, 52). Bovenschen a spol. zjistili, že 

v biopsii kůže zdravých lidí se Treg lymfocyty nenacházejí, zatímco u pacientů s psoriázou 

byly nalezeny jak v dermis tak v menším množství i v epidermis. Ve své práci naznačili, že 

Treg lymfocyty jak v dermis tak epidermis nejsou schopné vykonávat své supresorové funkce 

(6). Goodman a spol. vyslovili hypotézu, že vysoké hladiny IL-6 v postižené psoriatické tkáni 

mohou tlumit supresorové funkce Treg a že tento prozánětlivý cytokin umožňuje efektorovým 

buňkám unikat před Treg supresí, což přispívá ke zvýšeným počtům efektorových buněk 

v psoriatických placích. Tento cytokin je u pacientů s psoriázou v lézích výrazně zvýšený a je 

produkován zejména endoteliálními buňkami, dendritickými buňkami a Th17. IL-6 stimuluje 

keratinocyty, podporuje diferenciaci T lymfocytů produkujících IL-17 a zároveň snižuje Treg 

diferenciaci (18). Maeda a spol. a Schwarz a spol. zjistili, že UV záření vede k indukci Treg 

lymfocytů (UV-Treg). Tyto UV-Treg mají na svém povrchu molekuly CD4, CD25, CTLA-4, 



20

GITR a neurophilin-1 a produkují cytokin IL-10. Protože mají schopnost potlačovat imunitní 

odpovědi prostřednictvím antigen specifické reakce, představují terapeutický potenciál stejně 

jako ostatní typy Treg buněk (31, 43).  

V souladu s dalšími studiemi (22, 38, 41, 44, 52) jsme zjistili, že počty Treg lymfocytů 

v periferní krvi pacientů s psoriázou jsou srovnatelné s počty těchto buněk u zdravých kontrol. 

Chen a spol. stejně tak jako Zhang a spol. uvedli, že nezjistili žádné významné rozdíly 

v počtech Treg lymfocytů mezi pacienty s psoriázou a kontrolní skupinou (22, 52). Saito a 

spol. informovali, že procento CD4+CD25+FoxP3+ Treg lymfocytů v periferní krvi pacientů 

s psoriázou před bath-PUVA terapií je nepatrně nižší než u zdravých dobrovolníků, ale tento 

rozdíl nebyl statisticky významný (38). V souladu s našimi výsledky bylo procento Treg 

lymfocytů u psoriatických pacientů po bath-PUVA terapii významně vyšší. Furuhashi a spol. 

uvedli, že léčba pomocí monochromatického záření 308nm (Excimer laser) vede ke zvýšení 

počtu T regulačních lymfocytů (13). Quaglino a spol. zjistili, že biologická léčba (etanercept, 

infliximab, efalizumab) také vyvolává zvýšení počtů Treg lymfocytů a dosažení dobré 

klinické odpovědi (35). Sugiyama a spol. zjistili, že Treg lymfocyty u pacientů s psoriázou 

projevují oslabenou supresorovou aktivitu, zároveň ale nedochází ke snížení jejich počtu 

v periferní krvi. Navrhli, že toto funkční oslabení Treg lymfocytů u pacientů s psoriázou může 

vést k selhání regulace autoreaktivních T lymfocytů s následným nárůstem jejich počtu (15, 

44).      

Tato studie, ve které jsme dokázali, že po Goeckermanově terapii dochází ke zvýšení 

počtu Treg lymfocytů v periferní krvi pacientů s psoriázou, přispívá k dalšímu objasnění 

imunomodulačních efektů Goeckermanovy terapie.

CD163 je nový specifický monocyto/makrofágový biomarker spojený s různými 

klinickými stavy, jako jsou ateroskleróza, srdeční choroby, transplantace, rakovina, infekce a 

autoimunita (1, 10, 12, 14, 17). CD163 molekula by mohla sloužit jako prognostický marker u 

vybraných zánětlivých chorob (34, 53). Na rozdíl od jiných zánětlivých markerů je CD163 

receptor vyjádřen výhradně na monocytech/makrofázích.

Naše výsledky prokázaly, že hladiny jak membránové exprese CD163 na monocytech 

tak solubilní sCD163 v séru jsou u pacientů s psoriázou před GT významně vyšší v porovnání 

se zdravými kontrolami. Tento nárůst CD163 receptoru svědčí o probíhajícím zánětlivém 

procesu u pacientů s psoriázou. V souladu s našimi výsledky, Zaba a spol. ve svém článku 

uvedli, že CD163 pozitivní buňky projevily trojnásobné zvýšení v lézích psoriatické kůže a po 

efektivní léčbě etanerceptem se vrátily na hladiny odpovídající počtům v kůži bez lézí (51).
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Fuentes-Duculan a spol. došli k závěru, že makrofágy u psoriázy pravděpodobně přispívají 

k rozvoji patogenního zánětu uvolňováním klíčových zánětlivých produktů (12). 

Zjistili jsme, že sérové hladiny sCD163, které jsou u pacientů s psoriázou před terapií 

zvýšené, významně klesají po terapii. Na druhou stranu jsme nenaměřili žádné rozdíly

v expresi membránového CD163 receptoru na monocytech  před a po terapii. V porovnání 

s kontrolní skupinou je monocytární exprese membránové CD163 u pacientů s psoriázou 

významně vyšší a nedochází pomocí GT k podstatnému ovlivnění. Toto zjištění může být 

vysvětleno tím, že je přítomnost protizánětlivých makrofágů v kůži výhodná. Proto zůstává 

membránová exprese CD163 zvýšená i po terapii a prodlužuje její protizánětlivé působení i 

po ukončení GT. Naopak, hladiny sCD163 v cirkulaci byly po terapii snížené, protože GT 

snižuje aktivitu metaloproteináz, které jsou odpovědné za odštěpování CD163 

z membránových povrchů (21).

Solubilní molekula sCD163 v periferní krvi je nyní považována za nový biomarker 

zánětu, zatímco membránová exprese CD163 na monocytech je spojena s protizánětlivým 

fenoménem (26).   

Na závěr lze říct, že exprese jak membránově vázané CD163 tak solubilní sCD163 

odráží probíhající zánětlivý proces u pacientů s psoriázou a je výrazně vyšší než u kontrolní 

skupiny. GT u pacientů s psoriázou značně snižuje sérové hladiny sCD163.

TLR mohou zasahovat do patogeneze řady zánětlivých chorob, včetně chorob kůže 

jako je psoriáza. Proto jsme se zaměřili na stanovení jak membránové tak solubilní formy 

vybraných Toll-like receptorů u pacientů s psoriázou.                                

Některé studie prokázaly podstatně vyšší expresi TLR2 na monocytech/makrofázích u 

pacientů se zánětlivým onemocněním v porovnání se zdravými kontrolami (20, 23). Baker a 

spol. naznačili, že určité mikroorganismy mohou spouštět nebo zhoršovat tuto kožní chorobu 

aktivací TLR na keratinocytech. Dále zjistili, že distribuce TLR2 je u pacientů s psoriázou 

odlišná než u zdravých jedinců. U zdravé kůže je nejvyšší exprese TLR2 na bazálních 

keratinocytech. Naopak, u pacientů s psoriázou je exprese TLR2 vyšší na keratinocytech ve 

vyšších vrstvách epidermis. Tato zvýšená exprese TLR2 ve vyšších vrstvách epidermis 

v psoriatických lézích může být způsobena odpovědí na přítomnost grampozitivních bakterií. 

Dalším vysvětlením je vliv prozánětlivých cytokinů (TNF-α, INF-γ) na zvýšenou expresi 

TLR2. Tato odlišná exprese TLR2 může být také vyvolaná zvýšenou proliferací a/nebo 

narušenou maturací keratinocytů (2).

Begon a spol. ve své práci uvedli, že keratinocyty exprimují všechny TLR receptory a 

že cytokiny TNF-α a IFN-γ zvyšují cytoplazmatickou i povrchovou expresi většiny TLR, 
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včetně TLR2, 3 a 4. V jejich studii uvedli, že je TLR2 exprese zvýšená v psoriatických lézích 

a naznačili, že TLR receptory mohou hrát významnou roli v patogenezi řady zánětlivých 

chorob, včetně psoriázy. TLR receptory mohou podporovat chronický zánět v psoriatické kůži 

uvolňováním prozánětlivých cytokinů. Psoriáza je kožní onemocnění s převahou Th1 

odpovědi, pro které je typická produkce cytokinů TNF-α a IFN-γ. Tyto cytokiny jsou 

uvolňovány mimo jiné i keratinocyty po jejich stimulaci prostřednictvím TLR infekčních

ligandů. TNF-α a IFN-γ cytokiny zvyšují expresi TLR2 receptoru (3).

LeBouder a spol. naznačili, že hlavním zdrojem solubilní formy sTLR2 v plazmě 

mohou být monocyty a že sTLR2 vzniká přeměnou povrchové TLR2. Le Bouder a spol. ve 

své studii také prokázali, že buněčná aktivace vede ke snížení povrchové formy TLR2 a 

naopak k rychlému uvolňování sTLR2 (28). Raby a spol. demonstrovali, že sTLR2 reguluje 

buněčné odpovědi zprostředkované TLR2. Regulace prostřednictvím sTLR2 je důležitý 

fyziologický mechanismus přirozené imunity (36).

Naše výsledky prokazují, že membránová exprese TLR2 na monocytech je ve 

srovnání s kontrolní skupinou u pacientů s psoriázou výrazně vyšší jak před tak po ukončení 

GT. Hausmann a spol. a Iwahashi a spol. ve svých pracích dokázali zvýšenou expresi TLR2 

na monocytech či makrofázích u pacientů s různými zánětlivými chorobami (20, 23). Naše 

práce podporuje tato tvrzení, protože jsme zjistili vyšší hodnoty TLR2 na monocytech u 

pacientů s psoriázou, která je považována za zánětlivé onemocnění. Hladina solubilní sTLR2 

byla v porovnání s kontrolní skupinou naopak signifikantně nižší u pacientů s psoriázou jak 

před tak i po GT.       

Zvýšená exprese TLR2 na monocytech v periferní krvi pacientů s psoriázou může být 

způsobena prozánětlivým prostředím typickým pro tuto chorobu. Cytokiny TNF-α a IFN-γ 

zvyšují expresi většiny TLR, včetně TLR2. Dalším vysvětlením může být přítomnost signálů 

nebezpečí. Zvýšená exprese TLR2 vede k další prozánětlivé signalizaci. U nemocných 

s psoriázou je snížen protizánětlivý efekt sTLR2, což pravděpodobně také přispívá ke zvýšené 

expresi TLR2 na monocytech. 

Přestože Goeckermanova terapie působí protizánětlivě, není schopná terapeuticky 

zasáhnout do exprese membránové TLR2 a solubilní sTLR2. V naší práci jsme prokázali, že 

některé parametry imunity jsou ovlivněny touto terapií, např. že GT je schopná snížit hladiny 

sCD163 a naopak zvýšit počty Treg lymfocytů. Neschopnost zvýšit hladiny sTLR2 a naopak 

snížit expresi membránové formy TLR2 na monocytech v průběhu GT může být způsobena 

možným přetrváváním bakteriálních PAMP (molekulové vzory asociované s patogenem) i po 

úspěšné léčbě pomocí Goeckermanovy terapie. Tento fakt může být jedním z důvodů relapsu 
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psoriázy. Exprese TLR2 na monocytech a hladina sTLR2 v séru odráží probíhající zánět u 

pacientů s psoriázou.   

Zvýšená exprese TLR2 naznačuje zapojení těchto receptorů přirozené imunity do 

patogeneze kožních zánětů. U psoriázy je pravděpodobně nedostatečná regulace aktivace TLR 

receptorů a to vede k přehnané odpovědi přirozené imunity.

Nenašli jsme žádné statisticky významné rozdíly v TLR4 expresi mezi pacienty 

s psoriázou a kontrolní skupinou. Mita a spol. ve své studii uvedli, že IL-2 a IFN-γ zvyšují 

TLR4 expresi na monocytech, zatímco přítomnost cytokinu IL-4 vede ke snížení TLR4 

receptoru na monocytech. Naznačili, že Th1 cytokinová odpověď zesiluje působení Toll-like 

receptorů na gramnegativní bakterie (32). Přestože je psoriáza považována za chorobu 

s převahou Th1 cytokinové odpovědi, nezjistili jsme u našich pacientů vyšší expresi TLR4 na 

monocytech v porovnání s kontrolní skupinou. Hausmann a spol. imunohistochemickým

barvením prokázali vyšší expresi TLR4 na makrofázích ve střevní sliznici, kde probíhá zánět 

(20). Seung a spol. ve shodě s našimi výsledky nenalezli žádné rozdíly mezi expresí TLR4 u 

pacientů s psoriázou a zdravými kontrolami (25, 40).

Vzhledem k naši výsledkům lze předpokládat, že TLR2 a TLR4 hrají v patogenezi 

psoriázy odlišné role.
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8. Závěr

Cílem této disertační práce bylo zhodnotit vybrané parametry imunitního systému u 

pacientů s psoriázou a jejich dynamiku v souvislosti s Goeckermanovou terapií.

Soubor nemocných zahrnoval dospělé pacienty s diagnózou psoriázy, u kterých byla 

na Klinice nemocí kožních a pohlavních Fakultní nemocnice Hradec Králové indikována 

Goeckermanova terapie. Závažnost onemocnění a zároveň účinnost léčby byla hodnocena 

pomocí PASI skóre. Vzorky krve byly od pacientů odebrány před začátkem Goeckermanovy 

terapie a v den propuštění z nemocniční péče. Zároveň byly odebrány vzorky krve i od 

zdravých dárců krve na Tranfuzním oddělení Fakultní nemocnice Hradec Králové, kteří 

sloužili jako kontrolní skupina. Skupiny pacientů a kontrol se statisticky nelišily věkem, ani 

zastoupením jednotlivých pohlaví. 

Byly vybrány následující parametry imunitního systému: T regulační lymfocyty 

(Treg), membránově vázaný vychytávací receptor CD163 na monocytech v periferní krvi, 

solubilní CD163 (sCD163) v séru, membránová forma Toll-like receptoru 2 (TLR2) a 4 

(TLR4) a solubilní forma TLR2 (sTLR2). Hodnocení parametrů buněčné imunity bylo 

provedeno na průtokovém cytometru FACS Calibur (Becton Dickinson) a FC500 Cytomics 

(Beckman Coulter). Sérové hladiny sCD163 a sTLR2 byly stanoveny komerčně dostupnými 

ELISA kity. 

Počty T regulačních lymfocytů se u pacientů s psoriázou před zahájením terapie a u 

zdravých kontrol významně nelišily. Podařilo se nám prokázat zvýšení počtu Treg lymfocytů 

po ukončení Goeckermanovy terapie. Na základě našich výsledků lze konstatovat, že počet 

Treg lymfocytů není u pacientů s psoriázou odlišný v porovnání s kontrolní skupinou, ale pro 

dostatečné regulační funkce Treg lymfocytů jsou u těchto pacientů potřebné vyšší počty. GT 

pozitivně působí na zvyšování počtu této regulační populace T lymfocytů. 

Stanovovali jsme efekt GT na expresi vychytávacího receptoru CD163 na 

monocytech. Na rozdíl od jiných zánětlivých markerů je CD163 receptor vyjádřen výhradně 

na monocytech/makrofázích. Membránová exprese CD163 na monocytech je v porovnání se 

zdravými kontrolami u pacientů s psoriázou před GT významně vyšší. Tato vysoká exprese 

CD163 receptoru svědčí o probíhajícím zánětlivém procesu u těchto pacientů. Exprese 

membránové CD163 na monocytech není významně ovlivněna GT. 

Sérové hladiny sCD163, které jsou u pacientů s psoriázou před terapií v porovnání 

s kontrolní skupinou zvýšené, významně klesají po terapii. Pokles solubilní molekuly sCD163 

svědčí o snížení zánětlivého procesu po GT, která působí protizánětlivě a imunomodulačně. 
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TLR mohou zasahovat do patogeneze řady zánětlivých chorob, včetně psoriázy. 

Membránová exprese TLR2 na monocytech je ve srovnání s kontrolní skupinou u pacientů 

s psoriázou výrazně vyšší jak před tak po ukončení GT. Hladina solubilní sTLR2 je naopak 

oproti kontrolám snížená. GT není schopná terapeuticky zasáhnout do exprese membránové 

TLR2 a solubilní sTLR2. Nenašli jsme žádné statisticky významné rozdíly v TLR4 expresi

mezi pacienty s psoriázou a kontrolní skupinou. GT nijak neovlivnila expresi TLR4. 

Znalost kvalitativních i kvantitativních změn různých parametrů imunity u psoriázy a 

jejich ovlivnění terapií, např. Goeckermanovou, by mohla vést k identifikaci specifických 

markerů pro monitorování progrese a chorobné aktivity psoriázy. Z naší studie vyplývá, že 

Goeckermanova terapie má pozitivní vliv na počty Treg lymfocytů a snižuje hladiny sCD163 

molekuly, která je považována za nový biomarker zánětu. Zvýšená exprese TLR2 a naopak 

snížená hladina sTLR2 svědčí o stále probíhajícím zánětu u pacientů s psoriázou i po 

vymizení klinických příznaků po GT. Proto lze konstatovat, že Toll-like receptory mají 

pravděpodobně určitý podíl na patogenezi psoriázy.   

Přes účinnost léčby zůstává psoriáza stále nevyléčitelnou nemocí. Goeckermanova 

terapie je schopná navodit dlouhodobou remisi u většiny pacientů. Přesto imunitní systém i 

kůže psoriatiků vykazuje abnormality i v období bez klinických příznaků.
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