dermatologie_2_ 07

19.4.2007 7:59 Str. 75 . QE B

Klinické a laboratorni prace

Ces.-slov. Derm. 82, 2007, No. 2, p. 75-81

Sledovani zanétlivych zmén, exprese androgenovych
a retinoidnich receptora u pacientii s akné
lécenych izotretinoinem

Brychtova S.1, Fiuraskova M.1, Bienova M.2, Kucerova R.2, Brychta T.3

ILaboratof molekularni patologie, Ustav patologie LF UP Olomouc
vedouci prof. MUDr. Zden¢k Kolat, Csc.

2Klinika chorob koZnich a pohlavnich, LF UP a FN Olomouc
prednostka doc. MUDr. Dagmar Ditrichovéa, CSc.

3SPEA Olomouc, s.1.0.

primaf MUDr. Oldfich Masny

Souhrn

Sledovani zanétlivych zmén, exprese androgenovych a retinoidnich receptori
u pacientu s akné lécenych izotretinoinem

AKné je chronické zanétlivé onemocnéni pilosebaceézni jednotky, které postihuje vylu¢né lidskou popu-
laci. Vyraznou ucinnost p¥i systémové 1éc¢bé tézkych forem akné prokazal izotretinoin ze skupiny retinoida,
ktery ma i primy protizanétlivy ucinek. Cilem studie bylo vyhodnotit zanétlivé zmény, zmény exprese and-
rogenového receptoru (AR) a retinoidniho receptoru Xo (RXRo) v koznich bioptickych vzorcich u pacien-
ti pred 1é¢bou a po 6mési¢ni terapii izotretinoinem (Roaccutane®) a porovnat je se skupinou nelééenych
pacientti s akné a s kontrolni skupinou pacientii bez akné. Sledované faktory byly vysetieny u 40 proban-
di pomoci standardni nepiimé imunohistochemické metody. Prokazali jsme vyznamné sniZeni exprese
antigeni HLA-DR u pacientui 1é¢enych izotretinoinem. Nebylo prokazéano sniZeni exprese AR po 6mésicni
terapii. I kdyz lécena skupina vykazuje mirné sniZeni exprese AR, zmény pied 1écbou a po 1é¢bé nejsou sta-
tisticky signifikantni. Dale jsme neprokazali zmény exprese RXRo., z ¢ehoZ usuzujeme, Ze podobné jako pri
lokalni terapii neni exprese receptorit RXRo. celkovou terapii izotretinoinem vyrazné ovlivnéna. Predpo-
kladame tedy, Ze protizanétlivy acinek izotretinoinu u akné miiZe souviset s redukei exprese antigeni HLA -
DR.

Klicovd slova: akné — izotretinoin — zanét — androgenovy receptor — retinoidni receptor Xo

Summary

Inflammatory Changes, Androgen and Retinoid Receptors Expression in Acne Patients
Treated with Isotretinoin

Acne is a chronic inflammatory disease of pilosebaceous unit affecting only humans. Isotretinoin,
a member of retinoid family, has shown marked efficacy in systemic treatment of serious forms of acne and
possesses a direct anti-inflammatory effect. The aim of the present study was to assess inflammatory chan-
ges and expression of androgen receptor (AR) and retinoid X receptor o in skin biopsies of patients before
and after six-month isotretinoin (Roaccutane®) therapy in comparison to untreated acne patients and heal-
thy skin controls. Forty cases were studied using standard indirect immunohistochemical method. Signifi-
cant decrease of HLA-DR antigens expression in patients treated with isotretinoin was found. Reduced AR
expression was not found after 6-month therapy. Despite slightly decreased expression of androgen recep-
tor in treated group the changes before and after treatment were not significant. No changes in retinoid X
receptor o were found. Therefore it seems probable that similarly to local therapy systemic treatment does
not influence RXRo expression. We assume that anti-inflammatory effect of retinoids in acne treatment
depends on reduction of HLA-DR antigens expression.

Key words: acne — isotretinoin — inflammation — androgen receptor — retinoid X receptor o
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UvVOD

Akné je chronické zanétlivé onemocnéni pilosebace-
O0zni jednotky (PSJ), které postihuje vylu¢né lidskou
populaci. Hlavnimi patogenetickymi faktory jsou abnor-
malni folikularni diferenciace a vystupriovana hyperkera-
toza, zvySend aktivita mazové Zlazy a hyperseborea, bak-
teridlni hyperkolonizace, zdnét a celd fada imunologic-
kych reakci (17). V patogenezi akné se uplatiiuji genetic-
ké vlivy, androgeny, ligandy PPAR (Peroxisome Prolife-
rator-Activated Receptor), regula¢ni neuropeptidy s hor-
mondlni i nehormondlni aktivitou a vlivy prostiedi. Tyto
faktory vedou ke zvySené tvorbé kozniho mazu, epitelo-
vé hyperproliferaci ve vyvodech mazovych 7laz
a k expresi prozinétlivych chemokinG a cytokin
s ndslednou tvorbou komedoni a zanétlivych loZisek
7.

Retinoidy jsou pfirodni i syntetické 14tky, jejichZ bio-
logicka aktivita je podobnd aktivité retinolu (vitaminu A).
da ovlivitovat epidermdlni rtst a kontrolovat diferenciaci
bunék. Podporuji proliferaci bunék epidermis, ale pfi
patologické hyperproliferaci proliferaci tlumi (13, 17).
Retinoidy pravdépodobné indukuji a moduluji expresi
rtznych ristovych faktori a jejich receptorii. Soucasné
ovliviiuji termindlni diferenciaci bunék ktize ve smyslu
sniZeni keratinizace (11). Izotretinoin je nejucinnéjsi reti-
noid z hlediska potlaceni ¢innosti mazovych 714z a jejich
zmens$eni, ktery prokazal vyraznou Gc¢innost pii systémo-
vé 1é¢bé tézkych forem akné (18). In vitro potlaCuje pro-
liferaci bunék mazovych 7laz i jejich schopnost syntézy
lipida. Ke klinicky nejvyznamnéj$im t¢inkim izotretino-
inu patfi i pfimy protizdnétlivy tc¢inek. Inhibuje prolifera-
ci bun€k endotelu koZnich kapilar, angiogenezi a zastavu-
je vycestovani neutrofildl z koZnich kapilar.

Cilem studie bylo vyhodnotit zanétlivé zmény, zmény
exprese AR a RXRa u pacientt s akné 1é¢enych a neléce-
nych izotretinoinem (Roaccutane®).

MATERIAL A METODY

V naSem souboru bylo celkem 40 koZnich biopsii
z oblasti pravé nebo levé lopatky od 30 pacientl vySetio-
vanych na Klinice chorob koznich a pohlavnich, LF UP
a FN v Olomouci v obdobi 2003-2005. U skupiny 10
pacientt s projevy nodulocystické akné byl celkové poda-
van izotretinoin v ivodni ddvce 0,5 mg/kg/den s postup-
nym snizovanim podle klinického nalezu. U téchto paci-
entl byla koZni excize provedena pfed zahijenim terapie
a poté po 6mésicni 1é¢bé izotretinoinem. Druhou skupinu
predstavovali pacienti s komedonickou a papul6zni for-
mou akné bez 1é¢by lokdlnimi nebo celkovymi retinoidy
(10/30). Pacienti byli sezndmeni s pribé¢hem studie for-
mou informovaného souhlasu. Treti, kontrolni skupinu,
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tvofily archivni bioptické kozni vzorky bez akné nebo
jinych zanétlivych zmén (10/30) excidované pro pigmen-
tové névy.

K vySetieni sledovanych parametrt byla pouZita stan-
dardni nepfimd imunohistochemicka technika na tkdnich
fixovanych v 10% formalinu a zalitych do parafinu. Bylo
provedeno odparafinovani a zavodnéni fezl, ndsledovalo
demaskovani antigeni v mikrovlnném generatoru a zru-
Seni endogenni peroxiddzové aktivity. Rezy byly inkubo-
vany pres noc (u AR pies vikend) s primédrni myS$i mono-
klondlni protildtkou (antiCD20, klon L26, fedéni 1:200,
Dako; antiCD68, klon PG-M1, fedéni 1:100, Dako, Dan-
sko; antiHLA-DR, klon TAL.1BS5, fedéni 1:100, Dako,
Dansko; antiAR, klon AR441, fedéni 1:50, Dako, Dan-
sko) a primédrni krali¢i polyklondlni protilatkou (anti-
RXRao D-20, fedéni 1:10, Santa Cruz Biotechnology,
USA). Pro vizualizaci antigent byl pouZzit znacici systém
EnVision plus (Dako, Dansko) a vizualizace byla prove-
dena chromogenem diaminobenzidinem.

Exprese sledovanych proteint byla hodnocena cisel-
nou stupnici 0-3 podle procentového zastoupeni pozitiv-
nich bunék (0=0-5 %, 1=6-25 %, 2=26-50 %, 3>51 %).
Intenzita zanétlivého infiltritu byla posuzovana podle
mnozstvi bunék/HPF (HPF=zorné pole pii zvétSeni 400x)
stupnici 0-3 (0=0 bunék, 1=1-15 bunék, 2=16-40 bunék,
3>41 bungk). Pro statistickou analyzu vysledk byly pou-
Zity %2 test, Yatesova korekce, Fishertiv exaktni test a zna-
ménkovy test. Za statisticky vyznamnou zménu bylo
povazovano p<0,05).

VYSLEDKY

Hodnoceni zanétlivého infiltratu

Zanétlivy infiltrat byl hodnocen v koriu v okoli PSJ.
U pacientll s akné byla zastiZena zanétliva celulizace tvo-
fend lymfocyty, s ptevahou T-lymfocytd (CD3+) a menS$i
pfimési B-lymfocyti (CD20+) a makrofaghi (CD68+)
(graf 1, obr. 1, 2, 3). Nejintenzivnéjs$i zanétlivé zmény
jsme pozorovali pouze v tseku koria t€sné naléhajicim na
oblast PSJ, v okolni dermis v8ak pocty zanétlivych ele-
menth vyrazné klesaly. V pifipadech fulminantniho zané-
tu byly pritomny cetné neutrofilni leukocyty, v okoli
zaniklych folikulti vznikaly typické granulomy s obrov-
skymi mnohojadernymi buiikami. V kontrolnich koZnich
excizich skupiny bez akné nebyl infiltrat zastiZzen nebo
jsme detekovali pouze ojedin€lé zinétlivé elementy.
KoZzni excize u pacientd s akné vykazovaly vyssi pocty T-
lymfocyt (p=0,001) a makrofagt (p=0,023) oproti kon-
trolni skupiné (obr. 4). Rozdily v B-lymfocytech nebyly
signifikantni (p=0,068). U skupiny lécené izotretinoinem
doslo u pacientil s fulminantnim zanétem k jizveni koria,
se zanikem PSJ. Zanétlivé elementy byly pfitomny ve
sniZzeném poctu, jednalo se zejména o T-lymfocyty, zcela
minimélné byly pfitomny i B-lymfocyty a makrofagy.
Rozdily v intenzité infiltratu pfed 1é¢bou a po 6mésicni
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Obr. 1. Vzorek akné. CD3+ T-lymfocyty disperzné pritomny
v okoli vlasového folikulu, orig. zvétseni 250x.

Obr. 3. Vzorek akné. Vyrazny CD68+ zanétlivy infiltrat
v lozisku s destruovanou PSJ, orig. zvétSeni 320x.

Obr. 2. Vzorek akné. Ojedinélé CD20+ B-lymfocyty v bliz-
kém okoli vlasového folikulu, orig. zvétseni 250x.

1é¢be izotretinoinem nebyly statisticky signifikantni (graf
2). Klinicky byly aknézni projevy na zaddech po 6 mési-
cich 1é¢by bud zcela zhojeny, nebo pretrvavalo nékolik

Obr. 4. Kontrola. Ojedinélé CD68+ elementy rozptylené
v hornim Kkoriu, orig. zvétSeni 200x.

ojedinélych zanétlivych projevi povrchového rizu.
U Zadného z pacienti jiz nedochdzelo k tvorbé hlubsich
zanétlivych nodulu.
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Graf 1. Srovnani exprese ukazateli zanétlivého infiltratu (CD3, CD20, CD68, HLA-DR) a androgenového receptoru (AR)

u pacientd s akné a bez akné.

Cesko-slovenska dermatologie

77



dermatologie 2 07

19.4.2007 7:59 Str. 78

pocet pacientd
O NWAUTON®O
1

pred po pred po pfed po pred po pred po
1é¢bou |écbé lé¢bou 1é¢bé 1é¢bou 1é¢bé lécbou 1é¢bé |é¢bou lécbé
CD3 CD 20 CD 68 HLA-DR AR

M negat M1+ 2 +/3+

Graf 2. Srovnani exprese ukazateli zanétlivého infiltratu (CD3, CD20, CD68, HLA-DR) a androgenového receptoru (AR)

u pacientu lé¢enych izotretinoinem pred 1é¢bou a po 1é¢bé.

Hodnoceni HLA-DR

HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-DR) antigeny
byly exprimovéany makrofdgy a fibroblasty koria, endote-
liemi kapilar a misty i epitelem sebacedznich Zlazek

Obr. 5. Vzorek akné. Jaderna exprese androgenového recep-
toru v bunikach sebaced6zni Zlazky, orig. zvétSeni 320x.

a keratinocyty. Ve studii jsme vSak hodnotili zmény
exprese téchto antigent v oblasti koria kolem PSJ. U kon-
trolni skupiny tvofily HLA-DR+ buriky pouze nesouvisly
uzky lem v okoli PSJ. U pacientd s akné doslo kolem PSJ
k signifikantnimu zvySeni exprese HLA-DR (p=0,01),
pfi¢emZ pozitivni buiiky ¢asto tvofily Siroky lem okruzu-
jici folikul i sebacedzni Zlazku (obr. 5). RovnéZz endotel
kapilar v sousedstvi 1ézi exprimoval antigeny ve zvySe-
ném poctu oproti kapildrdim vzdilenym od zinétlivych
loZisek. Po 6mésicni 1é¢be izotretinoinem jsme zazname-
nali statisticky signifikantni sniZeni exprese HLA-DR
antigent (p=0,031), kterd byla opét omezena pouze na
nesouvisly lem kolem PSJ (obr. 6).

Exprese androgenovych receptori

Zaznamenali jsme signifikantni rozdily exprese AR
mezi skupinou pacientl s akné a kontrolni skupinou
(p=0,02) (obr. 7, 8). Androgenové receptory byly pravi-
delné exprimovany v jadrech sebacedznich Zldzek paci-
entll s akné. Pocet pozitivnich jader se v ramci skupiny
liSil, nékteré Zlazky exprimovaly AR pouze v 10 %, jiné
az v 90 %. Cast ptipadil (19 %) bylo zcela negativnich.
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Obr. 6. Kontrola. Zietelné sniZzeni AR v jadrech bunék seba-
ceozni Zlazky, orig. zvétSeni 200x.

Obr. 7. Vzorek akné. Vyrazna jaderna pozitivita RXRo. v buii-
kach folikulu a priléhajici mazové zlazky, orig. zvétseni 200x.
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Obr. 8. Kontrolni excize po 16¢bé izotretinoinem. Mirnaz  Obr. 9. Vzorek akné. Cést folikulu je lemoviana HLA-DR+
redukce RXRo+ jader v PS]J, orig. zvétSeni 200x. buiikami, které jsou rovnéz pritomny ve zvySeném poctu
v naléhajicim koriu, orig. zvétseni 200x.

Zlazky kontrolni skupiny byly v pfevaze negativni (60 %)
nebo s expresi do 25 %.

U léCené skupiny nebyly nalezeny vyznamné rozdily
exprese AR pred lécbou a po 6mésicni terapii izotretinoi-
nem. V zachovalych PSJ se jaderna exprese pohybovala
kolem 25-50 %).

Kromé sebacedznich Zlazek jsme AR detekovali zcela
ojedinéle ve fibroblastech, zejména v 1ézich s vyrazngj-
$im zénétem. Epitel vlasovych folikuld, ekrinnich potnich
7lazek a epidermadlni keratinocyty byly zcela negativni.

Exprese retinoidnich receptori

RXRoa ve skupiné 1écené izotretinoinem vykazovaly
typickou jadernou lokalizaci. Exprese byla prokdzina
v sebace6znich zlazkach, epitelu vlasovych folikuld
a keratinocytech. Nenalezli jsme signifikantni rozdily = Obr. 10. Kontrolni excize po 1écbé izotretinoinem. Signifi-

v expresi t&chto receptorti pfed 1é¢bou a po 6mési¢ni tera-  kantni sniZeni HLA-DR+ lemu vlasového folikulu, dale
pii izotretinoinem (obr. 9, 10, graf 3). drobny shluk pozitivnich bunék v blizkém okoli (originalni

zvetSeni 200x).

10
5 9
£ 8
Q2 7
g 6
*g 5
)o 4
S 3

2 -

1 -

0 -

pred lécbou po lécbé pred lécbou po lécbeé pred lécbou po lécbé
epidermis folikuly sebacedzni zlazky
M negat W1+ 02 +/3+

Graf 3. Srovnani exprese retinoidniho X receptoru oo (RXRo) v epidermis, vlasovych folikulech a sebaceéznich zlazkach
u pacientu lé¢enych izotretinoinem pred 1é¢bou a po 1é¢bé.
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DISKUSE

V souladu s literarnimi ddaji (12) jsme potvrdili, Ze
v patogenezi akné se uplatiiuje predev$im bunécnd imu-
nitni reakce s pfevahou T-lymfocytd a makrofagti. Pozo-
rovali jsme vSak vyrazné rozdily v intenzité infiltratu.
Predpoklddame, Ze kvantita zanétlivych elementl zavisi
jednak na rozdilné dobé€ trvani zanétlivé 1éze, pticem? je
prokdzano, Ze hustota infiltitu se vyrazné méni b&hem
6—48 hodin (9), jednak na misté excize. Nejintenzivnéjsi
zanétlivé zmény jsme pozorovali pouze v nevelkém
useku koria t€sné naléhajicim na PSJ. Skutecnost, Ze po
6mésicni terapii izotretinoinem perzistuji perifolikuldarni
infiltraty, které se svou intenzitou vyznamné nelisi od
vzorkdl plné manifestovaného akné, si vysvétlujeme
zéavislosti na misté odbéru. Z diivodu obtiZnosti provede-
ni excizi pfimo z mista nejvyraznéj$ich zanétlivych zmén
1ézi byly excize odebirdny z jejich tésného okoli, kde jiz
je koncentrace zanétlivych elementd mensi.

Nejmarkantnéjsi zmény byly zaznamendny v expresi
antigent HLA-DR, kdy po terapii izotretinoinem doslo
k vyraznému sniZeni jejich exprese, pfi¢emz mnoZstvi
a lokalizace pozitivnich bunék byly podobné kontrolni
skuping. Tento nédlez dokumentuje, Ze antigeny HLA-DR
ovliviiuji pribéh onemocnéni, jejich zvySend exprese je
spojovana s aktivaci CD4 pozitivnich T-lymfocytl
a s akceleraci zanétu (12). Prokéazali jsme, Ze na rozvoji
akné se kromé histiocytl podileji i HLA-DR pozitivni
stromdlni buiiky, zejména fibroblasty a kapilarni endote-
lie. Protizdnétlivy efekt retinoidii nesouvisi tedy jen
s redukci monocytil a makrofagi v 1ézich, ale i se zménou
fenotypu bunék stromélnich.

Androgenové receptory jsme detekovali v jadrech
sebacedznich Zldzek kiZe postiZené i nepostizené akné.
AR jsme dile, avsak zcela ojedinéle, nalezli ve fibroblas-
tech 1ézi s vyrazngj$im zanétem, avSak nebyly prokdzany
ve stromatu kontrolnich koZnich vzorkil. V literatuie je
popsana exprese AR i v bazalni vrstvé epidermis, v ekrin-
nich potnich Zl1dzké4ch, vnéjsi vlasové pochvé a v endote-
liich (3, 5). V naSem souboru jsme AR v téchto lokalitich
neprokazali. Vysvétleni hleddme zejména v technice
detekce. Zatimco uvedeni autofi pouzivali polyklondlni
protilatky, my jsme detekci provadéli pomoci protilatek
monoklondlnich.

Dale je nutno brat v tivahu popisované rozdily v expre-
si AR v zavislosti na anatomické lokalité (14). I kdyzZ se
pocty bunék exprimujicich androgenové receptory u 1ézi
s akné pomérné vyrazné liSily a v nékterych piipadech
byly AR i negativni, pfesto jsou tyto receptory u pacientl
s akné signifikantné zvySeny oproti kontrolnim vzorkiim.
Normadlni kiZe receptory bud neexprimuje, nebo pouze
v malém mnoZstvi. V souladu s jinymi autory miiZeme
tedy pfedpokladat, Ze androgeny sebacedzni Zlazky piimo
aktivuji (3). Nepiimé plsobeni cestou androgenové akti-
vace fibroblastil se témér neuplatiiuje.

K doplnéni problematiky je vSak nutno uvést i nazor
nékterych autort, ktefi pfipoustéji moZnost, Ze AR
mohou svou zdvislost na androgenech ztratit (16). Ve stu-
dii jsme neprokézali pivodné oCekdvané a literarné popi-
sované sniZzeni AR po terapii izotretinoinem (5). I kdyz
lécend skupina vykazuje mirné sniZeni exprese AR,
zmény pred 1éCbou a po 6meésicni 1€Cbé nejsou signifi-
kantni. Navic AR po terapii jsou stdle zvySeny ve srovnd-
ni s kontrolami. Zda se tedy, Ze piisobeni perordlnich reti-
noidt probihd spiSe na trovni redukce hladin ligandd,
zejména So—dihydrotestosteronu v kizi (4, 8) nebo
nedavno zjisténé zmény aktivity AR (7). Je tedy moZzné,
7e navzdory zvySené expresi AR je jejich funk¢ni schop-
nost vyrazné sniZend, coZ histologicky prokdzat nelze.
Pisobeni retinoidd na AR muZe byt i nepiimé. Tak byla
napiiklad popsdna modulace AR plisobenim interleukinu
6 (10). S touto hypotézou by bylo konzistentni zji$téni
redukce aktivovanych makrofaghi a fibroblastd (HLA-
DR+), o kterych je zndmo, Ze tento cytokin produkuji.

Receptory RXRo jsme ve shodé s literarnimi udaji (1)
detekovali v epidermis a jadrech sebacedznich Zlazek
a epitelu vlasovych folikulll, kde se podileji na regulaci
morfogeneze a diferenciace jejich struktur. Billoni a kol.
(1997) dokonce pokladaji receptory kyseliny retinové
(RXRo a RARB) za hlavni retinoidni receptory exprimo-
vané v oblasti dermdlni papily, které podstatné ovliviiuji
vyvoj PSJ. Studie zabyvajici se akné, které sledovaly
terapeuticky potencidl lokdlné aplikovanych retinoidi,
prokézaly jejich piisobeni zejména pfes vazbu na RAR
receptory (2). RAR se tedy povaZuji za hlavni terapeutic-
ky cil 1é¢by akné. Ucinky terapie se vysvétluji zdstavou
buné¢éného cyklu, sniZenim syntézy DNA, zvySenim
exprese p21 wafl/eipl 3 poklesem cyklinu D1 (15). Co se
tykd RXRa receptort, prokdzanym agonistou je tretinoin,
neboli 9-cis-retinova kyselina (9-cis-RA), u néhoz byla
zjiSténa Caste¢nd konverze regulujici tyto receptory (6).
Predpoklada se, Ze izotretinoin (13-cis-RA) tyto recepto-
ry pfimo neovliviiuje (1, 7). V nasi studii jsme sice zazna-
menali mirné zvySeni exprese RXRao u pacientl po 1é¢bé
izotretinoinem, avSak zmény nebyly statisticky vyznam-
né. Z vysledkl usuzujeme, Ze podobné jako pfi lokdlni
terapii, ani pfi celkové terapii izotretinoinem k aktivaci
receptort RXRo nedochézi.
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