Fotodermatologie

Kuze, interakce svétla s kuzi, molekularni
mechanismy efektu zareni na bunky

Lukas Kubala



* Nejvetsi organ lidského téla
e Vrstvy klze

— Pokozka (epidermis)

— Skara (dermis)

— Podkozni vazivo

Hair

The Skin

Sebaceous Gland

Fu 1] kce kﬁie Sensory Nerve Ending

* Ochrana organismu pred poskozenim
— Mechanickym
— Chemickym

* Prijem informaci z vnéjSiho prostredi
— Receptory pro vnimani

e Resorpce latek

e VlylucCovani odpadnich latek

e Udrzeni télesné teploty

e Skladovani tukt a vody

e Syntéza vitaminu D

- Epidermis
' L -Merve

- Dermis

- Subcutaneous Tissue
Capillaries

Sweat Gland Fat, Collagen, Fibroblasts



Epidermis

Typy bunék

— Keratinocyty, melanocyty,
Langerhansovy bunky, Merkelovy
bunky,

Epidermis je neustale se
obnovujici vicevrstevny organ,
jehoz bunky jsou v konstantni
diferenciaci

Proces rohovaténi, odumirani a
odlupovani bunék - kornifikace

Vrstvy keratinocytu
vrstva bazalni (keratin 5, 14)

Vrstva spindzni (keratin 1, 10,
involucrin)
Vrstva granularni (filagrin, loricrin)

Stratum corneum (zrohovatélé
mrtvé bunky — korneocyty na
povrchu ceramidy)
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Barevny vzhled kuiZe - Pigmentace

e geneticky (geneticky urcena konstitucni melaninova
pigmentace) a vnéjSim prostredim (intenzitou a
cetnosti expozice k slunecni zareni).

e Dulezitd je aktivita melanocytul (syntéza a distribuce
melaninu).

e Dalsi faktory ovlivnujici barvu kuze
— Tok krve blizko povrchu kuze

zavisla napr. na okolnich podminkach



Melanocyty
e Ve spodnich vrstvach melanocyty produkuji
pigment melanin, ktery udava barvu kize
 Funkce melaninu
— Ochrana pred poskozenim UV
e Syntéza melaninu
— Hydroxylace tyrosinu tyrosinasou na 3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)
probihajici v specializovanych
organelach melanosomech

— prenos melanosomu z
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UV zareni

* neionizujici zareni

° typy: UV A (A=315-400 nm)
UV B (A=280-315nm)
UV C(A=100-280 nm)
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e ve slunecnim sveétle:UVA—-az5,1%, UVB—-az0,5%
UV C zcela pohlceno ve stratosfére
e UVC se ale pouziva pri velké ¢asti in vitro pokusu (i nizké
davky pusobi mutagenné)



Zdroje UV

Slunecni zareni

Umélé zdroje-Lampy

e Fluorescencni

e Germicidni

e Rtutové (xenonové) arc
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Iradiace - intensita radiace mW/cm?2
Davka — integral iradiace za ¢as J/cm2.



Spektrum a intenzita UV v prirodeé

e Spektrum a intenzita zavisi na
— Case b&hem dne
— Dnu v roce
— Geografické umistéeni

e Zvysena intenzita UV
— V poledne
— V astronomickém lété (vice v kvétnu nez srpnul)
— Blizko rovniku
— Ve vyssich nadmorskych vyskach
— Odrazem ze zemée, pisku, snehu, vody



Interakce zareni a kuze

Pfi hodnoceni interakce zareni a klize je nutno zvazovat jednak parametry zareni
(spektrum zareni, vykon zdroje - intenzitu zareni, davku zareni), dale velikost
ozarené plochy, dobu expozice a optické vlastnosti ozarované tkané.

Opticka faze
Rozptyl
e Rozptyl svétla v kuzi a jeho zpétny odraz k povrchu
Absopce
e Chromofory - konjugované systémy (mimo melanin také nukleové
kyseliny, aromatické aminokyseliny, kyselina urokanova, hemoglobin,
beta karoten, bilirubin)

Fotochemické a fototermické reakce
Absorbované fotony dodavaji aktivacni energii pro reakce
e Fotochemické (fotoionizace, fotoexcitace)
e Fototermické (vznik tepla)



Hlavni bunécné chromofory

e chromofory = latky nebo c¢asti molekul schopné absorbovat energii z
fotonU a preménit ji na biochemicky signal
e bunécné chromofory:
— otevrené a uzavriené pyroly: porfyrin (hem), bilirubin

— molekuly s 1t orbitaly (aromatické latky Ci latky se systémem
nenasycenych vazeb): DNA, aromatické aminokyseliny, kyselina

uronova
0.6
o 05
Epidermis: 0
o Ve . L]
Melanin, nukleovée kyseliny, g
aromatické aminokyseliny H
Dermis: <
hemoglobin, B-karoten, bilirubin
(A}g |...|...|H"'.-—~..

300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)



Efekty UV zareni na bunky

Tvorba reaktivnich metabolitl kysliku

Poskozeni DNA a dalsSich biomolekul spojenych s indukci
mutaci a pripadnou zmeénou fenotypu

Poskozeni struktury proteint a lipid spojenych s
narusenim funkce mitochondrii, aktivaci signalnich drah

Indukce apoptozy



Poskozeni DNA UV zarenim

e Dochazi ke vzniku tzv. fotoléze

* Hlavni mechanismy poskozeni DNA UV zarenim:

1. Absorpce UV zareni primo nukleotidy
2. Poskozeni zprostredkované fotosenzitizatory
3. PuUsobeni reaktivnich kyslikovych radikalt



Typy fotolezi

Dimerizace mezi sousednimi pyrimidiny v disledku absorpce UV
zareni

Vznik vazeb mezi 5" - 6" uhliky
Vznik cyklobutanovych pyrimidinovych dimer( (CPD)
nejcastéji typu TT (méné TC a CC)
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Typy fotolézi

e monomerni poskozeni pyrimidinovych bazi

— vznik cytosin hydratu, 8-hydroxydeoxyguanidinu Ci
thyminového glykolu

— indukuji zZlomy v DNA, krizové vazby
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Typy fotolézi

Na relativni podil vzniku raznych typu DNA
fotoproduktu se podili

- UV spektru, sekvenci bazi, sekundarni struktury
DNA a interakce DNA s proteiny

Napr. cytosin absorbuje delsi vinové délky UV zareni
efektivnéji nez thymin, a proto CPDs obsahuijici
cytosin jsou po UVB ozareni tvoreny casteji.



Fotoléze indukované fotosenzitizaci

e fotosenzitizator — latka (chromofor), ktera je

schopna absorbovat foton UV zareni a stava se
reaktivni

* DNA je poskozena tzv. fotocykloadici

e napfr. furokumariny — vytvari mono- €i bi-
adukty s DNA (poruchy replikace)
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Mutagenni ucinky UV zareni

UV indukované mutace vznikaji pri nespravné
reparaci fotolézi

* nejcastéji skryté mutace

e aleisrizikem patologického projevu na urovni
bunky Ci celého organismu



Mutagenni ucinky UV zareni
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Reparace fotolézi
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helix distorting lesion

Reparace fotolézi .
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Reparace fotolézi

* Homologni rekombinace

= oprava dvoj retézcovych zlomu,
které nevznikaji primo nasledkem
UV zareni, ale po NER
fotoproduktl na obou retézcich

= sdili vétSinu enzymatického
aparatu s meiotickym crossing-
overem

8 Double-strand break

= homologni rekombinace vyuziva X

k obnove genetické informace
ztracené v misté zlomu jako

End resection l

Strand invasion

DNA synthesis

= -

L
Second end capture DSBR SDSA
DA synthesis / \ Strand displacement
Li qulm Annealing
l Hl resalution l [NA synthesis
Ligation

homologni templat sesterskou

Non-crossover

chromatidu Non-crossaver
= probiha v S-fazi, kdy se DNA el
replikuje —

Copyright ® 2006 Mature Publishing Group
Nature Reviews | Malecular Cell Biology



Poruchy reparace fotolézi

Cela rada zavaznych onemocnéni

Xeroderma pigmentosum

Autosomalneée recesivni
onemocheéeni

Mutace genu podilejicich se na
NER

Velka citlivost na poskozeni DNA
UV zarenim - vysoka incidence
rakoviny kize (melanomu i
bazocelularniho karcinomu)




Reparace fotolézi

U pacientu s XP byly identifikovany mutace v 8 genech

7 je zapojeno do excizni opravé nukleotidu (XPA - XPG)

1 (varianta XP) se podili na replikaci poSkozené DNA

Mutace v nékterém z genu XPA az XPG snizuji schopnosti bunék opravit
CPD, [6-4] fotoproduktu a jinych objemnych aduktu.

Table 2. DNA repair genes associated with XP, CS and TTD
Gene Disease Chromosome | Protein | Function
site (aa)
XPA XP 9q34 273 Photoproduct binding
XPB XP, CS 2q21 782 3'-5" helicase, TFIIH member
XPC XP 3p25 940 Photoproduct binding
XPD XP,CS.TTD 19g13 760 5'-3' helicase, TFIIH member
XPE XP 11p12-p11 1140 Photoproduct binding
XPF XP 16p13 905 5 incision
XPG XP, CS 13q32 1186 3' incision
ERCC1 COFS 19g13.2- 297 9" incision
q13.3
XPV XP Gp21 713 Bypass polymerase (Pol n)
CSA CS, UVs 5q21 396 RNA Pol |l cofactor
CSB CS, COFS. | 10g11 1493 RNA Pol |l cofactor
Uvs
UVSSA Uvs 4p16.3 709 RNA Pol |l cofactor
GTF2H5 | TTD 6g25.3 1 TFIIH member
TTDN1 TTD /p14.1 179 TTD but not UVB sensitive




Vliv UV na dalsi biomolekuly

e proteiny —absorpce UV aromatickymi
aminokyselinami, naruseni sulfidickych
mustkU (naruseni terciarni struktury proteinu)

e lipidy - UV poskozuje dvojné vazby v lipidech —
naruseni biologickych membran



Mitochondrie a UV

emitochondrie jsou hlavnimi producenty energie v eukaryotické bunce,
které maji vysoké naroky na spotrebu kysliku — vznik velkého mnozstvi
ROS

*UV zareni generuje dalsi ROS a nasledné poskozeni mtDNA, vznik
mutaci, peroxidaci membranovych lipid a oxidaci proteint

*nejCastejsi fotolézi v mtDNA je 8-oxo-7,8-dihydro-20-deoxyguanosine
(8-oxodGuo), ktery je vysoce mutagenni, protoze dochazi k transverzi
GC>AT

evelmi casté jsou v mitochondriich vystavenych UV zareni i delece
eposkozeni mitochondrii spousti produkci ROS a mitochondrialniho NO

svelké poskozeni spousti apoptotickou kaskadu vylitim cytochromu c



e Dalsi ucinky UV na bunky kuze

— UV vyvolava klastrovani a internalizaci rady receptoru, napf.
EGFR, receptort pro TNF-a a IL-1

— UV spousti apoptozu klastrovanim a naslednou aktivaci CD95
— spousti produkci IL-6 aktivaci receptoru pro TNF-a

— UVC primo aktivuje cytoplazmatické transkripcni faktory NFkB
a AP-1 (nezavislé na poskozeni DNA)

— UVC snizuje defosforylaci EGF receptoru, tim dochazi k jeho
aktivaci a spusténi signalni kaskady zahrnujici c-fos, c-jun a Ras,
Raf a MAP kindzy (ve vysledku vliv na produkci prostaglandinu)



Apoptoza indukovana UV

 Apoptodza vyvolana poskozenim DNA:

— hlavni ulohu hraje tumor supresor p53

UV-induced DNA damage
v 7 7 a 1
Bunky s fotolézi ,
Y L. i p53T
zUstavaji v G1 fazi l l
bunécného cyklu a p53 g ot A
oy . Mdm2 T p21 T Bax T
spousti reparaci DNA | Fas/Fasl
pred vstupem do S faze, T —
je-li poskozeni DNA |
VeV s 7 . v, v G¢ d'l a'l’
prilis rozsahlé je spustén
, DA repair Severe DNA damage — Errors in DMA repair
p roces a po ptozy l 1 {p53 mutation efc.)
!
Normal cell Apoptosis ~ +———— Abnormal cell
proliferation/ proliferation
differentiation
The central role of p53 in cell-cycle arrest, DNA repair and apoptosis
following UV irradiation
Expert Reviews in Molecular Medicing® 2002 Cambridge University Press




Apoptdza vyvolana poskozenim

— hlavni ulohu hraji tzv. death receptory z rodiny
receptory pro TNF (TNF-receptor-1, TRAIL-receptor-1,
TRAIL-receptor-2 and deathreceptor-3 (DR-3) a CD95
(Fas or Apo-1))

— UV Ci UV B upreguluje expresi CD95 i jeho ligandu u
keratinocytU

— UV A upreguluje CD95L i u pomocnych T bunék

— tato upregulace neni pravdépodobné prima, ale skrze
singletovy kyslik generovany UV zarenim

— vazba ligandu na CD95 zpusobuje trimerizaci
receptoru a spusteéni apoptotické drahy



Ucinek UV zareni na intracelularni procesy -

shrnuti

Signalizace a regulace genti

e Aktivace receptorl pro epidermalni rlstovy faktor, IL-1 a TNF na

povrchu keratinocyt(
e Aktivace transkripcniho faktoru AP-1

e Aktivace genU pro matrixové metaloprotedzy, inhibice genu pro

prokolagen
e Rozklad kolagenu a dalSich proteind

Reakce bunék
e Zastaveni rustu

e Reparace poskozeni DNA, mutaci Cytokine Receplors_ |-
¢ NedOkonalal reparace /// SignaITr:lsduclion

e Apoptosa bunék (sunburncell) . 7

Procallagen MMP
Promoters Fromoters

Nucleus
~—— e Dermal Matrix Breakdown

f

Growth Factor
Cytokine Receptors

1

Signal Transduction
Cascade

Imperfect Repair —= Photoaging

G. ). Fisher, S. Kang, J. Varani, Z. Bata-Csorgo, Y. Wan, S. Datta, J. J. Voorhees:
Mechanisms of photoaging and chronological skin aging. Arch Dermatol 2002, 138, 1462-1470



Akutni a chronické efekty UV zareni na kuzi



Akutni ucinek UV na kuzi

Produkce vitaminu D
Pigmentace — opaleni
Erytrém a spaleni
Fotosensitivita
Fotoimunosuprese



Fotosyntéza vitaminu D

Pfreména 7-dehydrocholesterolu ve 2 krocich:

. 7-dehydrocholesterol absorbuje UVB
zareni (<320 nm) a preméni se na
provitamin D,

. dochazi k termalni izomerizaci na formu
vitaminu D,, ktery je pfednostné vazan
na protein vazajici vitamin Dy v
kapilarach

Provitamin D; mUze po absorpci UV zareni dat

vzniknout 2 fotoproduktiim:
. humisterolu a tachysterolu

Potencialni vyznam: uloha v prevenci toxicity
vitaminu D, ktera by mohla teoreticky
nastat po nadmeérné expozici UVB

phosphorus

Maintain serum calcium and phosphorus
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Pigmentace melaninem - opaleni

Casné pigmentaéni ztmavnuti

. Vysledek oxidace melaninu jiz v kuzi pritomného, nebo
redistribuci melanosomu v epidermalnich melanocytech
. Probiha okamzité behem ozareni a vytrvava minuty az dny

Pozdni pigmentace

. Vysledek zvysené novotvorby melaninu v epidermis

. Zvysenad aktivita melanocytl i vzestup jejich poctu

. Patrna cca za 72 hodin

. U tmavych jedincl (lepsi geneticka dispozice) mulze byt

pozdni pigmentace indukovana jiz suberytémovymi davkami

Konstitucionalni (rasova) pigmentace
Fakultativni (ziskana) pigmentace



Erytém — spaleni

Erytémova reakce

e Zanetlivy erytém je nejnapadnéjsi akutni
kozni odpovéd na UV ozareni

e Klasické znamky zanétu: zvysena teplota,
bolest, otok

e Infiltrace imunitnimi bunkami — akutni
zanetliva reakce

e Objem krve v povrchovych a hlubokych
pletenich skary se zvysi cca o 38% nad
normalni uroven.
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Mechanismus vzniku erytému

Chromofory, které zahajuji chemické procesy vedouci k
vyvolani erytému, nejsou doposud jasné rozpoznany,
avsak tvar krivky erytémového akcniho spektra je
podobny tvaru krfivky UV absorpce DNA — poskozeni
DNA muze byt dulezité

V procesech vedoucich k UV erytému muze zaujimat
misto i poskozeni jinych bunécnych slozek

Vznik erytému je silné zavisly na mnozstvi melaninu
pritomného v kizi

Tloustka kiGze hraje dllezitou ulohu v rozvoji erytému,
erytémova odpoved kolisa s vekem



Mediatory erytému

Reaktivni metabolity kysliku

Transkripcni faktory
zejmeéna AP-1 a NF-kB

Vasodilatacni mediatory

histamin a oxid dusnaty

(zvySeni cévni permeability, vasodilatace)
Serotonin a prostaglandiny
(vasodilatace, modulace ostatnich mediator()
lysosomalni enzymy
(posSkozeni extracelularni hmoty)
Prozanéetlivé cytokiny

IL-1, IL-6, IL-8, TNF-alfa



Histologické zmény

vznik tzv. ,,sunburn cells” v epidermis - perinuklearni
vakuolizace, poskozeni jader lymfocyt(

mezibunécny otok

redukce poctu Langerhansovych bunek

pokles poctu zirnych bunék ve skare

otok endotelialnich bunék povrchovych krevnich cév

perivaskularni infiltrat v podkoznim tuku (T-lymfocyty,
neutrofily, monocyty/makrofagy)



Dlouhodobé vystaveni UV zareni muzZe indukovat
popaleniny druhého stupné tj .puchyre na kizi, silné bolesti
doprovazené pocitem na zvraceni.

Mediatory reakce jsou primarné prostaglandiny, takze
nesteroidni protizanétlivé latky mohou zlepsit stav.

Vicenasobné expozice vede k predcasnému starnuti a muze
vést k rakoviné kulze.
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Minimalni erytémova davka

Minimalni erytémova davka (MED)

* minimalni jednotliva davka UV zareni, ktera vyvola jasné ohraniceny erytém

e udava se v mJ/cm?2 nebo J/m?

* reciprocita — zaleZi pouze na davce absorbované v kizi, at uz byla absorbovana

po dlouhou ozarovaci dobu ze zdroje o nizké intenzité, nebo kratce ze zdroje o
vysoké intenzité (avSak neplati v meznich situacich - napr. lasery)

 MED zavisi na:
— Typu klZe a tloustce
— Mnozstvi melaninu a schopnosti tvorit melanin po ozareni
— Intenzita ozareni



VI.

Fototypy

Sest fototypud kGzZe na zakladé MED

Rozdéleni koznich fototypu je zaloZzeno na reakci vici sluneénimu
zareni v kvétnu-Cervnu v poledne po 45-60 minutach slunéni
(zemépisna Sirka 20 — 30 st.).

Vzdy zrudne, nepigmentuje
Zrudne, pigmentuje mirné
Zrudne zridka, pigmentuje
Nerudne, pigmentuje dobre
Trvale hnéda klize (arabové)
Trvale ¢ernohnédad klze (Cernosi)
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