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1. Souhrn

Uvod:

Psoriaza je jedna z rejstjSich koZznich nemoci, ktera postihuje okolo 2-3%opské populace.
Jeji hlavni Kklinicky projev je tvorba charakterestych cervenych makuléznich lézi na. Klicove
patologické znaky psoriatického plaku jsou infitieabuikami zartu, poruchy proliferace a
maturace keratinocyta angiogeneze.

Sourasné strategie ¢8y psoriazy se soustdi na navozeni remise. Jeden z historicky nejstars
ucinnych, @&koliv dodnes pouze empirickychckEbnych pistupi je Goeckermanova terapie (GT).
Ta spd@iva v kombinaci topické aplikace uhelného dehtasednym oz&nim UV seétlem.

Cilem této prace bylo zkoumat vliv GT ni@zné ukazatele zétu a angiogeneze a tak pomaoci
rozSiit a prohloubit poznatky o jejich mechanismectinku a terapeutickych te&ich. Pro
monitorovani zaktu byly vybrany pentraxiny CRP a PTX3, jako ukal@tngiogeneze pak VEGF,
bFGF a endoglin (CD105).

Nemocni a metodiky:

Klinicka ¢ast prace probihala na Klinice nemoci koZznich dgwiich FN Hradec Kralové. Do
souboru paciefitbyli zahrnuti jak dosgi, tak dtSti psoriatti pacienti. Aktivita nemoci adinnost
Ié¢by byla hodnocena vy&eficim dermatologem pomoci PASI skoére. Vzorky vernidave byly
odebrany ped terapii a po jejim ukdéeni [ propustni z oddleni.

Vysledky:

PTX3 a CRP: Cilem prvni prace bylo zhodnotit vliv GT na hladidyou pentraxifi: dlouhého
pentraxinu PTX3 a kratkého pentraxinu CRP. Oba rp&imty jsou povaZzovany za parametry
aktivace zagtlivé odpowdi a to jak lokélni (PTX3), tak celkové (CRP). Prace bylo zahrnuto 49
pacienti s chronickou psoriazou. CRP bylcgimn imunonefelometrii a PTX3 metodou ELISA.
Sérové hladiny obou paramise po GT vyznaninsnizily. Hladiny PTX3 se snizily z 1,92 + 0,72
ng/ml pred GT na 1,66 + 0,58 ng/ml po GT (p = 0,0396) alinkaCRP z 4,64 + 3,93 mg/l na 1,66
+ 0,58 (p < 0,0001). Ve srovnani se zdravymi dobhoiky byly hladiny obou paramétmpied GT
zvySené austaly zvysSeneé i po uk@eni terapie. U nemocnych psoriazoteldych GT dochazi k
vyznamnému snizeni hodnot PTX3 a CRP.

Chemokiny: Cilem této prace bylo zhodnotit vliv GT na hladiwybranych proangiogennich
chemokiri ENA-78, GRO alfa, IL-8, MCP-1 a RANTES v perifekaii 22 dtskych psoriatickych

pacieni. Jako kontrolni skupina slouzilo 22 zdravychtid Sérové hladiny chemokinbyly



stanoveny pomoci techniky membranovych proteinovgehy. Winnost GT byla vyjatena jako
PASI skére. GT vyznaminzmenSila aktivitu nemoci. (p < 0,001). Sérové mMgdGRO alfa a
MCP1 u psoriatilt pited GT byly vyznam&vyssi nez u kontrol. (GRO alfa p = 0,0128 , MCP4 p
0,0003). Séroveé hladiny GRO alfa, MCP1 a RANTE®®&T vyznama snizily (GRO alfa p =
0,002, MCP1 p = 0,048, RANTES p = 0,0131). Ve séminse zdravymi dobrovolnikyugtaly
hladiny MCP1 zvySené i po doké&emé terapii (p < 0,0001). Nalezli jsme tedy vyzngrpokles v
nekterych prozéétlivych, proangiogennich chemokinech po pitdé GT, zvlast pak MCP1, GRO
alfa a RANTES. Tento pokles plazmatickych hladitze byt odrazem poklesu angiogenni aktivity
u psoriazy po GT.

VEGF, bFGF: Cilem této prace bylo zhodnotit vliiv GT na angiogiemktivitu srovnanim
sérovych hladin VEGF a FGRFed a po terapii. VEGF je zasadni proangiogennbfakedstavuje
prvni krok kaskady angiogenni regulace, je odpay za zahajeniustu cév v do té doby klidové
tkani, tedy zapnuti ,angiogenic switch“. bFGF vylgez synergicky tinek s VEGF. Jeho role je
v8ak spiSe v pozEi fazi jiz iniciované angiogeneze. Do studie byl@azeno 44 paciefits
psoridzou a 40 zdravych darkrve jako kontrolni skupina. dthnost GT na aktivitu nemoci byla
zhodnocena pomoci PASI skore. Po terapii doSloznagnnému sniZeni intenzity projepsoriazy
(p < 0,001). U pacientpred I&€bou byla nalezena vyznamna korelace hladin VEGFGHs PASI
skore. Sérové hladiny VEGF (329,4 + 125,5 pg/mbhF&F (10,2 + 5,04 pg/ml) u paciénpied
Ié¢bou byly vyznam# vysSi nez u zdravych dobrovoldikVEGF 236,4 + 55,9 pg/ml, bFGF 7,3 +
3,7 pg/ml). Sérové hladiny VEGF a bFGF se po GTheyar¢ snizily. (VEGF 278,5 + 109,9 pg/ml,
FGF 7,78 £ 4,5 pg/ml). Hladiny bFGF po terapii sgmalizovaly (p = 0,5723), naproti tomu
hodnoty VEGF #staly i po GT vySSi neZz v kontrolni skupirfp = 0,0319). MzZemefici, Ze
proangiogenni aktivita, ktera je u angiogeneze ztydaje vyznamihutlumena po GT terapii.

Endoglin: Cilem posledni prace bylo zhodnotit vliiv GT na hgdsolubilniho endoglinu
(sCD105). Endoglin (CD105) je transmembranovy pamyoceceptor pro TGF beta, ktery je
exprimovan pevazrie na aktivovanych a proliferujicich endotelovychinkéich. Je povazovan za
ukazatel neoangiogeneze. Solubilni forma endogimaydpodobré produkovana enzymatickym
Sttpenim membranové molekuly, ma antagonistickou fuakieji zvySené hladiny jsou spojeny s
rozvojem eklampsie, nemochiotnych s potenciatnzavaznymi nasledky. U psoriatikyla oproti
zdravym kontrolam zjigha zvySena exprese endoglinu v psoriatickych léazidnizena v i

psoriatiki mimo léze. Hladinami sCD105 u psoridzy se zatidnagrace nezabyvala.

GT vyrazé zmirnila tizi probihajici exacerbace nemoci (vymng pokles PASI skore,
p<0,001). Sérové hladiny solubilniho endoglinu s@acienti s chronickou psoriazou vyrazn
snizily po GT. Z 7,85 + 2,26 ng/mted GT klesly na 7,01 £ 1,71 ng/ml (p = 0,0002).dsnocnych
psoriatiki byly hladiny sCD105 f&d GT vyznamé&vyssi nez u zdravych dobrovoliik4,85 + 0,95
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ng/ml) (p < 0,001) atstaly vysSi i po 1&¢ (p < 0,001). Nebyla nalezena zadna korelace mezi
hladinami endoglinu @@d a po GT) a tizi nemoci (vyjhé jako PASI skore).

Zavér:

Ze souhrnu vysledk vySe uvedenych praci Ize dovodit, Ze GT aulije patofyziologickeé
mechanismy zapojené v rozvoji psoriazy. Zaznamgs@le vyznamneé zemy jak v ukazatelich
zaretu, tak angiogeneze. Specifick&déna modalita, ktera by cileérpasobila na iniciani
mechanismy psoridzy a vedla k Wééi choroby, zatim neni zndma. Sasné terapeutické
strategie vetre GT jsou zamieny na ovliveni efektorovych mechanisdmnemoci, tedy na
navozeni remise a/nebo prevence dalSich exacediaminoceni vlivudchto klasickych terapii na
now objevené patofyziologické mechanismyiza pomoci objasnit spaieé cesty psobeni
klasickych, klinicky @innych terapii a vytipovat mozné terapeutické gfte vyvoj budoucich

l€civ.

2. Summary

Psoriasis is one of the most common skin diseaffestiag about 2-3% of the caucasian
population. Its clinical presentation is the foriroatof red scaled plaques on the skin. The main
pathological features of psoriatic plaque comprisie skin inflammation, disturbances of
keratinocyte proliferation and maturation and aggitesis. Although the precise precipitating
mechanism of psoriasis has not been discoveredhetkey element in psoriasis initiation is T-
lymphocyte population. Nevertheless, other inflartonacells (e.g. neutrophils, macrophages) as
well as activated endothelium play a role in itshpgenesis. Indeed, one of the first histological
changes in the affected skin is leukocyte infiltnat The so called trafficking of inflammatory cell
to the skin is tightly regulated process guideccipkines especially chemokines. Angiogenesis is
a process of new blood vessel growth from preexigéssel bed. Vessels in the most of the tissues
of adult individual remain in a state of quiescendee rate of endothelial cell turnover is relalyve
slow (1-2 years). However in cases of physiologmalpathological requirements, a new vessel
formation can be initiated by the mechanism calediogenic switch. One of the pathological
conditions associated with angiogenesis is formatibpsoriatic plaques. Treatment for psoriasis
that would cure the disease once and for all isgty not known. Current therapeutic strategies
are focused on instigating remission. One of thaest effective albeit empirical treatments is
Goeckerman’s therapy (GT). It is a combinationagfidal application of coal tar ointment with
subsequent UV irradiation. Although its mechanigrhaction are not fully elucidated as of yet, one
of its hallmarks is marked immunosuppression. Tihed this study was to elucidate the effect of
GT on various markers of inflammation and angiogené the patients with psoriasis and thus
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help to further extend understanding of its mecdrasi and targets of action. Both adult and
pediatric psoriasis patients in whom psoriasis diagnosed and who were treated by GT at the
Department of Dermatology and Venereology, Univgrdilospital in Hradec Kralove, were
enrolled to our investigation which was approvedhsy Ethics Committee of University Hospital.
Disease activity and treatment efficacy were jieslifoy standardized PASI score as assessed by
referring dermatologist. Samples of venous bloodewaken from patients before therapy and at
the date of dismission from the hospital ward.

PTX3 and CRP: The aim of the first study was to evaluate theuafice of Goeckerman’s
therapy of psoriasis on levels of two pentraxinsigl pentraxin PTX3 and C reactive protein in 49
patients with chronic plaque psoriasis. Both pedmtisaare presumed to be markers of activated
local (PTX3) and systemic (CRP) inflammatory resmn CRP was assessed by
immunonephelometry on IMMAGE 800 (Beckman, USA).X3Twas detected using sandwich
ELISA detection set (Alexis Biochemicals, Switzedy The serum levels of both parameters
(expressed as average = 1 SD) were significantiyrdshed after GT. The level of PTX3 dropped
from 1.92 £ 0.72 ng/ml before GT to 1.66 £ 0.58migafter GT (p = 0.0396) and the level of CRP
fell from 4.64 £ 3.93 mg/l to 1.66 + 0.58 mg/l (pG<0001). Compared to healthy controls, the
serum levels of both parameters before GT wereifgigntly higher than those found in healthy
blood donors and remained significantly increaskdr &T. Increased serum concentrations of
pentraxin 3 and CRP are alleviated by GT in pasienth psoriasis.

Chemokines: Chemokines in psoriasis are considered to reflecteased inflammatory cell
trafficking to the site of developing psoriasis qua that contributes to histological feature of
lesional leukocyte infiltration. In addition, eithantiangiogeneic or proangiogenic properties were
observed in some chemokines. The aim of this stwatyto evaluate the influence of Goeckerman’s
therapy of psoriasis on the levels of proangiogehiemokines ENA-78 (CXCL5, Epithelial Cell
Derived Neutrophil Attractant-78), GRO alpha (CXCLGrowth-Related Oncogene), IL-8
(CXCLS, Interleukin-8), MCP-1 (CCL2, Monocyte Chetactic (Chemoattractant) Protein 1) and
RANTES (CCL5, Regulated on Activation of Normal EICExpressed and Secreted) in peripheral
blood of 22 children’s patients with psoriasis. @Berwise healthy children serve as a control
group. The serum levels of chemokines were detertinbsy commercial membrane protein array
technique (RayBiotech, USA). Efficacy of Goeckerfsatherapy was delineated by PASI score.
Disease activity was significantly diminished bydskerman’s therapy (p < 0.001). Serum levels
of GRO alpha and MCP-1 in patients before GT wegaificantly higher than those measured in
healthy blood donors (GRO alpha: p = 0.0128 and MCP = 0.0003). Serum levels of GRO
alpha, MCP-1 and RANTES were significantly dimiredhby GT (GRO alpha: p = 0.002, MCP-1:
p = 0.048 and RANTES: p = 0.0131). Compared tohtalthy controls, serum level of MCP-1
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remained significantly increased in psoriasis pasieafter GT (p < 0.0001). In conclusion, we
found that the GT of psoriasis influenced the setewels of proinflammatory and proangiogenic
chemokines, especially GRO alpha, MCP-1 and RANTES®ould be the cause for decreased
proangiogenic activity which is described after Gpsoriasis.

VEGF, bFGF: VEGF is a principal angiogenic factor responsilide dngiogenesis initiation
thus representing the turning on of the angiogewitch. bFGF has a synergistic effect with VEGF,
but its main role seems to maintain angiogenic ggsonce it is initiated. The aim of this study was
to evaluate the influence of GT of psoriasis oni@ggnic activity by comparing serum levels of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and bdisimblast growth factor (bFGF) in 44 patients
with psoriasis in peripheral blood samples collécbeefore and after therapy. Forty otherwise
healthy blood donors serve as a control group. efiieacy of GT was delineated by psoriasis area
and severity index (PASI). The disease activity wamificantly diminished by GT (p < 0.001).
The serum levels of both VEGF and bFGF were sigaiily correlated to PASI value in patients
before the treatment by GT. The serum levels of ¥E&9.4 * 125.5 pg/ml) and bFGF (10.2 +*
5.04 pg/ml) in patients before GT were significgritigher than those measured in healthy blood
donors (VEGF 236.4 + 55.9 pg/ml, bFGF 7.3 = 3.7ngy/ The serum levels of both VEGF and
bFGF were significantly diminished by GT. The leeéVEGF dropped from 329.4 + 125.5 pg/ml|
before GT to 278.5 + 109.9 pg/ml after GT (p = @BPand the level of bFGF fell from 10.2 £ 5.04
to 7.78 £ 4.5 pg/ml (p = 0.019). Comparing to h@altontrols, the serum level of bFGF in psoriasis
patients was normalized (p = 0.5723) after GT. dntast, the serum level of VEGF remained
significantly increased in psoriasis patients afdr in comparison to healthy blood donors (p =
0.0319). In conclusion, we found that the angioggotential which is abnormally increased in
patients with psoriasis is significantly alleviateyl GT.

Endoglin: The aim of the last study was to evaluate the emfbe of GT of psoriasis on serum
levels of soluble endoglin (sCD105). Endoglin (CBLGs a transmembrane co-receptor for TGF
beta that is preferentially expressed on activatedi proliferating endothelial cells. It is consielér
a marker of angiogenesis. The soluble form of elddg considered to be shed by enzymatic
splicing of the surface molecule. It is thoughptay an antagonistic role in angiogenic signalisg a
shown in pathophysiology of preeklampsia whereligvated levels precede the onset of the disease
and are correlated with its severity. A higherdesil expression of endoglin and lower expression
in non lesional skin was demonstrated in psoripfitents when compared to the skin of control
normal population. As of yet there was no papethenlevels of soluble endoglin in psoriasis. The
disease activity was significantly alleviated by @¥ASI score of 19.22 + 7.49 before therapy
lowered to 8.85 + 6.29 after therapy; p < 0.00}rug levels of soluble endoglin (sCD105) in
patients with chronic psoriasis were significaritiwered after GT. From 7.85 + 2.26 ng/ml to 7.01
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+ 1.71 ng/ml (p = 0.0002). The levels of sCD1050befGT were significantly higher than those of
healthy controls (4.85 £ 0.95 ng/ml) (p < 0.001yl aamained higher even after therapy (p < 0.001).
However, there was no correlation found betweepléeof SCD105 (be it before or after therapy)
and disease activity (as expressed by PASI scoring)

Conclusion: We can conclude that GT influences pathophysiokdgprocesses involved in
psoriasis progression. Changes in markers of bdthnimation and angiogenesis were observed.
Finding of a specific treatment focused on psasiasitiation mechanisms and leading to the
complete cure (without further exacerbation) migbt be achieved in the near future. Current
therapeutic strategies are targeting effector nshes of psoriasis with the goal to achieve
remission and/or to prevent new exacerbation. Rsasgy the effect of these classical therapies on
various (newly discovered) pathophysiological dsgemechanisms can elucidate disease pathways
and help to find possible targets for future drugvelopment. Our findings with GT and

inflammation and angiogenesis markers represeiht afiiort.

3. Uvod do problematiky

Psoriaza je jedna z rejsgjSich koZznich nemoci, ktera postihuje okolo 2-3%©pské populace.
Je to chronické z&tivé onemoceni, jehoZ charakteristickym projevem je vysev patickych
lézi, plochych¢ervenych papul se snadno atitalnou kElavou Supinou (1,2). Prvni projevy se
negastji objevuji bul’ v puber€, nebo okolo 50. roku, ale vznik je mozny v jakétnkocku (3).
Typicky pribéh nemoci je chronicky exacerbujici s typickyn¥iddnim remisi a exacerbaci
psoriazy. Je to chorobiiéelna, ale nevylételna.

Etiopatogeneze je komplexni. Psoriaza se da poehza systémové onemaan s nefastji
koznimi projevy. Neexistuje jeden konkrétni faktatr uz by to byl cytokin, bustny typ ¢i druh
imunitni odpo¥di, ktery by byl sdm odpa@dny za rozvoj a udrZzovani psoridzy. Podle ne§igich
piedstav je vhodf)Si definovat psoridzu jakoudledek interakci mezi infiltrujicimi leukocyty,
keratinocyty a dalSimi bunymi populacemi #Ze a specifickym cytokinovym mikropréstlim.

Tuto teoretickou fedstavu odrazi i histopatologické &my v kiiZi psoriatického plaku. Tyto Ize
charakterizovattyfmi specifickymi znaky (4):

1. parakeratdza, porucha diferenciace keratinocya

2. hyperkeratoza

3. zanét, infiltrace zanétlivych bunék do epidermis

4
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Tyto mikroskopické zrny maji swij odraz ve zminach signalizénich siti lokalnich i
systémovych fisobki. To ozna&uje termin specifické cytokinové mikropros¥edi. Prostedi
psoriatického plaku vykazuje zmené hladiny cytokin, které se podileji ndizeni iniciace a
udrzovani psoriazy. Zprastdkuji komunikaci mezi bikami a zajiguji casoprostorovou koordinaci

jednotlivych aju (5). Jsou to zejména mediatory &@na angiogeneze.

1.1. Zanét a psoriaza

Psoridza je nemoc spojena s chronickyméten v kozni l1ézi. Obecnymi kroky v rozvoji |éze
jsou:

1. infiltrace kaze leukocyty

2. aktivace leukocyfi po imigraci do kaze

3. odpowd’ keratinocyti.

Z leukocytarnich populaci maji zasadni ulohu Tfyogty (6,7). Vcestovani a aktivaceéchto
burgk je pro psoriazu ktové. V dalSim pibéhu rozvoje nemoci ziskavaji naildzitosti i dalsi
burgcné populace leukocytarniho infiltratu, jako neutyofr makrofagy (4,8). Aktivaceéthto
burgk a nasledna produkce cytokivede k funknim zngnam (odpowdi) keratinocyl, jako je
hyperproliferace a poruchy maturace a vérawke klinickému obrazu psoriatického plaku (9,10).
Cytokinové mikroprosedi zaji$uje rozvoj a podporuje udrzovani z&n Jednotlivym krokm
rozvoje zastu odpovida uité spektrum regutmich cytokii. Mluvime obect o tzv.
prozargtovém kontextu nebo proz&oveém fenotypu. UdrZovani prozfiavého fenotypu na
raznych drovnich organismu zastavaji proteiny aktédné, ke kterym pé&tmj. i pentraxiny (CRP,
pentraxin3).

Uspaadany pesun leukocyi na misto ureni, tzv. trafficking, zprogedkuji chemokiny. Jsou to
chemotaktické cytokiny, které selektivitidi pohyb leukocyt (11). U psoriatik byly zjiStny
zvySené hladiny ditych chemokii jak lokélre v lézich, tak systémev(v séru). Rzné
leukocytarni populace dominuji vianych fazich rozvoje psoridzy a tomu odpoviddiEné
chemokinova spektra.

T-lymfocyty v lézich vykazuji aktivovany fenotypx@imuji povrchové molekuly CD69, HLA-
DR, CD25 (12,13). Aktivace T-lymfocytarniho systéneupro rozvoj psoriazy zasadni (6,7). V
obecném modelu je k ni zapelbi prezentovany antigen rozpoznany specificky @&cgekundarni
signaly charakteru proz&oveho kontextu. Tento model je pokladan za platny psoriazy s
nékolika specifiky. Konkrétni antigen odp&iny za aktivaci T-lymfocyt nebyl dosud nalezen.
Predpokladé se role xenoantigenu (streptokokové ipgte14,15) ¢i autoantigenu, jako nap
lidskych keratiri, K1 (16) g moZzném prolomeni autotolerancefizZienou reaktivitou s dkterym

streptokokovym proteinem (M proteiny) (17). Mozné | aktivace lymfocytarni populace
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streptokokovymi superantigeny (18). Jako dalSha&g pisobifada interakci kostimutaich a
adheznich molekul spolu se solubilninispbky typu cytokif (IL-2). Aktivace T-lymfocyti vede

k jejich proliferaci a k diferenciaci do futikich subsét Tyto se liSi produkci cytokin a
rozdilnymi regulanimi funkcemi. U psoriazy je popsangpaha populaci Thl a Thl7 (19,20) a
omezené zastoupeni Treg a Th2 (21)alBufunkéniho subsetu Thl produkujfgmlevsim IL-2, IFN
gamma, zatimco T-lymfocyty péti k subsetu Th17 jsou typické tvorbou IL-17 Ila22 (22,23).
IFN gamma produkovany T-lymfocyty hraje zasadni vaktivaci dalSich leukocytarnich populaci,
ke kterym pafi monocyto — makrofagové elementy a dendritickiklgu(DC). Tyto po aktivaci dale
produkuji nap. IL-6, IL-18, IL-19, IL-20, IL-23 a TNF alfa. Hlavm producentem TNF alfa u
psoriazy je populace makrofiag(24). Terapeuticka blokada TNF alfa vede k dolk&&edné
odpowdi u velkého procenta paciénf25).

V posledni fazi rozvoje psoriatického plaku reagkgiratinocyty na vySe popsané stimuly
aktivaci, dochazi k urychleni jejich proliferaceparucham maturace, coz vede k samotnému
charakteristickému makroskopickému obrazu psokiatiéze.

Za aktivaci keratinocyit jsou odpo¥dné FedevSim prozatiové cytokiny, ke kterym p#tIFN
gamma, IL-22, IL-6, TNF alfa aj.) a faktory uviolvané fibroblasty a samotnymi keratinocyty, které
pusobi autokring (TGFalfa, KGF, NGF, FGF). Neni zatim znam zadrktdg ktery by specificky
ovliviioval hyperproliferaci keratinocyt ale je pedpoklad Ze se na ni podileji aktivované T-
lymfocyty (26). Ri poruchach maturace keratinogyiraji Zejme klicovou roli interleukiny IL-22,
IL-20 a IL-23 (27).

Na vyznam z&¥tu v rozvoji psoriazy ukazujecinnost protizastlivych léki v terapii exacerbaci.
Velmi Winn& je biologicka l&ba cilena na konkrétni cytokinové mechanismy, t¥IaNF alfa
(25). Vyrazny protizégtlivy acinek ma i klasickd Goeckermanova terapie (28).

1.2. Angiogeneze a psoriaza

Histologicky byly prokdzany dilatované a vinuté pkary v papilarni dermis (29). Kvantitativni
analyza mikrovaskularni denzity pomoci geraych protilatek proti endotelovym marker ukazala
az ¢tyrnasobné zmnozeni endotelu v povrchovém vaskulapiégnu v kizi psoriatickych lézi.
Hluboky plexus se cévni denzitou od zdravé &aalisil (30). Pray povrchovy vaskularni plexus a
kapilary je tatast cévnihdgeciste kize, ktera slouzi k zasobovani epidermis vyzivoaractejme i
leukocyty v gfipadt zarttu.

Caso¢ jsou mikrovaskularni zgmy jedny z prvnich z&n v posloupnosti vyvoje plaku.
ZmnoZzeni vaskulatury nastavdéed znténami epidermis i infiltraci leukocyty. ZvySeni céka
praitoku bylo pozorovano ve zdravéid pri okrajich plaki, kde gedznamenavalo budouci

rozSkovani loziska (31,32).
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Psoriaza byla jedna z prvnich nenadorovych chowliteré se fedpokladala patologicka
angiogeneze (33). Samotné zkoumani molekulovychadalangiogeneze odstartovalded vice
nez 40 lety. V satasné dob existuje pormdrné podrobna pedstava o tomto specifickém
mechanismutistu cév.

Angiogeneze je novotvorba cév z jiz preexistujiatBonihorecisté. Jedna se o&lprobihajici za
fyziologickych podminek v endoteluiznych tkani, hlavétéch, kde dochazi k epizodam rychlého
rastu (cyklus dlozni sliznice, @ist vlasového foliklu, mikroklky ve B#\), pfi obnow integrity
tkani @i poskozeni (hojeni ran), ale i v patologickych gasech, jako jsouist a metastazovani
nadofi nebo u nemoci spojenych s chronickymé&eém (psoriaza, diabetes, makularni degenerace).
Pro nenadorovd onemagri spojend s angiogenezi se v litefatwstalil termin ,angiogenesis
dependent diseases”.

Predstava, Ze v mistech metabolickéieby rostou nové cévy a umozni tak dodavku Zivin a
kysliku je velmi stard. Termin angiogeneze prodeskf pouzil uz anglicky chirurg John Hunter v
roce 1787 (34). Konkrétni a experimentalavérené molekularé biologické zaklady popisu
angiogeneze byly polozeny azc¢atkem 70. let 20. stoleti zvl&Sdiky asili skupiny Dr. Judah
Folkmana (35).

Prvnim zkoumanym modelem byla nadorova angiogergea€tSina sodasnych informaci
vychazi z &chto pokuf. Zasadnim zjignim byl fakt, Ze no¥ vznikly nddor po dosazeni
mikroskopické velikosti (objem asi 1-2 mymemiZe pokr&ovat v fistu ani metastazovat, pokud
neziska schopnost iniciovat angiogenezi. Tento krgktogresi tumoru byl nazvan angiogenni
piepin& (angiogenic switch) aipdstavuje univerzalni princip platny pro zkoumaaéary (36).
Nadory se podle typu se liSigomnérnou dobou dosazeni angiogennih@pinge a procentem
mikroskopickych naddr, které se aktivuji angiogenezi (37).

Koncept angiogennihot@pinge byl pejat i pro nenaddorovou angiogenezi. Za normalnich
okolnosti je endoteld&tSiny tkani v klidovém stavu s dlouhym intervalerezindtlenim endotelové
buiky, v praiméru asi 2-3 roky. Proangiogenni a antiangiogennndigjsou v takovéto tkani v
rovnovaze. Repnuti tohoto fepinae tedy obechpredstavuje fechod této angiogenrklidné tkark
(quiescent) k proangiogennimu fenotypu. K jehepputi do aktivovaného stavu je zapbi
vhodny stimul, fyzikalni (UV aj.) (38), chemicko-tadolicky (hypoxie, laktat) nebo biologicky
(mutace, zatt). Spol€énym jmenovatelem inictaich stimuli je stav metabolické piaby dané
hypoxii a produkci laktatu (39,40). Laktat je nefeaziprodukt energetického metabolismu, ale méa
i klicovou signalizani funkci (41). Je mediatorem spojujicim chronicidret, nadorovy ist,
hojeni po posSkozeni a angiogenezi.

Vysledkem iniciace je aktivace endotelu, jehdedi a fist cévnich pupenze stavajicich cév.
Podkladem je lokakvznikla peevaha proangiogennich sighé#2). Dodnes byly charakterizovany
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asi dv¥ desitky pro- a anti-angiogennich molekul (43).athd a nezbytnou molekulou v prvnich
fazich angiogeneze je VEGF. Ma vyrazny vliv na peabilitu bazalni membrany a aktivaci a
déleni endotelu (44). Postuprse dorizeni jednotlivych fazi angiogeneze zapojuji daidiekuly
jako nap. bazicky fibroblastovyirstovy faktor (bFGF), angiogenin aj. Hd¥me o tzv. angiogenni
kaskad (43). Cely proces kain v zavislosti na fetrvavani a kvalé proangiogennich impuisbud
maturaci nové cévy a zapojenim nového cévididte do krevniho obhu, nebo naopak regresi a
zanikem cév v fipadt nedostaténé signalizace arftomnosti gevahy inhibitofi angiogeneze (45).

Zasahnout pravv tomto okamziku je teoretickym vychodiskem astipro-angiogenni terapie
(46). Wuziva se znalosti signaliza kaskady, ve které se blokuje jeden nebo vic&tkrdako
vysledny efekt seipdpoklada omezenfistu nadai, jejich regrese, pdp udrZzeni v dormantnim
stavu, zabrdni metastazam, sniZzeni rozsahu chronickéhétzéa patologické neovaskularizace
(47).

Prvni dokumentovanou U&nou I€bou pomoci latky s antiangiogennintinkem bylo uZiti
interferonu alfa u pacienta s plicnim hemangiomemdarlem Whitem v roce 1989. Jednalo se o
off-label podani jako nouzou@Seni u progredujiciho aiesitelného krvacivého stavu. V souladu
s teorii doSlo k regresi hemangiomu a vyrazné @pstewu. Pacient Zije dodnes (48,49).

Prvnim Iékem s antiangiogenningiikem schvalenym FDA byl bevacizumab v roce 2004,
monoklonalni protildtka @ena kterapii kolorektalniho karcinomu. Podavanyucaeré
s chemoterapii vedlo k prodlouZenifesini doby peziti (50). V sotasné dob je v kEhu rekolik
desitek klinickych studii antiangiogenni protinauar |&by.

U nenadorovych onemoéni byl schvalen pegaptanib prailé makularni degenerace sitnice
(51). Vedle now vyvinutych Iéki cilicich na angiogenezi je zkouméatipadny sekundarni
antiangiogenni efekt u znamych terapeutik. Tytoyltou v literatiie popisovany jako inkluzivni
angiogenni inhibitory Znamym zastupcem této skupiny je thalidomid, bitbry cyklooxygenazy
(celecoxib), ®ktera antibiotika, inhibitory mTOR (sirolimus) (46)Antiangiogenni &inek
klasickych I€iv muzZe byt vyvolan i jen odliSnym rezimem davkovany, tmetronomicka aplikace
chemoterapeutik, kdy jsou v kratSich intervalecldg@ny mensi davky nez podle klasického
schématu odvozeného z maximalni tolerované davky (5

Jiz pred vice nez 40 lety byla navrZzena teorie, Ze zaoZzem cév v psoriatickych loZiscich je
odpowdny proces angiogeneze (33). Od té doby byla naéerada dikazi na podporu této
predstavy, ¥tSinou v podob zvySenych hladin proangiogennich cytakifVEGF, endoglin) a
snizenych koncentraci inhibifoengiogeneze (trombospondin, TSP) (53)i¥iKkézi nebo i v séru
pacienfi (54). Cilend zesilena exprese VEGF vzik pokusnych mysi vede k vysevu

psoariasiformnich lézi (55).
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U mnoha klasickych terapii psoriazy bylo prokadzansekundarni antiangiogenniigobeni.
Dokazuje to nalez snizené exprese VEGF a angiogjdnihv psoriatické i po terapii PUVA a
tazarotenem (56). Byly popsany antiangiogenginky retinolu a Kkalcitriolu (57,58). Z
terapeutického dehtu byl izolovan karbazol jakokdats protizastlivym a antiangiogennim
pusobenim (59).

Terapie zarmena jen na samotnou blokadu angiogeneze je t@tkzazkoumani. Neovastat,
extrakt ze Zraltich chrupavek, je ve fazi Il. klinickych pokiskde vykazuje slibné vysledky
(60,61). Jinak jsou znamy ojedlé studie typu gase reports: Lé&ba VEGFRtk inhibitorem
(sunitinib) malignity vedla k zlepSenfipnali psoriazy (62,63), topicka aplikace FGF inhibitoru
vedla ke zmenSeni |€zi (64).

Vliv Goeckermanovy terapie psoriazy na angiogektiviau zatim jeSt studovan nebyl.

4. Cile diserta €éni prace

Predkladdana préce je z&ena na zhodnoceni vybranych ukazambuvisejicich s vybranymi
etiopatogenetickymi &i psoriazy se zvlastnimuadazem na posouzeni proangiogenni aktivity a

jejich dynamiku v souvislosti s Goeckermanovoupérpsoriazy.

Hlavni cile prace:

1. Stanoveni sérové koncentrace vybranych proangidgeriaktofi pired zahajenim terapie a
po jejim ukoreni ve skupi& dosglych i détskych pacierit s psoriazou.

2. Posouzeni vlivu Goeckermanovy terapie na angiogehtivitu psoriazy pomoci zén
hladin angiogennich faktdbFGF, VEGF a solubilni formy endoglinu vibghu terapie

3. Porovnat uzitenost a vhodnost dvouiznych metodickych istupi (ELISA technika a
technika proteinovych array) pro stanoveni angiagenfaktofi

4. Monitorovat &innost Goeckermanovy terapie pomoci dvou ukaiatélttu ze skupiny
pentraxirfi: CRP a pentraxinu 3

5. Na zaklad vysledki navrhnout ukazatele vhodné pro monitorovanic¢sispsti terapie

psoriazy.
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5. Soubory nemocnych a metodika

5.1. Soubory pacient u

Sestava dos@lych pacienti s psoriazou pro analyzu angiogennich faktar bFGF
a VEGF

Do studie bylo z&azeno celkem 44 do&gch pacient s poraden z Kliniky nemoci koznich a
pohlavnich FN Hradec Kralové.. Soubor se sklade® Zen a 26 muiz pramérny vek byl 38,5 roku
a wkovy rozsah sahal od 18 do 75 let. 32 % padibgti kuraci.

Jako kontrolni soubor slouzila skupina dobrovolnyt#ra: krve o ptimérném wku 39,6 let
(rozsah 18 — 65 let). Kontrolni skupina obsahovéizo kuaka

VSichni dospli pacienti a rodie ctskych pacient podepsali informovany souhlas a studie byla

povolena Etickou komisi FN Hradec Kralove.

Sestava dtskych pacienti s psoridzou pro analyzu angiogennich faktar a
chemokini pomoci metody proteinovych array

Do studované skupiny bylo izzeno 22 &skych pacient s psoriazou. 15 z nich byly divky a 7
chlapci. Pimérny vék se pohyboval okolo 13,6 let s rozsahem od 8 detl8

Kontrolni skupinu tvéilo 22 zdravych d&ti (13 divek a 9 chlage pramérny wk 15,4 roku
s rozsahem od 7 do 17 let). Kontrolni skupina lwlarana v dtské dermatologické ambulanci po
negativnim klinickém vySégni.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytevolena Etickou komisi FN Hradec

Kréalové.

Sestava dosflych pacienti s psoriazou pro analyzu pentraxii CRP a
pentraxinu 3

Hladiny pentraxif byly analyzovany ve skupirdosglych pacient s psoriazowitajici celkem
49¢lend. Z nich bylo 23 Zen a 26 muzPrimerny vék byl 37,5 roku s rozsahem od 18 do 75 let.

Kontrolni skupinu tvélo 48 zdravych dobrovolnik dardi krve. Jejich pimérny vek byl 29,6
let s rozsahem od 19 do 65 let. V kontrolni skafplo 29 muz a 19 Zen.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytavolena Etickou komisi FN Hradec

Krélové.
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Sestava dosflych pacienti s psoriazou pro analyzu solubilni formy endoglinu
(sCD105)

Hladina solubilni formy endoglinu (sCD105) byla rstaena v séru doslych paciend
s psoriazou v pfu 38 ¢lend. Z nich bylo 18 Zen a 20 miZz Pramérny wvek byl 43,4 roku
s rozsahem od 18 do 76 let.

Kontrolni skupinu tvéilo 63 zdravych dobrovolnik dard krve. Jejich pimérny vék byl 34,4
let s rozsahem od 19 do 56 let. V kontrolni sk&fiylo 32 mu# a 31 Zen.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytavolena Etickou komisi FN Hradec

Kraloveé.

5.2. Goeckermanova terapie psoriazy

Goeckermanova terapie je kombinaci fototerapiekalid aplikaci dehtu. Nemocnému jecee
aplikovana dehtova mast obsahujici 5% dehtu (piranis) na postizena mistade. Mast fisobi
pies noc a rano je odstkara pomoci olejové lazn Nasledg je pacient oz@n UV z&enim a
zbytky dehtové masti jsou odstegny koupeli.

K zakladnim kritériim pro Zazeni osob do skupiny paci@ntje negitomnost interagujicich
faktori expozice (naip soulEZzna ¢i predchazejici sekundarni expozice dehtu, PAU, Ukérda
RTG z&eni) a stav onemoéni, vylwujici Goeckermanovu metodwh®y psoriazy (nesnasenlivost
UV zé&eni ¢i dehtovych prepara). Tyto Udaje byly zjisovany pomoci dotaznika odbornym
dermatologickym vySéenim.

Praimérna doba terapie se pohybovala okolo 17 dni (8 -dAY). Pro objektivizaci rozsahu
postizeni byl pouzit vyptet PASI skore (Psoriasis Area and Severity Indghpdnocovanéied a
po skorteni |&€by.

Byla provedena i objektivizace davky UV teai, kterou pacienti obdrzelitipterapii. Dle
spektroradiometrické analyzy pouzitého UViigd je intervalova hustota é@€ho toku ve
vzdalenosti 100 cmipd z&icem 134,45uW/cn? (pro vinovou délku 280 — 315 nm) a 245,6
uWi/cn? (pro vinovou délku 315,5 - 400 nm). K dispozicidy podrobna spektra hustotizého
toku, ze kterych bylo mozno o&lst hodnoty intenzit pro uzsi spektralni oblastirida intenzita
z&eni (W/cnfvztazena k vinové délce 270 nm) bylalpzng paitana jako soket sowini intenzit
z&eni v dikich spektralnich oblastech od 180 do 400 nm (W X?cmnmid), relativnich
spektralnich &innosti a ek dikich spektralnich oblasti (nm). Davkyteai byly vyp@itany
vynasobenim &inné intenzity zéeni (1,478 E W/cnt) dobou expozice. Doby expozice UVieai
byly individualni a byly ordinovany vzestuprpodle vyvoje onemoa@ni bethem |€by. Doba
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oz&eni se pohybovala od 1 do 20 minut/den. Denni dédd&eni se u sledovanych paciént
pohybovala mezi hodnotami 0,8868 mdfcifi minuta) a 17,736 mJ/ém(20 minut). Pro
kvantifikaci rizika byla pouzita limitni hodnotagpracovni progedi 3 mJ/crfy dopor@ovana jako
ochrana ped akutnimi ginky vedoucimi ke vzniku erythému a fotokeratitielSi doby expozice
tento limit pekratovaly zhruba SestinasolimejkratSi dosahovaly 30% limitu. Pro dané podkyin

Goeckermanovy metody davkovy limit napValy zhruba 3,4 minuty expozice.

5.3. Odb éry biologického materialu

Vzorky srazlive krve byly od paciantlécenych Goeckermanovou terapii odebramgdp
zatatkem l€by a v den propushi z nemocnrini p&e do standardnich o&étovych zkumavek pro
srazlivou krev. Srazliva krev byla o#ésténa po 1 hodi#é pii 3000 rpm po dobu 10 minut a sérum
bylo zmraZeno na -80°C. Stejnymtspbem byly zpracovany a uchovany kontrolni vzor&yotl

krve. Red vlastnim zpracovanim byly vzorky rozmrazeiiyppkojove teplat.

5.4. Laboratorni metody stanoveni angiogennich fakt  ord a pentraxin d

5.4.1 Metoda proteinovych array

Metody proteinovych array patmezi tzv. multiplexové techniky, které uniogi simultanni
stanoveni ¥tSiho mnoZstvi sledovanych paranietanalyti). Pro stanoveni chemokira dalSich
angiogennich faktdrv séru pacierits psoriazou byla pouzita metoda tzv. membranowayciy od
firmy RayBiotech (Norcross, Georgia, USA). Na pdwrcvhodné membrany o roZmech cca
1x1cm byly do ufitych predem definovanych mist, sfpthavazany protilatky proti jednotlivym
stanovovanym chemokim. Membrana byla nasleélinkubovana se vzorkem séra pacienta a po
promyti byl na povrch membrany aplikovan koktejkwedarnich protilatek proti zménym
chemokirim. Tyto protilatky jsou namény proti jinym epitopm na povrchu molekul chemokin
nez se kterymi reaguji primarni, na membranu fix@varotilatky. Sekundarni protilatky byly
znaeny biotinem. V dalSim kroku bylfjdlan konjugét streptavidint&nova peroxiddza a nakonec
substrat, ktery po transformaci na barevny prodigializoval navazané stanovované chemokiny.
Whodnoceni bylo provedeno densitometricky z digitéo fotografického zaznamu membrany. Pro
analyzu byl pouzit software ARES (ARray Evaluat®ystem, BariaCR).

Metoda byla pouzita na stanoveni angiogennich fakieNA-78, GRO alfa, MCP-1, RANTES,
IL-8.
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5.4.2. ELISA technika

Metodou ELISA byla stanovenaétéina solubilnich markér pouzitych pi hodnoceni
imunomoduléniho efektu Goeckermanovy terapie psoriazy. MetodES A je zaloZena na detekci
solubilnich fakto#i imunochemickou cestou pomoci dvojice specifickyebtilatek namienych
proti riznym mistim (epitogim) na stanovované molekule proteinu. Prvni praidge zpravidla
navazana na povrchu jamky mikrotitnd desttky. Stanovovany protein ze vzorku je potom
navazan na tuto protilatku a vizualizovan pomodcihér protilatky zné&ené enzymaticky. Enzym
potom transformuje vhodny substrat z vzniku zbarviteré je amirné koncentraci stanovovaného
proteinu. Vzniklé zbarveni je ¢reno spektrofotometricky. Pro stanoveni praidiiISA technikou
byly pouzity komegni kity. Spektrofotometricka #ieni byla realizovana pomoci ELISA readeru
Multiskan RC (Thermo Scientific).

Pomoci ELISA techniky byly stanoveny hladiny bFGMEGF, pentraxinu3 a solubilni formy
endoglinu (sCD105). Koncentrace PTX 3 bylgiany pomoci soupravy pro sendwou ELISA
metodu (Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland).

Hladiny VEGF, bFGF a solubilni formy endoglinu vrisébyly zméteny ELISA metodou
s pouzitim komemich diagnostickych kitvyrobenych firmou R&D Systems (USA).

5.4.3. Imunonefelometrie

Imunonefelometrickd metoda je zaloZzena na&tfemi rozptyleného stla na castekach
precipitatu, imunokomplexu, vzniklého reakci antig€v tomto pipact lidského CRP ze vzorku) a
specifické zvieci protilatky. CRP byl gfen touto metodou za pouziti nefelometrického aréabru

IMMAGE 800 firmy Beckman Coulter a reagencii téieniy.

5.5. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni nafanych dat byly pouzit statisticky software MedC@tedCalc
Software, Mariakerke, Belgie). Normalita dat bylankolovana pomoci Kolmogorov-Smirnovova
testu. Pro srovnani skupin pacigmt pro zhodnoceni zin jednotlivych parameirbéhem terapie
byl pouzit neparovy nebo parovy t-testiipadre neparametricky Wilcoxalv nebo Mann-
Whitneyav test. Koreldni analyza byla provedena pomoci Pearsonova nelsar@pnova

korela&niho koeficientu.
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6. Vysledky:

6.1. Stanoveni hladin r dgstovych faktor 4 VEGF a bFGF

Ve skupiré 44 dosplych pacient s psoridzou bylo dosazeno vyznamné Klinické odgiona
terapii. Hodnoty PASI fed terapii 20,9 + 8,4 klesly na uravg,7 + 3,9 po terapii (p < 0,001).

Sérové hladiny obou angiogennich cytdkilkEGF a bFGF korelovaly s aktivitou choroby
méienou pomoci PASI skoére. Korétd koeficienty ngly hodnotu 0,5688 u bFGF (p < 0,001) a
0,352 (p = 0,019) pro VEGF. Vysledky kor&h analyzy jsou znazogny v obrazciché. 1 a 2.

bFGF (pg/ml)
_—
-
LI l T

- o
2—IlllllllIIIIIIllIIIIIlll!lllllllllllllllllllllllll'
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

PASI skore pred terapii

Obrazek ¢. 1. Korelace mezi sérovymi hladinami bFGF a hodnot&&s!| skére ve skupin
pacienti s psoridzou ied Goeckermanovou terapii. Z§igy korel&ni koeficient ma hodnotu
0,5688 (p < 0,001).
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Obrazek ¢. 2. Korelace mezi sérovymi hladinami VEGF a hodnot&ABI skére ve skupin
pacienfi s psoriazou ffed zahajenim Goeckermanovy terapie. Karalakoeficient ma hodnotu
0,352 (p = 0,019).

V porovnani s hladinamithto cytokiri v séru zdravych osob (bFGF 7,3 £ 3,7 pg/ml, VEGF
236,4 = 55,9 pg/ml) byly hladiny u psoriaiikpied I&bou vyznama vyssi (bFGF 10,2 + 5,04
pg/ml, p = 0,0036 a VEGF 329,4 + 125,5 pg/ml, p80Q).Viz obrazky ¢. 3. a 4..

24
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Obrazek ¢. 3. Srovnani sérovych hodnot bFGF u padiespsoridzou fed zahajenim terapie
s hodnotami u zdravych dobrovolfikp = 0,0036).
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Obrazek ¢. 4. Srovnani sérovych hodnot VEGF u padestpsoriazou ifed zahajenim terapie

s hodnotami u zdravych dobrovoldikp < 0,001).

Sérové hladiny obou cytokinse po terapii vyznangrsnizily. Hladiny bFGF poklesly z 10,2 +
5,04 pg/ml na 7,78 + 4,5 pg/ml (p = 0,019) a hogngEGF se snizily z 329,4 + 125,5 pg/ml na
278,5 = 109,9 pg/ml (p = 0,0042prazky &. 5. a 6). Hladina VEGF #stala po terapii stale vyssi
nez u zdravych kontrol. Naopak bFGF se po terapiinalizovala (p = 0,5723).

251

151

bFGF (pg/ml)

pred terapii po terapii

Obrazek ¢. 5. Pokles hladin bFGF v plbéhu Goeckermanovy terapie psoriazy (p = 0,0191).
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Obrazek ¢. 6. Pokles hladin VEGF v fbéhu Goeckermanovy terapie psoridzy (p = 0,0042).

6.2. Stanoveni hladin angiogennich faktor @& metodou proteinovych

array.

Angiogenni faktory byly vySéeny ve skupit 22 ckti s psoriazou kenych Goeckermanovou
terapii. Ve vSechifpadech bylo dosazeno vyznamné klinické odgdowa terapii. Hodnoty PASI
pied terapii 20,33 + 9,86 klesly na 7,7 £ 5,22 papér(p < 0,001). Metodou proteinovych arraz
byly méteny chemokiny GRO alfa, ENA 78, MCP-1, RANTES a8LNebyly prokdzany zadné
statisticky vyznamné korelace mezi sérovymi hlaginanéienych parametra aktivitou nemoci
vyjadienou jako PASI skore.

Sestava paramétna pouzitych membranéach je olarazku €. 15.

A B (o] D E F G H
1 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF ENA-78 b FGF
2 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF ° ENA-78 b FGF
3 GRO IFN-y IGF-I IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 PDGF-BB
4 GRO IEN-y IGF-I IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 PDGF-BB
5 PIGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
6 PIGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
7 BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS
8 BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS

Obrazek €. 15. Sestava paramétna membr&fipouzité v praci. Jednotlivé proteiny se na kazdé
membrag vysetuji duplicitre.
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Typicka ukazka membrany se spoty odpovidajicingfemym chemokiaim u konkrétniho
pacienta je nabrazku ¢&. 7.

“blanks “"GROT ¥ control ‘
‘ ‘ J { J y
““blanks “"RANTES ~ ¥ control’”
.l.-.'_'_'Ba"ankg:.'.-_': =" control

“blanks ™

. :‘ S B

e Blanks R T

® o o °©

“McP-1  ENA-TS
{) o o

“fcontrol

Obrazek ¢. 7. Ukazka vysledného zbarveni spata membréh pri stanoveni angiogennich
faktori metodou proteinovych array. Spoty odpovidajicitdakm zminovanym v praci jsou

vyznaeny kruhy.

Po vyhodnoceni membran pomoci specialniho softwlayly koncentrace jednotlivych
chemokinii vyjadreny v podob relativnich jednotek. Hodnoty jednotlivych fakiojsou uvedeny

v tabulceé. 1
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Tabulka ¢. 1. Koncentrace chemokin(relativni jednotky)

Pred terapii Po terapii Kontrolni skupina
Chemokin
Pramér SD Median Pramér SD Median Pramér SD Median

ENA-78 11.33 9.39 8.5 12.75 11.6 7.2 12.4. 7.2 11.45
GRO a 22.85 13.79 17.25 19.10 139 11.0 14.3B 12|46 9.
IL-8 14.17 19.73 5.40 10.70 12.0y 5.0 7.14 10B3 4.1
MCP-1 8.69 7.27 7.2 6.47 3.77] 6.80 2.43 1.4 2.0
RANTES 49.02 15.91 52.0 39.76 13.0y 37.5 39.9y 16]97 4410

Pfi srovnani hladin chemokin mezi dtskymi pacienty a skupinou zdravychstgkych
dobrovolniki byly nalezeny zvySené hladiny GRO alfa (p = 0,0128JCP-1 (p = 0,0003)ipd
terapii oproti zdravym kontrolam. Naproti tomu hiad RANTES, ENA-78 a IL-8 ped terapii
nebyly vyznami zvySeny oproti kontrolni skupin

Dale byl zkoumén vliv Goeckermanovy terapie na imadmingnych chemokif. U pacient
vyznamré poklesly po Goeckermandéwerapii koncentrace MCP-1 (p = 0,002), GRO alfa=(p
0,048) a RANTES (p = 0,0131). Hodnoty MCP-1 bylypa terapii vyznam& zvySeny oproti
zdravym kontrolam (p < 0,0001). Zmy hladin GRO alfa, MCP-1 a RANTESHem terapie a

jejich vztah k hodnotdm u zdravé populace jsouandmy nabrazcich 8., 9. a 10.
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pred po kontrolni
terapii terapii skupina
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Obrazek ¢. 8. Rozdily v sérovych hodnotach chemokinu GRO ve slagh pacierni
s psoriazou f&d zahajenim terapie a po ukeni terapie a v kontrolni skuginKoncentrace GRO
jsou uvedeny v relativnich jednotkéach.
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p=<0.0001
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pred po kontrolni
terapii terapii skupina

Obrazek €. 9. Zmeény v sérovych hladinach chemokinu MCP-1 ve padienpsoriazou igd
zahajenim terapie a po ukami terapie a v kontrolni skuginKoncentrace MCP-1 jsou uvedeny

v relativnich jednotkach.
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Obrazek ¢. 10. Rozdily v sérovych hodnotach chemokinu RANTES kapgach pacierit
s psoridzou f&d zahdjenim terapie a po ukeni terapie a v kontrolni skugin Koncentrace
RANTES jsou uvedeny v relativnich jednotkéch.

6.3. Stanoveni koncentraci pentraxin & PTX3 a CRP

Parametry byly stanoveny ve skup#d pacient s psoriazou. Bylo dosazeno vyznamné klinické
odpowdi na Goeckermanovu terapii. Hodnoty PASgterapii 20,9 + 8,4 klesly na 7,7 £ 5,22 po
terapii (p < 0,0001). Nebyly prokazany zadné diakg vyznamné korelace mezi sérovymi
hladinami CRP a PTX3 a aktivitou nemoci vyjédou jako PASI skore.

Ve srovnani s hodnotami v kontrolni skupirdravych dant krve byla hodnota PTX3 a CRP
pied l&bou vyznami vysSi (p < 0,0001)@brazky €. 11 a 13. Hodnoty ve skupi zdravych
dobrovolniki pro PTX3 byly 1,05 + 0,45 ng/ml a pro CRP 0,73,&4 mg/l.

351

* %k %

3.0

2,50

PTX3 (ng/ml)

pred terapii kontrolni skupina

Obrazek ¢. 11. Srovnani sérovych hodnot pentraxinu 3 (PTX3) uigudi s psoriazou igd

zahajenim terapie s hodnotami u zdravych dobrokolfd < 0,001).
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Obrazek ¢. 12. Srovnani sérovych hodnot CRP u padiesipsoridzou i@d zahajenim terapie
s hodnotami u zdravych dobrovoliikp < 0,001)

Hladina PTX ped I&bou 1,92 + 0,72 ng/ml klesla vyznatna 1,66 + 0,58 po &b
(p < 0,00396) Qbrazek ¢. 13.
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Obrazek ¢. 13.Pokles hladin pentraxinu 3 viiéhu Goeckermanovy terapie psoriazy
(p = 0,0396).

| po skorkeni l&by zistaly koncentrace PTX3 vyznagmySsi oproti kontrolni skupén
(p < 0,0001).
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Hladina CRP klesla z 4,64 + 3,96 mgéhlem |€by na 1,66 = 0,58 mg/l (p < 0,001plrazek
¢. 19).
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Obrazek ¢. 14.Pokles hladin CRP v finchu Goeckermanovy terapie psoriazy (p < 0,001).

6.4. Stanoveni hladin solubilni formy endoglinu (CD  105)

Solubilni forma endoglinu (CD105) byla stanovensevech 38 dostych pacieni s psoriazou.
VSichni meli pozitivni odezvu na kbu. Hodnoty PASI skore poklesly z¢@eni hodnoty 19,22 +
7,49 na 8,85 + 6,29 po uk&emi terapie (p < 0,001). Nebyla nalezena vyznanurél&ce mezi
hodnotami endoglinu a zdvaznosti onemdacwyjadenou jako PASI skorefed terapii ani po ni.

Goeckermanova terapie vyvolala vyznamny poklesihladlubilniho endoglinu z 7,85 + 2,26
ng/ml pred I&bou na 7,01 + 1,71 ng/ml pocle (p = 0,0002) Qbrazek ¢.16).
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Obrazek ¢. 16. Pokles hladin solubilni formy endoglinu vipghu Goeckermanovy terapie
psoriazy (p = 0,0002).

V kontrolni skupir ¢itajici 63 zdravych dobrovolnikbyly nangieny hodnoty endoglinu 4,88 +
0,95 ng/ml. Nebyly nalezeny Zadné rozdily v konitsolubilniho endoglinu mezi pohlavimi (p
= 0,7022). Ve srovnani s touto kontrolni skupingly thladiny solubilniho endoglinu vysSirgul
Ié¢bou i po I€b¢ (pred terapii i po terapii p < 0,001).

7. Diskuse

7.1. Uvod

Ve c¢tyiech prezentovanych pracich jsme hodnotili vybraamémpetry za¥tu a angiogeneze.Ve
vSech pokusech jsme hodnotili vliv terapeutickélisgbeni na pacienty s psoriazou. S ustupem
exacerbace choroby byl zjst pokles wgkterych parametr VSichni pacienti byli |&eni
Goeckermanovou terapii. Je to pong stara, ale €innd metoda kby psoriazy, kter4 se uziva jiz
déle nez 90 let (65). Jeji provdud spa&iva v kombinaci fototerapie s lokalni aplikaci deldbecs
vedou ol tyto slozky terapie k imunosupresi. Za patofyzgiby mechanismus jejich¢innosti
pii navozeni remise u psoridzy se ohepovazuje Gtlum efektorovych mechanisimunitniho
systému (66). Zgna proangiogenniho fenotypu k normalni vaskitamii remisi psoriatické Iéze

vede k otazce, zda Goeckermanova terapie nemamndékni antiangiogenniipobeni.
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7.2. Diskuse ke zm énim hladin VEGF, FGF po Goeckermanov é terapii
psoriazy

V praci byly analyzovany dvproangiogenni molekuly, VEGF a bFGF v séru padigitd a po
ukonteni Goeckermanovy terapie. VEGRFeg@stavuje obecnou spo&dt molekulu angiogenni
kaskady spoleou pro ¥tSinu tkdni a modél angiogeneze (67). bFGF je molekula s vyraznym
proangiogennimdinkem, byl ale prokazan i jeji vliv na b&tmou proliferaci a sekreci proteaz. U
nadorovych modél podporuje jejich st a invazivitu. Jeho proangiogenni funkce je vyana
provdzana s VEGF. Bylo prok&zano jejich synergipgobeni. Samotnd blokdda bFGF vede k
mensSimu Ustupu neovaskularizace nez blokovani V{8):

Zda se, Zze VEGF je Kiovy pro iniciaci angiogeneze, zatimco bFGF awuliye jeji udrzovani. V
pozckjSich udrzovacich fazich angiogenniho procesu jjehjaole mozna zastupitelna, protoze
existuji dikazy pro kompenzatorni zvySeni bFGH terapii blokatorem VEGF, ktera vedla k
reaktivaci tumorové angiogeneze (69). Vyhodna papii by tedy byla izjmé¢ preventivni
strategie cilici na @b molekuly. ZvySené plazmatické hladiny samotného G¥E jako
proangiogenniho faktoru byly nalezenyady nadoit a jsou ukazatelem Spatné klinick@gpowdi
u nemoci. (36). Korelace mezi hladinou sérovéhds¥E aktivitou onemodmi byla nalezena u
nékterych imunopatologickych chorob spojenych s clulom zarétem, jako je naip juvenilni
revmatoidni artritida (JRA) (70).

U psoriatickych pacietbyla rovréz prokazana zvySena sérova hladina VEGF, a to ngmmé
pacientt s €z8imi formami nemoci, jako jsou generalizovana redgrmicka forma a
generalizovana pustularni psoriaza (71). Patofggicky byl vliv VEGF na hyperpermeabilitu
bazalnich membran cév wzké generalizované pustularni formy davan do stnstis se
zavaznymi mimokoznimi komplikacemi, jako proteimur plicni edém (72). ZvySena exprese
VEGF v kizi pokusnych mysi vede k vysevu psoariasiformnézi (55). Pedstava VEGF jako
ukazatele angiogeneze u psoriazy, kde jeho hlaktneluje se zavaznosti nemoci, ma tedyj sv
teoreticky zaklad. Role bFGF u psoriazy neni zgpimdrobréji prozkoumana. Jsou popisovany
jednotlivé gipadové studie, kdy topickd aplikace FGF inhibiterdla k zmensSeni psoriatickych
lézi (64).

V nasi praci jsme prokazali zvySené sérové hladiBGF u psoriatik a jejich snizeni po
uspsné Iéb¢. Hladiny VEGF navic korelovaly s PASI skore chaeaizujicim zavaznost
onemocgni. DalSim ndfenym angiogennimusobkem byl bFGF. Byly rowZ prokazany vyssi
hladiny ged I&bou a normalizace po dés. Hladiny podobg jako u VEGF korelovaly s PASI
skore.

Metoda, ktera byiedstavovala zlaty standard, tedy dokazala dastatenzitivié a specificky

rozliSit a kvantifikovat miru angiogeneze nebo jegigresein vivo u c¢lovéka, dosud nebyla
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stanovena. Jsou vyuzivaniji t hlavni skupiny metod: zobrazovaci metody (CT, IMRET),
stanovovani hladin angiogennich molekul (ELISA, imblot, PCR, ISH) a gt mobilizovanych
cirkulujicich endotelovych bwk ¢i endotelovych prekurzéra jejich subpopulaci. (fprokova
cytometrie). SpiS neZz jeden samostatny ukazatelo neletoda bude ke zhodnoceni miry
angiogeneze pitdba sestavit panel paramgtktery poskytne charakteristicky obraz angiogeneze
(73). Samostatné hodnoceni plazmatickych hladiniogegnich faktar tedy umoiuje jen
kvalitativni, hrubé zhodnoceni probihajici angiogen

Zvysena hodnota hladin VEGF u psoriétikretrvavala i po terapii. To fiie ukazovat na
pomalejSi dynamiku regrese novatenych kapilar nebo reprezentovat émdné vlastnosti
keratinocyti z psoriatickych 1ézi, které si mohou udrZzovat Vy&&zalni sekreci VEGF a tak byt
stale pipraveny k angiogenni odp&di.

7.3. Diskuse k hladindm solubilni formy endoglinu p o Goeckermanov é
terapii

TGF beta je pleiotropni cytokin gasti v mnoha informimich sitich organismu. dihek TGF
beta na angiogenezi je nejedna#ma Signalizace TGF beta méa &znych modelech pro- i proti-
angiogenni fisobeni. Zda se, Ze rozhodujici je kontext tetoadigmce zprosedkovany dalSimi
zatim ne Upla objasgnymi pomocnymi signaly. Nejznafi$im z nich je pra¥ endoglin (CD105),
transmembranovy pomocny receptor pro TGF betay geexprimovan fevazré na aktivovanych
a proliferujicich endotelovych Blkach. Je povaZzovan za ukazatel aktivace endotelu a
neoangiogeneze. Na subcelularni trovni modulgjeadni cesty TGF beta kaskady. Existuje i jeho
solubilni forma, pravépodobré produkovana enzymatickym épenim membranové molekuly,
kterd mize mit antagonistickou funkci (74). Endoglin hrajgnamnou roli v procesech spojenych
s angiogenezi, embryogenezi, tumorigenezi a @bsenzastem a hojenim ran (75). V mySim
modelu vedla delece obou alel endoglinu k prenatéhalitt v 10. den gestace a byla spojena s
kardialnimi defekty a Spatnou vaskularizaci Zloutdw vé&ku. Heterozygotni model byl viabilni,
ale mysi vykazovaly znamky poruSené vaskulaturgleangiektazie a AV malformace, obraz
podobny hereditarni hemoragické teleangiektazii THHeboli Rendu-Osler-Weberéwmemaoci
(ROW) (76,77).

ROW je autosoméath dominantni porucha s incidenci 1:10000 charakigemna pray
teleangiektaziemi, AVM v plicich, jatrech a ledvitid U lidi trpicich touto chorobou byly
nalezeny poruchy signalizace cestou TGF beta edooho podtypu HHT1 i samotnd mutace v
genu pro endoglin (78).

Druhou chorobou spojenou s poruchou endoglinu geldampsie u¢hotnych. ZvySené hladiny
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solubilni formy endoglinu (sCD105) a receptoru pBGF (SVEGFR1) zde sekvestruji své volné
ligandy a tim prav&podobr interferuji s TGF beta signalizaci a produkci oxausnatého (NO).
Vedou tak k rozvoji endotelové dysfunkce. Zajimgvé&e zvysujici se hladiny sCD10&efdchazeji
rozvoj klinickych symptom o 2-3 ngsice a tak fedstavuji lakavou moznost pro sveé uptairjako
casnych ukazatélrozvoje nemoci (79).

Treti skupinou nemoci jsou nadorova onemdo¢nu kterych byla prokazana exprese endoglinu
jak na no¥ tvorené vaskulatte, tak na samotnych nadorovychikach. Wsoka mira jeho exprese
v nadorovém ceévnirtecisti je spojena s horSi prognozou wityrch typa nadoni (80), nap. prsu a
prostaty (81,82). Endoglin protorgustavuje lakavy terapeuticky cil. Prvni pokusy mgSich
modelech vyuZivajici protilatky proti endoglinu akdnce DNA vakcinace proti této molekule
vedly k giznivym za¥rim (83). Role solubilniho endoglinu byla zkoumanadevsim u
preeklampsie, v jejiz patogenezi hraje zasadni Kaizaklad téchto poznatk se zda, Zze sCD105
pusobi jako vychytavaci receptor pro TGF beta a podomolekuly a tak interferuje s jeho
signalizaci. V procesu angiogeneze to znamena \uritiinek (84). Antiangiogenniho fisobeni
sCD105 by bylo mozné vyuzit v terapii.

Endoglin hraje konkrétni roli v patogenezi psoria¥y mySim modelu bylaizena zesilena
exprese TGF beta Viki spojena s vyskytem lézi podobnych psoriatickg®).( Exprese endoglinu
v cévach psoriatickych 1ézi u lidi byla jiZ v jinypracich také zkoumana a zjis jeho zvySena
exprese oproti zdravym kontrolam a naopak snizgpgese mimo léze (70). Model endoglinu jako
angiogenniho parametru by odpovidal &gmmé pedsta¢ o podilu novotvorby cév na rozvoji
psoriazy. Hladinami solubilni molekuly endoglineC0105) u psoriazy se jéStadna prace
nezabyvala. V naSi praci se sérové hladiny solililmlendoglinu u pacieits chronickou psoriazou
vyrazre snizily po terapii. U nemocnych byly hladiny sCB1ged terapii vyznamnvyssi nez u
zdravych dobrovolnik a Zistaly vysSi i po l&bé. Sowasre nebyla nalezena zadna korelace mezi
hladinami endoglinuifed i po terapii a tizi nemoci vyjgehé pomoci PASI skore. ZvySené hladiny
sCD105 ukazuji na aktivovany angiogenni proces u¥i kpsoriatickych lézi. WSSi exprese
endoglinu na novotwenych cévach by znamenala i jels¥ S€peni na solubilni formu.

Z funkéniho hlediska fedstavuji vyssi hladiny sCD105 v krvi pro angiogerteimivy signal
zvlase pak signalizace kaskadou TGF beta. (a VEGF). Ter@ohanismus by mohkgdstavovat
kompenzaci k biologicky velmi aktivnim proangiogémn molekuldm a jejich systémovym
acinkam (86). Ve swtle znamé asociace hladin sCD105 a endotelové diséuu preeklampsie se
nabizi otdzka, zda nema sCD105 podobéiyeak i u psoriazy. U preeklampsie je ale etiologie
multifaktorovda, jsou prokazany zvySené hladinynygh solubilnichscavengerreceptoéi. Navic

jsou popisované hladiny vyragmyssi.
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7.4. Diskuse ke stanoveni chemokin & metodou proteinovych array

Chemokiny jsou sekundarni prozélivée mediatory. Jejich produkce je indukovana adladou
faktoni, obecw prozartlivymi cytokiny rychlé odpowdi, ke kterym paf TNF alfa, IL-1, IFN
gama, sloZka komplementu C5a, bakterialni stimuhgtijici gles TLR receptory aj. (87).

U psoriazy byla prokazana produkéady chemokif. V akutni fazi pispivaji k akumulaci
leukocyti a rozvoji charakteristickych zétivych zmén v dermis a epidermis. V patogenezi nemoci
je infiltrace z&stlivymi bunkami spolu s angiogenezi jednou z prvnich histalogih znén v
procesu rozvoje plaku. Z futkiho pohledu fedchazi infiltrace leukocft jejich aktivaci a
nasledné fazi odpedi keratinocyt (88).

Usmernény pohyb leukocyt je usp@adany proces, ktery zahrnujekolik fazi a je cilen fizen.
Chemokiny totorizeni zprosedkuji s vysokou specificitou pro jednotlivé leulgtérni populace
(89). Rizné leukocytarni populace dominuji #znych fazich rozvoje psoridzy a tomu odpovidaji
razna chemokinova spektra (90).

V naSi praci jsme stanovovali hladingtipchemokiri: GRO alfa (CXCL1), MCP-1 (CCL2),
RANTES (CCL5), ENA78 (CXCL5) a IL8 (CXCLS8).ies velky pekryv funkci mizeme &¢mto
chemokiim prifadit buré¢nou populaci, na kterouigvazri pusobi. RANTES ovliviuje T-
lymfocytarni systém a MCP-lgvaZzr monocyto-makrofagové lky. IL-8 spol&éné s GRO alfa a
ENA78 pisobi na neutrofilni elementy. Nalezli jsme zvysShklagliny GRO alfa, MCP-1ipd terapii
ve srovnani se zdravymi dobrovolniky. Naproti tontadiny RANTES, ENA-78 a IL-8ied terapii
nebyly vyznami zvySeny oproti kontrolam. Ve skugipacientt s psoriazou vyznandnpoklesly
po terapii hladiny chemokin MCP-1, GRO alfa a RANTES. Hodnoty MCP-1 byly i @r
vyznamm zvyseny oproti zdravym kontrolam.

Rozvinuta psoriaticka léze produkuje velké mnozsheémokiri v souladu s naSitpdstavou o
roli usmeérnéném pohybu leukocytv patogenezi nemoci. ZvySené hladiny GRO alfa aPMJako
chemokiri  klicovych pro atrakci populaci neutrdfila makrofa§ této edsta¥ odpovidaji.
Zajimava je nefitomnost zvySenych hladin IL-8, ktery je povazovaa hlavni chemokin
odpowdny za gisun neutrofih a ktery podle &kterych praci koreluje s aktivitou nemoci. Je mgzné
Ze jsme pacienty zastihli ve fazi pokilého rozvoje plaku, kdy je veSkerygsun neutrofil jiz
ukorten. Vzhledem k redundanci cytokinovych siti je n&Zzze IL-8 v této fazi zastoupi
chemokin GRO alfa. NaSe d&ieni bylo navic provedeno v populacitgkych paciert, takze
chemokinova spektra by mohla byt ovivia wkem. Po Goeckermanéuerapie nastalo snizeni
hladin rekterych chemokifi, coZ by odpovidalo i klinicky sniZzeni intenzityozbby reprezentované
PASI skore. Snizily se hladiny zprvu zvySenych GRI@ a MCP-1. To by odpovidalo sniZzeni

chemotaktickych signal pro neutrofily a makrofagy. | po terapitistaly stale zvySeny hladiny
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MCP-1. Vzhledem ke kibvému postaveni makrofay patogenezi a udrzovani pozdni faze plaku
toto zjiS€ni mozna pedstavuje projev zbytkové aktivity nemoci, kterdadrnv delSimcasovém
horizontu vymizi a dojde ke snizeni hladin MCP-bmekazuje na stalou subklinickou Z#ivou
aktivaci v kizi psoriatiki.

Podobr jsme v prvni praci zjistili i po terapii zvySenéatliny VEGF. Jak uz bylo uvedeno,
makrofagy plni vyznamnou reguld roli v psoriatickém plaku. Jednou ¥egpokladanych funkci
je i funkce tzv. VRL (vascular regulatory leukocgjtetedy busk s produkci VEGF, kteréfigpivaji
k angiogennimu fenotypu. Podle tétteg@stavy by zvySené hladiny MCP-1 a nastedVEGF
ukazovaly na trvalé i kdyz subklinické udrzovangiagenniho pepin&e v aktivni podob a tedy

zvySenou tendenci k angiogenni odgaiw kazi psoriatiki.

7.5. Diskuse k hladinam pentraxinu 3 a CRP

Pentraxin 3 (PTX3) je navobjevenymclenem skupiny pentraxin strukturé podobnych
proteini, ke kterym pat i nejznandjSi protein akutni faze zémw, CRP. PTX3 péi k tzv. dlouhym
pentraxiim (91,92). Zatimco v fibéhu reakce akutni faze je CRP wyitea v jatrech ajsobi na
arovni celého organismu, PTX3 vznikéimpo v zartlivém lozisku a jeho fosobeni je lokalizované
do postizené tkan(93). Spolénou vlastnosti obou pentraxije aktivace komplementu klasickou
cestou. Mraz na lokalni milieu vykazuje i fudké .Zda se, Ze PTX3 ma odlisSny vliv na aktivaci
komplementu v zaitlivé tkani, kde psobi aktivéné¢ (94), na rozdil od cirkulace, kde
komplementovou kaskadu inhibuje (95). PTX3 se tpjet také jako solubilni receptor pro
nebezpené vzory . Podili se na opsonizagkterych infeknich agens (96). Byla prokazana jeho
vysoka afinita k angiogennimuigobku FGF-2. PTX3 takigsobi antiangiogeréna podili se tak na
jemné regulaci spoluprace angigogeneze a&tma(®@7). Hlavnimi bu&nymi elementy, které
produkuji PTX3, jsou populace aktivovanych Bknzejména monocyty, dendritické a endotelové
buiky. Syntéza PTX3 je v nich indukované pispbeni prozattovych cytokini (TNF-alfa, IL-1b)

a mikrobialnich komponent, jako nagd PS (96). Synergisticky sc¢inkem LPS se na zvySené
produkci PTX3 podili také IL-10. IFN-gama, st&jako IL-4 maji z hlediska produkce PTX3 efekt
inhibi¢ni (96). Naopak maly vliv na produkci PTX3 je papian v gipac IL-6, hlavniho
induktoru syntézy hepatéalnich proteif96), \Cetrg CRP.

Zvyseni PTX3 bylo prokazano u pacienge systémovymi autoimunitnimi chorobami a u
pacienti s celkovou aktivaci imunitniho systéemu (SIRS, is&gm Sokem) (98). ZvySené hladiny s
rychlou kinetikou se objevuji i po infarktu myokar@99). Wsoké hladiny PTX3 Izecekavat u
stavi s akutnici chronickou aktivaci imunitniho systému a jejiclodnoty koreluji s tizi a

prognostickou zavaznosti nemoci (100).
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Bylo popsano vyznamné zvySeni hladin PTX3 v plapmsoriatickych pacieft(101). V naSi
praci jsme studovali pohyb hladin PTX3 a CRPidm Goeckermanovy terapie psoridzy. Bylo
dosazeno vyznamné klinické odgdv na terapii. Hodnoty obou paramgtkteré byly ve srovnani
se zdravymi dobrovolniky vyraznvyssi, khem terapie vyznamdnpoklesly. Zarové nebyly
prokazany zadné statisticky vyznamné korelace m@zvymi hladinami CRP a PTX3 a aktivitou
nemoci vyjadenou jako PASI skdre. Po Goeckermahosrapii dochazi obeénk imunosupresi,
coz se projevuje poklesem reaktaakutni faze z&ftu, ke kterym pat CRP a PTX3. Zajimava je
zvySena hladina PTX3 po terapii. @pse nabizi moznost stalé vyssi urovokalni zastlive
aktivace, tedy v &Zi psoriatiki i bez exprese 1ézi. CRP je po terapii snizenoammalni hodnoty.

Celkové reakce organismu na lokalni &&edy po I€b¢ odezniva.

8. Zaver

Cilem této prace bylo zhodnotit vybrané ukazatgdelnotlivych etiopatogenetickychéjd
psoriazy a jejich dynamiku v souvislosti s Goeckangvou terapii. ProtoZe je psoriaza chronické
zaretlivé onemocsini, na jejimz rozvoji se podili i angiogeneze, byyfprany parametrydastnici
se jednoho i druhého procesu.

SpiSe neZ mechanismy spojenymi s iniciaci psokiatiexacerbace, které jsou stale relativn
neobjasiné, se naSe prace zabyvala mediatory pozdni, uatédaze rozvoje plaku. V této fazi
pievazuji jiz efektorové mechanismy souvisejici olokym ptibéhem nemoci. Hlavni je zde
pusobeni aktivovanych makrofégkeratinocyt a samoiejm¢ endotelu. Naopak vliv pattiovych
T lymfocyti ustupuje do pozadi.

Je to prav tato faze pla vyjadrené kozni aktivity, kdy je zahajena&l@. A pra¢ efekt terapie na
tyto mechanismy determinuje jejéianost. Einna I&ba by teoreticky mla zasahovat zastupné
faktory patofyziologickych &t psoridzy jako své cile.

Byly vybrany nasledujici skupiny ukazatelChemokiny, odposdné za usrrnény pohyb
leukocyti, které u psoriazy téz souviseji s udrzovanim prgtigeho milieu vhodného k aktivaci
panttovych T lymfocyfi. DalSi skupinou jsou parametry proZHiné signalizace, ktera je
podkladem sebeudrZzovani chronického éadn(PTX3). A nakonec proangiogenni molekuly
(VEGF, bFGF) jako indikatory setrvalé excesivriizce angiogeneze

Do vyzkumné sestavy byli z@zeni dosgi i déti s prokazanou diagn6ézou psoriazy, u kterych
byla na Klinice nemoci koznich a pohlavnich FN HmadKralové indikovdna Goeckermanova
terapie. Terapie probihala dle standardnich prétoh@avaznost onemoani i [&cebny &inek GT
byl verifikovan pomoci zrmy PASI skore.

Vzorky krve a meoi byly od pacieni lécenych Goeckermanovou terapii odebirarigdp

zatatkem |€by a v den propudbi z nemocnrini p&e. Ve skupil détskych paciernit s psoriazou,
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ktefi byli indikovani ke Goeckermane®uerapii, byla sledovana angiogenni aktivita pormoéieni
sérovych hladin angiogennich fakiorKe stanoveni angiogennich faktobyl zvolen dvoji
metodicky gistup. Hladiny bFGF a VEGF bylyd&feny ELISA technikou a koncentrace chemdakin
IL-8, RANTES, GRO alfa, MCP-1 a ENA-78 byly stanayemultiplexovou metodou proteinovych
arrays. Bhem terapie dosSlo k vyznamnému poklesu chenioRCP-1, GRO alfa, RANTES,
bFGF a VEGF. Hladiny VEGF i bFGF vyznatnkorelovaly s hodnotami PASI skoréepl I&bou.

Byla provedena pilotni studie 2m hladin pentraxinu 3 u paciéns psoridzou ve srovnani se
zdravymi dobrovolniky a bylo zjffvano mozné ovlivni pentraxinu 3 Il&ou psoriazy
Goeckermanovou terapii. Ve srovnani s hodnotamontrkini skupig zdravych dank krve byla
hodnota PTX3 fed l&bou vyznami vySsSi a v pibéhu terapie doslo k signifikantnimu poklesu. |
po skoreni I&by zistaly koncentrace PTX3 vyznawmySSi oproti kontrolni skupén.

Poddilo se ndm prokazat vyznamné amy cytokinovych profih v zavislosti na Goeckermanbv
terapii. Revedeni paciefntdo remise je tedy spojeno s Utlumem chronickéimdtada angiogeneze.
Zda-li je antiangiogennidinek GT primarnim &em ¢i sekundarni sloZzkou zavislou na ustupu
zaretu, 2istava nejasné.

Pres &innost |€by exacerbaci istava psoriaza stale newit€lnou nemoci. Terapii jsou
potlateny efektorové mechanismy a nikoliv inicialrdj,ktery pravépodobré souvisi s aktivaci T-
lymfocytarniho systému. Nemoc pakeprvava v dormantni forénbez klinickych piznaki. Tomu
odpovidaji zjiStni popsana v literate, Ze jak imunitni systém, tak nepostizeri@ek psoriatiki
vykazuje abnormalni vlastnosti i v obdobi bez exaaei.

Jisté bazalni aktivitchoroby, tebaze klinicky nevyja@gné, by mohly odpovidat i nami zgae
vySSi hladiny VEGF, PTX3 a MCP-1 po skené I€be.

K moznym strategiim ovliwni efektorovych mechanisirpsoriazy pat i Utlum angiogeneze.
Samotna myslenka je stara vice nez 40 let, kdy bylovena samotnym pionyrem vyzkumu
angiogeneze Judou Folkmannem. Od mysSlenky k peagtogt dlouh& cesta. Idige vyzkum v této
oblasti ve svych pgtcich. Zhodnoceni terapeutickych mozZnosti oéiNrangiogeneze u psoriazy
vyZaduje jednak dokonalejSi poznani angiogenniatham@sni, tak patofyziologie psoriazy. V této
praci jsme ukazali, Ze i klasicka Goeckermanovapiervedouci k objektivnimu zmimi priznak,
vede k sniZeni aktivity v angiogennich reguiah sitich.

Jednou z budoucich perspektiv angiogenni terapiekgacept dlouhodobé, chronické
antiangiogenni terapie. Tarqupokladad nizkou toxicitu (navrhuje se vyuziti egelmnich
angiostatickych molekul, napendostatinu) a vhodny model aplikace jako je neyuziti genové
terapie. Tento koncept by byl idealni pro udrzovédiu psoriazy.

| kdyz specifické I8by vyvolavajicich inicianich mechanisfn a takde factovyléceni psoriazy
se nemusime v dohledné dainckat, mize se ptad jeSt zdokonalovat terapie exacerbéicjejich
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prevence, tedy terapie cilena na efektorové meshmniK £m pati prozartlivé milieu aktivujici
panttové T-lymfocyty, chronicky z&f, i trvala aktivace angiogeneze. K vyvoji takoviahéki
bude jist zapotebi vhodny panel zastupnych ukazatéteré potvrdi na modelech mozny budouci
lécebny efekt. Zhodnoceni mist zasahu jednotlivyciRasnych dinnych terapii, i &h klasickych,
jako je Goeckermanova terapie, pgra najit spoléené mechanismydinku a tedy i cile budouci

[&cby.
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