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Abstrakt

Psoriaza je jedna z nejCastéjSich koznich onemocnéni, postihuje 2-3%
populace. Diagndza se opira o typicky obraz, anamnézu a histopatologické vysetieni.
Zavaznost choroby se hodnoti na zakladé rozsahu kozZnich projevl, lokalizace a
prubéhu. Je pro ni typicky vyskyt polokruhovych ¢ervenych papuli, které jsou kryty
stfibfitymi drolicimi se Supinkami. Kli€ovou roli v imunopatogenezi hraji T-lymfocyty.
Nachazime prevahu Th1 lymfocytll. Genetické vlivy jsou predispozi¢nimi faktory pro
rozvoj onemocnéni. Nejvétsi vazbu ma choroba na lokus, ktery se nachazi v oblasti
kodujici HLA molekuly. Lé&ba psoriazy je celozivotni, nejvice se pouziva lokalni
terapie, dale fototerapie, celkova terapie. Diky metodam molekularni genetiky je dnes
mozné vyuzit i IéCbu biologiky. Metodou ELISA jsme stanovovali koncentrace
sCD28, sCD30, endoglinu, MCP-1, Apo-1l/fas a Fas ligandu na souboru 38
pacientU s psoriazou. Na zakladé vysledku jsme hodnotili vyznam téchto parametra
pro diagnézu a monitoring onemocnéni. Zjistili jsme, Zze markery Apo-1/fas a sCD28
jsou vhodné pro urceni diagndzy, zatimco Fas ligand, sCD30 a endoglin se mohou
pouzit pro sledovani prdbéhu onemocnéni a hodnoceni uspésnosti éCby
Summary

Psoriasis is one of the most frequent cutaneous diseases, the prevalence of
psoriasis in population is around 2-3%. Diagnosis is based on typical manifestation,
anamnesis and histopathological examination. Effectality is assessed by localization,
course and measure of the disease. Plaque psoriasis appears as raised areas
covered with silvery white scaly skin. T-lymphocytes play the most important role in
immunopathogenesis of psoriasis. There is a prevalence of Thl lymphocytes.
Genetics factors have a role in predisposition to disease. Psoriasis is associated with
the alleles from the MHC. In the treatment of psoriasis is usually used topical and
systemic therapy and phototherapy. Biologic treatment of psoriasis is now possible
due to the method of molecular genetic. We determine concetrations of sCD28,
sCD30, endoglin, MCP-1, Apo-1/fas and Fas ligand by ELISA. Follow-up file was
made by 38 patients. We investigated importance of these markers for the diagnosis
and monitoring of psoriasis. We detected that Apo-1/fas and sCD28 are suitable
markers for assignation of diagnosis, while Fas ligand, sCD30 and endoglin may be

used for monitoring of disease and evaluation the effectivity of therapy.
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Ab

Ag
APC
BSA
CD4
CD8
CLA
CTACK
CTLA-4
DAG
DB
EDC
ELISA
GM-CSF
HLA
HRP
ICAM-1
I¢

IL-2
INF-y
IP-3
LFA-1
MCP-1
MIP-1
NFAT
PAI-1
PASI
pDC
PDGF
PI-3
PUVA
RANTES
sApo-1l/fas
sCD28

protilatka

antigen

antigen prezentujici bunky

hovézi sérovy albumin

znak pomocnych lymfocytl T

znak cytotoxickych lymfocyta T

antigen exprimovany na koznich lymfocytech
chemokin aktivovanych T-lymfocyt(
antigen cytotoxickych T-lymfocyt(
diacylglycerol

dendritické burky

epidermalni diferencia¢ni komplex
enzymoimunoanalyza

ristovy faktor granulocyti-makrofagu
molekuly histokompatibilniho komplexu
kfenova peroxidaza

imunoglobulinova adhezivni molekula
imunoglobulin

interleukin 2

interferon y

inositoltrifosfat

adhezivni molekula T-lymfocytu
monocytarni chemotakticky protein
chemokin uvolfiovany makrofagy
jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytl
inhibitor aktivatord plasminogenu

index hodnotici rozsah a zavaZnost psoriazy
plasmocytoidni dendritické bunky
destic¢kovy rustovy faktor
fosfatidylinositol 3-kinaza

fototerapie psoralenem a UV-A zarenim
cytokin uvolfiovany cytotoxickymi T-lymfocyty
solubilni forma Apo-1/fas

solubilni forma CD28

-2-



sCD30 solubilni forma CD30

sFas ligand solubilni forma Fas ligandu

SLE systémovy lupus erytematodes
TACE TNF-a konvertujici enzym
TGF-B transformuijici rastovy faktor

Tcl subset cytotoxickych T-lymfocytl
Thl subset pomocnych T lymfocytu
Th2 subset pomocnych T lymfocytu
TNF-a tumor nekrotizujici faktor a
TRANCE cytokin T-lymfocytu

VCAM-1 adhezivni molekula cévnich bunék
VLA-4 leukocytarni antigen

1 Uvod acil prace:
Psoriaza patfi mezi nej¢astéjsi kozni choroby, postihuje zhruba 2-3%

celosvétové populace. V Ceské republice je podet pacientti kolem 200 000. Pfichazi



prakticky v kazdém véku, vzacné zacina jiz v utlém détstvi, nejCastéji spada jeji
poCatek do pozdniho détstvi nebo mladSiho dospélého véku. Vétsinou trva choroba
nepfetrzité nebo s kratSimi i delSimi remisemi dlouhou fadu let. V pozdéjSim véku se
projevy mirni nebo dokonce mizi. AvSak i ve stafi je mozny vznik lupénky. Obé
pohlavi jsou v pfipadé tohoto onemocnéni postizena stejné.

PFiCina lupénky neni znama. Faktory, které mohou zpusobit vznik
psoriatickych |ézi jsou napfiklad fyzické poranéni kuze ( Knoebneriv fenomén),
nahlé vysazeni imunosupresiv(napr. kortikosteriodll), bakterialni i virova infekce a
snad i vlivy psychické. Svou roli hraje ovSem i genetika. Hereditalni vyskyt se zjistuje
ve 30-40% pripadu.

AZ na vyjimky nepatfi k Zivot ohrozujicim nemocim, ovSem je hendikepuijici a
to jak z hlediska psychosomatického, tak i ekonomického a socialniho.

Vzhledem k vysokému vyskytu v populaci, chronickému prabéhu a znaénému
procentu tézkych forem patfi mezi farmakoekonomicky naro€na onemocnéni a
v posledni dobé se fadi mezi nejvice zkoumané autoimunitni choroby.

Cilem této prace je : popis imunopatologickych procesu probihajicich v dermis

a epidermis postizené kuze

objasnéni genetickych vlivll jako predispozi¢nich faktord
moznosti souCasné terapie psoriazy

analyza vybranych marker( a zhodnoceni jejich pfinosu

pro diagnézu a monitoring onemocnéni



2 Charakteristika psoriazy
Psoriaza je charakterizovana jako organoveé specifické, geneticky podminéné

onemocnéni zprostfedkované T-lymfocyty. Diagnostika se opira o typicky klinicky
obraz, anamnézu a histopatologické vysetfeni.

Psoriaza, ostatné jako kozni choroby obecné, je dosud verejnosti
povazovana za méné zavaznou nemoc, neZ jsou choroby jiné*®. Ov&em to, jak
lupénka snizuje kvalitu Zivota a jaké ma psychosomatické a psychosocialni
didsledky, muze byt srovnatelné i jinymi onemocnénimi. Zavaznost choroby se
hodnoti na zakladé rozsahu koznich projevu, lokalizace a prabéhu.

Lupénka se projevuje typickou morfologii-Supinaty povrch s ostrym
ohrani€enim, dale pak ndlezy na nehtech, ve vlasech &i v oblasti koznich fas. Pfi
histologickém vySetfeni nachazime pfi akutnim vysevu necharakteristicky
perivaskularni lymfocytarni infiltrat a dilataci kapilar. U pokrocilejSich forem se
vyskytuje loZiskova parakerat6za a exocyt6za neutrofild. U pIné vyvinuté psoriazy
muzeme na histologickém Fezu pozorovat pravidelné protazeni epidermalnich ¢epd,
protazeni papil koria nad kterymi je epidermis ztencela, hyperkerat6za
s parakeratozou s redukci az vymizenim stratum granulosum, pod ni pfitomnost
mikroabscesl z polymorfonukleart a intraepidermalnich spongiformnich pustul

tvofenych okrsky spongiotické epidermis prostoupené neutrolily™>.

i -

Obr. &1 :His:iologicky rez
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U vétSiny nemocnych ma psoriaza chronicky prabéh s obdobim remisi a
novymi exacerbacemi. U nékterych jedincu trvaji remise i roky, u jinych se jedna
fadové o mésice. Relapsy se vyskytuji u 2/3 nemocnych. K [é¢bé je dnes k dispozici
fada léku, ale psoriaza neni nemoci vylécitelnou. VétsSinou se vykytuje jako mirna

nebo stfedné tézka (v 70-80 % pfipadu).



3 Etiopatogeneze psoriazy:

L L A
Obr. €. 2 Psoriasis vulgaris51

Psoriaza je charakterizovana jako geneticka, imunologicka a systémova
choroba®®. Nadmémé déleni keratinocytu v bazalni vrstvé epidermis a jejich rychla
proliferace s nedostateCnym rohovénim ( v histologii nachazime ztlusténi epidermis
s parakeratotickou rohovou vrstvou, ktera se rychle olupuje) je dnes povazovano spis
za odezvu primarni imunologické poruchy, ktera probiha v hornim koriu. Pro psoridzu
je typicky vyskyt polokruhovych rizovych az ervenych papuli, ostfe ohrani¢enych,
které jsou na povrchu kryty stfibfitymi drolicimi se Supinkami. PFi akutnim vysevu
jsou témeér vSechny papuly stejné, pfi chronickém se zvétsuji a splyvaji bud do tercu
nebo do rozsahlych lozisek. Predilekénimi misty jsou oblasti loktu, kolen, kfizova
krajina, ale také vlasata Cast hlavy a nehty.

Tabulka €. 1 Zakladni typy psoriazy

Nejprijatelnéjsi forma postihujici predevsim déti.
Cervené skvrny s povrchni Supinou mizi béhem nékolika
tydnU

Kapkovéa forma

Projevuje se u dospélych kdekoliv na téle malokdy v obliceji
forma nemocnych miva nékolikaleté remise

Naseda na jinou formu psoriazy, spoustécimi faktory jsou

o napf. . téhotenstvi, 1é€ba kortikosteroidy. Loziskova nebo

v v s

Erytrodermicka

forma epidermalni bariéra rovnovaha voda-NacCl, riziko vzniku

renalni a srdeéni insuficience
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Tabulka €. 2 Nejcastéjsi provokacéni faktory

Viivy Typ

Infekce a zanéty bakterialni i virové (ORL, zubni, gynekologickeé,
urologické, GIT)

Psychoneuroimunologické | stres dusevni Ci télesny

Fyzikalni a chemické Urazy a operace, stfidavy tlak a tfeni, exsikace, UV
zareni, zmény teploty a klimatu, poleptani aj. iritativni
vlivy

Léky betablokatory, lithium, antimalarika, inhibitory ACE,
zlato, interferony, nékdy NSAR a blokatory kalciového
kanalu

Zanétlivé dermatézy infekce kozni (bakterie, kvasinky, herpes viry),

seborrhoickd dermatitida, ekzémy, polékové exantémy
aj. alergickeé vlivy

Interni choroby diabetes mellitus, hepatopatie, tyreopatie,
hypokalcémie, dna, hormonalni dysbalance, obezita,
alkohol, koureni

SpiSe nez pohled na psoriazu, jako chorobu vyvolanou jednim bunéénym
typem, jednou cestou imunitni odpovédi nebo jednim prozanétlivym cytokinem, je
vhodnéjsi koncepce této nemoci jako dusledek interakci mezi leukocyty infiltrujicimi
kazi, stalymi populacemi riznych bunéénych typu v kiizi a usporfddanim
prozanétlivych cytokinu, chemokinu a riznych mediatoru v kiizi produkovanych a
regulovanych buné&&nou slozkou imunitniho systému®®.

Psoriaza je zprostfedkovana T-lymfocyty, pfedevS§im CD4 a CD8 lymfocyty.
Tyto aktivované lymfocyty v kuzi zpusobuji zmény, které nakonec vyusti v klinicky
projev psoriazy. V imunopatogenezi se uplatriuji i NK bunky, které pasobi pfimym
cytotoxickym efektem a produkuji INF-y. Kozni buiky dozravaji a odlupuji se zhruba
po 28 dnech, u psoriazy je tento proces daleko rychlejSi a trva asi 3-4 dny. Dfive se
predpokladalo, Ze hyperproliferace keratinocytd souvisi s abnormalni epidermalni
diferenciaci. Dnes jiZz vime, ze tato hyperplazie je odpovédi na aktivaci imunitniho
systému , ktera zplsobi hromadéni pravé CD4 a CD8 lymfocytll v kizi. Oba typy
leukocytl jsou schopné produkovat zanétlivé cytokiny a to predevsim INF-y a TNF-
a a diferencuji se v Th1 nebo Tc1 bunécéné typy. DalSim typickym rysem pro psoridzu
je inhibice apoptézy dendritickych bunék. To je zpusobeno cytokinem TRANCE,

patficim do rodiny TNF, a jeho vazbou na receptory dendritickych bunék.




PREZENTACE ANTIGENU T LYMFOCYTU

APC,
Langerhansova buika T-lymfocyt

adhezni interakece

kiondlni
expanze

antigen y receptor
gen ®s  coviokiny pro cytokin
IL12,IL 23
receptor
pro cytokin

Obr. €. 3: Prezentace antigenu T-lymfocytt

Proces imunitni odpovédi probiha v nékolika krocich. Nejprve dojde k aktivaci
nezralych dendritickych bunék v epidermis po setkani s antigenem. Existuje nékolik
typu DB: Langerhansovy buriky, nezralé dermalni DB, zanétlivé epidermaini DB a
buriky plasmocytoidni. V centru pozornosti jsou pfedevsim Langerhansovy bunky,
které maji v epidermis kontakt jesté s dalSimi cca 20-ti okolnimi keratinocyty a tak
aktivace jedné buriky vede k rozsahlé stimulaci ostatnich. U lupénky pDC pronikaji
do postizené i nepostizené dermis a produkuji IFN-a, dale pak ovliviiuji efektorové
T-lymfocyty, které posléze zacinaji tvofit TNF-a a INF-y, stimuluji dalSi dendritické
buriky k aktivaci, maturaci a migraci. Dermalni dendritické bunky vykazuji zvySenou
expresi faktoru Xllla. Ten predstavuje v aktivni formé enzym, ktery se podili na fadé
biologickych procesu, ale zaroven muze vést k formovani kryptogennich epitopl a

k naslednému rozvoji autoimunitni reakce nebo muze zasadhnout do procesu




apoptézy™’. Langerhansovy buriky patii mezi antigen-prezentuji buriky. Ty maji na
svém povrchu skupinu bilkovinnych molekul, obecné nazyvanych jako
histokompatibilni komplex HLA. Vazba antigenu na HLA molekuly vede déale

k aktivaci maturace a migrace bunék do lymfatickych uzlin. Langerhansovy buriky
jsou vétSinou pfitomny v nezralé formé a takto nejsou schopny aktivovat lymfocyty.
Reakce s antigenem vede k rostouci schopnosti stimulovat T-buné&€nou aktivitu.
Zaroven je maturace doprovazena vzrustajici syntézou povrchovych znakd
zahrnujicich pfedevsim CD80(B7-1), CD86(B7-2), CD40 a adhezivni molekulu
(ICAM)-1, ktera usnadriuje vazbu bunék prezentujicich antigen a keratinocytl na
receptor LFA-1 T-bunék a poskytuje signal pro aktivaci T-lymfocytu. Zaroven je
pFi¢inou neustalé recirkulace T-lymfocytl mezi lymfatickymi uzlinami, tkani a krvi.
Inhibice této adhezivni molekuly by proto mohla pfispivat ke zlepSeni pribéhu
onemocnéni. . Aktivované Langerhansovy bunky migruji lymfatickymi cestami do
uzlin, kde jsou pfitomny T-lymfocyty.

T-lymfocyty normalné cirkuluji mezi krvi a lymfatickou tkani. Tento pohyb je
umoznovan diky adhezivnim molekulam na povrchu buriky. Jedna se napfiklad o
glykoprotein CLA, ktery zpUsobi pfilnuti cirkulujicich T-lymfocytd na endotel koznich
postkapilarnich venul a nasledné proniknuti do okolnich tkani. Vstup do kuze i bez
zanétlivého procesu umoznuje chemokin CTACK. Rozvoje psoriazy je tedy zpusoben
prechodem Th1 a Tc1 lymfocytd z dermalni cirkulace do dermis.

K aktivaci nezralych T-lymfocytlu dojde az po nasledné interakci mezi
antigenem prezentovanym na molekulach HLA a TCR. Tento receptor je tvofen
dvéma fetézci a a § (v mensi mife se ovSem vyskytuji i fetézce y a 8) K dozravani
lymfocytl, pfi kterém vznikaji nahodnym zpuisobem geny pro TCR, dochazi v tymu
Zde jsou vyfazeny lymfocyty, které se vazou s vlastnimi HLA molekulami. K tomu,
aby byla imunitni odpovéd funkcni, je zapotrebi, aby v blizkosti TCR byly pfitomny
dalSi molekuly, a to pfedevsim CD3, ktery se skladda z 5 peptidovych fetézcl a jeho
hlavnim ukolem je pfenaseni signalu do nitra bunky. Samotna vazba TCR a antigenu
na HLA molekulach by nestacila k uskute€néni imunitni odpovédi, a proto je déle
nutné kontakt doplnit dalSimi vazbami. Ty jsou zprostfedkovany CD4, které se vazi
na HLA molekuly II. tfidy a CD8 reagujici s HLA |. tfidy. Na povrchu lymfocyta
se nachézeji i molekuly CD28, které reaguji s CD80 a CD86 na aktivovanych
Langerhansovych burikach. Koordinovana stimulace TCR a CD28 vyustuje

v produkci TNF-a, INF-y, IL-2 a GM-CSF. Prvni dva jmenované cytokiny jsou také
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zodpovédné za aktivace transkripce genu, kddujicich adhezivni molekuly a
chemokiny keratinocytld. Regulacni signél pro deaktivaci lymfocytu je zprostfedkovan
vazbou molekuly CD80 a CTLAA4.

Buriky pfekladajici antigen prodélavaiji diferenciaci a maturaci béhem jejich
aktivace Maturace je kontrolovana cytokiny jako je GM-CSF, 1I-4 a TNF-q,
diferenciace je pak regulovana T-bunkami.

T-lymfocyty se diferencuji na dva typy - CD4, pomocné lymfocyty a CDS8,
cytotoxické lymfocyty. Psoriaza je charakterizovana zvySenou koncentraci CD8
lymfocytl v epidermis a CD4 bunék v dermis. Oba typy bunék produkuji Fadu
cytokinu, které jsou zodpovédné za expresi zanétlivych proteint keratinocytu.
Typickym produktem Th1 bunék je 1I-2 a interferon y, zatimco pro Th2 je
charakteristicka tvorba 1l-4, IL5, IL-6, 1I-13. O tom, jakou skupinu cytokin( bude dana
burika tvofit, se rozhoduje bé&hem jeji aktivace po kontaktu s antigenem. Pokud je
v tomto rozhodujicim obdobi pod vlivem Th1 cytokinu, stane se také Th1 burkou, na
druhé strané vlivem cytokin Th2 se lymfocyty méni na buriky Th2 ¢, Dal$i cytokiny
jako je napfiklad endotelialni rlstovy faktor, desti¢kovy ristovy faktor jsou dalezitym
aktivatorem pro endotelialni buriky a fibroblasty Na druhou stranu faktory
produkované burikami stromatu jsou chemokiny ovliviujicici epidermalni
keratinocyty.

Pro T-lymfocyty je dale typické, Ze béhem obdobi maturace dochazi na jejich
povrchu k expresi dulezitého transportniho proteinu, nazyvaného CLA. Je to
charakteristicky marker pro psoriazu, T-buriky u jinych nez koznich zanétu jsou CLA
negativni. CLA glykoprotein interaguje s E-selektinem a P-selektinem, (které se
v mensim mnozstvi nachazeji na endoteliich v kizi, ale pfi zanétu jsou exprimovany
ve zvySené mife). Chemokiny produkované endotelialnimi burikami a keratinocyty
zpusobuji zménu exprese integrini LFA-1 a VLA-4 na T —bunikach, které se pak
mohou vazat na ICAM-1 a VCAM-1 a dochazi k pfestupu T-lymfocytu z krve do
kGize. U zdravych lidi dochazi k eliminaci antigenu pravé aktivovanymi lymfocyty,
zatimco u pacientl s psoriazou infiltrace T-lymfocyty a uvolfiovani INF-y a TNF-a
pretrvava a proces se stava chronickym.

V patogenezi onemocnéni najdeme i porusenou funkci bazalni membrany,
ktera za normalnich okolnosti hraje dulezitou roli v regulaci zdkladnich biologickych
funkci keratinocytd ( ovliviuje jejich adhezi, diferenciaci, morfogenezi) a porucha jeji

intergrity usnadriuje prachod bunék z koria do epidermis a naopak. Zména jeji
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struktury vede ke naruSeni proliferace a diferenciace keratinocytd a muze byt tedy i
pFi¢inou rdznych vrozenych onemocnéni, jejichZ pfedstavitelem je i psoriaza.

Psoridza je autoimunitni onemocnéni, které maZzeme také oznadcit jako
systémové. Na chromozomu 19 muzeme identifikovat geny, které jsou spojené
s vyskytem psoriazy, ale i dalSich onemocnéni jako jsou ulcerézni kolitida,
revmatoidni artritida. Dale se zde vyskytuji i geny pro intracelularni adhezivni
molekulu | (ICAM1) a tyrosin kinazu 2 , které jsou spojovany s diabetem |. typu a
SLE.

Souvisejici onemocnéni muzeme rozdélit na skupinu s podobnou patogenezi
a choroby, které vznikaji v dasledku chronickych zavaznych zanétlivych procesu.
Podobnou imunopatogenezi s lupénkou nachazime u Crohnovy choboby, psoriatické
artritidy nebo u Bechtérovy choroby a roztrousené sklerézy. U vaznéjSich forem
psoriazy je asociace s diabetem Il. typu, hyperlipoproteinémii, ischemickou

chorobou srdecni, hypertenzi nebo hepatopatii.
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4 Genetické vlivy u onemocnéni psoriazou
U pacientl s psoriazou ¢&i jnymi autoimunitnimi onemocnénimi byla

identifikovana fada odliSnosti u gena, které za normalnich okolnosti produkuji
negativni regulatory aktivace bunék imunitniho systému nebo ovliviuji tvorbu
imunologické synapse. Ovlivnéni aktivace T-lymfocytu je cilem lé€by pacientl

s lupénkou. Pouze u 30% pacient nachazime pozitivni rodinnou anamnézu.
Dédi¢nost je polygenni nebo se jedna o polymorfismus genul. U psoriazy dochazi ke
zmeéneé exprese asi 1300 gend, je zvySena i exprese chemokind, ktera normalné
probiha v lymfatickych uzlinach a lymfoidnich tkanich.

Pravdépodobnost vyskytu onemocnéni psoriazou je u jednovajecnych dvojcat
kolem 72%, a nachazime u nich i shodu co se ty€e prvniho vysevu &i zavaznosti
onemocnéni, u dvojvajecnych dvojcat je pravdépodobnost 15-23%. Z toho jasné
vyplyva, Ze genetické faktory jsou jistymi predispozi¢nimi vlivy . Studie provadéné
pravé na dvojCatech ovSem ukazuji, Ze shoda neni nikdy 100%, protoze napfiklad
geny pro vznik receptort lymfocytd TCR se formuji nahodné, stejné tak jako vznikaji
geny, kédujici tvorbu imunoglobulini. Dédi¢nost choroby se nefidi Mendelovymi
zakony, ale diky metodam molekularni genetiky bylo béhem poslednich deseti let,
kdy se testovaly vzorky DNA pacientl s psoridzou, objeveno 19 rliznych lokusl na
molekule DNA, jejichz pfitomnost znaci pro jeho nositele vyssi pravdépodobnost
vzniku onemocnéni.

RozliSujeme dva typy psoriazy. Do kategorie |. patfi pacienti, u nichZ doslo
k projevu onemocnéni pfed 40. rokem a je silnd vazba s HLA-antigeny (Cw6, A30,
B13, B57/17) a rodinnd anamnéza byva pozitivni. Lidé nad 40 let pak patfi do
kategorie Il a maji vysSi frekvenci vyskytu artritidy, ale neni u nich vazba na HLA
antigeny.

Na kratkém raménku 6. chromozomu se nachazi lokus oznacovany jako
MHC. Jsou zde pfitomny geny pro molekuly HLA |. tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C) i Il.
tfidy (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ). HLA komplex I. tfidy pfedklada antigen
lymfocytiim se znaky CD8 a NK bunkam, zatimco HLA Il. tfidy lymfocytidm CD4. Tato
oblast se zac¢ala studovat zejména proto, Ze u pacientl, ktefi prodélali
streptokokovou infekci, doslo ke vysevu psoriatickych |ézi. Nékteré geny v této

oblasti jsou spojeny i s jinymi autoimunitnimi onemocnénimi, v€éetné diabetes mellitus
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l. typu, revmatoidni artritidy nebo SLE ¢i Crohnovy choroby. V oblasti MHC se
nachazeji dva dulezité geny, kodujici a-helikdzu, a corneodesmosin. Oproti
zdravému jedinci jsou u pacienta s lupénkou oba geny exprimovany rozdilné.
Helikaza se nachazi v jadfe a cytoplasmé keratinocytu, které jsou pfitomny na
vrcholu kozni papily, ale chybi v oblasti dermis a epidermis, kde je proliferace
nejvyraznéjsi. Tento protein proto zfejmé negativné ovlinuje diferenciaci a proliferaci
keratinocytu.

Penetrance, pravdépodobnost, s jakou se dana varianta genu projevi ve
fenotypu, je zhruba 10-15% a zalezi teda i na vlivech prostredi.

Na chromozomu 17 byly nalezeny dva geny, které jsou spojené s psoriazou.
Na misto mezi témito geny se za normalnich okolnosti vaze regulacni protein.
Porucha regulace pak vede ke zvySené aktivaci T-lymfocytd a zaroven k nadmérné
proliferaci keratinocytu.

Epidermalni diferenciacni komplex je skupina asi 70 genu, ktera se nachazi
na chromozomu 1. Je dulezity pro zachovani funkce kozni bariéry. Bylo prokazano,
Ze mutace EDC genu hraje roli v patogenezi koznich onemocnéni-psoriazy a

atopické dermatitidy.

MEHC ] , Fp2l
locus e
| psoriasis

16g12
NOD2 - | Crohn's disease
psuriasis
(4

| 17q25

| I ecrema
i psoriasis

Chromosome 16 Chromosome 17
R 1q21
Epidermal eczema
differentiation I poviasis
com plex
20p
eczem a
. psoriasis
-t
Chromosome & b
Chromosome 20

Chromosome 1

Obr. &. 4 Lokalizace genti spojenych s autoimunitnimi chorobami®. Na pravé
strané chromozomu jsou €ernou éarou vyznacéeny priblizné délky
mapovanych oblasti . Hranatou zavorkou jsou oznaceny geny pro
epidermalni diferenciaéni komplex, MHC a NOD2 (geny pro Crohnovu
chorobu)
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5 Terapie psoriazy
Psoridza aZz na vyjimky nepatii mezi zivot ohrozujici onemocnéni, avak jeji

|éCba je celozivotnim udélem. Vzhledem k vysokému vyskytu v populaci a
chronickému pribéhu patfi mezi farmakoekonomicky naro€nou nemoc. Pfi Ié¢bé se
podle vzristajici zavaznosti nejvice pouziva lokalni terapie, dale fototerapie a
nakonec celkové terapie. Samoziejmeé svou roli hraje i omezeni i eliminace
provokacnich faktort. LéCebné postupy se u kazdého pacienta stanovuiji individualné
a to podle véku, odpovédi na pfedchozi Ié€bu, subjektivnich obtizi a hlavné podle
pripadnych komplikaci. DfivéjSi IéCba byla pfedevsim symptomaticka, dnes jiz diky
metodam molekularni genetiky je pouzivana i biologicka léCba, zaméfena zejména
na inhibici TNF-a, ktera zajistuje pacientim lepSi kvalitu zZivota a zmirfuje i vyvoj
choroby. Jinymi kandidaty na terapii jsou inhibitory cytokin(, napr IL-1, 6, 12 nebo 18,
které aktivuji T-lymfocyty. Ke zvySeni ucinnosti a snizeni nezadoucich ucinku se
pouziva léEba kombinovana.

Tabulka ¢é. 3 Zavaznost onemocnéni

Zavaznost | Pacienti postizeni Postizena plocha Skore PASI
psoridzou (%) povrchu téla (%) (max=72)
Mirna 75-80 <2 <10
Stredni 15-20 2-9 10-50
Vysokd | 5-10 >10 50-72
zévaznost =
Mirna Stredné tézka Tézka Velmi tézka

Celkova terapie
Fototerapie
I—» Diferentni -

— zevni terapie
Emoliencia

balneoterapie

riziko

Obr. é. 5 Lééba psoriazy dle zavaznosti onemocnéni **
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5.7 Lokéalni terapie
Lokalni terapie je indikovana u mirné a stfedné tézké formy psoriazy, pouziva

se v monoterapii, ale i v kombinacich a jako doplnék celkové terapie. Do lokalni
farmakoterapie patfi emoliencia, kyselina salicylova, urea a dale derivaty vitaminu D,
retinoidy a dehet.

Emoliencia a koupele maji u pacientl vyznam predevsim proto, Ze je u
psoridazy poruSena kozni bariéra. Jedna se o podpurnou péci o psoriatickou kuzi (
zlepSuji penetraci, odSupinuji, zmirfiuji svédéni, napomahaji regeneraci), snizuji i
pfipadné nezadouci ucinky. Existuji emoliencia pfima, ktera na sebe vazi vodu
pfimo, nebo nepfima, ktera obsahuji ve vhodném poméru ceramidy a nenasycené
mastné kyseliny, jejichz obsah je u psoriatické kuze snizen.

Kyselina salicylova a urea se vyuziva hlavné pro sveé keratolytické uCinky a to
v koncentraci nejCastéji 3-10%. Existuje zde ale moznost vstfebani a nasledné
intoxikace hlavné u déti a pacietll s renalni insuficienci. Nevhodna je kyselina
salicylova pred fototerapii, nebot’ blokuje UVB.

Kortikoidy jsou v 1éEbé psoriazy pouzivany nejcastéji. Aplikuji se pro své
antiproliferativni, protizanétlivé ucinky. Kortikoidy se vazi na cytoplazmatické
kortikosteroidni receptory, komplex pak pronika do bunécného jadra, kde se vaze na
specifické Casti DNA, a tak dochazi k ovlivnéni transkripce a tim k syntéze, ale i
inhibici syntézy biologicky aktivnich proteind napt. IL-1, IL-2, IL-6 INF-y a TNF-a 2,
Maiji ale i fadu nezadoucich uc€inka (zten€eni klze, jizveni, ulcerace, zpozdéni hojeni
ran, imunosuprese, katarakta, glaukom, cushingoidni reakce, ) a pro systémovou
terapii se nehodi vibec. Nejsou ani aplikovany v monoterapii, ale napfiklad
v kombinaci s vitaminem D nebo tazarotenem, ktery patfi do nové generace retinoidu
a je pro néj charakteristick& afinita k receptoram kyseliny retinové.

Vitamin D a jeho derivaty maji nejen antiproliferaCni a diferenciaCni ucinek na
urovni keratinocytd, ale i protizanétlivy a imunosupresivni u€inek. Analoga vitaminu D
pusobi selektivné antiproliferativné na rychle se délici buriky, na normalné
diferencujici se keratinocyty plsobi naopak proliferacné. K nastupu ucinku dochazi
pozvolna, nejdfive se snizuje infiltrace loZisek a pak ustupuje erytém.

Retinoidy jsu derivaty kyseliny retinové. Interakci s jadernymi receptory
ovliviuji transkripci genu. Na keratinocyty a lymfocyty maji antiproliferativni a
diferenciacni a imunomodulaéni u€inek. NejuzivanéjSim derivatem je tazaroten, ktery

shizuje expresi adhezivni molekuly ICAM-1 a IL-6.
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Dehet se v dermatologii vyuZziva pro své antiproliferativni, protizanétlivé a
mirné antibakterialni a antimykotické u€inky. U nés jsou pouzivany 2% preparaty. V
terapii psoriazy patfi kombinace dehtu a UV zafeni ke klasickym metodam.
Kamenouhelny dehet je vyrabén destilaci Cerného uhli, pouziva se u chronické
loZiskové psoriazy ve formé pasty nebo masti. Pro domaci IéEbu nejsou dehty
vhodné, maiji nepfijemny zapach, Spini pradlo i kuzi. | pfes obsah polycyklickych
aromatickych uhlovodik( nebyla prokazéna vyssi karcinogeneze pfi uzivani
modernich dehtovych preparatl nez pfi Ié¢bé bez nich. OvSem dehet se doporucuje
pouzivat pouze asi na 1/5 povrchu téla. Podle Goeckermanovy metody se u
pacientl vyuziva fotosenzibilizacni potencial kamenouhelného dehtu. Jedna se o

kombinaci UV-B zareni s dehtem.

52 Celkovaterapie
Celkové terapie je indikovana u pacientu, ktefi nereaguji dostate¢né na lokalni

terapii nebo fototerapii a nedochazi u nich ke zlepSeni projevi onemocnéni.
Nevyhodou je fada nezadoucich uginku, takze pfi volbé terapie musi previadat
prospé&ch nad komplikacemi. V sou¢asné dobé se v Ceské republice pouziva
metotrexat, cyklosporin A a oralné podavané retinoidy.

Metotrexat byl puvodné vyvinut pro Ié€bu rakovin. Mechnismus jeho ucinku
spociva v reverzibilni inhibici enzymu dihydrofolatreduktézy, ktery pfeménuje
kyselinu listovou na tetrahydrolistovou kyselinu. Dochazi k poruse syntézy DNA a tim
i k zpomaleni ristu bunék. Metotrexat ovliviiuje ovSem i normalni bunky a zvlasté
aktivné proliferujici tkané jsou vuci jeho pusobeni citlivéjsi. Proto by nemél byt
pouzivam dlouhodobé a jeho aplikace je spojena s pravidelnym monitorovanim
predevsim jaternich testl a krevniho obrazu. K vylu¢ovani dochazi mogi, proto je
zapotrebi, zvlasté u starSich pacientl, kontrolovat i ledvinné funkce.

Cyklosporin A je cyklicky lipofilni polypeptid produkovany viaknitymi houbami
Typocladiumum inflatum, Cylindrocarpon lucidum. Nejprve byl pouzivan pfi
transplantacich, kdy vyrazné zlepSoval pfezivani pacientl i organ(. Po objeveni
protizanétlivych u€inkud je vyuzivan pfi IéEbé autoimunitnich chorob. Hlavnim Gc¢inkem
je potlageni aktivace T-lymfocytd, ale i B lymfocyrt, Langerhansovych bunék,
makrofagu a potlageni sekrece pfedevsim IL-2. Biotransformaci jaternimi enzymy

vznika mnozstvi metabolitl, které maji jak imunosupresivni , tak toxické ucinky.
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Nezbytna je opét rutinni kontrola krevniho tlaku a ledvinnych funkci kvuli hrozici
nefrotoxicité. Vede k rychlému navozeni remise, ale. doba podavani by neméla
prekroCit 2 roky. Kvuli riziku vzniku koznich karcinomud se nepouziva v kombinaci
s fototerapii.

Acitretin patfi mezi monoaromatické retinoidy druhé generace. Ma
protizanétlivy efekt a ovliviiuje proliferaci a diferenciaci epitelialnich bunék. Pusobi
tak, Ze se navaze na nuklearni steroidni receptory a dojde k ovlivnéni exprese genda.
Je vhodny pro IéCbu pustul6zni formy psoriazy a pouziva se i v kombinaci
s fototerapii. Pro své nezadouci UCinky je provadéna kontrola jaternich testd,

sérovych triglyceridu a cholesterolu.

53 Fototerapie
Pfi léCbé psoriazy je nejCastéji pouzivana fototerapie. Pod pojmem fototerapie

rozumime lécbu pomoci ultrafialového zareni na kiizi. S rostouci vinovou délkou
pronikaji paprsky hloubéji do kiize. V terapii se vyuziva UV-A (320-400 nm) a UV-B
(280-320 nm). Jako prvni se uplatnila tzv. Goeckermanova metoda. Jedna se o
kombinovanou expozici dehtu a UV-B zareni, uplatiiuje se u mladych jedinca.
Obdobnou metodou je Ingramova terpie, kdy se dehet nahrazuje cignolinem a je
uréena pro pacienty stfedniho a vy$siho véku s chronickou psoriazou.

V roce 1974 Parrish a spol. popsali metodu PUVA? . Lé&ba spogiva
v aplikaci psoralenu a UV zafeni, které zplsobi zménu bunéénych funkci. Psoraleny
patfi do skupiny furokumarind, pfi sou€asném ozareni vytvari pficné mustky mezi
pyrimidinovymi bazemi dvouSroubovice DNA. Timto zpUsobi snizenou syntézu DNA
a omezeni déleni bunék. DalSi technicky pokrok pfispél k vytvoreni témér
monochromatickych zafivek TL 01 311 nm, které zvysily selektivitu antipsoriatického
ucinku ve srovnani s klasickou Sirokospektrou UVB fototerapii a zaroven dovolily
agresivnéjsi lé&ebné schéma se zkracenim doby ozafovani*®. Pfed zahajenim viastni
|éCby fototerapii je nezbytné stanovit fototyp pacienta, minimalni erytémové Cdi
fototoxické davky. Pro urCeni fototypu se provadi kozni fototest v oblati kfizové a
hodnoti se nastup erytému a pigmentacni odpovédi. Je nutné i stanoveni jaternich
enzymu ( Iék je mirné hepatotoxicky) a vylou€eni katarakty. Ozafuje se zhruba 4x
tydné, primérna doba Ié€eni je asi 25 dnu. Aby nedoslo k recidivé onemocnéni,
jednou tydné ¢i jednou za 14 dnu se aplikuje udrzovaci davka. Kumulativni
fototoxicka davka by celoZivotné neméla ptesahnout 1000J/cm?. Dlouhodobé légba
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PUVA vede k pfed€asnému starnuti kiize a zvySuje riziko vzniku karcinomu

bazalnich bunék a povrchovych bunék. Je ale Iékem volby u tézkych pfipadd. Druhou

moznosti je vyuZiti koupelové PUVA, kdy je fotosenzibilizace 100x vysSi nez u p. o.

podani psoralenu, ale odpada riziko z p. 0. aplikace. Jedna se o lazen v roztoku 8-

methoxypsoralenu po dobu 20 minut a poté je pacient ozafen UVA.

Mechanismus ucinku spociva v navozeni apoptozy keratinocytu, T-lymfocytd,

dendritickych bunék a makrofagu. UVB indukuje smrt buriky jednak diky

fotoproduktlm, vlastni apoptdze a ucinkem volnych radikald. Dojde i k proliferaci T-

regulacnich lymfocytu a tvorbé cytokinu IL-6 nebo TGF-, snizuje se tedy imunitni

odpovéd 1. typu. Uginek UVA je podminén vznikem singletového radikalu, ktery

pusobi apopticky na Th1 lymfocyty.

54 Biologika
Biologika jsou biotechnologicky vyrabéné léky zasahujici cilené na molekularni

arovni do patogenetickych procest psoriazy **. Zakladem biologické lé&by je inhibice

aktivace lymfocytu nebo produkce a pusobeni cytokint a chemokind, €i ovlinéni

interakce s antigen prezentujicimi a endotelialnimi bufikami. Podavaji se pouze

parenteralné. Terapie se indikuje u stfedné tézké az tézké loZiskové formy psoriazy.

Je to ovSem lééba finanéné narocéna.

Tabulka €. 4: Prehled biologik pro Ié€bu psoriazy

Lék Alefacept Efalizumab Etanercept | Infliximab Adalimumab
Popis Fuzni Humanizova | Fazni protein | Chiméricka Lidska
protein na Fc fragmentu | monoklonalni | monoklonalni
lidského monoklonalni | IgG1 a TNF- | Ab proti TNF-a | Ab proti TNF-a
LFA-3a Fc | Ab proti receptoru
fragmentu CD1lla
19G1
Mechanismus | Inhibice Inhibice Vazba Vazba Vazba
ucinku aktivace a aktivace T- solubilniho solubilniho solubilniho
proliferace | lymfocytd, TNF-a a TNF-a a TNF- a a blok
T-lymfocytd | migrace a blok jeho blok jeho jeho interakce
adheze ke interakce interakce S povrchovymi
keratinocytd | s povrchovy | s povrchovymi | receptory
m mi receptory | receptory
Polocas 4-5 dna 5-10 dnu 3-5dnu 8-9 dnu 12-14 dnl
eliminace
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Cilové molekuly a mediatory pro biologika u psoriazy
| oo

Obr. €. 6 : Cilové molekuly a mediatory pro biologika u psoriazy *°

Biotechnologie vyuziva metody molekularni genetiky k vytvofeni efektivni a bezpeéné
terapie psoriazy. Biologickymi agens jsou proteiny, které mohou byt extrahovany

z tkani, nebo Castéji, jsou uméle syntetizovany pouzitim DNA rekombinantni
technologie. Biologika bud’ napodobuiji ¢innost normalnich lidskych protein nebo
reaguji s jinymi proteiny ¢i bunéCnymi receptory. Existuji 3 druhy biologik
vyuzivanych k 1éEbé psoriazy-monoklonalni protilatky, fazni proteiny a rekombinantné
pfipravené proteiny.

Vyhodou biologické 1éEby je minimum nezadoucich G&inkdl, nebot jsou jednotliva
agens navrzena tak, aby specificky reagovala s pfislusnymi typy bunék. Latky
vyuZivané v systémove terapii jsou potencidlnimi imunosupresivy, zatimco u biologik
nebyl tento efekt prokazan. Nevykazuji znadmky |ékovych interakci ani riziko
kumulativniho toxického ptsobeni pii dlouhodobém podavani. *°. Avsak dlouhodobé
tlumeni TNF-a mlGze mit i nezadouci dusledky jako je vznik lymfomd nebo rozvoj
infekce. Diky geneticky heterogenni povaze onemocnéni je pusobeni biologik
individualni. Z registru pacientd, ktefi jsou Ié€eni prave bilogiky napfiklad vyplyva, Ze
horS§i odezvu na terapii maji kuraci, konzumenti alkoholu a obezni lidé. Pokud se
jeden druh bilogika neosvédci pfi 16Ebé, neni vylou¢eno nasazeni jiného. Cilem
biologické terapie je snizeni poctu patologickych T-lymfocytu, inhibice aktivace a
migrace T-bunék, zamezeni produkce cytokini Th1 bunék a blokace pusobeni
TNF-a
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6 Charakteristika vybranych markeru

6.7 CD30
Molekula CD30 je membranovy protein, patfici do skupiny receptort pro tumor

nekrotizujici faktor. Pro tuto rodinu molekul je charakteristicka pfitomnost kratkych
opakujicich se sekvenci bohatych na cystein. Poprvé byl objeven na bunkach
Stenberd-Reedoveé, které jsou typické pro Hodgkinuv lymfom. Byla ale také izolovana
na jinych lymfocytarnich malignitach. CD30 je exprimovan na aktivovanych
lymfocytech, eosinofilech a neutrofilech po stimulaci antigenem, na nékterych virové
transformovanych T nebo B bunkach. Jeho funkce spociva v regulaci proliferace a
zaniku lymfocytl u malignich lymfomd, autoimunitnich, koznich a virovych chorob.

Je to membranovy glykoprotein o velikosti 120 kDa , skladajici se ze 595
aminokyselin. Solubilni 90 kDa varianta vznika odstépenim membranovou TACE po
aktivaci T lymfocytu. Navazani ligandu na CD30 vyusti v zavislosti na typu buriky
v bunéc&nou proliferaci, v aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB), produkci
cytokinu, zvySeni intracelularniho vapniku nebo v bunénou smrt. CD30 interaguje
s TNFs, které hrajou dulezitou roli pravé v aktivaci nuklearniho faktoru NF-kB. Je
hlavni transkripéni faktor genu pro vrozenou i ziskanou imunitu, aktivuje promotorové
aktivitu B-bunék. ZvySené mnozstvi solubilniho CD30 bylo identifikovano u pacientd
s imudeficienci (pravdépodobné se uc€astni i rozvoje a progrece AIDS).

Svou roli hraje i pfi aktivaci Th2 bunék. V imunopatogenezi psoriazy maji
kliCovou ulohu T-lymfocyty a molekula sCD30 je markerem pro sledovani aktivace
Th2 pomocnych lymfocytu.

Pro psoriazu je typicka pfevaha Th1 pomocnych lymfocytu ZvySené hladiny sCD30 u
onemocnéni znamenaji pravdépodobné snahu organismu utlumit zanét a znovu

vytvofit rovnovahu mezi Th1/Th2.

6.2 Fas ligand
Apoptézu oznacujeme jako programovanou smrt buriky. Dochazi k ni jiz

bé&éhem embryonalniho Zivota, kdy je tvofen nadbytek bunék a nékteré jsou cilené
likvidovany. V dospélém organismu dochazi k apoptdze za ucelem zniceni buriky
infikované virem, lymfocytu, ktery tvofi protilatky proti viastnim antigentm.
Apoptédzou jsou odstrarfiovany i buriky nadorové, opotfebované nebo z néjakého

ddvodu nefunkéni.
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Fas ligand je transmembranovy protein patfici stejné jako CD30 do skupiny
receptorld TNF. Jeho velikost je 40kDa a geny pro FasL se nachazeji na 1.
chromozomu. Existuje ve formé trimeru. Je exprimovan na povrchu aktivovanych T- a
B-lymfocytd a NK burikach. Interakce Fas ligandu s pfislusSnym receptorem hraje
ddlezitou ulohu v regulaci imunitniho systému a v progresi rakoviny. Vazba FasL
s receptorem zpusobuje bunécnou smrt. Receptor pro Fas ligand existuje v nékolika
isoformach a geny pro jeho expresi se nachazi na 10. chromozomu.

Po navazani Fas ligadnu na Fas receptor dojde k navozeni polymerizace
receptorové molekuly a k vytvofeni DISC (death inducing signalling complex), ktery
se pomoci endocytdzy zanofi do nitra buriky. Dale dochazi k navazani molekuly
FADD (Fas associated protein with death domain) a k aktivaci proteinu kaspaza 8,
ktery je pfitomen ve formé svého neaktivniho proenzymu (kaspazy jsou cysteinové
proteasy, které Stépi proteiny v misté vyskytu aspartatu) . Aktivovana forma proteinu
se oddéli od DISC komplexu a zpUsobi aktivaci kaspazy 3 rozstépenim Bcl-2. K
uvolnéni cytochromu c dochazi diky zvySené permeabilité mitochondrialni membrany
v dusledku kolapsu transmembranového potencialu. Cytochrom c dale vaze Apaf-1
spole¢né s dATP a aktivuje kaspazu 9. Tento protein je dale schopen Stépit
proenzym kaspézy 3. Nastavaji zmény typické pro apoptdzu jako je kondenzace
chromatinu doprovazena degradaci DNA, burika zmensuje svUj objem, dojde
k rozruseni bunécné membrany. Nakonec se cela burika zméni v apoptoticka téliska,

ktera jsou fagocytovana okolnimi burikami*’

6.3 Endoglin
Endoglin (CD105) byl poprvé popsan Harutou v r. 1986 na leukemickych

burikach a byl povaZovan za molekulu asociovanou s nadorovym bujenim®. Jedna
se 0 membranovy glykoprotein, ktery patfi do skupiny TGF beta receptorového
komplexu (transforming growth faktor), ktery je neustéale fosforylovan. Bunécny
receptor pro rlstovy faktor TGF-f je tvofen nékolika membranovymi receptory-
receptorem | a ll, betaglykanem a endoglinem. Aminokyselinova sekvence CD105
vykazuje homologii na extracelularni doméné s betaglykanem. LiSi se vSak

v bunéc¢né distribuci a biologické funkci. Endoglin ma velikost 180kDa a je sloZen

z homodimer( spojenych disulfidickymi mistky. Nachazime ho na povrchu
endotelialnich bunék, aktivovanych makrofazich, fibroblastech nebo na burikach
hladkého svalstva. Jeho pfitomnost je znamkou probihajici angiogeneze, regenerace
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nebo vzniku zanétu ¢i tumoru. Ma schopnost vazat slozky TGF-p (TGF-B1 a TGF-B3
vaze se stejnou afinitou). TGF-f patfi do skupiny proteinu, které maji fadu
biologickych funkci, reguluji buné&nou proliferaci, diferenciaci, migraci a tvorbu
extracelularni matrix. Vazba TGF-B a CD105 snizuje fosforylaci endoglinu. Je
zajimavé, Ze inhibice exprese molekuly CD105 zvySuje schopnost TGF-1 potlacit
bunécny rast a migraci bunék. Mnozstvi molekuly CD105 je dale regulaénim
faktorem pro expresi ostatnich sloZek extracelularni matrix, napf. fibronektinu,
kolagenu a PAI-1. Faktory vnéjSiho prostiedi Ci cytokiny, které se uvolriuji pfi
probihajici angiogenezi jsou regulatorem exprese endoglinu. Mnozstvi CD105,
mRNA a aktivita promoteru je ovliviiovana hypoxii, TGF-$ a TNF-a. Exprese
endoglinu nebo betaglykanu je spojena s sniZzenou vazbou TGF- s komplexem
signaliza¢nich receptoru. Na endotelialnich burikach je endoglin exprimovan ve
velkém mnozstvi, vice neZ 10° molekul na buriku. Ale pouze mala ¢ast vaze TGF-B1.
Muze to byt zplsobeno pfitomnosti fyziologického ligandu nebo je divodem fakt, Ze
endoglin potfebuje k této vazbé expresi dalSich molekul. CD105 vaZze TGF- pouze

ve spojeni s receptorem Il.

6.4 CD28
CD28 a pfibuzna molekula CTLA-4 jsou dulezitym regulatorem pro aktivaci

T-lymfocytu. Poskytuje tzv. druhy signal pro aktivaci imunitni odpovédi, nebot vazba
antigenu na TCR lymfocytl by k aktivaci nestacila. Prvni signal je zprostfedkovan
vazbou komplexu TCR/CD3 s antigenem prezentovanym HLA molekulami. Za druhy
signal jsou zodpovédné molekuly nachazejici se na povrchu APC, monocytech a
aktivovanych B-lymfocytech, se kterymi CD28 reaguje.

CD28 je povrchovy glykoprotein exprimovany na 95% CD4 T lymfocytech a
zhruba na 50% CD8 T-bunkach. Sklada se ze dvou glykosylovanych fetézci. CD28
obsahuje 202 aminokyselin o molekulové hmotnosti 23 kDa, které jsou na 5 mistech
glykosylovany. Geny kédujici molekulu CD28 i CTLA-4 se nachazeji na 2.
chromozomu. Jak CD28, tak i CTLA-4 vazi stejné ligandy, kterymi jsou molekuly B7.
1 aB7. 2, ovSem CD28 ma mensi afinitu. B7. 1 je glykoprotein o velikosti 60 kDa,
skladajici se ze dvou extracelularnich domén a jedné cytoplazmatické. Nejdllezitéjsi
soucasti B7. 2 je cytoplazmatickd doména obsahujici vazebné misto pro protein

kindzu C.
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Nahromadéni molekuly CD28, transkrip&niho faktoru AP-1 a NFAT spousti
v jadfe expresi genu pro interleukin 2, tumor nekrotizujici faktor a G1 kinazy, které je
nezbytna pro spravny chod bunécného cyklu.

6.5 MCP-1
Chemokiny jsou nizkomolekularni latky o molekulové hmotnosti od 8 do 15

kDa. Bylo identifikovano asi 50 riznych chemokin(, které vykazuji 20-50% sekvencni
homologie. Jsou produkovany za patologickych podminek, uplatfiuji se pfi vzniku a
regulaci zanétu. Jejich hlavni funkci je ovlivihiovani migrace leukocytll. Mizeme je
rozdélit do 4 skupin na zakladé poctu a polohy cysteinovych zbytk( na NH;
terminalnim konci polypeptidu. Kazda skupina se liSi i svou funkci. MCP-1 nalezi ke
tfidé B-chemokinl ( cysteinové zbytky lezi vedle sebe), plsobi chemotakticky
prfedevsim na lymfocyty, monocyty a makrofagy. Patfi sem i chemokiny MIP-1a a 8
a RANTES. Receptory pro chemokiny se nachazeji na povrchu leukocytt, ale jejich
pritomnost byla zjist€na i u endotelii, epitelii a svalovych bunék. Podle priméarni
aminokyselinové sekvence je mizeme rozdélit opét do 4 skupin. Receptory tvofi
polypeptidovy fetézec, ktery 7x prochdzi membranou a je spojen s G- proteinem.
Aktivaci G-proteinu se spousti kaskada reakci, na jejichz za¢atku je aktivace enzymu
proteinkinazy C, ktera rozstépi fosfatidylinositol(4, 5)-difosfat na inositoltrifosfat a na
diacylglycerol. DAG aktivuje dalSi enzym-proteinkinazu C a IP3 ovliviiuje uvolfiovani
intracelularniho vapniku. VétSina receptort nerozeznava pouze jeden ligand, ale se
stejnou afinitou se na stejny receptor muze vazat nékolik riznych ligandd. Zarover
plati i pravidlo opa¢né “°.

ZvySené produkce chemokinu MCP-1 keratinocyty doprovazi psoriazu i ostatni
kozni onemocnéni. Geny pro MCP-1 se nachazeji na 17. chromozomu. MCP-1
pusobi chemotakticky pfedev§im na monocyty, které se timto z krevniho obéhu
dostavaji do tkani a méni se na makrofagy. Diky jeho pusobeni na bazofily dochazi
k uvolfiovani histaminu. Je produkovan, jako odpovéd na probihajici zanét a
reparaci tkani, fadou bunék- monocyty/makrofagy, lymfocyty, ale i epitelialnimi
bunikami, keratinocyty i burikami hladkych svalu. Jelikoz jsou tyto buriky soucasti
psoriatickych Iézi, je MCP-1 povazovan za hlavni chemotakticky faktor odpovédny
za migraci monocytt/ makrofagu u psoriazy. Na jeho expresi maji vlivi IL-1, TNF-q,
IFN-y a NF-kB, ktery naseda na aktivacni misto chemokinového genu. Kromé svého
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chemotaktického pusobeni, stimuluje napf. i produkci kolagenu a TGF-3 ve
fibroblastech a IL-10 v makrofazich. . ACkoliv nékteré buriky produkuji MCP-1
neustale, k nejvétsi expresi genl pro chemokin dochazi v pribéhu zanétlivého
procesu. Na tvorbé MCP- se podili i PDGF-BB, ktery je produkovany keratinocyty ale

i ostatnimi burikami psoriatickych Iézi, jako jsou fibroblasty a endotelialnimi bufikami.

6.6 Apo-l/fas
Apol/fas (CD95) je transmembranovy protein o velikosti 36 kDa, ktery se také

vyskytuje v solubilni formé&, kdyz se uvolni z buné€ného povrchu proteolytickym
Stépénim plsobeni metaloproteinaz. Geny pro CD95 se nachazeji na dlouhém
raménku 10. chromozomu. Apo-1l/fas je exprimovan na fadé bunék, véetné
aktivovanych T- a B lymfocytech, stfevnich epitelialnich bufikach, fibroblastech,
jaternich burnikach a na povrchu nékterych nadort (FasL je exprimovan predevsi na
burikach imunitniho systému). Hlavni funkce molekuly CD95 spociva v navozeni
apoptozy téchto bunék po navazani ligandu ¢i protilatky. DuleZitou roli hraje CD95 i

pfi regulaci imunitniho systému, podili se totiz na likvidaci autoreaktivnich lymfocytu.
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7 ELISA — Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Jedna se velmi citlivou sérologickou reakci k identifikaci neznamého antigenu

nebo k prukazu specifickych protilatek. Je to rutinni laboratorni metoda slouzici

k analyze vzorkl pacientl. Vyuziva se pro zjisténi specifickych molekul, pfitomného
antigenu nebo protilatky, ve vzorku. Je to velmi senzitivni metoda s jednoduchym
provedenim. Funguje na zakladé imunoenzymatické reakce. Pfi pouziti metody se
vyuZziva vlastnosti protilatek-mohou se vazat na jakékoliv umélé povrchy a dale
schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty.

Pfedchiadcem enzymoimunologickych metod byla radioimunoanalyza, tedy
technika, ktera vyuziva radioaktivné znacenych antigent nebo protilatek. Jelikoz
stanoveni analytd. Poprvé se mySlenka pouziti enzymu setkala se neduvérou. Hlavni
otazka znéla jak mlze tak velka a objemna molekula jako je pravé enzym navazana
na antigen ¢i protilatku aniz by prostorové prekazela imunologické reakci mezi Ab a
Ag. Peter Perlmann a Eva Engvall poprvé popsali metodu ELISA na Stockholmské
univerzité, v roce 1971 pouzil Periman enzymoimunoanalyzu ke kvantitavnimu

staveni IgG v krali€¢im séru za pomoci znaceni alkalickou fosfatazou.

__________ :'t_*;{
v | E a9 Y e

t substrate

i 0 gy Sy Sin g/ N S

Obr. &. 7 Princip metody ELISA “*. P¥i prikazu protilatky ve vySetfovaném séru
se antigen adsorbuje na povrch jamek mikrotitraéni desti€ky. Je-li v séru
pritomna specificka protilatka, navaze se na specificky antigen. Nasleduje
dikladné promyti, aby se odstranily vSechny nezadouci slozky. Pak se
protilatka proti lidské protilatce oznaéena enzymem navaze na tento
imunokomplex. Nakonec se prida roztok substratu, Stépeného prisluSnym
enzymem a indikator. KdyZ jsou v séru pritomny protilatky substrat je Stépen
enzymem a tim nastane barevna zména indikatoru. Mikrotitiraéni desticka se
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hodnoti spektrofotometricky, kdy uréime presnou koncentraci protilatky (nebo
antigenu) ve vySetfovaném vzorku. K identifikaci neznamého antigenu je
postup stejny, ale do jamek mikrotitracni desticky se navaze protilatka.

Jednou z nejpouzivanéjSich metod je pfima sendvi€ova ELISA, diky které
muzeme urcit pfitomnost antigenu ve vzorku. Je to rychla, pfesna metoda, a pokud
mame k dispozici purifikovany antigen jako standard, Ize zjistit i pfesné mnozstvi
antigenu ve vzorku. Citlivost sendviCové ELISY zavisi na nékolika faktorech-mnozstvi
protilatek navazanych na povrch mikrotitracni desti¢ky, schopnost protilatky vazat
antigen, avidita druhé protilatky vazat antigen a specificka aktivita této protilatky.
Pouzité monoklonalni protilatky musi specificky rozeznévat a vazat antigen, nikoli
tvofit pary navzajem.

Pokud nelze pouzit druhou protilatku, alternativni metodou je vyuziti
kompetitivni ELISY. V tomto pfipadé soutézi Ag navazany na pevny nosi¢ se

stanovovanym Ag o vazebna mista na molekulach Ab.
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8 Experimentalni ¢ast:

8.1 Charakteristika souboru:
VySetfovany soubor tvofilo celkem 38 pacientl (18 Zen a 20 muzl) s

chronickou psoriazou. Vékové rozmezi pacientt bylo od 18-76 let. Primeérny vék byl
43, 4 let. . Sledovanymi parametry byly koncentrace endoglinu, MCP-1, sCD28,
sCD30, Apo-1l/fas a sFas ligandu pfed |éCbou a po I1é€bé Goeckermanovou
metodou, ktera spociva v aplikaci dehtu a nasledném ozarovani UV svétlem
(intenzita UV-A byla 134. 4pW/cm? , UV-B 245. 60pW/cm?) Terapie byla navrzena
po domluvé s dermatologem s ohledem na stav a aktivitu onemocnéni jednotlivych
pacientd. Primérna doba terapie byla 24 dni. K posuzovani ucinnosti IéCby se
pouzivalo PASI skore. Pokles hodnoty o 80% znamenalo ukonceni IéCby.
Pacientim byly odebrany krevni vzorky a po odstranéni krevnich elementt
centrifugaci se séra uchovavala pro analyzu pfi -20°C.
K porovnani praimérnych hodnot vybranych parametrii u nemocnych
s psoriazou a zdravych lidi nam slouzila kontrolni skupina, kterou tvofilo celkem 63

jedincl, ztoho 31 zen a 32 mGzu. Pramérny vék byl 34, 4 let, rozmezi 19-65 let.

8.2 Laboratorni metodika stanoveni:
K detekci hladin jednotlivych ukazatel( jsme vyuzili metody ELISA

8.2.1 Kvantitativni stanoveni sAPO-1/fas
1) Reagencie: 7, 5ml coatovaci protilatky (100ug/ml)

5ng standardu sAPO-1/fas
10ul biotinového konjugatu
10yl streptavidinu-HRP
100ml fediciho roztoku

2) Pufry a ostatni pomucky:
a) fosfatovy pufr (PBS)

NaCl 8, 00g
KCl 0, 20g
Na,HPO, x 12H,0 2, 85¢g
KH,PO4 0, 20g
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rozpustime v destilované vodé a doplnime na objem 1I.
b) assay (reakcni) pufr
BSA (bovine serum albumin) 5g
Tween 20 0, 5ml
rozpustime v zhruba 500 ml PBS a doplnime stejnym roztokem na objem 1l
c) promyvaci pufr
0, 5 ml Tween 20 pfidame do 11 PBS
d) mikrotitraéni destiCky
e) substratovy roztok
H,O, a tetramethylbenzidin v poméru 1:2
f) stop roztok

4N kyseliny sirové (2ml koncentrované kyseliny sirové+16 ml H,O)

3) pfiprava mikrotitracni desticky:

a) 750 ul coatovaci protilatky smichame s 9, 25 ml PBS. Ziskame 10 ml
coatovaciho roztoku. 100ul tohoto roztoku pipetujeme do kazdé jamky mikrotitracni
destiCky. DestiCku zakryjeme a ulozime pfes noc pfi teploté 2-8°C.

Vylileme obsah desti¢ky a promyjeme 300 ml promyvaciho roztoku.

b) pfidame 250 pl assay pufru do kazdé jamky a nechame inkubovat pfi pokojové
teploté 2 hod. Poté 2x promyjeme promyvacim roztokem. Takto pfipravené desticky

muUzeme uchovavat pfi teploté 2-8°C jeden tyden.

4) pfiprava standardu
250 ul destilované vody pfidame do lahvi¢ky obsahuijici lyofilizovany sApo-1/fas.

Dale pfidame 225ul Assay pufru. Ziskame 250ul standardu sApo-1/fas (2ng/ml)

5) pfiprava biotinovaného konjugatu:

Pfed pouzitim konjugatu ho nafedime assay pufrem v poméru 1:13500. (Nejprve
smichdme 1ul biotin konjugatu s 9ul assay pufru, tento roztok pak jesté rozfedime
tak, Zze 3, 7ul smichdme s 4996, 3 ul assay pufru, tim ziskame vysledné fedéni
1:13500)

6) Priprava streptavidinu-HRP
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Pro pipetovani do jamek mikrotitracni desti¢ky je nutné nafedit HRP v poméru
1:12000 ( této koncentrace docilime smichanim 1l HRP s 9ul assay pufru, z tohoto
roztoku znovu pouzijeme 8, 3ul a pfidame 9991, 7ul assay pufru)

Vlastni postup:

A) Pripravime si kalibra¢ni kfivku standardi: do jamek A1 a A2 pipetujeme 100yl
nafedéného sApo-1l/fas standardu. Z obou jamek pak dale pfeneseme 100ul do
jamek B1 a B2 . Postupné pfenasime 100ul z pfedeslych jamek az do fady G, z této
jamky pak 100ul odstranime jiz do odpadu.

Ziskame fadu koncentraci od A1 resp. A2(1000pg/ml) do G1 resp. G2 (16pg/ml)

B) pfidame 90yl fediciho roztoku do jamek uréenych pro vzorky

C) pipetujeme 10ul vzorku do mikrotitracni desticky

D) do vSech jamek pfidame 50ul biotinového konjugéatu

E) pfiklopime na destiCku vicko a nechame inkubovat pfi 37°C 1 hodinu.

F) desticku promyjeme nejméné 3x pfiblizné 300ul promyvaciho pufru . Po

poslednim promyti nechame desti¢ku okapat na filtrani papir, ale ne déle jak 15

min., nebot desticka nesmi nikdy uplné vyschnout.

G) do vSech jamek pfidame 100ul nafedéného streptavidinu-HRP.

H) pfiklopime na destiCku vicko a nechame inkubovat pfi 37°C 1 hodinu

I) destiCku opét promyjeme 3x 300ul promyvaciho roztoku.

J) pfidame 100ul TMB substratového roztoku.

K) inkubujeme pfi pokojové teploté 15 minut (pokud je to mozné na tfepacce).

Pribéh reakce je nutné vizualné sledovat a zastavit v momenté kdy nejvy3si

koncentrace standardu se zbarvi do tmavé modré barvy
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L) reakci ukon€ime pfidanim 100ul stop roztoku. Vysledky odecitame ihned po
zastaveni reakce nebo do 1 hodiny pfi skladovani ve tmé pfi teploté 2-8°C.

M) Spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzork( pfi vinové délce
450nm. Z hodnot, které odpovidaji standardu vypocitame primérné hodnoty a
sestrojime kalibracni kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace sApo-1/fas pro
nezname vzorky. Pokud jsme vzorky pfed pouzitim fedili, je nutné vysledek jesté
vynasobit fedicim faktorem (fedili jsme vzorky 1:10, fedici faktor=10).

Kalibracni kfivka slouzi k odecitani pouze téch vzorku, které byly analyzovany
spole¢né se standardy za stejnych podminek.

8.2.2 Kvantitativni stanoveni sCD28
1) Reagencie:1, 2ml vazebné protilatky (100ug/ml)

1 lahvicka sCD28 standardem
60ul biotinového konjugatu
30pl streptavidinu HRP

100ml fediciho roztoku

2) Pufry a ostatni pomucky:
a) fosfatovy pufr (PBS)

NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na,HPO, x 12 H,0 2,85
KH,PO4 0,20g

rozpustime v 1 | destilované vody

b) reagencni (assay) pufr:
BSA (bovine serum albumin) 50
Tween 20 0,5 ml

rozpustime v pfiblizné 500 ml PBS a poté doplnime na objem 11 PBS.

c) promyvaci roztok:
Do 11 PBS pfidame0, 5 ml Tween 20

d) mikrotitracni desticka
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e) substratovy roztok:
tetramethylbenzidin a H,O, v poméru 1:2
f) stop roztok :

4N kyselina sirova ( 36N kyselina sirova + 16ml H,0)

3) Pfiprava mikrotitracni desticky:

a)110 ul coatovaci protilatky smichame s 10, 90 ml PBS. Ziskame 11 ml
coatovaciho roztoku. 100ul tohoto roztoku pipetujeme do kazdé jamky mikrotitracni
destiCky. DestiCku zakryjeme a ulozime pfes noc pfi teploté 2-8°C.

Vylijeme obsah desti¢ky a promyjeme 250 ul promyvaciho roztoku.

b) pfidame 250 pl assay pufru do kazdé jamky a nechame inkubovat pfi pokojové
teploté 2hod. Poté 2x promyjeme promyvacim roztokem. Takto pfipravené desticky

muazeme uchovavat pfi teploté 2-8°C jeden tyden.

4) Pfiprava standardu

250 ul destilované vody pfidame do lahvi¢ky obsahuijici lyofilizovany sCD28. Ziskany
roztok dale 10x nafedime tak, ze k 23ul pfidame 207l assay pufru. Ziskame
230ul standardu sCD28 (100ng/ml)

5) Pfiprava biotinového konjugatu:
Pfed pouzitim ho nafedime assay pufrem v poméru 1:1000. 5, 4945 ml assay pufru

smichame s 0, 0055 ml biotinového konjugatu.

6) Pfiprava streptavidinu-HRP
Pro pipetovani do jamek mikrotitracni desticky je nutné nafedit HRP v poméru 1:5000

( této koncetrace docilime smichanim 2, 2ul HRP s 10, 9988 ml assay pufru)

Vlastni postup:

A) pfipravime si kalibraCni kfivku:Do jamek urCenych pro standard (A1 a A2)
pipetujeme 100ul Fediciho roztoku, pfidame 100ul standardu s CD28, obsah jamky
promichame a postupné pfenasime 100ul do jamek B1 a B2 az do fady G.

Ziskame fadu koncentraci od 50ng/ml po 0, 78ng/ml.

B) pfidame 50l fediciho roztoku do jamek uréenych pro vzorky
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C) pipetujeme 50ul vzorku do mikrotitracni desticky

D) do vSech jamek pfidame 50ul biotinového konjugatu

E) pfiklopime na destiCku vicko a nechame inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté

na tfepacce .

F) desticku promyjeme nejméné 3x pfiblizné 300ul promyvaciho pufru. Po
poslednim promyti nechame desti¢ku okapat na filtraéni papir, ale ne déle jak 15
min. , nebot desticka nesmi nikdy uplné vyschnout.

G) do vSech jamek pfidame 100ul nafedéného streptavidinu.

H) pfiklopime na desti¢ku vicko a nechame inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté

na tfepacce.

I) destiCku opét promyjeme 3x 300pl promyvaciho roztoku.

J) pfidame 100ul TMB substratového roztoku.

K) inkubujeme pfi pokojové teploté 10 minut (pokud je to mozné na tfepacce).
Pribéh reakce je nutné vizualné sledovat a zastavit v momenté kdy nejvyssi

koncentrace standardu se zbarvi do tmavé modré barvy

L) reakci ukon€ime pfidanim 100ul stop roztoku. Vysledky odecitame ihned po

zastaveni reakce nebo do 1 hodiny pfi skladovani ve tmé pfi teploté 2-8°C.

M) spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzorkl pfi vinové délce
450nm. Z namérfenych hodnot standardu vypocitame primérné absorbance a
sestrojime kalibraéni kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace sCD28 pro

nezname vzorky. Pokud jsme vzorky fedili, vysledné koncentrace jeSté nasobime
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fedicim faktorem. Kalibraéni kfivka slouzi pro odecet pouze téch vzorku, které byly

analyzovany spolecné se standardy.

8.2.3 Kvantitativni stanoveni sCD30
1) Reagencie: 5, 5 ml vazebné protilatky (100ug/ml)

lahvicka s lyofililizovanych sCD30
55ul HRP-konjugatu
100 ml fediciho roztoku

2) Pufry a ostatni pomucky:
a) fosfatovy pufr (PBS)

NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na,HPO, x 12 H,0 2,85¢
KH,PO4 0,20g

rozpustime v 1 | destilované vody
b) reak¢ni (assay) pufr:
Hovézi sérovy albumin  5¢g
Tween 20 0,5 ml
rozpustime v pfiblizné 500 ml PBS a poté doplnime na objem 11 PBS.
c) promyvaci roztok:
Do 11 PBS pfidame0, 5 ml Tween 20
d) mikrotitracni desticka
e) substratovy roztok:
tetramethylbenzidin a H,O, v poméru 1:2
f) stop roztok :

4N kyselina sirova ( 36N kyselina sirova + 16ml H,0)

3) Pfiprava mikrotitracni desticky:

a) 550 ul coatovaci protilatky smichame s 10, 45 ml PBS. Ziskame 11 ml
coatovaciho roztoku. 100ul tohoto roztoku pipetujeme do kazdé jamky mikrotitracni
destiCky. DestiCku zakryjeme a ulozime pfes noc pfi teploté 2-8°C.

Vylijeme obsah desti¢ky a promyjeme 300 ml promyvaciho roztoku.
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b) pfidame 250 pl assay pufru do kazdé jamky a nechame inkubovat pfi pokojové
teploté 2hod. Poté 2x promyjeme promyvacim roztokem. Takto pfipravené destic¢ky
muUzeme uchovavat pfi teploté 2-8°C jeden tyden.

4)Pfiprava standardu
Lyofilizovany sCD30 nejprve fedime destilovanou vodou. Poté odebereme 25ul a
pfidame 225l assay pufru.

5) Pfiprava HRP konjugatu

Pro pipetovani do jamek mikrotitracni destiCky je nutné nafedit HRP v poméru
1:1000. K5, 4945 ml assay pufru pfidame 0, 0055 ml HRP konjugatu.

Vlastni postup:

A) pfipravime si kalibracni kfivku:Do jamek ur¢enych pro standard (A1 a A2)
pipetujeme 100ul fediciho roztoku, pfidame 100ul nafedéného sCD30, obsah jamky
promichame a postupné pfenasime 100ul do jamek B1 a B2 az do fady G.

Ziskame fadu koncentraci od 100ng/ml po 1, 6 ng/ml.

B) pfidame 75ul Fediciho roztoku do jamek uréenych pro vzorky

C) pipetujeme 25ul vzorku do mikrotitracni desticky

D) do vSech jamek pfidame 50ul HRP konjugéatu

E) pfiklopime na destiCku vicko a nechame inkubovat 3 hodiny pfi pokojové teploté

na tfepacce .
F) desticku promyjeme nejméné 4x pfiblizné 400ul promyvaciho pufru. Po poslednim
promyti nechame destiCku okapat na filtraCni papir, ale ne déle jak 15 min. , nebot

destiCka nesmi nikdy uplné vyschnout.

G) pfidame 100ul TMB substratového roztoku.
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H) inkubujeme pfi pokojoveé teploté 10 minut (pokud je to mozné na tfepacce).
Pribéh reakce je nutné vizualné sledovat a zastavit v momenté kdy nejvy3si

koncentrace standardu se zbarvi do tmavé modré barvy

I) reakci ukoncime pfidanim 100pl stop roztoku. Vysledky odecitame ihned po

zastaveni reakce nebo do 1 hodiny pfi skladovani ve tmé pfi teploté 2-8°C.

J) spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzorku pfi vinové délce
450nm. Z hodnot, které odpovidaji standardu vypocitame primeér a sestrojime
kalibracni kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace sCD30 pro nezname vzorky.
Pokud jsme vzorky pfed analyzou fedili, namé&fené koncentrace nasobime fedicim
faktorem( vzorky jsme fedili 1:4, Fedici faktor=4).

Kalibracni kfivka slouzi pro odecitani téch vzorku, které byly analyzovany spole¢né

se standardy.

8.2.4 Kvantitativni stanoveni sFas ligandu
1) Reagencie: 2, 75 ml vazebné protilatky (100ug/ml)

2 lahvi¢ky s lyofilizovanych sFas ligandem
60ul biotinového konjugatu
15ul streptavidin HRP

50 ml fediciho roztoku

2) Pufry a ostatni pomucky:
a) fosfatovy pufr (PBS)

NacCl 8,00¢g
KCI 0,20¢g
Na;HPO4 x 12 H,0 2,85¢g
KH2PO4 0,209

rozpustime v 1 | destilované vody
b) reakéni (assay) pufr:
Hovézi sérovy albumin  5¢g
Tween 20 0,5ml
rozpustime v pfiblizné 500 ml PBS a poté doplnime na objem 11 PBS.
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C) promyvaci roztok:
Do 11 PBS pfidame0, 5 ml Tween 20
d) mikrotitracni desticka
e) fedici roztok (Sample diluent) nafedime v poméru 1:3 s assay pufrem, pfidame
1% mySiho séra
f) substratovy roztok:
tetramethylbenzidin a H,O, v poméru 1:2
g) stop roztok :

4N kyselina sirova ( 36N kyselina sirova + 16ml H,0)

3) Priprava mikrotitracni desticky:

a)275 ul vazebné protilatky zfedime 10, 725 ml PBS. Ziskame 11 ml vazebného

roztoku. 100pl tohoto roztoku pipetujeme do kazdé jamky mikrotitraCni desticky.
DestiCku zakryjeme a dame pres noc uloZit pfi teploté 2-8°C.

Vylijeme obsah desti¢ky a promyjeme 300 ul promyvaciho roztoku.

b)pfidame 250 pl assay pufru do kazdé jamky a nechame inkubovat pfi pokojové
teploté 2hod. Poté 2x promyjeme promyvacim roztokem. Takto pfipravené destic¢ky
mulzeme uchovavat pfi teploté 2-8°C jeden tyden.

4) Pfiprava standardu
Standard v lahvi€ce rekonstituujeme pfidanim 200ul destilované vody. Déle
odebereme 25yl a pfidame 225ul assay pufru.

5) Pfiprava biotin konjugatu:
Pfed pouzitim ho nafedime assay pufrem v poméru 1:1000. 5, 994 ml assay pufru
smichame s 0, 006 ml biotinového konjugatu.

6) Pfiprava streptavidinu-HRP

Pro pipetovani do jamek mikrotitracni desti¢ky je nutné nafedit HRP v poméru
1:10000 ( této koncentrace docilime smichanim 1, 1ul HRP s 10, 9989 ml assay
pufru)

Vlastni postup:
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A) pfipravime si kalibra€ni kfivku:Do jamek ur€enych pro standard (A1 a A2)
pipetujeme 100ul Sample diluentu, pfidame 100l standardu sFas ligandu, obsah
jamky promichame a postupné pfenasime 100ul do jamek B1 a B2 az do fady G.
Ziskame fadu koncentraci od 10ng/ml po 0, 16ng/ml.

B) pfidame 50ul sample diluentu do jamek ur€enych pro vzorky

C) pipetujeme 50ul vzorku do mikrotitracni desticky

D) do vSech jamek pfidame 50ul biotinového konjugatu

E) pfiklopime na destiCku vicko a nechame inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté.
F) desticku promyjeme nejméné 4x pfiblizné 300ul promyvaciho purfu. Po
poslednim promyti nechame desti¢ku okapat na filtracni papir, ale ne déle jak 15
min. , nebot desticka nesmi nikdy uplné vyschnout.

G) do vSech jamek pfidame 100ul nafedéného streptavidinu.

H) pfiklopime na desti€ku vicko a nechame inkubovat pfi 1 hodinu pfi pokojové

teploté.

I) destiCku opét promyjeme 4x 300ul promyvaciho roztoku.

J) pfidame 100ul TMB substratového roztoku.

K) inkubujeme pfi pokojové teploté 15 minut (pokud je to mozné na tfepacce).
Pribéh reakce je nutné vizualné sledovat a zastavit v momenté kdy nejvyssi

koncentrace standardu se zbarvi do tmavé modré barvy

L) reakci ukon€ime pfidanim 100ul stop roztoku. Vysledky odecitame ihned po

zastaveni reakce nebo do 1 hodiny pfi skladovani ve tmé pfi teploté 2-8°C.

-37-



M) spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzorkl pfi vinové délce
450nm. Vypocitame primérné hodnoty absorbanci standardu a sestrojime kalibracni
kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace sFas ligandu pro nezname vzorky.
Pokud jsme vzorky pfed analyzou Fedili, naméfené koncentrace nasobime fedicim
faktorem( vzorky jsme fedili 1:2, Fedici faktor=2).

Kalibracni kfivka slouzi pro odecitani pouze téch vzorku, které byly analyzovany

spoleCné se standardy.

8.2.5 Kvantitativni stanoveni endoglinu
1) Reagencie:vazebna protilatka

detekéni protilatka
standard -lidsky rekombinantni endoglin
streptavidin-HRP

2) Purfy a ostatni materialy
a) fosfatovy pufr (PBS)

NacCl 137 mM
KCI 2, 7mM
Na,HPO,4 8,1 mM
KH>PO4 1,5mM

b) promyvaci roztok
0, 05% Tween 20 v PBS, pH 7, 2-7, 4
c) reakeni pufr (reagent diluent)
1% BSAv PBS,pH 7,2-7,4
d) substratovy roztok
H,O, a tetramethylbenzidin v poméru 1:1
e) stop roztok
2N H,SO4

f) mikrotitraCni desticka

3) Pfiprava reagencii
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a) vazebna protilatka: mysSi antihumanni endoglin (360ug/ml) nafedime 1, Oml PBS.
Takto Ize skladovat pfi teploté 2-8°C po dobu 60 dni, néco pfi -20-70°C 6
mésicu. Pro vlastni analyzu fedime pomoci PBS na koncentraci 2ug/ml.

b) detekéni protilatka: kozi antihumanni endoglin ( 36ug/ml) nafedime 1ml reagent
diluentu. Takto Ize skladovat pfi teploté 2-8°C po dobu 60 dni, néco pfi -20-70°C 6
mésicl. Pro vlastni analyzu fedime pomoci reagent diluentu na koncentraci
200ng/ml.

c) standard:k rekombinantnimu lidskému endoglinu (130ng/ml) pfidame 0, 5mi
reagent diluentu. Skladujeme pfi teploté 2-8°C nebo pfi -70°C po dobu maximalné 2

mésicl. NejvysSi koncentrace pro sestavovani kalibracni kfivky je 8000pg/ml.

4) Pfiprava mikrotitraCni desti¢ky

a) 100ul nafedéné vazebné protilatky pipetujeme do v8ech jamek mikrotitaéni
destiCky. Zakryjeme a nechame pfi pokojove teploté inkubovat pres noc.
Obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny
vyklepeme do buni€iny

b) 300ul reagent diluentu pipetujeme do kazdé jamky a nechame reagovat pfi

pokojové teploté 1 hodinu. Poté opét proplachneme promyvacim roztokem.

Vlastni postup
A) do jamek Al resp. A2 az G1 resp. G2 nanaSime standardy o klesajici

koncentraci k sestrojeni kalibracni kfivky

B) do ostatnich jamek pipetujeme 100ul vzorkd, nafedénych reagent diluentem. .

Zakryjeme a nechame inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté.

C) obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny

vyklepeme do buni€iny

D)pfidame 100ul nafedéné detekéni protilatky a opét nechame reagovat 2 hod. pfi

pokojové teploté.

E) obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny

vyklepeme do buni€iny
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F) pfidame 100yl streptavidin HRP a na 20 minut ulozime mimo pfimé svétlo

G) obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny
vyklepeme do buni€iny
H) pipetujeme 100 pl substratového roztoku a opét 20 minut nechame reakci vyvijet

mimo pfimé svétlo.

I) proces ukon&ime 50pl stop roztoku.

J) spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzorku pfi vinové délce
450nm. Z hodnot, které odpovidaji standardu vypocitame primeér a sestrojime
kalibracni kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace endoglinu pro nezname
vzorky.

Koncentrace endoglinu ve vzorcich se ziskaji odectenim z kalibraéni kfivky, ktera
slouzi pouze pro analyzu téch vzorkl, které jsou inkubovany spole¢né se standardy.
Redicim faktorem nasobime vysledné koncentrace, pokud jsme vzorky pied
zaCatkem analyzy fedili. KalibraCni kfivka se ziska proloZzenim mezi naméfenymi
hodnotami absorbanci (osa y) a pfisluSnymi koncentracemi endoglinu ve

standardech (osa x).

8.2.6 Kvantitativni stanoveni MCP-1
1) Reagencie: vazebna protilatka

detekcni protilatka
standard - lidsky rekombinantni MCP-1
streptavidin-HRP

2) Purfy a ostatni materialy

a) fosfatovy pufr (PBS)

NacCl 137mM
KCI 2, 7TmM
Na,HPO,4 8, 1ImM
KH>PO4 1, 5mM
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b) promyvaci roztok
0, 05% Tween 20 v PBS, pH 7, 2-7, 4
c) reagent diluent
1% BSA vV PBS,pH 7, 2-7, 4
d) substratovy roztok
H,O, a tetramethylbenzidin v poméru 1:1
e) stop roztok
2N H,SO,

f) mikrotitraCni desticka

3)PFiprava reagencii

a) vazebna protilatka: mysi antihumanni MCP-1 ( 180ug/ml) nafedime 1, Oml PBS.
Takto Ize skladovat pfi teploté 2-8°C po dobu 60 dni, pfi-20-70°C 6 mésicl. Pro
vlastni analyzu fedime pomoci PBS na koncentraci 1, Oug/ml.

b) detekéni protilatka: kozi antihumanni MCP-1 (18ug/ml) nafedime 1ml reagent
diluentu. Takto Ize skladovat pfi teploté 2-8°C po dobu 60 dni, pfi-20-70°C 6
mésicu. Pro vlastni analyzu fedime pomoci reagent diluentu na koncentraci
100ng/ml.

c) standard:k rekombinantnimu lidskému MCP-1 (130ng/ml) pfidame 0, 5ml reagent
diluentu. Skladujeme pfi teploté 2-8°C maximalné 60 dni ( nesmi se zmrazit!).

NejvysSi koncentrace pro sestavovani kalibraéni kfivky je 1000pg/ml.

4) Pfiprava mikrotitraCni desticky

a) 100ul nafedéné vazebné protilatky pipetujeme do v8ech jamek mikrotitaéni
destiCky. Zakryjeme a nechame pfi pokojové teploté inkubovat pfes noc.
Obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny
vyklepeme do buni€iny

b) 300ul reagent diluentu pipetujeme do kazdé jamky a nechame reagovat pfi

pokojové teploté 1 hodinu. Poté opét proplachneme promyvacim roztokem.
Vlastni postup

A) do jamek Al resp. A2 az G1 resp. G2 nanaSime standardy o klesajici

koncentraci k sestrojeni kalibraéni kfivky
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B) do ostatnich jamek pipetujeme 100ul vzorkd, nafedénych reagent diluentem.

Zakryjeme a nechame inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté.

C) obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny

vyklepeme do buni€iny

D) pfidame 100yl nafedéné detekeni protilatky a opét nechame reagovat 2 hod. pfi

pokojové teploté.

E) obsah vylijeme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny
vyklepeme do buniCiny

F) pfidame 100pl streptavidin HRP a na 20 minut ulozime mimo pfimé svétlo

G) obsah vylileme a promyvame 3x 400ul promyvaciho roztoku. Zbytek tekutiny

vyklepeme do buni€iny

H) pipetujeme 100pl substratového roztoku a opét nechame reakci vyvijet mimo

pfimé svétlo.

1) proces ukonc&ime 50ul stop roztoku.

J) spektrofotometrem méfime absorbance jednotlivych vzorkl pfi vinové délce
450nm. Z hodnot, které odpovidaji standardu vypoc&itame primér a sestrojime
kalibracni kfivku, z té odecitame vysledné koncentrace MCP-1 pro nezname vzorky.
Koncentrace MCP-1 ve vzorcich se ziskaji odectenim z kalibraéni kfivky, ktera
slouzi pouze pro analyzu téch vzorkd, které jsou inkubovany spole¢né se standardy.
Pokud jsme vzorky fedili je nutné odectené koncentrace vynasobit fedicim faktorem.
Kalibraéni kfivka se ziska proloZzenim mezi naméfenymi hodnotami absorbanci (osa

y) a pfislusnymi koncentracemi MCP-1 ve standardech (osa x).
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8.3 Statistické zpracovani vysledku:
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru MedCalc (Belgie).

8.3.1 Z&kladni statistika
Pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu byla zjisténa normalita rozloZeni

hodnot sledovanych ukazatel(l v daném souboru.
Zakladni charakteristikou je aritmeticky primér, smérodatna odchylka, median

a normalita.

8.3.2 Testovaci statistika
Po kontrole normality dat byly soubory sledovaného parametru porovnavany

mezi sebou (pfed IéCbou x po 1éCbé, pred IéCbou x kontrola, po IéCbé x kontrola) :
parametrickym t- testem v pfipad& normailniho rozlozeni dat
neparametrickym Wilcoxonovym testem v pfipadé nenormalniho
rozlozeni dat

Uroven statistickych rozdil( je vyjadiena pomoci parametru p :

vysoka statistikd vyznamnost p<0, 001
stfedni statistika vyznamnost p 0, 001-0, 01
nizka statisticka vyznamnost p 0, 01-0, 05
bez statistické vyznamnosti p>0, 05
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8.4 \Vysledky

8.4.1 Prehled namérfenych hodnot
V tabulkach. 1 a2 jsou uvedené hodnoty méfenych parametr( pred Iécbou a

po lé€bé Goeckermavou terapii. Tabulka €. 3 ukazuje hodnoty u kontrolni skupiny.

Tabulka €. 1: Prehled namérenych parametra pred Ié€bou

PRED
pacient | vék | PASI | pohlavi | endoglin [sCD30 | MCP-1 | sCD28| sFas ligand | sApo-1/fas

1 58 |23, 4 1 10,41 | 65,29 | 510 |0,431 0, 016 1852, 2
2 28 |18, 3 1 14,73 139,86| 250 |0, 652 0, 045 1450, 7
3 39 23,4 1 4,36 |38,74|224,2 |0, 401 0, 027 895, 3
4 32 19,01 1 6,68 |53,53| 131,80, 642 0, 047 6647, 9
5 66 |19, 3 1 7,36 |21,23|148,9 |0,512 0, 041 905, 9
6 19 130, 3 1 6,14 |92,75|278,5 |0, 462 0, 026 925, 1
7 50 |16, 7 0 7 64, 66 | 205, 8 | 0, 428 0, 021 992, 8
8 53 |19,2 0 7,23 |32,76|174,2 | 0,508 0, 029 654, 6
9 44 |36, 7 1 9,55 |103,3|232,2 0,555 0, 025 757, 1
10 62 |22, 8 0 8,41 |19,73] 193,80, 568 0, 029 1134, 2
11 34 |16, 8 1 10,59 | 41,2 | 348,9 |0, 332 0, 007 889, 5
12 23 (24,9 0 3,45 |60,29]| 216,9 |0, 493 0, 011 862, 2
13 52 |13, 8 1 10,82 |33,53|428,9 |0, 581 0, 033 1486, 4
14 52 |18, 4 0 10,5 |58,79]198,8 |0, 468 0, 021 1477, 7
15 48 | 22 1 11,32 |80,05|473,9 | 2,246 0, 04 1992, 4
16 33119,5 0 7,18 |[59,02|116,9 |0, 615 0, 042 877, 4
17 28 |121,4 0 4,82 |38,86|177,6 | 0,501 0, 032 830, 9
18 68 |24, 9 0 6 159 | 247,50, 387 0, 049 870, 4
19 76 10,5 0 6,14 |[138,1]161,3 |0, 401 0, 015 2357, 4
20 35|14, 2 0 8, 14 35 |310,6| 0,61 0, 046 1051

21 45 14,9 0 9,36 |[63,92]291,9 0,413 0, 002 695, 1
22 30 |15,6 1 6,77 |26,85]|563,5 0,597 0,176 1000, 3
23 54 119, 4 1 9,64 |16,94 | 333,9 |0, 606 0, 039 35700
24 23 (19,9 1 7,14 |53,03|207,7 | 0,581 0, 047 3392, 5
25 73| 42 1 7,09 |37,75|169,6 | 0,59 0, 031 1827, 6
26 58| 3,5 0 7,23 | 73,14 | 264,8 | 0,539 0, 039 1277, 6
27 57 |19, 2 1 7,95 |22,79]269,1 0,559 0, 037 3295, 5
28 20 | 26,4 1 10,05 |108,7 | 227,6 | 0,519 0, 022 833, 1
29 26 |19, 2 0 595 |31,46|217,9 (0,724 0, 059 703, 4
30 37 |17,2 1 7,91 |54,25|301,1 0,543 0, 054 1238, 2
31 68 | 15,6 0 5,45 |134,7]398,6 |0,538 0, 087 1545, 4
32 18 | 25,7 0 10,86 |87,48| 83,6 |0, 666 0, 146 989, 8
33 49 |13, 8 0 8,82 |61,19|155,7| 0,6 0, 039 1254, 3
34 32| 2,2 1 7,5 [298,7|178,7 |0, 348 0, 002 2241, 5
35 67 |22,5 1 6,05 |330,5]|323,4 0,525 0, 008 3320, 7
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36 26 | 14 1 7,3 |27,15]197,9 0, 374 0, 011 594, 9
37 41 17,1 0 7,23 |57,85]| 146,9 | 0,593 0, 046 844
38 24 116, 5 0 5,32 48,99 213,20, 385 0, 025 672, 2

PASI =psoriasis area and severity index, pohlavi 1 = muz, 0 = Zena

Tabulka €. 2: Pfehled namérenych parametra po 1é¢bé

PO

pacient | vék | PASI | pohlavi| endoglin |sCD30| MCP-1|sCD28| sFas ligand | sApo-1/fas
1 58 [11,4 1 8,86 [61,32|604,7| 0,44 0, 035 1896, 9
2 28| 6,6 1 12,64 |22,57|321,2|0,713 0, 052 1079, 3
3 39 |15,4 1 3,73 [34,99|293,1|0,428 0, 03 717,5
4 32| 2,2 1 5,91 73,68 | 184,5 | 0, 649 0, 051 1120, 4
5 66| 9,4 1 7,91 24,08 |182,6 | 0, 53 0, 051 1143, 2
6 19 |20, 8 1 6, 09 67,05| 211,1 | 0, 464 0, 035 833, 7
7 50 11,9 0 564 |[59,06|195,7| 0,41 0, 028 870, 4
8 53 |14, 1 0 6,68 |34,97|222,2]0,538 0, 049 772, 7
9 44 116, 9 1 8,95 |[56,66|177,2 0,563 0, 035 1187, 3
10 62 | 4,9 0 6,5 18,6 | 188,5 |0, 613 0, 045 1475, 8
11 34| 5 1 8,41 (49,82 235,20, 363 0, 025 940, 4
12 23 21,3 0 4,36 |50,44| 145,50, 446 0, 015 649, 3
13 521 2,5 1 7, 82 51,7 | 341,7 |0, 626 0, 041 1651, 8
14 52| 14 0 8,23 |45,37|357,2|0,413 0, 024 1005, 6
15 148 110,8 1 8,77 83,57 |553,3 17,78 0, 027 2427, 2
16 33]5,5 0 7,55 |56,18] 200, 3 |0, 667 0, 054 961, 2
17 28] 8,3 0 4,05 [45,21)|146,1 0,549 0,04 931,1
18 68 |24, 9 0 6, 45 104,4 | 324,2 | 0, 388 0, 044 763, 6
19 76 8,1 0 6,05 |50,63]| 185,70, 385 0,017 1375, 4
20 35| 3,1 0 5,91 17,84 | 170,9 | 0, 699 0, 066 944, 3
21 45| 6,7 0 7,32 89,77 | 217,10, 384 0, 023 1046, 8
22 30| 4,2 1 5,91 18,89 | 525,8 | 0, 737 0, 18 1173, 1
23 54| 2,2 1 7,95 17,75| 259,1 | 0, 597 0, 029 36000
24 2311,8 1 6,68 |23,68]|244,3|0,584 0, 042 1436, 7
25 73 16,5 1 8,86 |[64,42|208,5]|0,613 0, 041 2824, 4
26 5810,6 0 6,32 |[46,22|222,9]|0,575 0, 043 1316, 9
27 57 14,9 1 7,95 [33,79]212,3]0,563 0, 053 2388, 9
28 20| 8,2 1 7,91 78,83 | 273,4 | 0,476 0, 04 1083, 3
29 26 | 8,4 0 6,23 |22,56|133,8|0,672 0, 057 816, 2
30 37 112,3 1 8,73 (48,77 | 305,6 |0, 541 0, 063 1050, 9
31 68 | 5,4 0 7,36 |50,86]|426,1|0,534 0, 083 2480, 9
32 18 | 6,2 0 8,95 [83,21]|148,1 0,563 0, 188 950, 3
33 |49 4 0 6, 95 49,8 |380,7 |0,568 0, 05 1330, 3
34 32 1,6 1 5,36 |31,32] 159,20, 362 0, 026 2083, 9
35 67 |19,5 1 4,73 190,8 | 295,9 | 0, 482 0, 024 2680, 1
36 26| 3 1 7,68 [30,06|212,9| 0,39 0, 03 914,7
37 41 | 2,7 0 523 |[26,43|159,1 |0, 586 0, 045 1224, 3
38 24 111,1 0 5, 82 32,19 166,9 |0, 373 0, 024 517, 9

PASI =psoriasis area and severity index, pohlavi 1 = muz, 0 = Zena
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Tabulka ¢. 3 :Prehled namérenych parametri u kontrolniho souboru

kontrola | vék | pohlavi | endoglin| sCD30 | MCP-1 |sCD28| sFasL |sApo-1l/fas
k1 34 1 4,61]|32,459| 245,264 0,653| 0,045| 704,114
k2 19 0 5,97|23,756| 358,438| 0,815| 0,035| 405,922
k3 28 1 4,18] 24,825| 326,261| 1,028| 0,039| 635,658
k4 51 0 4,66| 27,241 | 274,702| 0,645| 0,095| 436,131
k5 44 1 4,69|16,696| 274,729| 0,971| 0, 194 875, 04
k6 22 0 5 11| 17,826| 299,093| 0, 756 0,043| 879, 009
K7 37 1 5,17|34,088| 270,596| 1,028 0,048| 404, 087
k8 41 0 5,65|24,634| 195,253| 0,645 0,031| 430,456
k9 35 1 3,47| 28,58| 36,334 0,971| 0,053| 782,604
k10 22 0 4,63]|59,077| 139,872| 0,702| 0,042| 698, 385
k11 46 1 4,94 21,169| 230,032| 0,464| 0,035| 637,212
k12 30 0 4,86|31,506| 46,705| 0,908| 0,035| 336,513
k13 43 0 6, 16| 42,589| 201,468| 0,325| 0, 028 570, 31
k14 28 1 4,6|24,883| 450,097| 0,489| 0,031| 1354, 198
k15 27 0 2,78| 30,31| 247,438| 0,521 0,045| 463,737
k16 23 1 4,23|42,019| 338,854 1,131| 0,032| 1052, 108
k17 32 0 6,25|42,168| 280,406| 0,794 0,039| 648,549
k18 30 1 4,29]|29,607| 217,955| 0,685| 0,045| 578,695
k19 29 0 5 11| 29,94| 200,303| 0,965| 0,043| 859,752
k20 47 1 5,34|24,984| 320,098| 0,857 0,041| 918,288
k21 44 0 6, 14| 20, 057| 229,801| 0,793| 0, 069 363, 84
k22 25 1 5,97|34,431| 273,855| 0,959 0,067| 1062, 157
k23 32 1 4,09]|23,515| 278,706 1,015| 0,063| 825,789
k24 47 0 4,8| 24,75| 190,021 0,659| 0, 058 726,11
k25 30 1 4,09| 36,487 297,852 1,131| 0,076| 1050, 49
k26 42 0 5,63|78,263| 223,718| 0,794 0,045| 963, 167
k27 37 1 5,68|31,778| 288,26| 0,685 0,041| 447,023
k28 28 0 3,47|45,903| 214,523| 0,563| 0,043| 646,602
k29 32 1 3,47132,042| 229,89]| 1,159| 0,035| 2637, 028
k30 38 0 4,35|23,041| 149,489| 1,162| 0,042| 609, 079
k31 28 1 4,32]|41,325| 235,328 1,072| 0,035| 726,365
k32 32 0 4,97]|32,002| 164,329| 0,563| 0,024| 685,919
k33 21 1 4,09|36,261| 209,138 1,159| 0,067| 977,796
k34 47 0 4,35]|30,547| 470,496| 0,801| 0,042| 819,569
k35 43 0 3,84|36,748| 267,211| 1,162| 0,058| 327,831
k36 46 1 3,38|22,547| 206,684| 0,857 0,076| 634,495
k37 39 0 5,43|27,579] 93,031] 0,563| 0,045| 484,002
k38 32 1 4,38|31,613| 221,011 0,814| 0,043| 575,607
k39 28 0 5,03| 23,54| 207,179]| 1,367|0,0068| 1184, 737
k40 32 1 7,07|55,815| 82,662| 0,703| 0,051]| 1889, 324
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k41l 42 0 5,11| 45,93 229,726| 0,685| 0,043| 1099, 807
k42 32 1 5,8[44,335| 140,271| 0,965| 0,042| 1104, 452
k43 27 0 3,92(42, 985 145,1] 0,568| 0,039| 848, 885
k44 28 1 5,45(27,294| 195,246 0,469| 0,048| 1120, 383
k45 23 1 5,94|39,426| 360,787| 0,815 0,035| 857,154
k46 27 0 5,34|47, 469 81,933]| 0,688 0,042| 741,067
k47 37 1 6, 14| 37, 058 267,41| 0,759| 0,038| 755,265
k48 22 0 5,97|47,057| 156,211|1,162| 0,051| 592, 866
k49 30 1 4,09]| 156, 22 22,348] 1,072 0,032 1199, 553
k50 25 0 4,8 63,17| 346,565| 0,82| 0,025| 1047, 892
k51 40 1 4,09|55,429| 196,239| 0,742 0,068| 1936, 382
k52 29 0 3,47|58,807| 174,427| 0,738| 0,095| 733,359
k53 56 1 4,35|71,767| 271,828| 0,855| 0,194| 903, 291
k54 39 0 4,32]59, 915 182,28| 0,828| 0,043| 493, 036
k55 42 1 4,97]41,335| 286,979| 0,857 0,048 1247, 995
k56 49 0 4,09| 29,38| 248,608| 1,028| 0,024 748,578
k57 38 0 4,35]|13,341| 282,009| 0,563| 0,031 919, 539
k58 30 1 3,84(18,481| 224,529| 1,159| 0, 043| 1624, 069
k59 39 0 7,07]141,682| 439,992 1,162| 0,042| 1046, 003
k60 36 1 5,11(11,626| 372,629| 0,791| 0, 046| 1004, 664
k6l 47 1 7,07]18,453| 371,154)| 0,645| 0,035| 502, 654
k62 43 0 5,11|37,757| 289,373| 0,835| 0,048| 431,521
k63 20 1 5,8[25,821| 277,679| 0,661| 0,046 720,808

pohlavi 1 = muz, 0= Zena
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8.4.2 Statistické zpracovani vysledk
Zakladni statistické Udaje jsou zachyceny v tabulce 4. Vyhodnoceni statistické

vyznamnosti rozdild prumérnych hodnot u vySetfovaného a kontrolniho souboru je
uvedeno v tabulce 5 .
Tabulka €. 4 :Z&kladni statistické Udaje pro jednotlivé markery

aritmeticky primér | smérodatna odchylka | median |normalita
endoglin pred 7, 8539 2, 2572 7, 265 ne
endoglin po 7,0118 1, 7146 6, 815 ne
endoglin kontrola 4, 8802 0, 9479 4,8 ano
sCD30 pfed 72,9222 66, 949 56, 051 ne
sCD30 po 51, 2498 32, 0525 49, 2885 ano
sCD30 kontrola 37, 0054 20, 6304 32, 002 ano
MCP-1 pfed 251, 9947 108, 8419 221, 05 ano
MCP-1 po 257, 7 115, 0188 215 ano
MCP-1 kontrola 238, 8953 92, 8943 230, 032 ano
sCD28 pred 0, 5656 0, 296 0, 5385 ne
sCD28 po 0, 9806 2, 8009 0, 545 ne
sCD28 kontrola 0, 8286 0, 2211 0, 814 ano
sFasL pred 0, 0387 0, 0341 0, 0325 ne
sFasL po 0, 0475 0, 0357 0, 041 ne
sFasL kontrola 0, 0499 0, 0305 0, 043 ne
Apo-1/fas pred 2377, 2947 5666, 5175 1025, 65 ne
Apo-1/fas po 2212, 2816 5660, 3125 1101, 85 ne
Apo-1/fas kontrola 841, 0622 407, 4067 748, 578 ano

Tabulka €. 5 Hodnoceni statistické vyznamnosti

Apo-1/fas pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 879 0, 0000 0, 0000

endoglin pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 0002 <0, 0001 <0, 0001

MCP-1 pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 6443 0, 5216 0, 3703

sCD28 pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 2641 0, 0000 0, 0000
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sCD30 pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 004 0, 0001 0, 0077
sFas ligand pred x po pred x kontrola po x kontrola
p 0, 0000 0, 0014 0, 1971

Hodnota p vyjadfuje statistickou vyznamnost mezi porovnavanymi parametry

8.4.3 Grafické zpracovani vysledku
Porovnani naméfenych hodnot jednotlivych parametrl pred 1éEbou, po lécbé

a hodnoty kontrol jsou znazornény pomoci sloupcovych grafa 1-6. Stfed obdélniku

predstavuje median, spodni hrana 25. percentil, horni hrana 75. percentil a usecky

minimum a maximum po vylou€eni odlehlych hodnot.

Graf €. 1 :Porovnani namérenych koncentraci sApo-1/fas pred lé€bou, po
Iécbé a kontrol

8000

7000

6000

[3,]
(=]
o
=]

3000

Apo-1/fas (pg/ml)
8
3
IIIIIIllIl]llll]lllTI!lllIlllllllIIllllll

2000
ST A
s
1000 7 Zh
iy
Y
0
APOPRED

Pokles koncentrace po IéCbé neni statisticky signifikantni ( n. s. ). Statisticky
vyznamne jsou ale rozdily mezi kontrolami a hodnotami pfed IéCbou i po 1€Ebé (***).
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Graf €. 2 Porovnani namérenych koncentraci endoglinu pred Ié€¢bou, po Ié¢bé
a kontrol
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Pokles koncetrace edoglinu je statisticky signifikantni mezi vSemi porovnavanymi
skupinami (***)

Graf €. 3 Porovnani namérenych koncentraci MCP-1 pred lIé€bou, po Iécbé a
kontrol
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Pokles koncentrace MCP-1 neni statisticky vyznamny ani u jedné porovnavané
skupiny (n. s.)

Graf ¢. 4 Porovnani namérenych koncentraci sCD28 pred Iécbou, po 1é€bé a
kontrol
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Pokles koncentrace po IéEbé neni statisticky signifikantni ( n. s.) . Statisticky
vyznamné jsou ale rozdily mezi kontrolami a hodnotami pfed I1éEbou i po 1éCbé (***).

Graf ¢. 5 Porovnani namérenych koncentraci sCD30 pred Ié€bou, po 1é€bé a
kontrol
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Pokles koncentrace po IéCbé je stifedné statisticky vyznamny (**), stejné jako u
porovnani mezi hodnotami po Ié€bé a kontrolou. Rozdil mezi hodnotami pred |éCbou
a kontrolou je statisticky signifikantni (***)

Graf €. 6 Porovnani namérenych koncentraci sFas ligand pired Ié¢bou, po
Ié€bé a kontrol
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Zmeéna koncentrace sFas ligandu po |1é¢bé je statisticky vyznamna (***), rozdil mezi
hodnotami po 1é¢bé a kontrolou neni signifikantni, stfedné statisticky vyznamné je
porovnani mezi hodnotami pfed IéCbou a kontrolou (**)

9 Diskuze

Psoriaza je jednim z nejCastéjSich koZznich onemocnéni, jejiz prevalence
v evropskeé populaci Cini 2-3%. PrestoZze zname fadu patofyziologickych
mechanismu vedoucich k rozvoji onemocnéni, pfesné imunologické procesy nejsou
dosud zcela objasnény. Dulezitou ulohu hraji Th1 a Tc1 lymfocyty, které produkuji
velké mnozZstvi IFN-y a TNF-a. Tyto cytokiny déle zpUsobi zvySenou expresi
zanétlivych proteinl keratinocytd. Aktivované keratinocyty uvolfiuji chemokiny a
rustové faktory, které poté stimuluji neutrofily k pfestupu do mista zanétu, zpUsobuiji
vaskularni zmény a hyperplasii keratinocytu.

V nas8i praci jsme se zaméfili na sledovani zmény koncentrace vybranych
parametrd (sApo-1/fas, sCD28, sCD30, endoglin, MCP-1, Fas ligand) po lé¢bé
Goeckermanovou terapii. Hladiny jednotlivych marketd jsme stanovovali metodou
ELISA.

Vysetfovany soubor tvofilo 18 Zen a 20 muzd s chronickou psoriazou.

Kontrolni skupinou bylo 63 zdravych jedinca.
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Plazmatické hladiny Apo-1/fas jsou povazovany za ukazatele apoptozy. Lidska
kiiZze je neustale vystavovana kontaktu s riznymi antigennimi stimuly K udrzeni
homeostazy je zapotifebi mechanismu, které eliminuji T-lymfocyty po aktivaci
antigeny Ci autoantigeny. Procesem apoptdzy se zabrani patologickému
nahromadéni aktivovanych ¢&i autoreaktivnich T-lymfocytu.

Ze studie Laporta a kol. vyplyva, Ze v epidermis zdravych jedincu ¢ini
apoptoticky index ( mnozstvi bunék v apoptdze) 0, 12%, u pacientl s psoridzou 0,
035% a v dobé IéCby terapii PUVA je index 0, 31%. Vysledky tedy ukazuiji, Ze
inhibice apoptozy hraje roli v patogenezi onemocnéni a po pouziti PUVA terapie
dochazi ke zvySené apoptdze aktivovanych Iymfocytﬁ?’?’.

Navzdory Goeckermanové terapiii se hladiny solubilniho Apo-1/fas ve
vySetfovaném souboru statisticky vyznamné nezménily. Signifikantni rozdily ale
nachazime v porovnani s koncentracemi u kontrolni skupiny .

Solubilni Fas ligand je povaZzovan za ukazatel apoptdzy. V naSi praci jsme
Zjistili vyznamné vyS$Si hladiny sFas ligandu po [éCbé. U psoriazy dochazi ke
zvySenému nahromadéni aktivovanych T-lymfocytl. VySsi koncetrace po l1é¢bé tedy
pravdépodobné znaci snahu organismu eliminovat patologicky transformované
lymfocyty. Rozdily mezi naméfenymi koncetrace po Ié€bé a u kontrol nebyly
vyznamne.

Gutierrez-Steil a kol. studovali expresi fas ligandu. U vSech 5 pacientl bylo
odhaleno, Ze po Ié€bé UV zafeni doslo k silné expresi ligandu keratinocyty35. Teraki
a kolektiv ve své studii odhaduji, Ze abnormality v apoptotickém procesu u psoriazy
mohou byt zplsobeny pfitomnosti proteinu Bcl-xL, které apoptézu blokuje34

Endoglin je ukazatelem probihajiciho zanétu, angiogeneze ¢i tumoru.

Latamendiia a kol. zjistili, Ze inhibice exprese endoglinu zvySuje schopnost TGF-3
potlacit bunéény rast a migraci bun&k?®,

Endoglin je glykoprotein exprimovany pfevazne na endotelialnich burikach.
Van de Kerkhof a kol. prokazali na skupiné 8 pacientl s psoriazou vztah mezi
pfitomnosti parakeratdzy a zvySenou expresi endoglinu52.

U naseho vySetfovaného souboru se hladiny endoglinu vyznamné liSily mezi
kontrolni skupinou a souborem pacientl. Po [éCbé dehtem a UV zafenim jsme
zaznamenali signifikantni pokles koncentrace endoglinu u nemocnych. Pokles

hladiny ukazuje na utlumeni zanétlivého procesu a proliferace endotelialnich bunék.

-54 -



MCP-1 je dllezitym regulaénim faktorem pro interakci proliferujicich
keratinocytd a dermalnich makrofagl v patogenezi psoriazy. Mnozstvi cytokin u
psoriazy je jiné nez u zdravych lidi nebo u ostatnich dermato6z. Gillitzer a kol. odhalili
zvySenou expresi MCP-1 mRNA u pacientu s psoriazou v porovnani se zdravymi
jedinci. Z jistili také, ze existuje uméra mezi expresi mMRNA a mnozstvim CD68+
(kozni makroféagy) , které se hromadi v subepidermalni oblasti. Tento vztah nebyl
ovSem potvrzen pro CD3+ bunky a pro neutrofily, proto se predpoklada, ze MCP-1
ma chemotakticky vliv pouze na makrofagy a ne na T-lymfocyty a neutrofily24.
ZvySené hladiny chemokinu u 15 pacientu s psoriazou v porovnani s 15 zdravymi
dobrovolniky popisuje ve své studii i Park a Kim?’.

V pfipadé naSeho méfeni nebyla zjiSténa zadna statisticka vyznamnost mezi
porovnavanymi soubory.

CD28 je dulezitym regulatorem pro aktivaci T-lymfoycytd. Je exprimovana
CD4
T-lymfocyty a poskytuje tzv. druhy signal pro aktivaci imunitni odpovédi. U pacientl
se zanétlivym, imunopatologickym onemocnénim bychom cCekali vySSi hladiny
sCD28. Nase mérfeni ale prokazalo vysSi hodnoty u kontrolni skupiny. Pfi¢inou
muze byt fakt, Ze koncentrace sCD28 byly velmi nizké a tim i spolehlivost vysledku je
meéné pfesna. Pfitomnost kostimulaénich molekul sCD28, sCD80 a sCD86 u
pacientl s jinym autoimunitnim onemocnénim sledovali Kakoulidou a kol. .
VySetfovany soubor tvofilo 118 nemocnych s myasthenia gravis a kontrolni skupinou
bylo 156 zdravych jedinct. Nebyly nalezeny zadné rozdily v sérovych hladinach
t&chto solubilnich molekul®® .

Molekula sCD30 je povazovana za marker aktivace Th2 bunék. Psoriaza je
onemocnéni chrakterizované prevahou Th1 lymfocytl, které tlumi proliferaci Th2
lymfocytl. ZvySené hladiny sCD30 znaci snahu organismu tlumit probihajici zanét a
obnovit rovnovahu Th1/Th2.

Benngtsson a kol. sledovali hladiny sCD30 u pacientu s atopickou
dermatitidou i pacientl s lupénkou. V prvnim pfipadé stanovili signifikantné vyssi
hladiny sCD30 v porovnéni se zdravymi kontrolami, ale nebyl zaznamenan
vyznamny pokles po l1é¢bé. Hladiny sCD30 u 9 pacientl s psoriazou a zdravymi
dobrovolniky se vyznamné neliSily. (statisticka analyza muze byt ale méné

vypovidajici vzhledem k malému poctu vySetfovanych jedincﬂ)zo.
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V nasi praci jsme zjistili signifikantné vyssi koncentrace sCD30 u vySetfované
skupiny pred IéCbou oproti koncentracim po l1€Ebé. Vyznamné nizSi byly hladiny u
kontrolniho souboru. ZvySené hladiny sCD30 by mohly pfedstavovat regulacni
aktivitu Th2 subsetu CD4+ lymfocytll sméfujici k zmirnéni Th1 zanétu. Po 1é¢bé je

hladina snizena, jelikoz tato regulace uz neni zapotfebi.

10 Zaveér

U vySetfovaného souboru, ktery tvofilo celkem 38 pacientd, jsme sledovali
koncentrace endoglinu, MCP-1, sCD28, sCD30, Apo-1/fas a Fas ligandu pfed
IéCbou a po l1éEbé Goeckermanovou terapii. K porovnani hodnot jsme pouZili
kontrolni skupinu zdravych jedincu.

Z naSich naméfenych udaju vyplyva, ze markery Apo-1/fas a sCD28 nejsou
vhodné pro sledovani ucinnosti terapie ( pfi porovnani hodnot pfed IéEbou a po l1écbé
jsme nezaznamenali signifikantni rozdily) . Lze je ale pouzit pro diagnézu
onemocnéni.

U markera sFas ligand, sCD30 a endoglinu jsme zaznamenali signifikantni
rozdily u pacientl s psoriazou pfed IéEbou a kontrolni skupinou. Jsou tedy vhodné
pro diagndzu psoriazy. Statisticky vyznamné byly i poklesy hladin po |éCbé, proto by
stanoveni téchto marker( mohlo zlepsSit monitorovani pribéhu onemocnéni a
hodnoceni uspésnosti I1éCby.

Zadné signifikantni rozdily jsme nezjistili u MCP-1.
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