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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyvé funkci epidermalnich proteinti Vv integrit¢ kozni bariéry.
Jedna se o teoretickou ¢ast, ktera zahrnuje zakladni definici kize a Ulohy epidermalnich
proteinii. Prace se dale zaméfuje na moznosti analyzy epidermalnich proteinti a jejich
dysfunkci u riznych onemocnéni a béhem procesu starnuti kiize.

KLICOVA SLOVA

epidermis, epidermalni proteiny, analyza, onemocnéni, starnuti ktize
TITLE

Epidermal proteins in the integrity of the skin barrier.

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the function of epidermal proteins in the integrity of the
skin barrier. It is the theoretical part, which includes the basic definition of skin and the role
of epidermal proteins. The work also focuses on the possibilities of analysis of epidermal

proteins and their dysfunction in various diseases and during aging of the skin.
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UvoD

Predlozend bakalarska prace se zabyva epidermalnimi proteiny, které zajist'uji integritu
kozni bariéry lidského organismu. Funkci kozni bariéry plni vyhradné epidermis,
nejsvrchnéjs$i Cast klze, kterd se Cleni do nékolika diferenciac¢nich vrstev. Integritu kozni
bariéry zajiStuji predevS§im proteiny zrohovatélé obalky (CE, z angl. Cornified Envelope),
enzymy a ostatni minoritni proteinové slozky, jako napt. anti-mikrobialni peptidy.

Proteiny spole¢né s korneocyty poskytuji stabilni, mechanicky a chemicky odolné leSeni
pro ukladani a organizaci extracelularni lipidové matrix [1]. Mezi enzymy svou dulezitosti
dominuji pfedev§im transglutaminasa (TGase) a sfingomyelinasa (SMasa), které procesuji
proteiny respektive lipidy k utvofeni bariéry rohové vrstvy — stratum corneum (SC).

V dne$ni dobé nam analytické metody umoziuji detekovat a kvantifikovat jednotlivé
proteiny iv komplexnim biologickém vzorku, studovat jejich strukturu ¢i interakce
s ostatnimi molekulami, nebo vizualizovat specifické proteiny in vivo. Robustni a spolehliva
metoda identifikace proteinu neni zékladem pouze pro vyzkum, ale i pro diagnostiku
v klinické praxi.

Rada koznich onemocnéni je totiz spojena s mutaci a naslednou dysfunkci proteint, které
se podileji na tvorbé bariéry. Navic nékteré tézko rozlisitelné fenotypy koznich onemocnéni
mohou byt zplisobeny mutaci jinych proteinli. U dvou koznich onemocnéni S nejvétsi
prevalenci, atopicka dermatitis a psoriasis, hraje v patogenezi roli naruSena kozni bariéra
a pritomnost abnormalnich hladin nékterych integralnich proteint.

S nartstajicim vékovym priamérem lidské populace se dostala do popiedi i otdzka starnuti
kuze, kdy predev§im vlivem vngjSich faktortt dochazi ke snizeni jeji funkéni kapacity [2].
Zestarla kize mé horsi bariérovou funkci, coZ je zpusobeno predevsim celkovym ubytkem

lipidové matrix. Studii zabyvajicich se proteiny v ramci starnuti kiize je vsak malo.

11



1. KUZE

Kuze je nepostradatelny organ v lidském téle, ktery tvoii bariéru mezi okolnim svétem
a vnitinim prostiedim organismu. A¢ se jedna 0 rozmérny organ, ani hmotnost a ani funk¢ni
povrch kiize nemaji nejvetsi parametry. Spousta védct a dermatologt i pfesto mylné oznacuje
klzi za nejvetsi organ lidského téla a nesCetné mnozstvi publikaci a tituli zacind zazitym
dogmatickym obratem ,, the skin is the largest organ ““. Pravdou v$ak je, Ze ani hmotnost a ani
funkéni povrch kiize neodpovida tvrzeni, ze se jedna 0 nejveétsi organ lidského téla. Hmotnost
kize se celkové pohybuje okolo 3,86 kg nebo 5,5 % z celkové télesné hmotnosti ¢lovéka
0 pramérné vaze 70 kg. Co se tyka povrchu lidské kize, jeji plocha je totozna s povrchem
lidského té&la. Povrch t&la u 70 kg loveka odpovida 1,7 m? coZ je pomérné malo ve srovnani
napiiklad s povrchem sliznice gastrointestindlniho traktu, kde se povrch odhaduje zhruba
0 velikosti fotbalového hiisté [3].

Tloustka kize se odviji od urcité oblasti na téle. O¢ni vicko ma napiiklad vrstvu kiize
nejtenéi, méfi méné nez 0,1 mm zatimco dlané a chodidla maji nejtlustsi vrstvu, 0 rozmérech

cca 1,5 mm [4].

1.1.STAVBA KUZE

Kuze se sklada ze dvou hlavnich vrstev — epidermis (pokozka) a dermis (Skéara). Podkozni

vrstva, nachazejici se pod dermis, jiz neni povazovana za ¢ast kize [5].
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Obrézek 1: Struktura epidermis [6].

1.1.1. PODKOZNIi VAZIVO
Podkozni vazivo je tvofeno tukovou tkani obsahujici adipocyty (tukové bunky), které jsou
slozeny do tukovych polstaikt, ze specialnich kolagennich vlaken, které spojuji adipocyty

a z krevnich cév. Objem tukové vrstvy v raznych lokalitach téla kolisa [7].

1.1.2. DERMIS

Nachéazi se pod epidermis a je zodpovédna za poskytovani zivin a fyzickou podporu pro
epidermis. Dermis obsahuje lymfatické cévy (reguluji télesnou teplotu a vyzivuji epidermis),
nervova zakonceni, vlasové folikuly a zlazy. Je pfipojena k epidermis pomoci bazalni
membrany. Pro efektivni propojeni epidermis a dermis se utvaieji tzv. ryhy, které toto
propojeni stabilizuji a umoznuji vyménu zivin mezi dermis a epidermis.

Dermis se sklada celkem ze dvou vrstev — retikularni a papilarni. Papilarni vrstva
obsahuje nervy a papily, které vyzivuji pokozku, zatim co retikularni vrstva je tvotena
silnymi pojivovymi tkanémi, které obsahuji kolagen a elasticka vlakna, ktera odpovidaji za
pruznost a silu klize a zarovei jsou obklopeny hmotou, kterd obsahuje kyselinu hyaluronovou,

ktera se podili na udrzovani objemu kuze [5].
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1.1.3. EPIDERMIS

Epidermis se sklada z rohovatéjiciho vrstevnatého dlazdicového epitelu. Obsahuje celkem
¢tyfi hlavni typy bunck, z nichz vétSina jsou keratinocyty, které tvoii 90 % vSech bunck
nalezenych v této vrstvé. Dale obsahuje melanocyty, které tvoii 8 % epidermalnich bunék
a jsou odpovédné za produkci pigmentu — melaninu, Langerhansovy buiiky, které se podileji
na imunitni reakci a Merkelovy bunky. Epidermis je avaskularni, tedy bez piitomnosti
krevnich cév a metabolickd vyména tak probiha difuzi prostfednictvim vaskularizované
dermis [5].

Vétsinou je kuze rozliSovana na tlusty a tenky typ a toto oznaceni se vztahuje K sile
epidermalni vrstvy, jez se U tenké kize pohybuje mezi 75-150 pum a u tlustého typu v rozmezi
400-800 pum. Vliv na tloustku epidermis ma celd fada faktord, jako napt. vék, typ pleti,
pohlavi, pigmentace ¢i obsah krve [8].

Epidermis se sklada z nékolika vrstev, v&etné: Stratum basale (nejhlubsi vrstva, také
nazyvana jako Stratum germinativum), Stratum spinosum (ostnitd vrstva), Stratum
granulosum (zrnita vrstva), Stratum lucidum (konecky prsti, dlang, ploska nohy) a Stratum
corneum (SC) viz obr. 1. [6]. Tyto vrstvy pfedstavuji rizné faze zrani keratinocytu a jejich
pohyb je sméfovan od stratum basale, kde dochazi k déleni bunék, az ke SC, kde nasledné
deskvamuji, coz zajist'uje kontinualni obnovu epidermis [5].

A. Stratum basale se sklada z jedné tady cylindrickych bunék — bazalnich keratinocytt, coz
jsou epidermalni kmenové bunky [5]. V této bazalni vrstvé probiha déleni a proliferace
keratinocytt, které jsou pfipojené K bazalni membrané. Bunky, které opoustéji bazalni vrstvu,
prochazeji koncovou diferenciaci a pohybuji se pifes ostatni vrstvy az kK povrchu pokozky.
V pribéhu embryonalniho vyvoje vede bunétné déleni ke vzniku novych, diferencovanych
buné&nych typu, nebo ke zvyseni celkového poc¢tu bunék v embryu. Naproti tomu hlavni role
bunééného déleni v dospélosti je nahradit bunky, které byly ztraceny prostfednictvim
apoptozy ¢i nekrozy, ¢imz se udrzuje pocet bunék na konstantni trovni [9].

Zaroven se ve stratum basale vyskytuji i melanocyty a Merkelovy buriky viz obr. 1 [6].
Melanocyty zde slouzi jako ochrana pied ultrafialovym (UV, z angl. Ultraviolet) zafenim.
Maji dlouhé, s§tihlé vybeézky, které obsahuji granula melaninu - pigment patfici mezi
polychinony s vysoky obsahem tyrozinu syntetizovan melanocyty v melanosomech [7].
Vybézky melanocytt prochazeji mezi keratinocyty, prostifednictvim kterych dochazi
k transportu granul melaninu. Melanin v keratinocytech se shromazd'uje kolem jadra a tvofi
tak obal, ktery chrani DNA keratinocytt pied poskozenim zpisobenym UV zafenim. Jakmile
jsou granula uvniti keratinocytli, shromazdi se a zacnou tvofit ochranny obal kolem jadra a
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chrani tak keratinocyty pfed poSkozenim zpisobenym UV zafenim. Merkelovy buriky jsou
rozptyleny mezi keratinocyty a zprostiedkovavaji citlivost na dotek senzorickému neuronu
[5].

B. Stratum spinosum se sklada z kubickych, nebo lehce zplostélych bunék. Tato dlazdicova
vrstva je slozena z riznych bungk, které se lisi ve tvaru, struktufe ale i v zavislosti na jejich
umisténi. Napiiklad suprabazalni trnové bunky maji mnohosténny tvar a zaoblené jadro,
zatimco buriky horni trnové vrstvy jsou obecné vétsi a plossi, protoze jsou tlaceny smérem k
povrchu kuze. Keratinocyty ve vyssi vrstvé stratum spinosum obsahuji lamelarni granula
(LG), coz jsou membranou vazané organely obsahujici glykoproteiny, glykolipidy,
fosfolipidy, volné steroly a mnozstvi kyselych hydrolaz, véetné lipazy, proteazy, kyselych
fosfataz a glykosidazy. Hojnost hydrolytickych enzymu tak ukazuje, Ze LG jsou druhem
lysozomu [4].

Dcefiné bunky keratinocytu jiz V této vrstvé ztraceji schopnost déleni a tyto jednotlivé
buriky se spojuji dohromady skrz bunéné spoje, adherent junctions (jednéa se o intercelularni
spojku zalozenou na aktinu, kterd je zprostfedkovana kadheriny a kateniny) [10] agap
junctions (zajistuji mezibunéénou komunikaci a to tim, Ze umoziuji pienos ionti, jako je
Ca’*a Mg?*a malych molekul mensich nez 1 kDa, jako je napf. inositol 1, 4, 5 -trisfosfat,
CAMP, cGMP a ATP mezi buitkami, coz je dulezité v celé fadé fyziologickych procesi,
véetné bunééného rastu abunécné diferenciace) [11], aintracelularni mosty, zvané
desmozomy. Desmozomy maji trnité vybézky, které drzi sousedni buriky blizko u sebe, coz
prispiva k pevnosti v tahu a pruznosti epidermis. Migruji sem i Langerhansovy buiiky,
vyvinuté ze specialnich dendritickych bunék imunitniho systému, které se vyskytuji v dermis,
brzliku a lymfatickych uzlinch. Langerhansovy buriky se ve stratum spinosum podileji na
imunitni odpovédi proti mikroorganismiim. Funguji tak, ze pfitahuji a fagocytuji mikroby
a prezentuji své antigeny T -lymfocytim a tim (aktivaci T -lymfocyt) zlikviduji ptislusné
burky [5].

C. Stratum granulosum se sklada celkem z 3-5 vrstev. V této vrstvé bunky prochazeji
procesem zvanym apoptoza, coz je cilena, geneticky programovand bunééna smrt, béhem
které se rozpadd jadro buiiky. Buiika nasledn¢ umird a neni schopna provadét zadné
metabolické funkce. V této fazi keratinocyty ztraci své jadro a zacinaji kumulovat strukturalni
proteiny CE keratinocytl, predev§im pak keratin [5]. Ve stratum granulosum se nachazeji jiz
vySe zminované desmozomy a zejména LG, kterd jsou v této vrstvé nejvice zastoupena
anesou prekurzory pro lipidovou bariéru a spolu s nimi jsou zde p¥itomny i keratohyalinni

granula (prekurzory pro CE). Dale tato vrstva jako jedina obsahuje tésné bunécéné spoje - tzv.
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tight junction (TJ), které spojuji sousedni buriky, kontroluji paracelularni drahu molekul
a oddéluji apikalni a bazolaterdlni ¢ast bunééné membrany. Béhem epidermdlni regenerace,
syntéza TJ proteint piedchazi tvorbé SC a proto TJ mohou ptedstavovat zachranny systém,
kdyz je bariéra SC narusena, napadena nebo chybi. Dale je ve stratum granulosum zaroven
zaznamenana nejvyssi koncentrace vapniku, zatimco jeho koncentrace v SC je velmi nizka,
protoze SC je relativné ,,sucha® vrstva S extracelularnim obsahem tukd a neni schopna tedy
rozpoustét ionty. Po naruSeni propustnosti bariéry, po ptisunu vody do SC dochazi ke ztraté
gradientu vapenatych ionta. Tento ubytek vapniku reguluje lamelarni ¢ast exocytdzy. Vapnik
je velmi dilezity regulator syntézy proteini V epidermis, vcéetné¢ regulace Ccinnosti
transglutamindzy [12].

D. Stratum lucidum se sklada z 3-5 vrstev jasnych, mrtvych keratinocytt, které jsou
zplostélé a skladaji se z velkého mnozstvi keratinu a zahusténych plazmatickych membran.
Tato vrstva lezi mezi stratum granulosum astratum corneum a poskytuje urcity stupen
,hydroizolace* na kuzi. Jednotlivé buriky jsou opét spojeny pomoci desmozomu a heobsahuji
zadné bunécné organely. Vyskytuje se pouze V oblastech, kde je kiize silnd, jako jsou napf.
dlané nebo chodidla [5].

E. Stratum corneum je tzv. rohova vrstva, ktera jiz nema bunéénych charakter a je sloZzena
z 25-30 vrstev zplostélych, odumfelych keratinocyti, jinak nazyvanych korneocyty. Jedna se
0 vnéjsi vrstvu pokozky. Ve vétsing Casti téla je tlouStka SC 10-20 um, nicméné se mulze
0 n€kolik um lisit. SC obsahuje 15 % vody (pro srovnani - celé t€lo obsahuje v praméru 65 %
vody) a sklada se z2 odlisnych strukturdlnich prvki: korneocyti a mezibunéénych lipida,
které hraji zasadni roli v ochranné funkci kozni bariéry [13].

Korneocyty jsou odvozeny od bezjadernych keratinocytl, které poskytuji strukturdlni
podporu SC. Korneocyty postradaji klicové intraceluldrni organely, jadro ¢i mitochondrie,
které jsou degradovany béhem zaverecné diferenciace keratinocytl. Jejich membrana se
skladd ze strukturalnich proteint, jako je involucrin, loricrin ¢i keratolinin, ale iz tzv.
,hybridnich® proteint, které obsahuji rozsSifené, opakované peptidové motivy, jako napf.
alexin 1, profilaggrin, repetin a trichohyalin. Zaroven je membrana sloZena i z 0,05 pm silné
vrstvy specializovanych lipidl, volnych mastnych kyselin (VMK), ceramida ¢i cholesterolu
ato vSe je Vbezprostfednim kontaktu s membranou. Korneocyty jsou propojeny pomoci
korneodesmosomd, stejné jako v epidermis keratinocyty pomoci desmozomd [13].

Intracelularni lipidovy matrix se nachazi mezi korneocyty a tvoti zhruba 10-15 % suché
hmotnosti SC. Druhy lipidii obsazenych v SC jsou dle hmotnosti slozeny z 50 % ceramidy,

dale z 10 % VMK, 25 % cholesterolem a z 15 % derivaty cholesterolu a glukosylceramidu.
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Vétsina z nich je syntetizovana keratinocyty v stratum granulosum a horni vrstvé stratum
spinosum.

SC predstavuje pouze 10% z celé kuze, ale piispiva k vice nez 80 % kozni bariérové
funkce. Paradoxem vrstvy SC je, Ze biologicky vyznamnou funkci (bariérovou) plni odumiela
tkafi [13].

1.2.FUNKCE EPIDERMIS

Fyziologicka funkce kize vzdy tésné souvisi S jeji anatomickou strukturou a roli

hrani¢niho organu oddé€lujiciho vnéjsi a vnitini prostiedi [7].

1.2.1. BARIEEROVA FUNKCE

Nejdulezitéjsi funkei kuze je efektivni bariéra mezi okolnim svétem a vnitinim prostfedim
téla [14].

Bariérova funkce SC je zajisténa lamelarnimi membranami skladajicich se z lipida, které
jsou kovalentn¢ vazané na CE sloZzenou ze zesiténych proteinti. Na rozdil od bunénych
membran, které se skladaji prevazné z fosfolipidi, tyto lamely obsahuji pfevazné jiz vysSe
zminované ceramidy, cholesterol a VMK. VétSina z téchto lipidd, je syntetizovana
keratinocyty a je balena v malych organelach znamych jako LG, které pochazeji z Golgiho
aparatu. Pied ukoncenim diferenciace keratinocyti ve stratum granulosum jsou LG
exocytovana do intercelularniho prostoru a enzymaticky zpracovana tak, aby vytvafela
nepteruSované vrstevnaté lamely — tzv. lamelarni membrany. Jedine¢na lipidova kompozice
LG a lamelarnich membran v SC odrazi vicestupniovy proces tvorby bariér. A prave tim jsou
vhodné pro zajisténi funkce bariéry [15,16].

Kromé lipidi dodavaji LG také enzymy. Lysosomalni a jiné enzymy pfitomné
v extracelularnim oddéleni jsou odpovédné za preménu lipidi potiebnou K vytvoreni

bariérovych lamel a také za reakce, které vedou k deskvamaci [15].

1.2.2. OSTATNI FUNKCE
Existuje jesté cela rada dalSich funkcei, které epidermis zprostfedkovava. Jednou z nich je
napt. Sekrefni funkce - kize produkuje keratin (skleroprotein, ktery vznika v ramci
proliferace a diferenciace keratinocytt), maz (sekret olejovité konzistence obsahujici mastné
kyseliy, mono-, di-, triacylglyceroly,...), pot (hypotonicky sekret obsahujici Na, K, Cl, Ca,
fosfaty,...) a melanin (pigment patiici mezi polychinony s vysoky obsahem tyrozinu) [5].
Metabolicka funkce — v ramci udrZzovani a regenerace struktur zde probiha metabolismus

sacharidii, proteinti, lipidii. Sekre¢ni adepotni funkci (metabolismus sacharidi jako
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energeticky zdroj) se kuze vzhledem K jejimu rozsahu podili na metabolismu celého
organismu. Konkrétn¢ v hornich vrstvich epidermis, ktera je avaskularni dochazi vlivem UV
zateni K pfeméné provitamind ve vitamin D [7].

Senzorickd funkce — vzhledem ktomu, Ze vSechny epidermalni bunky (keratinocyty,
melanocyty, Langerhansovy buiiky i Merkelovy bunky) exprimuji senzorové proteiny
a neuropeptidy regulujici neuroimunitni kGzi, musi hrat tlohu v epidermalnim senzorickém
systému. A pravé diky tomu, ze je kuze senzorickym organem, umoznuje tak organismu
zprostifedkovat informace 0 zevnim i vnitinim prostfedi prostiednictvim receptord, Kkteré
registruji chlad, teplo, tlak, bolest, atd. [17].

Imunologickd funkce — vzhledem k frekvenci kontaktu s antigeny zevniho prostiedi je
kize vyznamnym a vlastné i nejvetsim imunologickym organem. V epidermis jsou

imunokompetentni bunky predevs§im keratinocyty a Langerhansovy bunky [7].
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2. EPIDERMALNI PROTEINY

Proteiny jsou univerzalni makromolekularni slouc¢eniny zivych systémd, které maji klicové
funkce téméf ve vech biologickych procesech. Zadna jina skupina latek neplni v organismu
tolik rozmanitych funkci, jako jsou napf. regula¢ni funkce, obranné funkce, enzymoveé
katalyzy, transport latek pfes membranu, kontrola ristu a diferenciace bun¢k atd. Proteiny
jsou kovalentné¢ a nekovalentné spojeny S jinymi biomolekulami vcetné lipidl, sacharidd,
nukleovych kyselin, fosfatovych skupin, flavini, hemovych skupin akovovych iontt.
Proteiny jsou linearni polymery sestavené z monomernich jednotek — aminokyselin (AK).
V organismech se vyskytuji stovky AK, nicméné V proteinech nalezneme pouze 20 rtiznych
druhii (kromé par vyjimek), které je mozno kombinovat Vv fetézcich a prostorovém usporadani
nescetnym mnozstvim zptsobl. Co se tyCe struktury proteint, ta je nezbytné¢ dulezita pro
jejich spravnou funkci a je popisovana ve Etyfech trovnich — jako struktura primarni,
sekundarni, terciarni a kvarterni. Proteiny lze rozd¢lit do vice skupin, kdy zakladni déleni je
na jednoduché aslozené proteiny, ale je mozné je délit jesté dle rozpustnosti, tvaru, ¢i
lokalizace nebo d&ju ve kterych ptsobi [18,19,20].

CE a jeji externi lipidova obalka navazana na korneocyty spole¢né poskytuji stabilni,
mechanicky a chemicky odolné leseni pro ukladani a organizaci extracelularni matrix [1]. CE
je nejméné rozpustna slozka korneocyti SC. Nerozpustnost byla zpocatku piipisovana
ktizové vazbé disulfidovymi vazbami av posledni dobé i piitomnosti isodipeptidovych
vazebN “(y-glutamyl) lysinu, protoze toto zesiténi je odolné vué¢i Sté€peni jak béznych
enzymu, tak idrsnych chemickych ¢inidel, jako hydroxidy ¢i surfaktanty. Tvorba tohoto
zesitovani je katalyzovana TGasemi, z nichz byly v epidermis detekovany tfi odlisné enzymy
(nazyvané TGase C, E a K) [21]. Tvorba CE se obecn¢ definuje jako slozita, ale vysoce Fizena
sekvence udalosti zahrnujici postupné ukladani odliSnych proteini S postupnou progresi
tloustky obalu atuhosti [22]. A pravé tato CE o tloustce 15nm, kterda obklopuje cytosol
korneocytu, sestava z n¢kolika vysoce zesiténych cytosolickych proteinti véetné involucrinu,
loricrinu, desmoplakinu, envoplakinu, cytostatinii a pancornulinii/cornifinii (malé proteiny

bohaté na prolin) [1].
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2.1.STRUKTURALNI PROTEINY

Strukturalni proteiny Ize rozdé€lit na proteiny zrohovatélé obalky CE korneocytu (loricrin,
involucrin, small proline-rich protein a envoplakin) a proteiny v cytosolu korneocytu

(filaggrin a keratiny) [21].

2.1.1. PROTEINY ZROHOVATELE OBALKY KORNEOCYTU

A. Loricrin — je vysoce nerozpustny peptid obsahujici jednu slozku keratohyalinnich
granuli a piedstavuje az 80 % hmotnosti CE. Loricrin je zesitovan do CE v pozdnim
diferencia¢nim procesu, tj. okamzité po sekreci lamelarnich télisek (LB, z angl. Lamelar
Bodies) a je obsazen V intracelularnich granulich, ze kterych je nasledné uvoliovan
v granularnich a piechodnych zénach a poté je pouzit v obalové sestavé [1,23]. Loricriny jsou
proteiny bohaté na glycin-serin-cystein. Jak jiz bylo zminéno, na rozdil od vSech ostatnich
predpokladanych bilkovinnych slozek bunétné obalky jsou loricriny vysoce nerozpustné
(alespon zc¢asti) a to kvuli zesitovani disulfidovymi vazbami. Pfitomnost takovych vazeb tak
poskytuje vysvétleni mimotfadné nerozpustnosti loricrinu prostfednictvim zesiténi na
bunécénou obalku a mize také vysvétlit nizké hladiny monomerniho loricrinu vV rovnovazném
stavu v cytoskeletélnich extraktech epidermis [21].

B. Involucrin — kompletni DNA a genomové klony kédujici lidsky involucrin byly
izolovany v roce 1986. Proteinova sekvence, stanovena z cDNA sekvence, méa opakujici se
strukturu tyce a molekulovou hmotnost 68 kDa. Involucrin je exprimovan relativné brzy
v diferenciaci keratinocytti v suprabasalnich buné¢nych vrstvach epidermis. V epidermis se
produkuje konkrétné ve vrstvé stratum spinosum v ¢asném stadiu diferenciace keratinocytd.
Ve spojitosti s timto proteinem hraje dulezitou roli i enzym, tzv. TGase — pro niz je involucrin
substratem a nasledné produkty zajistuji zesitovani CE. Jedna se oproti vySe zmifiovanému
loricrinu o rozpustny protein, ktery se uklada na cytoplazmatickou stranu plazmatické
membrany. EXistuji ineptimé dikazy 0 pfitomnosti vice zesitovanych druhd v obalech
ptipravenych z kultivovanych bunék, které naznacuji, Zze proces zesitovani je progresivni (tj.
dalsi casové vazby jsou navzajem propojeny) [1,23].

C. Small proline-rich proteins (SPRR) - jsou malé proteiny bohaté na prolin, exprimované
v termindln¢ diferencovanych lidskych keratinocytech. Geny SPRR tvofi rodinu multigenti
shlukovanou v segmentu DNA o velikosti 300 kb na chromozomu 1qg21 (shluk gent, které
koduji proteiny s funkcemi v epidermalni tvorb€) v blizkosti jiz dfive popisujicich gent

loricrinu a involucrinu. Tento cluster obsahuje pfiblizné osm gentt SPRR2, dva geny SPRR1
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ajeden gen SPRR3 a jejich struktura je podobna struktufe loricrinu i involucrinu. Bylo
prokazano, ze SPRR jsou prekurzorové proteiny, zaroven i S dal§imi ¢leny multigenu SPRR,
jako je napt. cornifin. A to vzhledem k tomu, ze SPRR2 a SPRR3 jsou jednak povazovany za
potencialni transglutaminasové substraty. Jsou umistény na obvodu bunky a Vv nékterych
bunkach také v cytoplazmé termindlné diferencovanych keratinocytt. V neposledni fadé bylo
také v poslednich studiich poukazano na to, ze SPRR jsou totozné s pancornuliny, coz je
rodina malych, rozpustnych a zakladnich prekurzorovych proteinii CE. Ve skute¢nosti SPRR
a pancornuliny vykazuji nejen podobnou molekulovou hmotnost, ale také identickou
distribuci tkani. SPRR proteiny jsou diferencované exprimovany jak in vivo, tak in vitro
ajsou vyvinuty tak, ze slouzi jako vysoce specializované proteiny pro bunécné obaly ve
stratifikovanych epitelech a stejné jako napf. involucrin se podili na zesiténi CE [22].

V nedavnych studiich bylo zjisténo, ze novym ¢lenem této genové rodiny je i SPRR4,
ktery vykazoval velmi nizkou nebo nedetekovatelnou uroven exprese V normalni lidské kiazi
nebo jiném stratifikovaném skvamoéznim epitelu, ale byl jasn¢ indukovan UV zafenim jak in
vivo, tak in vitro [24].

D. Envoplakin (210-kD protein) - je prekurzor CE spadajici do rodiny desmoplakinti se
zdanlivou molekulovou hmotnosti 210 kD a je prekladan z 6,5 kb mRNA, ktera je
piepisovana z jediného kopirovaného genu. Stejné jako ostatni prekurzory CE je envoplakin
nerozpustny v SDS a -merkaptoethanolu pii aktivaci TGase v kultivovanych keratinocytech.
Envoplakin je exprimovan v keratinizujicim a nekeratinizujicim rozvrstveném skvaméznim
epitelu, nikoliv vSak Vv jednoduchych epiteliich nebo nonepitelialnich bunikach. Funkci
envoplakinu je aktivace TGase. Imunofluorescen¢ni barveni ukazalo, ze v epidermalnich
keratinocytech, jak in vivo, tak v kultufe, byl protein béhem koncové diferenciace podstatné
vice regulovan a caste¢né lokalizovan pomoci desmosomalnich proteini. Byla potvrzena
lokalizace envoplakinu a desmoplakinu u desmozomu a na keratinovych vldknech v ruznych
diferencovanych vrstvich epidermis. Zaroven sekvenéni analyza ukazala, ze envoplakin je
homologni s proteiny vazajicimi keratin, desmoplakin, bulézni pemfigoidni antigen
1 aplectin. Pfedpovidana struktura envoplakinu, jeho homologie s jinymi znamymi
bilkovinami a jeho expresni vzorec silné naznacuji, Ze je spojen s plazmatickou membrénou a

muze spojit keratinové vlakna a desmosomy s CE [25].

2.1.2. PROTEINY V CYTOSOLU KORNEOCYTU
A. Filaggrin — je kddovan genem filaggrinu (FLG) v epidermalnim diferenciacnim

komplexu na chromozomu 1qg21. FLG, podobny genim kodujicim trichohyalin, homerin
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a repetin, patfi do rodiny "fuzovanych" gend, jejichz ¢leni jsou charakterizovani pfitomnosti
velke repeti¢ni domény sestavajici z nékolika proteinovych motivii uspofadanych v tandemu
[26]. Prekurzor profilaggrin je zpocatku vysoce fosforylovany a akumuluje se
Vv keratohyalinovych granulich. B€éhem zrani se defosforyluje a proteolyticky Stépi, aby se
uvolnily jednotlivé molekuly FLG [27]. FLG obsahuje tfi exony a dva introny. Exon 1 je
nekddovany a translace proteint za¢ina v exonu 2. Lidsky profilaggrin je protein bohaty na
histidin o velikosti 400 kDa, ktery obsahuje mezi 10 a 12 tandemové uspofadanymi
filaggrinovymi opakovanimi, které jsou lemovany na obou stranich dvéma casteCnymi
filaggrinovymi repeticemi a N - a C - koncovymi doménami. U lidi je kazdé opakovani FLG
identické ve velikosti (324 AK) a obsahuje kratkou spojovaci oblast, ktera je proteolyticky
Stépena béhem konverze zakladni molekuly profilaggrinu na aktivni monomery. FLG je
rozhodujici pro tvorbu korneocytii - agreguje keratiny, ¢imz tvoti zaklad korneocytu a oporu
pro obalku. Vzhledem k tomu, ze obsah vody v SC klesd, FLG je proteolyzovan na kyselinu
pyrrolidinkarboxylovou a trans-urokanovou, které pfispivaji ke slozeni ptirodniho
hydrata¢niho faktoru (NMF, z angl. Natural Moisturizing Factors). Tyto produkty rozpadu
pusobi jako osmolyty, které se z velké ¢asti podileji na hydrataci korneocyti [26].

B. Keratiny — patii do skupiny polypeptidi nerozpustnych ve vodé 0 molekulové hmotnosti
40-70 kD a jsou povazovany za hlavni strukturalni proteiny epidermis [28]. Keratiny tvoii
tonofilamenta, kterd jsou rozpoznatelnd pod elektronovym mikroskopem v cytoplazmé témét
vSech skute¢nych epitelidlnich bun€k nebo tkani. Podjednotkova slozka keratinovych vlaken
se li§i podle druhu buiiky, obdobi embryonélniho vyvoje, stadia histologické diferenciace,
bunééného rustového prostiedi a stavu choroby [29]. Analyza keratinii extrahovanych
z epidermis naznacuje, ze bunky vnitinich vrstev obsahuji primarné malé keratiny, zatimco
buiiky vylucujicich vrstev obsahuji kromé malych keratinti velké keratiny. Ve vSech zivych
vrstvich byl piitomen keratin 50 a 58 kDa vcetné relativné nediferencované bazalni bunééné
vrstvy, zatimco 56 kDa keratin a 65 az 67 kDa keratiny byly spojeny pouze s vice
diferencovanymi bunikami nad bazalni vrstvou. Posledné jmenované keratiny mohou byt

proto povazovany za molekularni markery keratinizace [30].

2.2.ENZYMY
Enzymy v zivych systémech slouzi jako biokatalyzatory, tj. urychluji vétSinu chemickych
déju, které v nich probihaji. Diky své povaze jsou fazeny mezi proteiny. Podle zapojeni

enzymu V urcité reakci rozliSujeme enzymy, které vyuzivaji jen vlastni protein, a enzymy,
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které pro svou funkci potiebuji dalsi slozku, ktera neni slozena z AK. Tato slozka, potfebna
pro enzym je tzv. kofaktor, ktery muize mit jak anorganickou, tak i organickou podstatu.
Latka, jejiz pfeménu enzym katalyzuje, se nazyva substrat (S) a ten je nasledné pfeménovan
na produkt (P). Co se ty¢e déleni enzymi, jsou déleny zejména podle typu katalyzované
reakce na oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, ligzy a izomerazy. Déleni miZe byt
ale i dle mista vzniku au¢inku (bunééné a sekreéni enzymy), podle rizného obsahu ve

tkanich, podle subcelularni lokalizace ¢i podle biologického poloc¢asu [31,32].

2.2.1. ENZYMY SOUVISEJICI S BARIEROU

Mezi enzymy, které jsou Uzce spjaty sepidermis a jeji funkci bariéry je tfeba zminit
zejména TGase.

Transglutaminasa (TGase) — obsahuje rodinu enzymt zavislych na vapniku, které
katalyzuji tvorbu kovalentnich isopeptidovych vazeb proteint [33]. Ctyfi &lenové rodiny
TGase jsou exprimovany v keratinocytech nebo v epidermalnich tkanich — Tgasel, TGase2,
TGase3 a TGase5 a hraji dulezitou roli v procesu diferenciace a zaroveni se podileji ina
konstrukci epidermalniho povrchu [34]. TGasel je enzym zodpovédny za sestaveni
keratinocytii v CE a je kodovéana genem TGM1 umisténym na chromozomu 14q11.2. Exprese
TGasel je zavisla na diferenciaci a je iniciovana ve vrstvé stratum spinosum. Vétsina TGasel
je zakotvena Kk plazmatické membrané keratinocytd, kam se dostava prostfednictvim
endoplazmatického retikula a mastnych acylovych vazeb (myristat, palmitat), které jsou
pfitomné na amino-konci TGasel [34,35]. TGase2 je enzym kddovany TGM2 genem
lokalizovanym na chromozomu 20g11.12. TGase2 je exprimovana pouze V keratinocytech
a dalSich povrchovych buiikach za specifickych podminek. TGase2 miize jednak fungovat
jako protein aktivujici vapnik nebo jako signaliza¢ni protein na bazi guaninového nukleotidu.
TGase2 ma intracelularni funkce v povrchovych epitelidlnich buiikach a v podkladovych
fibroblastech, také ma ulohu pfi stabilizaci extracelularni matrix a stabilizuje rezidentni
keratinocyty. TGase3 je enzym kddovany TGM3 genem lokalizovanym na chromozomu
20011.12. TGase3 je exprimovana Vv hornich epidermélnich vrstvach a je lokalizovan
Vv cytoplazmé. Aktivita TGase3 vyzaduje proteolytické $té€peni zymogenu a vazbu vépniku
a jakmile jsou tyto pozadavky splnény, vznikne zesitovani. Krom¢ toho je aktivita TGase3
regulovana guaninovymi nukleotidy. TGase5 je enzym kddovany TGM5 genem
lokalizovanym na chromozomu 15q15.2. TGase5 je exprimovana ve vrstvach stratum

spinosum a stratum granulosum. Je to relativné necharakterizovany enzym a neni plné znamo,
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jak se jeho aktivita podili na regulaci bun€k, nicméné bylo zjisténo, Ze je uzce spjat S jadernou
matrix [34].

Jak jiz bylo zminovano V kapitole o kazi, intracelularni lipidy SC tvofi epidermalni
permeabilitu a pfiblizné 50 % téchto mezibunéénych lipidi jsou ceramidy. V normalni kizi se
ceramidy produkuji v SC degradaci glukosylceramidu B-glukocerebrosidazou a hydrolyzou
sfingomyelinu SMase [36].

SMase - je dalsi ztady enzymd, které jsou dulezit¢ pro funkci kozni bariéry a jsou
i patologickych procesti, veetné signalni transdukce zprostfedkované ceramidy, ktera vede
k apoptoze indukované cytokiny, bunééné diferenciace a rizné imunitni a zanétlivé reakce,
ale i agregace lipoproteinii uvnité cévni stény, ¢i intracelularni pfenos a metabolismus
cholesterolu. V normalni epidermis je SMase lokalizovina v cytoplazmé bunék stratum
granulosum a bylo zaroven prokazano, ze je obsazena ve frakci bohaté na LG [36].

Ve spojeni s kuzi existuje cela fada dalSich enzymu, jako napf. superoxiddismutasa,

glutathionperoxidaza a dalsi [36].

2.3.0STATNI PROTEINY

Antimikrobialni proteiny — maji antimikrobialni aktivitu proti bakterialnim, houbovym
a virovym patogenim. KlZe vytvaii fadu antimikrobidlnich peptidl, které tvofi soucast
vrozené imunity epitelidlni bariéry. Hlavni antimikrobialni peptidy nalezené u lidi jsou
defenziny a katelicidiny, které inaktivuji a zabijeji napadajici mikroorganismy. Defenziny jsou
charakterizovany Sesti cysteinovymi zbytky, které tvoii tfi intramolekularni disulfidové
mustky a jsou rozd€leny na o- ap-defenziny na zaklad¢ distribuce cysteini a vazeb
disulfidovych vazeb. Bylo identifikovano $est lidskych o -defenzinti; Ctyii z nich nazvanych
lidské neutrofilni peptidy 1 -4 jsou generovany neutrofily a dalsi dva lidské defenziny-5 a 6
jsou produkovany a uloZeny v sekre¢nich granulich stievnich bun¢k. Na rozdil od a defenzind
jsou lidske B -defenziny (hBD) tvofeny hlavné epitelialnimi tkanémi véetné kize a dychaciho
traktu. Zatim byly v lidské kazi identifikovany ¢étyfi hBDs, jmenovit¢ hBD-1, 2, -3 a -4.
HBD-1 je konstitutivné produkovan riznymi epitelidlnimi tkdnémi, jeji exprese je zvlasté
prominentni v terminalnich vrstvach kize a muize byt indukovana lipopolysacharidem a
peptidoglykenem v keratinocytech. HBD-2 je lokalizovan do nejvrchnégjSich vrstev epidermis
a hladiny hBD-2 se dramaticky zvySuji u diferencovanych keratinocyti. HBD-3 byl
detekovan jak v epitelidlnich, tak v neepitelialnich tkanich. Exprese HBD-4 je indukovatelna

v primarnich keratinocytech. Katelicidiny obsahuji vysoce konzervovanou N - koncovou
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kathelinovou domenu a C - koncovou kationtovou antimikrobialni doménu, ktera se stava
aktivni po Stépeni. U clovéka je pfitomen pouze jeden katelicidin LL-37. LL-37 byla
identifikovana v myeloidnich buiikkach a pozdéji byla prokazana exprese V ruznych epiteliich

a zejména v keratinocytech zanicené pokozky [37].

2.4, ANALYZA PROTEINU

Existuje cela fada metod od jednorozmérnych az po vicerozmérné. Vzhledem k tématu mé
bakalarské prace jsem se zaméfila na 5 nejCastéji uzivanych metod ke stanoveni
epidermalnich proteint [38].

Nejvice vyuzivanou metodou je tzv. Western blotting - je dulezita technika pouzivana
v bunécné a molekularni biologii. Pomoci western blotu je mozné identifikovat specifické
proteiny z komplexni smési proteinti extrahovanych z bun¢k [38]. Technika vyuziva K plnéni
tohoto ukolu tii prvky: (1) rozdéleni podle velikosti, (2) pfenosu na pevny nosi¢ a (3)
oznaCovani cilového proteinu za pouziti vhodné primarni a sekundarni protilatky pro
vizualizaci viz obr. 2. [39]. Pfi této technice se smés proteinit oddéli na zakladé molekulové
hmotnosti - tedy podle typu, gelovou elektroforézou. Je velmi dulezité si uvédomit, ze tdaje
ziskané pomoci Western blotu jsou typicky povaZovany za semikvantitativni. Je to proto, Ze
western blotting poskytuje relativni srovnani hladin bilkovin, ale ne absolutni miru kvantity
[38].

W E ST E R N B LOT konjugovany enzym 3 2 cnemnummlscencm
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Obrazek 2: Schéma Western Blottu (1, 2, 3 krok) [39].
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Dalsi z technik, jejichz uzivani je rozsifené¢ je imunohistochemie (IHC) — jednd se
o techniku, kterd je kombinaci imunologickych a chemickych reakci vizualizovanych pomoci
fotonickeho mikroskopu. Zakladem je detekce antigenti Vv tkanovych fezech pomoci
specifickych protilatek. Vazba antigen-protilatka je detekovana barevnou histochemickou
reakci viditelnou svételnou nebo fluorescenéni mikroskopii [40]. Jinymi slovy, zakladnim
principem THC, stejné jako u jinych "specidlnich" histochemickych metod, je vizuélni
lokalizace bunéénych nebo tkanovych cilovych molekul viz obr. 3 [12]. Dnes se k vizualizaci
preparatii pripravenych metodou IHC pouziva jako nejmodernéjsi dostupna technologie
konfokalni laserova mikroskopie (je schopna zobrazovat normalni a abnormalni morfologii

kuze a dynamické procesy in vivo, a to jak v laboratornim, tak klinickém prostiedi) [41].

Obrézek 3: Vysledek IHC metody exprese claudinu-1 u staré kiize vizualizované konfokalnim mikroskopem. [12].

(Gervena: mysi anti-protilatka claudin-1 + anti-mysi IgG konjugovana s Alexa 555)

Za posledni par let byl zaznamendn pokrok v oblasti pifimého spojeni separacnich
a spektralnich technik, kdy mezi nejCastéji uzivané patii tzv. HPLC/MS — jedna se
0 kombinaci vysoce vykonné kapalinové chromatografie (HPLC, z angl. High Performance
Liquid Chromatoghraphy) s hmotnostni spektrometrii (MS, z angl. Mass Spectrometry).
Princip je zaloZen na tom, Ze smés latek se nejprve rozdéli separacni technikou vhodnou pro
danou smés (HPLC) a nasledné se po rozdéleni latek vhodnou spektralni metodou (MS)
ziskaji strukturni informace o jednotlivych slou¢eninach. Pfi optimalnich podminkach je

mozné identifikovat jednotlivé slozky neznamé smeési nebo popt. alesponi castecné odvodit
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jejich struktury. V pocatcich vyvoje této metody se vyuzivala pro spojeni HPLC/MS klasicka
elektronova popf. chemicka ionizace. Dnes se pouziva ionizace za atmosférického tlaku, coz
umoziuje praci S mikrokolonami i s konven¢nimi kolonami v systémech jak s obracenymi,
tak is normalnimi fazemi pii béznych pracovnich podminkach pouzivanych v HPLC.
Vyhodou je vysoké citlivost, naopak jedinym omezenim je moznost pouziti pouze tékavych
elektrolytt, které slouzi jako ptisada do mobilni faze. Dal§im vyznamnym parametrem v MS
analyze proteinti je hmotnostni rozsah hmotnostniho detektoru, ktery by mél byt co nejvetsi.
Proto se nejéastéji pro analyzu proteinti pouziva hmotnostni detektor TOF (z angl. Time of
Flight) [42,43].

Z dal8ich uzivanych separa¢nich metod je tzv. 2D elektroforéza (dvojrozmérna gelova
elektroforéza) — jedné se o kombinaci dvou elektroforetickych postupti S vysokym rozlisenim
(isoelektrické zaostiovani a SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza), ktera poskytuje
mnohem vé&tSi rozliSeni nez jakykoli postup samotny. V gelu prvniho rozméru se
solubilizované proteiny oddéli na zakladé¢ izoelektrického bodu. Tento gel se pak nanese na
vrchol gelu SDS-desticky a dojde k procesu elektroforézy. Proteiny v gelu prvniho rozméru
migruji do gelu druhého rozméru, kde jsou separovany na zakladé jejich molekulové
hmotnosti [44].

Posledni zna¢né rozsifenou metodou je tzv. ELISA — coz je imunochemicka metoda, kterd
je zalozena na navazani enzymu na protilatku, ktery slouzi ke znaceni antigenu a tim i celého
imunokomplexu. Navdzani enzymu se znazoriuje reakci se substratem za vzniku barevného
produktu. Vysledek se poté hodnoti fotometricky. V souasnosti plné automatizované
piistroje v l1ékafskych laboratofich po celém svété pouzivaji princip imunotestu s enzymem
jako reportérovym Stitkem pro rutinni méfeni nespocetnych analytli ve vzorcich pacientd.
ELISA je zaloZzena zejména na principu imunotestu spise S enzymem, nez radioaktivitou jako
reportérovym Stitkem [45].

Dal§imi uzivanymi metodami je prutokova cytometrie, imunofluorescence ¢i
imunorpecipitace [25]. Exprese proteinu se da hodnotit i nepfimo analyzou genové exprese

proteinu, napt. metodou PCR [46].
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3. DEFEKTY EPIDERMALNICH PROTEINU VE SPOJENI
S EPIDERMALNI BARIEROU

Neporusena epidermalni diferenciace je rozhodujici pro neporusenou funkci bariéry kuze.
Epidermalni diferenciacni komplex (EDC, z angl. Epidermal Differentiation Complex) je
shluk gend na chromozomu 1q21 kodujici proteiny, které plni dulezité funkce v terminalni
diferenciaci lidské epidermis, v¢etné FLG, loricrinu, SPRR proteinti a dalSich. Jiné geny
koduji proteiny vazajici vapnik rodiny S100A, proteiny pozdniho zkorodovaného obalu a
multifunkénich proteinid (pro)filaggrin a trichohyalin. EDC piedstavuje pozoruhodny soubor
strukturné a evolu¢né ptibuznych gend, které tzce spolupracuji v komplexnim mechanismu
epidermalni diferenciace. Nedavno se objevily ditkazy 0 tom, Ze variace v ramci gentit EDC
hraje dulezitou roli v patogenezi tii béznych koznich onemocnéni - atopické dermatitidy

(AD), psoriasis a ichthyosis vulgaris [47].

3.1.ATOPICKA DERMATITIDA

AD je chronicky zanétlivy stav ktize, kterému Casto predchazi astma a alergické poruchy.
Tyto stavy jsou charakterizovany suchou kuzi, zvySenou hladinou IgE v séru a periferni
eozinofilii. Klinicky fenotyp, ktery charakterizuje AD je produktem interakci mezi geny
citlivosti, prostiedim, defektni funkci bariéry kiize a imunologickymi odezvami. CeloZzivotni
prevalence AD je 10-20 % u déti a 1 -3 % u dospélych [48]. Typickym vyskytem AD u déti je
zejména Vv oblasti loketnich a podkolenich jamek, na hyzdich, popt. v oblasti obliéeje viz obr.
4 [49]. AD je rozdélena na dvé formy: ,,vngjsi“ forma, ktera je spojena se senzibilizaci
zprosttedkovanou IgE, kterd zahrnuje 70-80 % pacientt a forma ,vnitini“ bez
zprostiedkované IgE senzibilizace zahrnujici 20-30 % pacientd. Obé formy AD maji
asociovanou eozinofilii [48].

Existuje cela tada faktort, které pfispivaji K siteni AD vcetné alergentl, drazdivych latek
a zaroven bylo zjiSténo, ze istres dokaze vyvolat imunologické zmény a v kombinaci

s poskrabanim muze rovnéz vést ke vzniku AD [48].
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Obréazek 4:Typicky klinicky vzhled a umisténi AD u déti [49].

3.1.1. DUSLEDKY ABNORMALIT EPIDERMALNI BARIERY U AD
Jak je jiz znamo, kozni bariéra hraje kli¢ovou roli pfi imunitni kontrole a homeostaze a pii
prevenci pronikani mikrobidlnich produkti a alergenti. Pravé poruchy, které naruSuji
strukturalni integritu, nebo imunitni funkce kozni bariéry hraji kli¢ovou roli v patogenezi AD.
Pacienti trpici AD maji vzdy snizené hodnoty zejména filaggrinu [50]. Zaroven ale dochazi ke
snizené regulaci u loricrinu ainvolucrinu ve srovnani se zdravymi jedinci anaopak ke
zvySené regulaci SPRR proteint, zejména S100A8 a S100A7 [47].
Epidermis pacient s AD je charakterizovana vyraznym naruSenim bariéry a pacienti maji
zvySenou citlivost na alergickou senzibilizaci, stejné jako mikrobialni kolonizaci a infekce.
Vysledkem nedostatku filaggrinu u AD je sniZzena hydratace SC, coz vede ke stoupajicimu
vodnimu gradientu v celé SC a ke zvySeni transepidermalni ztraty vody (TEWL). Kromé toho
produkty rozkladu filaggrinu hraji dialezitou roli pfi okyselovani SC a snizena tvorba
metabolitd filaggrinu muze vést ke zvySeni hodnoty pH SC, a tim dojde k aktivaci fady
serinovych protedz. ZvySeni aktivity serinové protedzy indukované pomoci pH by mohlo
nasledné vést k poskozeni bariéry a k precipitaci zanétu Th2 u AD. Co se tyka velikosti
dysfunkce kozni bariéry, ta vzdy koreluje se zavaznosti onemocnéni S AD. Zdali dysfunkce
kozni bariéry pfedchazi zanétu kize a defekty epidermalni bariéry zahajuji vyvoj AD, zGstava

nevyiesenou otazkou [51].

3.1.2. EPIDERMALNI KERATINOCYTY U AD
Keratinocyty od AD pacienti produkuji jedineény profil chemokinii a cytokini po
mechanické stimulaci, napf. poSkrabani nebo vystaveni prozanétlivym cytokinim. Jsou také
dilezitym zdrojem thymického stromélniho lymfopoetinu, ktery aktivuje DCs pro pfipravu
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naivnich Th bun€k k produkci IL-4 a IL-13. Tato pozorovani mohou vysvétlit vazbu mezi
poskrabanim a vyvolanim zanétu kize zprostiedkovaného Th2 v AD. Keratinocyty také maji
u AD nedostatecnou schopnost syntetizovat antimikrobidlni peptidy potfebné pro vrozené

imunitni odpovédi proti mikrobum [48].

3.2.PSORIASIS

Psoriasis je dalsim chronickym zanétlivym onemocnénim kiiZe, charakterizovany tlustymi,
sttibrnymi ,,Supinami‘ viz obr. 5 [52]. Prvni pfiznaky se obvykle vyskytuji ve tietim desetileti
Zivota a prevalence psoriasis je celosvétové mezi 1 a3 %. Psoriasis mize byt v 10-30 %
doprovazeno takeé psoriatickou artritidou. Podobné jako u AD je pro psoriasis patrna
multifaktorialni patogeneze. Nicméné mechanismy zanétu kuze u téchto dvou béznych
koznich onemocnéni jsou zcela odliSna. Imunitni odpovéd’ u psoriasis pievlada tvorbou
cytokinti T helper 1 (Thl) (napt. IL-12 ¢i interferon-c ) oproti AD, kde je imunitni odezva
zalozena na tvorbé Th2 [47].

Ve srovnani s AD byla u psoriasis nalezena nadmérna exprese mnoha antimikrobidlnich
proteini V keratinocytech. Chronické 1éze pacientd s psoridzou a AD jsou pozoruhodné
podobné s ohledem na bunécnou proliferaci. V prubéhu studii se doslo kzavéru, ze
psoriaticka epidermis vyjadiuje vysoké hladiny hostitelskych obrannych proteinti v porovnani

s AD epidermis a tento fenomén se jevi jako specificky pro tyto proteiny [53].

Obrazek 5: Cerveny plak kryty bélavo-stiibrnou Supinou typicky pro typ: psoriasis vulgaris [52].

Byla potvrzena rozdilné exprese péti antimikrobialnich proteini - hBD-1, hBD-2, elafin,

vvvvvv

onemocnénim jevi hBD-2, ktery se zda byt nejsilnéjSim a nejvice znamym proteinem

specifickym pro psoriasis. hBD-2 v normalni epidermis chybi, i kdyz v nékterych oblastech
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se nachazi (napt. tvaf). OvSem u psoriatické epidermis je hBD-2 vysoce indukovan na drovni
MRNA, ve srovnani s normalni kuzi. Pro porovnani v epidermis AD je hBD-2 také zna¢né
indukovan na arovni mRNA ve srovnani s normalni kuzi, ale na drovni proteinu se jen obcas
naléza ve vrstvé stratum granulosum. Byla odhalena ale i fada dal$ich antimikrobialnich
proteind, které jsou nadmérné exprimovany Vv psoriatické epidermis, jako je psoriasin, SLPI,
kalgranulin A a B, cystatinA a chitinasa [53].

Kromé antimikrobialnich proteint hraji dtlezitou roli i proteiny rodiny SPRR. Konkrétné
S100A7a S100A11, které jsou ve zdrave epidermis piitomny ve stratum basale a stratum
spinosum. U postizenych psoriatickych tkani zistanou hladiny S100A10 a S100A11
nezménéné, zatimco S100A, S100A8 a S100A9 jsou znacné nadmérné exprimovany. Vzor
exprese a subcelularni lokalizace S100A7 je podobny v normalni a psoriatické tkani. SI00A8
a S100A9 jsou siln¢ exprimovany Vv bazalnich a spinosnich vrstvach v tkanich postizenych
psoriazou. Kromé toho je prokazéno, ze S100A, S100A10 a S100A1l jsou zaclenény do
multimert odolnych viéi detergentu a redukénimu ¢inidlu, coz naznacuje, ze jsou in Vivo
transglutaminasoveé substraty. SI00A8 a S100A9 netvotily tyto vétsi komplexy. Tyto vysledky
ukazuji, ze proteiny S100 se lokalizuji na plazmatickou membranu v diferencovanych
keratinocytech, coz naznacuje tlohu pii regulaci udalosti spojenych s vapnikem, spojenych
s membranou. Tyto vysledky rovnéZ naznacuji, jak bylo uvedeno vyse, Ze exprese S100A7,
S100A8 a S100A9 je vyrazné zménéna U psoridzy, coZ naznacuje Ulohu téchto proteint

V patogenezi onemocnéni [54].

3.3.ICHTHYOSIS VULGARIS

Ichthyosis vulgaris je autozomalné¢ dominantni porucha keratinizace charakterizovana
histologicky absentnimi nebo redukovanymi granulemi keratohyalinu v epidermis a mirnou
hyperkeratozou [55]. Jinymi slovy se jedna o0 bézné genetické kozni onemocnéni,
charakterizované jemnym Supinaténim Vviz obr. 6 [56], které je zejména v dolni ¢asti bficha,
pazi a nohou a obvykle se projevuje béhem nékolik prvnich mésici zivota [47]. Zakladni
biochemicka abnormalita v ichthyosis vulgaris neni zndma [55]. Z histologického hlediska
jsou keratohyalinni granula bud’ snizena, nebo v epidermis zcela chybi. Co se tyka vyskytu
ichthyosis vulgaris, byly provadény vyzkumy u zdravych Skolnich déti a ptiblizné 1z 250
jedinca trpi touto poruchou a konkrétné 20 S riznou mirou zavaznosti. Pfed n¢kolika lety se
objevily prvni dikazy, ze protein FLG by mohl hrat dulezitou roli v patogenezi ichthyosis
vulgaris. FLG chybi v epidermis u téZce postizenych jedinct a snizena hladina FLG byla i u

31



méné zavaznych stavi ve srovnani s kontrolni skupinou. Nov¢jsi studie ukazaly, ze hladiny
profilaggrinu v. mRNA byly vyznamné snizeny v epidermis ichthyosis vulgaris,

pravdépodobné v disledku poruchy posttranskripéni kontroly [47].

Obrazek 6: Ruka pacienta s typickym Supinaténim [56].

Dalsi studie poukdzala na vazbu klinickeého podtypu ichthyosis vulgaris s chybégjici
granularni epidermélni vrstvou do chromozomalni oblasti obsahujici EDC. Takze variace
vgenu FLG je jiz dlouho podeziivana jako hlavni divod pro ichthyosis vulgaris. Piesto
neobvykla aslozita struktura EDC obecné a zvlasté lidského FLG genu jiz dlouho
zabranovala identifikaci pficinnych mutaci [47].

Bylo ptesvédéivé prokazano, ze pravé mutace v genu FLG jsou podkladem pro ichthyosis

vulgaris [47].

3.4.DALSI KOZNI ONEMOCNENI

Existuje samoziejmé¢ cela fada dalSich koznich onemocnéni v souvislosti s mutacemi
dal§ich epidermalnich proteint. Jednim z ptikladd je Vohwinkeliv syndrom, neboli loricrin
keratoderma. Jedna se 0 dominantné zdédéné onemocnéni, zpisobené mutaci v lidském genu
loricrinu aje povazovana za vzacnou genetickou poruchu [47]. Klinicky keratoderma
vykazuje charakteristickou plastovou, palmo-plantarni keratodermu, ktera je nejcastéji
lokalizovana na hibetnim povrchu prsti [57]. Mezi dalsi onemocnéni patii i ta, Kterd jsou
vlivem zvySené exprese SPRR1 a SPRR2, ktera byla naméfena Vv ortokeratotické

a parakeratotické hyperkeratoze, napf. U jiz popsané psoriasis,¢i U tzv. Lichen planus [47].
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3.5.STARNUTI KUZE

Starnuti ktize muze byt rozdéleno na tzv. vnéjsi (photoageing) a vnitini (chronologické)
starnuti. Vng&jsi starnuti je vyvolano poskozenim lidské pokozky pifi opakovaném vystaveni
UV zéfeni, které je soucasti elektromagnetického spektra ajeho biologické ucinky se lisi
vinovou délkou a UV spektrum je proto rozdéleno do tii oblasti: UVA (315nm — 400nm),
UVB (280nm — 315nm) a UVC (190nm -280nm) [58,59]. Jak UVB, tak i UVA zafeni mohou
vyvolat bodové mutace souvisejici s reaktivnimi druhy kysliku (ROS) a hrubé genomoveé
zmény (napf. delece). UVC zafeni na Zemi nedopada a je zachycovano ozonovou vrstvou
[60]. Naopak vnitini starnuti se objevuje s rostoucim vékem a je silné spojeno s genetickymi
faktory. Vnéjsi starnuti je charakterizovano morfologickymi zménami, které zahrnuji hluboké
vrasky a ztratu elasticity, stejné jako histologické zmény, jako jsou zmény pojivové tkané.
Tyto zmény jsou povazovany za vysledek destrukce kolagenu pomoci UV-indukovanych
matricovych metaloproteinaz vylu¢ovanych z epidermélnich Kkeratinocyti a dermalnich
fibroblasta [58].

Starnuti miize zpusobit zménéné permeability na léky, zvySené nachylnosti k drazdivé

kontaktni dermatitidé a ¢asto zavazné xeroze [61].

3.5.1. Vliv na epidermalni proteiny

Jak jiz bylo zminéno Vv piedchozi kapitole, hlavni komponenty pfi tvorbé CE jsou proteiny.
Pocateéni struktura CE sestavajici z envoplakinu, periplakinu a involucrinu je téméf beze
zmény na urovni RNA, zatimco zesitovaci enzym TGasel vykazuje mirné zvySenou uroven
transkripce [57]. Zaroven byla zjisténa i snizena aktivita SMase ve staré, suché kuzi [35].
Nicméné hladiny transkripce genti kodujici proteiny piipojené K této ,konstrukci® se
V pozdégjsim ¢asovém bod¢ vyrazné¢ méni. Bylo prokazano, ze loricrin spolu s FLG v pribéhu
starnuti klize podléha snizené regulaci. Pokles loricrinu se zd4 byt kompenzovan zvySenou
hladinou rodiny SPRRs proteint, které funguji jako malé mosty, které zajistuji spojeni
loricrinu s SPRRs. Vsichni ¢lenové rodiny SPRR s vyjimkou SPRR2G vykazuji naopak poté
zvysenou expresi. Zda se, Zze mnoho z pozorovanych zmén dodrzuje pfisna pravidla (snizena
regulace FLG, loricrinu a zvysena regulace S100 rodiny jakoz i SPRR2 rodina), zatimco jiné
zmeény se zdaji byt libovolné. Ale existuje urCity trend, Ze vSechny SPRR proteiny maji
zvysenou regulaci (n€kdy az 100x). Ackoliv vSechny geny CE jsou seskupeny, spole¢na
regulace mize byt vyloucena: jak loricrin, tak i SPRR3 jsou kodovany v 1921 regionu, ale

jsou upraveny zcela v opacnych smérech béhem starnuti [62].
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Pro syntézu CE je také velice dulezity vapnik. Interakce periplakinu, involucrinu i
envoplakinu je piisn& zavisla na Ca®* iontech. Také TGasel, ktery je zodpovédny za zesiténi
téchto tii proteint se aktivuje zpisobem zavislym na vapniku. Je pfedpokladano, ze hladina
vapniku Klesa v lidské kuzi s vékem, coz odkazuje na skute¢nost, Ze hladina vapniku klesa se
zvySujicim se vékem Vv lidském séru. | pies to, ze jsou ionty vapniku ptedpokladem pro
epidermalni diferenciaci, syntézu lipidu, tvorbu CE a dokonce ipro vytvafeni lamelarnich

organd, tak se 0 jeho hladiné jak v mladi, stfednim véku tak i ve stafi vi velice malo [62].
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4. 7.avér

Epidermis lidské klize predstavuje rozsadhly sub-proteom, ovSem pouze specializované
proteiny se podili na integrit¢ kozni bariéry. Proteiny lokalizované v nejsvrchnéjsi vrstvé
epidermis tvoii leSeni pro lipidovou extracelularni matrix, zajist'uji hydrataci nebo piedstavu;ji
anti-mikrobialni slozku kuze. Ackoliv je kiize velice houzevnaty a rychle regenerujici organ
schopny celé fady kompenzacnich mechanismt, dysfunkce nékterych proteind, at’ jiz vlivem
mutace piislusSnych gend ¢i vlivem stdrnuti, mze zpusobit zavazné fenotypy, jejichz
spole¢nym znakem je zasadni naruSeni kozni bariéry. U nékterych fenotypt potom neni zcela
objasnéna pfifina, a proto zakladnim ptedpokladem pro lécbu ¢i kompenzaci koznich
onemocnéni je vyvoj spolehlivych analytickych metod, které jsou schopné odhalit nejenom
kvantitativni odchylky, ale také strukturalni a lokaliza¢ni diference. Vzhledem k variabilité
patogenezi tak k ptesnému uréeni diagnozy ¢i pfi¢iny problému neni vzdy dostacujici pouze
jedind metoda. Otazkou je, vzhledem k ¢asové a finan¢ni naro¢nosti, jestli by komplexni
multi-analyzy nalezly prostor v klinické praxi. Dosavadni 1é¢ba nejrozsifenéjSich koznich
onemocnéni, AD a psoriasis, je vétsinou omezena na aplikaci lokalnich kortikosteroidii nebo
topickych krému podporujici bariérovou funkci kiize. Recentni studie dale ukazuji, ze proces
starnuti kiize zhorSuje bariérovou funkci a Ze mimo jiné dochazi k deregulaci integréalnich
proteini  ¢i zpomaleni enzymatické aktivity v epidermis. Vzhledem Kk narGstajicimu
prumémému véku lidské populace se otazka vlivu starnuti na fyziologii ktize stava aktualnim

tématem.
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