60 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY ROCNIK LXXI, 2002, &. 2

616.591-001.29-084

KERATINOCYT - ZAKLADNi BUNKA EPIDERMIS: JEHO POSKOZENI NEIONIZUJiCIM
A IONIZUJICIM ZARENIM A MOZNOSTI PROTEKCE

Pavel PETYREK
Ustav zdravotnické nuklearni a biologické ochrany Vojenské Iékafské akademie J. E. Purkyng, Hradec Kralové

Souhrn

Interakce organismu se zevnim prostredim jsou zprostredkovany pres epidermis a pres nékolik rozdilnych
keratizovanych a nekeratizovanych epitelii. Epidermis neni pfimo vaskularizovana, ale je vyZivovana z krev-
nich cév dermis. Lidsky keratinocyt izolovany z kiZe vytvari in vitro kolonie a kazda kolonie pochazi z jed-
noho keratinocytu, ktery je kmenovou buiikou epidermis.

Absorpce UV zdreni v kiZi se projevuje primarné v keratinocytech epidermis a vyvolava poskozeni DNA a
proteini. Poskozeni DNA je obecné chapano jako zakladni efekt zareni vedouci k bunécné smrti, chromozo-
malnim aberacim a onkogenni transformaci. Senzitivita k zareni neni zavisla jen na rozsahu inicialniho po-
Skozeni, ale také na kapacité bunék reparovat toto poskozeni. Na rozdil od UV zareni, které poskozuje pre-
devsim epidermis, je ionizujici zafeni schopné poskodit nejen epidermis, ale celou kiiZi, véetné adnex a thani
lezicich pod ni.

Klitova slova: Kize; Epidermis; Keratinocyt; in vivo; in vitro; Radiaéni poskozeni; DNA; CD44; p53; Neionizujici zafeni; loni-
zujici zafeni; Radioprotekce; Apoptdza; Cytokiny; Ristové faktory; L-askorbovi kyselina.

Keratinocyte — a Basic Cell of the Epidermis: Its Damage by Non-ionizing and Ionizing Radiation and
Possibilities for Its Protection

Summary

An organism’s interactions with the external environment are mediated through the epidermis and
through a few different keratized and non-keratized epithelia. The epidermis is not directly vascularized but
it is nourished from the blood vessels of the dermis. A human keratinocyte isolated from the skin creates in
vitro colonies and each colony comes from one keratinocyte which is a stem cell of the epidermis.

The absorption of UV radiation in the skin is primarily manifested in the epidermis keratinocytes and
causes DNA and protein damage. This DNA damage is generally understood as a basic effect of irradiation
leading to cellular death, chromozomal aberrations and oncogenic transformation. Sensitivity to irradiation
is not dependent only on the extent of initial damage, but also on the capacity of cells to repair this damage.
In contrast to UV irradiation which damages above all the epidermis, ionizing radiation is able to damage
not only the epidermis but the whole skin, including the adnexa and the tissues lying beneath it.

Key words: Skin; Epidermis; Keratinocyte; in vitro; in vivo; Radiation damage; DNA; CD44; p 53; Non-ionizing radiation; Ionizing
radiation; Radioprotection; Apoptosis; Cytokines; Growth factors; L-ascorbic acid.

Uvod

Interakce savéiho organismu jsou zprostiedko-
vany kiizi a nékolika rozdilnymi keratinizovanymi
a nekeratizovanymi epitely zazivaciho a dychaciho
traktu. Jejich zékladni tlohou je udrZeni stability
vnitiniho prostfedi organismu a jeho ochrana pfed vli-
vy zevniho prostiedi. Trvalé vystaveni epiteli vlivu
zevniho prostiedi si vyZaduje jejich trvalou obnovu,
a proto maji jejich kmenové buiiky relativné vyso-

kou proliferaéni a diferenciatni aktivitu, ktera se
odrazi v relativné vysoké senzitivité k vlivu ioni-
zujiciho korpuskulamiho i nekorpuskuldrniho zafeni
a neionizujiciho, pfedev§im ultrafialového zafeni.
Vlivim uvedenych typii zafeni mohou byt pfislus-
nici ACR vystaveni pfi zevnim ozafeni ionizujicim
i neionizujicim zafenim, zevni a vnitini kontamina-
cf radioaktivnimi latkami. K situacim, pfi nichZ mo-
hou byt pfislusnici ACR vystaveni vliviim uvede-
nych typi zafeni, miZe dochazet pfi haviriich, ev.
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pii teroristickém ttoku na jaderna energeticka zafi-
zeni, pfi méné pravdépodobném pouziti jadernych
zbrani a pfi vystaveni se vlivu ultrafialovému zafe-
ni béhem humanitarnich a jinych misich.

Interakce organismu se zevnim prostfedim jsou
zprostfedkovany ptes epidermis a pies nékolik roz-
dilnych keratizovanych a nekeratizovanych epiteld.
Jejich zakladni role spociva v udrZeni stability vniti-
niho prostfedi ve vodé, ve vzduchu, na zemi a v
ochrané téla proti rizikim prostfedi. Pfes ohromny
pocet zmén ve specializaci a diferenciaci epidermal-
nich bunék za poslednich 450 milioni let vrstevna-
ty epitel reprezentuje jeden z nejjednoduisich orga-
nil lidského téla. Ve skute€nosti je epidermis velmi
komplexni vrstevnaty epitel, ktery je hlavné tvofen
jednim bunéénym typem — keratinocytem. Jiné buii-
ky, jako melanocyty, Langerhansovy buiiky a Mer-
kelovy buiky, které maji velmi dilezité funkce,
jsou pfitomné v epidermis, ale pfimo se nepodileji
na organizaci tkang&. Epidermis neni pfimo vasku-
larizovana, ale je vyZivovana z krevnich cév dermis.

Chovini keratinocytu v kultuie

Lidsky keratinocyt izolovany z klize vytvafi ko-
lonie a kazda kolonie pochézi z jednoho keratino-
cytu. Malé, ne terminélné diferencované bazalni buii-
ky maji nejvétsi klonogenni potenciél, pfiemz vel-
ké, vice diferencované buiiky tvoii kolonie méné
casto. Velké klony tvofici buiikky mohou vsak vy-
tvatet kolonie obsahujici malé bazalni buiiky, coz
sveéd¢i o moznosti zachranit buiiky pfed terminalni
diferenciaci. Tyto kolonie rostou stejné jako kolo-
nie zalozené malymi bunkami, coz svéd¢i o tom, zZe
rustovy potencidl kolonie neni specificky podle ve-
likosti zakladajicich bunék. Pokud je klonogenni po-
tencidl keratinocytu ve vztahu k velikosti buiiky,
pak ristovy potencial jednoho keratinocytu je ur-
¢en podle typu vytvofeného klonu. Po subkultivaci
z jedné keratinocytové kolonie miize vyrist riizny
pocet termindlnich kolonii, ve kterych mohou byt
identifikovany tfi typy keratinocyti, tj. holoklony,
meroklony a paraklony. Holoklony maji nejveétsi
ristovy potencial a jsou povazovany za kmenové
buiiky, paraklony maji nejniZsi ristovy potencial a
jejich doba Zivota neni del$i nez 15 bunéénych ge-
neraci. Buiika pasédZovana in vitro a pfirozené star-
nouci in vivo uruje progresivni snizovani holoklonii
a progresivni zvySovani merokloni a paraklonti (1).

Pro diferenciaci bunék specificky protein, nazy-
vany involukrin, je selektivné syntetizovan v buii-
kach uréenych k diferenciaci. Involukrin je jednou
z hlavnich souéasti obalu, ktery je formovan pod
plazmatickou membranou termindlné diferencova-
nych keratinocyt. Béhem terminalni diferenciace se
objevuji dramatické zmény architektury cytoskele-
tu se zménou exprese keratinového genu z nizké na
vysokou molekularni hmotnost keratind a ndsledné
zmény v kompozici 8nm intermedidlnich filament
epidermis. Modifikovan4 keratinov filamenta inter-
aguji s bazickym proteinem z keratoalinovych gra-
nul, filagrinem tvoficim korneocytovou keratinovou
matrix (2).

Vliv neionizujiciho a ionizujiciho zdFeni

V soucastné dobé se obnovil zdjem o ucinky za-
feni, které nemohou byt zpisobeny pfimym posko-
zenim DNA. Klastogenni u¢inky se mohou projevit
v burikach ozafenych a-Casticemi, které nemohou
zpusobit ,,pfimy u¢inek" ionizujiciho zafeni. Geno-
mova nestabilita a opoZdéna exprese letalnich a ne-
letalnich mutaci jsou také zahmuty do nepfimych
ucinkd, protoZe jejich exprese ve vyvoji po ozafeni
je neklonélni, a nemuzZe tak byt vysledkem jedno-
duchych, pfimo vyvolanych mutaci DNA.

Zatim nedofeseno je, zda tyto ufinky odrazeji re-
akci na bunéény stres po aktualnim poskozeni DNA
— reakce spusténa tim, Ze doslo k interakci DNA
s poSkozujici latkou, nebo jsou nasledkem chyb na-
vozenych v DNA mnoha 3patné reparovatelnymi
zlomy, které jsou vysledkem sekundarnfho posko-
zeni radikély. Tyto $patné reparovatelné zlomy ne-
mohou nakodovat dulezité mutace, ale mohou ménit
strukturdlni stabilitu DNA, vytvafet chromozomalni
aberace projevujici se béhem mitézy. Hypotéza bu-
nécné reakce byla podpofena vysledky, které spojuji
genomovou nestabilitu s programovanou buné¢nou
smrti a s oxida¢nim stresem.

Jednim pfedpokladem aktivni bunétné reakce je,
Ze ozafené builkky mohou sekretovat signdlni sub-
stance, které pak iniciuji proliferaci nebo smrt téch-
to ¢i sousednich buné&k. Nékteré piiklady bunéénych
sekretd ovlivilujicich jiné buiiky jsou znimé a za-
hrnuji zanétlivé reakce, endokrinni, autokrinni a pa-
rakrinni vlivy na samotné ¢i vzdalené buiky (3).
Epitelialni buiiky mohou sekretovat postradia¢ni fak-
tor, ktery je toxicky pro jiné neozafené buriky.
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Normalni epitelialni buiiky maji vyvinuté systé-
my bunééné komunikace zahrnujici spojovaci pro-
teiny (connexiny) nebo povrchové receptory, které
zprostiedkovavaji kontrolu odpovédi na zmény v
jejich prostedi nebo na chemicky ¢&i fyzikalné vy-
volany stres. Po gama ozéfeni byly prokazany zmény
funkce spojovacich komplext v epitelidlnich buii-
kach. Smirt epitelialnich bun&énych typa se obvykle
projevuje apoptézou. Spektrum poskozeni a profil
exprese proteinu v situacich spojenych s genomic-
kou instabilitou nebo letdlnimi mutacemi jsou shodné
s prubéhem programované smrti builkky a zastave-
nim déleni spiSe nez s nekrozou. Apoptdza a bunééné
déleni epitelialnich bunék v téchto tkénich jsou
pod kontrolou jinych bunék.

Normdlni lidsky keratinocyt také projevuje za-
vislost pfeziti po ozafeni, pokud je v kontaktu s
jinymi butikami (4). Tento efekt miZe byt zruSen
blokovanim komunikace mezibunééného spojeni.

Casn4 apoptoza je velmi dramaticka zména, pro-
toze buitky mohou sekretovat faktory, které méni
pieziti jinych bunék. To potvrdilo obecnou hypotézu,
Ze faktory pieziti sekretované sousednimi bufikami
mohou zabranit iniciaci apoptézy. Exprese konexi-
novych proteinli je inhibovana oxidativnim stresem
a tento uc¢inek muze byt zruSen latkami, které za-
chycuji radikaly. Pozdni G€inky zafeni (pozdni apop-
t6za a indukce letdlnich mutaci) byly vyznamné jen
u bunék, které v dobé ozafeni nebyly v kontaktu.
Oxidativni stres spojeny se zafenim vyvolanou ge-
nomickou nestabilitou (jednak jako pficina, jednak
jako souéast), vede k poruSeni normalni komunikace
mezi epitelidlnimi bunikami.

Schopnost bun¢k odpovédét na exracelularni
stres je zakladni pro jejich pfeziti. Tato odpovéd
zahmuje zmény vlastnosti a rychlosti exprese gentl.
Ionizujici zafeni navozuje takové zmény béhem
nékolika hodin. Ty pak mohou vést jednak k zasta-
veni bunééného cyklu a reparaci, jednak k bunééné
smrti. Ob& tyto moZnosti jsou zavislé na rozsahu
radia¢niho poskozeni (5). Déle tyto zmény spousti
dlouhodobou kaskadu bunéénych zmén, které mo-
hou vést k pozdnim U¢inkiim ionizujiciho zafeni,
hlavné tvorbé nadord a vyvoji pozdnich nasledki
vznikajicich po ozafeni v normalnich tkanich.

Geny vzniklé po ozafeni ionizujicim zafenim pfi
absenci syntézy novych proteint jsou nazyvany ge-
ny bezprostfedni ¢asné reakce. Pfiklady takovych

genil jsou jun/fos, egr-1 a NFkB rodiny, které zahr-
nuji jaderné transkripéni faktory. Aktivacni protein
(activator protein — AP-1) je spoletné oznadeni pro
tfidu transkripénich faktord a AP-1 je proteinovy
komplex. Aktivace transkripénich faktort je kritic-
kym bodem v bunééné odpovédi na ozafeni. Geny
koédujici ristové faktory a cytokiny mohou byt di-
lezitymi cily a efektory této aktivace, i kdyZ hlavni
bezprostiedni efekt zafeni je zména bunééného cyklu
poskozenych bunék. UVB u lidskych keratinocytl
in vitro mize zvysit uvoliiovani cytokint, interleu-
kinu 1 o (IL-1a) a interleukinu 6 (IL-6) v burikach.
Ptikladem zafenim indukovanych riistovych faktorii
jsou TNF-a (tumor necrosis factor o — faktor ne-
krotizujici nadory a), FGF (fibroblast growth factor
— fibroblastovy riustovy faktor), PDGF (platelet —
derived growth factor — desti¢kovy rustovy faktor)
a TGF-B (fransforming growth factor p — transfor-
mujici ristovy faktor B).

Poskozeni epidermis UV zifenim

Ultrafialové zateni (UV) se déli na 3 ¢asti podle
vinové délky: UVA (320—400 nm), UVB (280-320
nm) a UVC (200-280 nm). UVC zafeni je ucinné
absorbovano atmosférou a nedosahne povrchu Zemé.
Absorpce UVB v kiizi se projevuje pfimarné v ke-
ratinocytech epidermis a vyvoldvé poSkozeni DNA
a proteint.

Poskozeni DNA je obecné chapano jako zéklad-
ni efekt ionizujiciho zafeni vedouci k bunééné smrti,
chromozomalnim aberacim a onkogenni transfor-
maci. Siroké spektrum DNA 1ézi produkovanych io-
nizujicim zafenim (alterace bazi, abazickd mista,
DNA-protein kiizové vazby) pfedstavuji pfedevsim
ssb (DNA single-strand breaks = DNA jednovlék-
nové zlomy) a dsb (DNA double-strand breaks =
DNA dvouvliaknové zlomy), dsb jsou velmi tzce
spojeny s bunéénou smrti. Kdyz se dsb nereparuji,
miZe tento stav vést k nezvratné ztraté geneticke
informace (6). Existuji tfi irovné procesu objevu-
jicich se mezi inicidlnim ozafenim a event. ztratou
buné&éné reprodukéni integrity, pfi kterych miize byt
uréena hodnota radiosenzitivity bunék: inicialni po-
§kozeni DNA; rychlost, u¢innost a pfesnost reparace
DNA a reziduilni poSkozeni DNA.

1) Inicidlni poskozeni, tj. rozsah poSkozeni vyvo-
laného v chromozomalni DNA, muzZe byt velmi
rozdilné u riznych bun&k v zévislosti na intrace-
lularni koncentraci kyslikovych radikald, radio-
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protektivni G¢innosti intracelularnich zachyco-
vaci radikalt, vazbé proteini na DNA a hustoté
vysoce organizovaného chromatinu.

2) Pfi spojeni dsb, které ma bifazicky charakter —
rychlou (t = 20-40 min) a pomalou (t = nékolik
h) fazi —, je rychlejsi faze mnohem u¢inné&;jsi u
radiorezistentnich neZ radiosenzitivnich bunék.
Presnost DNA-reparace, tj. frekvence, pfi niZ jsou
mutace navozené béhem procesu dsb-spojeni, vi-
ditelné jako chromozomadlni aberace, miize byt
zavisla na ¢asteéném reparaénim mechanismu pii
spojeni dsb (tj. homologni versus nelegitimni re-
kombinace), intraceluldrni koncentraci specific-
kych repara¢nich enzymu a vystaveni dsb spojo-
vacimu reparaénimu procesu a/nebo destruk&nim
exonukledzam.

Rezidudlni poSkozeni DNA je rozsah poSkoze-
ni, které zlistava po reparaci a pozitivné koreluje s
radiosenzitivitou.

Po3kozeni epidermis ionizujicim zaFenim

Senzitivita k ionizujicimu zafeni neni zavisla
jen na rozsahu inicidlniho poskozeni, ale také na
kapacité bunék reparovat toto poskozeni, tj. special-
né DNA dsb, coz je poSkozeni, které je v té€sném
vztahu k bunééné smrti. To napf. mize svédéit o
tom, Ze fyzikalni a chemické procesy produkujici
ssb mohou byt v uréitém rozsahu odli$né od téch,
které vedou k dsb.

Na rozdil od UV zafeni, které poSkozuje prede-
viim epidermis, je ionizujici zateni schopné posko-
dit nejen epidermis, ale celou kuzi véetné tkani leZi-
cich pod ni. KiZe je sloZeny organ, jehoZ soudasti
jsou epidermis, vrstva koznich a podkoZnich poji-
vovych tkani a rizné akcesorni organy, jako jsou
vlasy, chlupy, exokrinni Zlazy a senzorické recep-
tory. VSechny tyto struktury se podileji na riznych
stupnich reakce kiiZe na ozafeni ionizujicim zare-
nim. Epidermis je samoobnovovaci systém obdob-
ny jako stievni epitel, ale nahrada bunék a doba je-
jich tranzitu je pomalejsi. Jen asi 2 % v3ech bunék
epidermis jsou denné obnovena, coZ kontrastuje s
50 % bunék epitelu stfeva. Buiiky epidermis se déli
ve stratum germinativum, diferencuji se keratiniza-
ci a kone¢né se odlucuji s povrchu kiize. Tranzitni
¢as v lidské ktzi se pohybuje od 14 do 17 dnil. Z
hlediska radia¢niho poSkozeni je nejvyznamnéj$im

faktorem velikost davky ozafeni. Pokud je svym do-
sahem ionizujici zafeni schopno zasahnout ciloveé,
mitoticky aktivni buiiky, pak neni zasadné vyznam-
ny jeho druh. D= 1,25 Gy, coz znaéi, Ze kmenové
buiiky epidermis jsou stejné radiosenzitivni jako kme-
nové buiiky krvetvornych orgénil a epitelu stteva (7).

Nepfimé ucinky zareni na cile jiné, nez je DNA,
mohou vést k opozdéné expresi neklonalnich, pfe-
nosnych chromozomadlnich aberaci; letdlnich a ne-
letalnich mutaci; opozdéné apoptéze a opozdéné
tvorbé mikronukleoli. Viechny tyto zmény se pro-
jevuji de novo pfi vyvoji dalfich populaci bunék,
nez je populace ptivodné ozafenych bunék (8). Me-
chanismus, kterym jsou tyto efekty vyvoldny — je
indukovany (ale ne projeveny) a pfeneseny jako po-
tencidlni po3kozeni z generace na generaci —, je
neznamy, ale zahrnuje nékteré ¢asti mechanismu
zlomii DNA a je spojen se zvySenou tvorbou kys-
likovych radikald a radikaly ovlivnénych bunék (9).
Procesy, které ve vyvoji obvykle vedou ke zvyse-
nému mutagennimu potencialu, jsou pravdépodobné
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dia¢ni karcinogeneze. Usmrceni bunék ,,divaki” je
relativné nové dokumentovany nepiimy efekt (3). Jde
o jasny dikaz toho, Ze existuje zafenim vyvolany
faktor, ktery je sekretovan nékterymi bunéénymi li-
niemi a usmrcuje nepoSkozené buiiky v sousedstvi.

MoZnym mechanismem mitize byt existence ma-
ximdalné piipustné mutacni zatéze nebo prahové mu-
tacni hodnoty. Tato koncepce miize svéd¢it o tom,
Ze kazda bunika ma kapacitu pro to, aby nesla né-
jaké chyby, které jsou tolerovany, protoZze neméni
zakladni vlastnosti buiiky. KdyzZ je buiika ,,unavena“,
pak nemé 100% replika¢ni schopnost. Pokud tento
faktor poskozujici DNA zméni bunéénou populaci,
pak se tolerance k DNA poskozeni nebo pfipustné
mutaéni zatéZzi pfenese na nizsi uroven. To mizZe
vést k tomu, Ze buiiky s prvni pfipustnou mutaéni
zatézi jsou eliminovany z populace jesté pied repo-
pulaci. Tento mechanismus miZe vysvétlit ,,divacky*
efekt, ktery zplsobi, Ze signal secernovany posko-
zenymi bufikami je pfenesen na celou populaci.

Zmény mezibunéénych informaci po ozafeni
Adheze buiika—-buiitka u keratinocytii vyzaduje

fadu molekul, které jsou rozdéleny ve spojovacich
plochich demosomii (desmoglein, desmocollin), v
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adherenénich spojenich (vinculin) a vazbach (con-
nexiny), nebo glykoproteiny, které reprezentuji uni-
verzalni bunéény povrch (transmembranu), jako
jsou &lenové rodiny polymorfnich CD44 proteinti.
CD44 byl pivodné povazovan za receptor lymfo-
cyti, ktery se podili na jejich interakci s endote-
lidlnimi bufikami lymfatickych uzlin, Peyerovych
plaki a misty zanétu. Pozdé&ji byl zjistén na riznych
typech bunék, véetné epidermalnich keratinocyti.
Spole¢na forma — 90-kDa protein zvany standardné
CD44 (CD44s) — je receptor pro kyselinu hyaluro-
niovou. Variabilita epitelidlnich izoform (CD44v)
je generovéna alternativnim spojenim jaderné RNA.
Variantni izoformy (CD44v) jsou vlastni epitelo-
vym bufikam. Syndekan, bunéény povrchovy proteo-
glykan CD44, véaze exracelularni molekuly matrix
a rustové faktory.

Ozéafeni tkani ionizujicim zdfenim méni expresi
adheznich molekul véetné CD44. Exprese epitelial-
nich CD44 koreluje s proliferaci bunék. Syndekan
byl spojovan s proliferaci epidermalnich bunék v
hojicich se randch a UVB navozenou hyperplastic-
kou epidermis.

Exprese obou adheznich molekul se zvy3ovala
velmi ¢asné v ozafené epidermis, a to dlouho pied
objevenim se hyperplazie a hypetrofie. Exprese syn-
dekanu v ozafené kizi je odlisna od normalni kiZe.
Dochézi k ptesunu jeho lokalizace z granularni
vrstvy do bazilni vrstvy a dolni asti suprabazalni
vrstvy. Reakce kiiZze na ozafeni ionizujicim zafenim
zahrnuje zanét, fibrézu a zménu tkanové homeo-
stazy. Buné¢né a molekularni mechanismy pro zvy-
Senou imunoreaktivitu pro CD44 izoformy po oza-
feni zaCinaji aktivaci transkripnich faktorti reak-
tivnim kyslikem bezprostiedné produkovanym za-
fenim. Potencialni vazebna mista pro transkripéni
faktor AP-1 byla identifikovdna v promotorni ob-
lasti genti kodujicich CD44 a odpovidajici protei-
ny. To dovoluje pfedpokladat, Ze na ozafeni zavisla
aktivace AP-1 muiZze ovlivnit expresi CD44.

Exprese syndekanu v kuzi je také zvySena v
migrujicich a proliferujicich epidermalnich buii-
kach béhem hojeni rany. I zde byl popséan piesun
distribuce syndekanu do bazilni vrstvy. Modulace
exprese syndekanu b&hem ozafeni je stejna jako
béhem hojeni rany. Velmi vyznamné pro expresi
syndekanu a CD44 béhem frakcionovaného oza-
feni je jejich ¢asné objeveni se po 1 tydnu, coZ je
dlouho pfed vyznamnymi morfologickymi zména-

mi projevujicimi se jako hyperplazie a hypertrofie.
Je to v protikladu k imunohistochemickym studiim
keratinii nebo jinych strukturdlnich proteindi, které
vykazuji vyznamné zmény, jen kdyZz se manifestuje
hyperplazie (10). To svédéi o tom, Ze tyto proteiny
jsou zahrmuty do procesi zrychleni repopulace, kte-
ra vede ke zvySené proliferaci a zménam vlastnosti
diferenciace nezralych keratinocyti.

Apoptéza bunék epidermis po ozafeni

Obecné je apoptoza proces bunééné smrti cha-
rakterizovany typickymi morfologickymi zménami
zahrnujicimi kondenzaci chromatinu a zpuchyio-
vaténi plazmatické membrany. Apoptoza je aktivni
zpusob bunééné smrti, ktery potiebuje expresi no-
vého genu a aktivaci endogenni DNéazy. Objevuje
se béhem embryogeneze, remodelovani tkani, pfi
homeostaze, ale i za patologickych podminek.

Apoptoza se objevuje i v normalni kizi. Stejné
Jako byla apopt6za jadra pozorovana ve vyvijejici se
a dospélé lidské epidermis, je apoptoza klicovy zpii-
sob homeostazy epidermis: zabrafiuje pfebytku bu-
nék, a tak ustanovuje architekturu kiize a udrzeni
nalezitého po¢tu bunék. Je oviem malo znamo o
faktorech a latkach zahrnutych do mechanismii apop-
tozy v kiizi.Ve skute¢nosti u keratinocytil je proces
apoptdzy pomaly, coz je mozno prokazat konfokal-
ni laserovou mikroskopii. V keratinocytech dochazi
k srazeni cytoplazmy a kondenzaci chromatinu na
periférii jadra.

UV zifeni je vyznamny zdroj bunééného po-
Skozeni kiZe a indukuje formovéni tzv. sluncem
spalenych bunék, coz jsou keratinocyty v apoptoze.
Regulaéni faktory, které kontroluji bun&ény cyklus
patfi také do mechanismii bunééné smrti. Vedle UV
sem patii napf. i kalcium a keratinocyty jednak hy-
nou rychlou apoptézou, jednak pomalu prochazeji
terminalni diferenciaci, coZ svéd¢i o tom, Ze termi-
nalni diferenciace miize byt specializovana forma
apoptézy (11).

P53 a jeho vyznam v reparaci keratinocyti

Po ozafeni neionizujicim nebo ionizujicim zare-
nim byla pozorovina exprese proteinu p53. Po UV
ozafeni byly pozorovany specifické bunééné mu-
tace. pS3 hraje dileZitou roli v protekci genomu
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keratinocytl pfed poSkozenim UV zifenim a je po-
vaZovan za protektivni latku genomu. V epidermis
existuji dva mechanismy pro udrZeni bunééné ge-
netické stability: reparujici se DNA poSkozeni ¢i
poskozeni navozujici apoptézu. Je mozno prokazat,
Ze p53 je plsobi v obou — v DNA reparaci i v
apoptéze. Po poSkozeni DNA vyvolaném UV nebo
ionizujicim zafenim dochézi ke zvySeni p53 protei-
nu, coz navozuje G, blok, reguluje nukleotidovou
reparaéni excizi nebo vyvolava apoptozu. G, blok
je mozna zpusoben transkripéni regulaci p21ClP1,
ktery je potentnim inhibitorem cyclin-dependentni
kinazy (Cdk). Je znamo, Zze p53 indukuje G, blok k
ziskani zvlastniho ¢asu pro buiiku k reparaci DNA
poskozeni pfedtim, nez se poSkozeni projevi béhem
S faze. p53 miize pfimo regulovat DNA reparaci.

Proliferujici bazélni keratinocyty, ale ne dife-
rencované keratinocyty efektivné reparuji UV po-
Skozenou DNA, kter4 je regulovdna p53 nebo p53
regulovanymi proteiny.

Reparace poSkozené DNA je zékladni podmin-
kou pro udrZeni genetické stability po genotoxic-
kém stresu a p53 v tomto procesu hraje vyznamnou
roli. I kdyz pfesny molekularni mechanismus regu-
lace reparace DNA vlivem p53 musi byt teprve
objasnén, je skute¢nosti, Ze pfi plisobeni takového
faktoru po3kozujiciho DNA, jako je UV, se hodno-
ta p53 zvySuje. ZvySend hodnota p53 pak reguluje
potladujici cilové geny k vyvolani zastavy bunég-
ného cyklu, participuje na reparaci DNA nebo
indukuje apoptézu. p53 reguluje DNA reparaci v
proliferujicich, ale ne v diferencujicich se kerati-
nocytech, coz svéd¢i o tom, Ze proliferujici bazalni
keratinocyty a diferencované suprabazalni buiiky
maji rizny mechanismus protekce genomu. To mi-
ze byt rozhodujici pro proliferujici bazilni kerati-
nocyty pfi reparaci UV poSkozeni, pfiéemzZ pro ne-
proliferujici diferencované suprabazilni keratino-
cyty miize byt dulezitd schopnost spusténi apop-
tézy (12, 13).

Vyznam cytokini v radiaénim po$kozeni epi-
dermis a moZnost vyuZiti antioxidativniho
utinku L-askorbové kyseliny jako jedné z

mozZnosti jeho protekce

Volné radikaly jsou konstantné generovany v
epidermalnich keratinocytech a rychle odstranény
neenzymovymi a enzymovymi antioxidaénimi sub-
stancemi, které chrani pfed $kodlivymi efekty vol-

nych radikali a udrZuji prooxidaéni/antioxidaéni
rovnovahu, ktera vede k bunééné nebo tkanové sta-
bilizaci. Pfebytek volnych radikali indukovany UV
porusi integritu bunééné membrany a vyZzaduje kom-
plementarni antioxida¢ni aktivitu. UVA generuje
reaktivni kyslikova species vice nez UVB, coZ miZe
vést k zanétu, fotopodrazdéni a fotocarcinogezi.
L-askorbova kyselina miize hrat vyznamnou v pre-
venci poSkozeni vyvolaného UVA. Antioxidativni
efekt L-askorbové kyseliny u ozafenych keratino-
cytl byl zji$tén in vivo u vepiové kiize.

1) UVA muze piimo a nepfimo poskozovat DNA
a Cast poSkozeni je zplisobeno volnymi radikaly,
které piisobi tzv. oxida¢ni stres. Vyvolani oxidaé-
niho stresu vede k vzniku kaskady volnych radika-
14 zprostfedkujicich progresivni zhorSeni bunééné
struktury a funkce. MlzZe vést ke ztraté bunééné in-
tegrity modifikaci DNA nebo proteint a také ab-
normalni expresi bunéénych geni. Znami vychyta-
vaci volnych radikali neenzymového typu v lidské
kuzi jdou betakarotény, vitaminy C a E. Vychyta-
vati enzymového typu jsou GSH peroxidaza, super-
oxid dismutaza a kataldza. Oba typy vychytavaéi se
podileji na protekci kiize pfed UVA indukovanému
poskozeni a bylo zji§té€no, Ze jsou vyznamné sniZe-
ny po UVA ozafeni keratinocyt. Nékteré intrace-
luldrni mechanismy v kiiZi regeneruji antioxidanty,
tj. L-askorbova kyselina miiZe regenerovat vitamin
E a zbavit ho tokoferoxylovych radikalt. Vysledny
askorbolovy radikal miZe sam byt konvertovan na
askorbat redukovanou GSH.

Zvyseni tvorby volnych oxygenovych radikald,
specidlné volnych radikéalt generovanych z pero-
xidu vodiku (H,0O,), bude toxicky ptisobit na buii-
ky a vysledkem bude poskozeni tkané. L-askorbova
kyselina, ackoli mize u¢inné vychytavat volné ra-
dikaly, v8ak také muiZze generovat volné kyslikové
radikaly pfi prevenci volnymi radikaly zprostied-
kovaného poSkozeni DNA a proteind. KdyZ jsou vy-
¢erpany antioxida¢ni mechanismy epidermis, mize
dochazet ke vzniku ,,sluncem popalenych bunék* a
poskozeni Langerhansovych bunék. Poskozeni DNA
se muze projevit dvéma mechanismy. Jeden pfed-
poklada, ze "OH v DNA je vytvafen vazbou H,0,
na metalické ionty, které jsou obvykle viziny na
DNA. Pfi druhém lipidova peroxidace membran
zprostfedkovana volnymi radikaly pusobi zvySeni
intraceluldrniho Ca®, které vede k aktivaci endo-
nukleaz. Nasledkem téchto mechanismii jsou mo-
difikace DNA komplexi a zlomy vlaken.
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Aplikace L-askorbové kyseliny mizZe chranit
kazi pred UV indukovanymi volnymi radikaly. Lo-
kdlni aplikace L-askorbové kyseliny chrani normaln{
ktzi pfed vznikem ,,sluncem popélenych bunék* a
jinych UV indukovanych poskozeni. L-askorbova
kyselina muZe byt chapana jako vychytavac UVA
indukovanych volnych radikali v keratinocytech a
miiZe chranit proti UVA poskozeni in vivo (14).

Vyznam keratinocytii a cytokini v hojeni rany

Migrace keratinocyti a fibroblasti hraje diilezi-
tou roli v hojeni rany. Tyto buiitky mohou interago-
vat s pod nimi lezici a je obklopujici tkani pfes bu-
nééné povrchové receptory zvané integriny. Tyto
rustové faktory (cytokiny) maji riizné efekty na riz-
né typy bunék pusobicich v procesu hojeni rény a
zahrnujicich, ale ne limitovanych chemotaxi mono-
cytd, neutrofili a fibroblastd (PDGF), proliferaci
keratinocyti (EGF a FGF), fibroblastti (EGF, FGF
a PDGF), endotelialnich bun¢k (FGF a EGF) a zvy-
Senou depozici komponent matrix (TGF-B). Tyto
rustové faktory pasobi ve shodé a udrzuji v rovno-
vaze kontrolni systém. Tyto peptidy maji schopnost
navodit migraci a upevnéni téchto bunék adhezni-
mi peptidy by mohlo podporovat mnohem rych-
lejsi ptisun bunék odpovédnych za depozici matrix
a epitelizaci spodiny rany, coz je kli¢ovy stupeii ho-
jeni rany (15).

Epidermis jiz dale nemize byt chapéana jen jako
mechanickd bariéra, ale hraje aktivni roli v imun-
nich a zanétlivych reakcich a Casti své kapacity se
podili na produkci velké fady cytokind.

Keratinocyty produkuji Siroké spektrum cyto-
kind, které hraji vyznamnou roli v koznich zanét-
livych a imunitnich reakcich. IL-1a, IL-6 a TNF-a
se zvySovaly po ozafeni UVB. Z keratinocyti uvol-
néné cytokiny jsou schopné interakce pod bazalni
membranou a prezentuji skute¢nost, Zze produkce
téchto cytokint z keratinocytd se podili na zvyseni
cirkulace po UVB ozafeni.

Cytokiny jsou malé proteiny nebo glykoprotei-
ny, které jsou syntetizovany a sekretovany buika-
mi ruznych typl. Keratinocyty jsou hlavni zdroj
cytokini v epidermis. Syntéza cytokini se zvySuje
pfi reakci na rizné poskozujici stimuly, véetné UV
zateni. Ac¢koli mnoho cytokinovych interakci pro-
Jevuje autokrinni nebo parakrinni zptsob vazby na

specifické receptory cilovych bunék epidermis, lo-

kalné uvolnéné cytokiny mohou mit velmi vzdale-
né ucinky. I kdyZ jen minimalni mnozstvi cytokint
je schopno penetrovat pies epidermis, je jasné, Ze
UVB uvoliiuje cytokiny v epidermis, které pak maji
moznost vstupovat do systémové cirkulace.

Ozafeni slune¢nim svétlem muze zplsobit vy-
znamné zvyS$eni uvoliiovani cytokini z keratinocy-
td, které pak penetruji do dermis, kde mohou pro-
nikat do dermdlnich krevnich kapildr a pak také do
systémové cirkulace (16).

Endoteliny (ETs) jsou vazoaktivni peptidy, které
jsou syntetizovany a uvoliiovany needotelidlnimi
butikami. Nyni bylo prokazano, ze endothel neni je-
dinym mistem syntézy, stejné jako hladké svalstvo
neni jedinym teréem. Bylo zji§téno, Ze lidské kera-
tinocyty, makrofdgy a monocyty produkuji endote-
liny. ET-1 je jeden ze zndmych velmi silnych va-
zokonstriktort (17).

GM-SCF muze mit vliv na nékteré reparaéni po-
chody spojené s proliferaci endotelii pfi neovasku-
larizaci (napf. hojeni ran) (18).

Zavér

Interakce organismu se zevnim prostfedim jsou
zprostiedkovany pies epidermis a pies nékolik roz-
dilnych keratizovanych a nekeratizovanych epiteli.
V soucastné dobé se obnovil zdjem o uc¢inky zafeni
na epidermis. Jednim z pfedpokladi aktivni buné¢-
né reakce je, Zze ozafené buiiky mohou sekretovat
signdlni substance, které pak iniciuji proliferaci ¢i
smrt téchto nebo sousednich bunék. Smrt epitelial-
nich bunéénych typa se obvykle projevuje apop-
tozou. Schopnost bunék odpovédét na exracelular-
ni stres je zékladni pro jejich pfeziti. Tato odpovéd
zahmuje zmény vlastnosti a rychlosti exprese genf.
Ionizujici zafeni navozuje takové zmény béhem
nékolika hodin. Ty pak mohou vést jednak k zasta-
veni bunééného cyklu a reparaci, jednak k bunééné
smrti. Obé tyto moZnosti jsou zévislé na rozsahu
radiaéniho poSkozeni. Na rozdil od UV =zéfeni,
které poskozuje pfedevsim epidermis, je ionizujici
zafeni schopné poskodit nejen epidermis, ale celou
kizi, véetné tkani leZicich pod ni. Homeostaza epi-
dermis zabranuje vzniku pfebytku bunék a ustano-
vuje architekturu kiize s udrzenim naleZitého poctu
bunék. Migrace keratinocytli a fibroblastii hraje
dilezitou roli v hojeni rany a ristové faktory udr-
Zuji v rovnovaze kontrolni systém. Epidermis jiz
dale nemiiZze byt chapéna jen jako mechanicka ba-
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riéra, ale hraje aktivni roli v imunnich a zanétlivych
reakcich a ¢asti své kapacity se podili na produkci
velké fady cytokint. Ozafeni mize zpusobit vyz-
namné zvySeni uvoliiovani cytokinii z keratinocy-
ti, které pak penetruji do dermis, kde mohou pro-
nikat do dermdlnich krevnich kapildr a pak i do
systémové cirkulace.
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