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1 UVOD

Koza je komplexnym organom, ktory pokryva cely vonkaj$i povrch tela
a zabezpecuje mnozstvo funkcii, vratane ochrany pred exogénnymi faktormi. Pre
organizmus je mimoriadne dolezité zachovanie jej integrity, na ktorom sa podiela
epidermalna bariéra. lde o subor Specifickych dynamickych funkcii, ktoré zahfiaja
prevenciu areakciu na mikrobidlne organizmy a antigény, zmiernenie uc¢inkov
vystavovania UV ziareniu a G€inkov oxidacného stresu. V pripade, ze su tieto funkcie
narusené¢ vnutornymi alebo vonkajsimi faktormi a nie st kompenzované, dochadza aj
k zmene integrity koZe. Tento stav zvySuje nachylnost’ organizmu na chorobné stavy,
medzi ktoré patri napriklad atopicka dermatitida, pred¢asné starnutie koze a rakovina

koze.

Vo vsetkych typoch koZznych buniek je exprimovany ligandom aktivovany
transkripény faktor aryl uhlovodikovy receptor. Tento receptor je aktivovany
prostrednictvom ligandov endogénneho aj exogénneho pdvodu, ¢im je ovplyviovana
tkanivova homeostaza aj rozvoj patologickych stavov. Aktivacia signalnej drahy AhR
Vv kozi vhodnymi ligandmi mo6Ze podporit funkcie epidermalnej bariéry a viest
k zlepSeniu integrity koze. Naopak mnohé z environmentalnych faktorov, medzi ktoré
patri aj znec€istenie ovzdusia a UV ziarenie, maju karcinogénne ucinky alebo prispievaju
k predcasnému starnutiu pokozky prostrednictvom aktivacie signalizacie AhR. Vhodna
aktivacia alebo blokovanie signalnej drahy AhR méZu byt prospesné pri lie€be koznych

ochoreni a ochrane koZe pred Skodlivymi Gi€inkami environmentalnych faktorov.



2 CIELE PRACE
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3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Aryl uhPovodikovy receptor

Aryl uhl'ovodikovy receptor je ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory
patri do rodiny proteinov Per-Arnt-Sim (PAS). Podiela sa na kontrole expresie
detoxikacnych génov CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 a d’alSich enzymov metabolizujiacich
fazu II biotransformacie xenobiotik (Vrzal et al., 2004). AhR sa zac¢astiiuje biologickych
procesov, ktoré su podstatné pre tkanivovii homeostazu arovnako aj pre rozvoj
patologickych stavov (Rothhammer et Quintana, 2019).

K aktivacii AhR dochédza naviazanim ligandu, ktory mdze byt exogénneho
alebo endogénneho povodu. Medzi najznamejSie exogénne ligandy AhR patria
polycyklick¢ aromatické uhlovodiky (PAH), dioxiny vratane dibenzofuranov
a planarnych polychlérovanych bifenolov (PCB). Jednym z najsilnej$ich ligandov je
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). Agonistami AhR m6zu byt aj prirodzene sa
vyskytujice zluceniny, ako st indoly a niektoré flavonoidy. Medzi AhR ligandy patria aj
molekuly tvorené endogénnym metabolizmom, ako su FICZ
(6-formylindolo [3,2 b] karbazol), metabolity kyseliny arachidonovej alebo metabolity
kynureninovej drahy (Larigot et al., 2018).

3.1.1 Signalizacia aryl uhPovodikového receptoru

AhR obsahuje charakteristicky S$truktarny motiv helix-loop-helix (bHLH)
nachadzajici sa v N-koncovej doméne. Dalej sa sklad4 z C-koncovej variabilnej domény
a centralnej PAS domény, ktord méa dve degenerované opakovania A a B. Prave centralna
PAS doména sprostredkiiva heterodimerizaciu AhR s jadrovym translokatorom aryl
uhl'ovodikového receptora (ARNT). PAS doména sa podiela aj na rozpoznavani DNA,
vizbe ligandu a interakcii chaperéonov. bHLH doména je ddlezitd pri vizbe DNA
a dimerizacii. Transkripciu po vizbe DNA aktivuje transaktivacnd doména (TAD), ktora

je sticastou C-koncovej variabilnej domény (Stevens et al., 2009).



Neaktivny AhR je sucastou multiproteinového komplexu, ktory je okrem
AhR tvoreny dvomi HSP90 chaperénmi (90 kDa heat-shock protein), malym proteinom
p23 a proteinom XAP2. Tento chaperonovy komplex AhR zabezpecuje stabilitu
AhR v cytoplazme, zabranuje jeho transkripénej aktivacii, ale zaroven ho udrZiava
v konformacii s vysokou afinitou k jeho ligandom. Jedna molekula HSP90 je viazana na
oblast PAS v AhR adruhd molekula HSP90 interaguje V zdkladnej oblasti
helix-loop-helix a oblasti PAS. Chaperénovy komplex stabilizuje XAP2 priamou
interakciou sHSP90 a AhR. Pred degradaciou sprostredkovanou ubikvitinaciou
ho chrani ko-chaperon p23, ktory tiez zabezpecuje cytoplazmatickt lokalizaciu AhR.
Cytoplazmatick lokalizaciu AhR zvySuje XAP2 inhibiciou interakcie komplexu
AhR s importinom-p ~ (Rothhammer et Quintana, 2019). Sucastou tohto
multiproteinového komplexu AhR je aj protein kindza SRC zucastiiujica sa prvotnych
krokov aktivacie AhR po vézbe ligandu. Protein kindza SRC sa nasledne podiela na

negenomickych mechanizmoch signalizacie AhR (Enan et Matsumura, 1996).

Pomocou AhR méze byt aktivovanych viacero signalnych drah. Jednou z nich
je genomicka signalna draha, v ktorej sa AhR po naviazani ligandu translokuje do jadra
a dochadza k disociacii multiproteinového komplexu (vid’ Obr. €. 1). Transport proteinu
do jadra je sprostredkovany interakciou AhR s transportinom a importinom-f
(Rothhammer et Quintana, 2019). Po translokacii do jadra sa AhR viaze na ARNT
(AhR jadrovy translokator) za vzniku aktivneho heterodiméru, ¢o poskytuje kompletny
transkripény faktor v jadrovom kompartmente buniek. Tento heterodimér AhR-ARNT
viaze Specifické sekvencie DNA, ktoré si lokalizované¢ v promotérovych oblastiach
cielovych génov. Heterodimér AhR-ARNT sa bud viaze na Specifické oblasti
DNA oznacované DRE (dioxin-responsive elements) alebo XRE (xenobiotic-responsive
elements), ktoré obsahuju 5'-TNGCGTG-3" motiv. Nasledne je upregulovana transkripcia
cielovych génov. Po exporte z jadra dochédza k proteazomalnej degradacii AhR, ktora
zahfna jeho kovalentni vézbu ubikvitinu. V genomickej drédhe AhR je jednym
z cielovych aktivovanych génov AhR represor (AhRR). AhRR kvoli absencii PAS B
domény nie je schopny viazat’ ligandy a jeho C-variabilnd doména je transrepresorovou
doménou. AhRR viaze korepresory zapojené do negativnej regulacnej slucky pre
AhR a svojou vidzbou na ARNT a nasledne XRE potlaca aktivitu AhR. Proteozomalna

degradiacia AhR anegativna regulacna slucka tak zabezpecujii ochranu biologickych



systtmov pred nadmernou stimuldciou a zarovein docasnu kontrolu signalizacie

(Hahn et al., 2008).
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Obr. ¢. 1: Genomicka draha AhR (prevzaté z Larigot et al., 2018).

Identifikovanych bolo aj niekol’ko negenomickych drah (vid’ Obr. €. 2). V pripade
expozicie TCDD dochadza prostrednictvom negenomického pdsobenia ligandom
aktivovaného AhR k rychlemu zvySeniu intraceluldrnej koncentracie vépnika. Tento
pritok vapnika aktivuje proteinkinazu C (PKCa), ktord fosforyluje serinovy zvySok
cytosolickej fosfolipazy A2, ¢o vedie k produkcii kyseliny arachidénovej. TCDD tiez
sposobuje uvolnenie tyrozinkinazy SRC z komplexu AhR, ¢im dochadza k jej funkénej
aktivacii. Jej uvolnenie z komplexu AhR moéZe byt sprevadzané aktivaciou fokalnej
adhéznej kinidzy a modifikaciou adhéznych vlastnosti bunky naruSenim fokalnych
adhéznych bodov (Tomkiewicz et al., 2013). Dalej moze aktivaciou SRC dojst aj
k aktivacii MAP kinaz, ERK1 a ERK2. Tieto procesy sa zbiehaju, ¢o vedie k transkripcii
cyklooxygenazy 2 (COX2), ktora vyuziva kyselinu arachidonova k produkcii
prostaglandinov spdsobujucich zapal. TCDD tak aktivuje negenomické signdlne drahy,

ktorych ucinok pretrvava dlht dobu a vedie k stimulacii zapalu (Matsumura, 2009).
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Obr. ¢. 2 : Negenomicka draha AhR (prevzaté z Larigot et al., 2018).



3.2  Vplyv AhR na atopicku dermatitidu

Pri udrziavani homeostazy koze zohrava doleziti ulohu signalizacia AhR tym, Ze
reguluje metabolizmus environmentalnych toxinov, oxida¢ného stresu, fotoindukovanej
reakcie, diferenciacie keratinocytov a epidermalnej bariéry. VSetky typy koznych buniek
exprimuju AhR a zaroven sa v kozi vyskytuji jeho exogénne aj endogénne ligandy
(Esseret al., 2013). Podla viacerych S$tadii mdéze AhR po aktivacii niektorymi
exogénnymi ligandmi vyvolat’ termindlnu diferenciaciu, zvyS$it hladiny expresie
antimikrobidlnych proteinov a proteinov, ktoré suvisia s epidermélnou bariérou, ¢im
prispieva k jej funkcii (van den Bogaard et Perdew, 2021). Pri niektorych koznych
ochoreniach je ziadice blokovanie aktivacie AhR a naopak v niektorych pripadoch je

prospesna prave stimulacia jeho aktivacie.

3.2.1 Koza a epidermalna bariéra

KoZza je najviacSim organom, ktory pokryva cely vonkaj$i povrch tela.
Pre organizmus zabezpecCuje ochranu pred exogénnymi faktormi, zucastiiuje sa na
metabolickych a imunologickych procesoch, ma resorpénti a termoregula¢nt funkciu a je
prvou liniou obrany proti patogénom. Ide o komplexny organ zloZeny z mnozstva typov
buniek a mikrostruktir, ktoré sa navzajom podiel’aju na podpore homeostazy tela. Ma tri
hlavné vrstvy hypodermis, dermis a epidermis. NajhlbSou vrstvou koZe je hypodermis
pozostavajica najma z tukového tkaniva. Za nou nasleduje hruba vrstva spojivového
tkaniva dermis. Je tvorena z elastinu a kolagénu, ktoré zabezpecuju pevnost’ a pruznost’
koze. V dermis sa nachadzajii nervové zakoncenia, krvné a lymfatické cievy, vlasové
folikuly, potné a mazové zl'azy. Je rozdelend na papilarnu dermis, ktora tvori hornu vrstvu
a retikularnu dermis tvoriaca spodnu vrstvu. VonkajSia vrstva kozZe epidermis priamo
chrani telo pred vonkajSim prostredim. Ide o vrstveny skvamoézny epitel zloZzeny
zo Styroch vrstiev. NajhlbSou vrstvou epidermis je stratum basale obsahujica
melanocyty, keratinocyty a kmetiové bunky. Dalej nasleduje vrstva stratum spinosum
s dendritickymi bunkami. Stratum granulosum obsahuje bunky s keratohyalinovymi
granulami a lamelarnymi granulami. V hrubsej kozi na dlaniach a chodidlach sa nachadza

stratum lucidum zlozené zeleidinu, ktory vznika transformaciou keratohyalinu
7



(Yousef et al., 2022). Najvrchnej$ia vrstva epidermis je stratum corneum tvorena
sploStenymi, bezjadrovymi korneocytmi, ktoré st obklopené plandrnymi lamelami

obohatenymi o ceramidy, cholesterol a vo'né mastné kyseliny (Elias, 2008).

Epidermalna bariéra je subor Specifickych funkcii, medzi ktoré patri udrziavanie
obsahu vody a rovnovahy, prevencia a reakcia na mikrobidlne organizmy a antigény,
znizenie ucinkov vystavovania ultrafialovému ziareniu (UV) azmiernenie ucinkov
oxidacnych stresov. Vsetky tieto funkcie st dynamické a zabezpeCuji udrziavanie
zdravej pokozky. Tymto spdsobom je pomocou epidermalnej bariéry udrziavana integrita
koze. Pre bariérovlii funkciu koze audrzanie hydraticie je dolezita vrstva stratum
corneum (SC). Zakladnymi zlozkami SC st termindlne diferencované keratinocyty,
tzv. korneocyty obklopené vysoko organizovanou lipidovou matricou. Vo vnutri
korneocytov st pomocou filagrinového proteinu agregované keratinové filamenty.
Filagrin (FLG) je tiez spolu s dalSimi proteinmi zosietovany do zrohovateného
bunkového obalu, ktory sluzi ako skelet pre extracelularnu lipidova matricu. Produkty
degradacia FLG sa z Casti podiel'aji na schopnosti zadrZiavat' vodu a udrZiavat’ kyslé
pH SC regulaciou aktivity viacerych enzymov. Mutacie straty funkcie vo FLG
su hlavnym determinantom jeho expresie v kozi (Thomsen, 2014). Ceramidy, cholesterol
amastné kyseliny su zdkladnymi zlozkami medzibunkovej lamelarnej lipidovej
membrany. Vplyvom exogénnych faktorov mézZe dochadzat’ k zmenam integrity SC, ¢im
dojde k zvySeniu transepidermalnej straty vody (TEWL) a zmene proteinov a lipidov
v SC. Ak nie je zabezpeCena kompenzacia tychto faktorov, tak dochadza k strate
elasticity koze, jej zvySenej rigidite, netiplnej deskvamacii a epidermélnej proliferacii.
Jedinci trpiaci atopickou dermatitidou, psoridzou, ichty6zou a inymi chorobnymi stavmi,
vykazuju inherentné poruchy SC a Vv pripade, Ze dochadza aj k pdsobeniu exogénnych
a endogénnych faktorov, je narusena funkéna integrita SC a funkcia epidermalnej bariéry

(Rosso et al., 2016).

3.2.2 Atopicka dermatitida

Atopickd dermatitida (AD) je chronické zdpalové ochorenie koze, ktorého
klinickymi a histopatologickymi znakmi su erytém, strata epidermélnej bariérovej

funkcie, medzibunkovy epidermdlny edém a apoptdza keratinocytov. NajCastejSie je
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AD lokalizovana na tvari, krku a ohyboch koncatin. Podl'a poslednych odhadov je
prevalencia tohto ochorenia 15-20 % u deti a 1-3 % u dospelych (Nutten, 2015). Medzi
kritické faktory pre vznik atopickej dermatitidy patri geneticka predispozicia, naruSenie
epidermalnej bariéry a dysreguldcia imunitného systému. PredovSetkym defekty
Vv epidermalnej bariére patria medzi Casté patologické nalezy v kozi s AD. Pre spravne
fungovanie epidermalnej bariéry su kluCové medzibunkové proteiny, FLG,
transglutaminazy a keratin. K inicidcii ochorenia prispieva aj abnormalne vystavenie
vonkaj$im spusStacom, ako su napriklad alergény, ktorym ulahcuju prenikanie do

pokozky prave defekty tychto proteinov (Kim et al, 2019).

Eozinofilia v periférnej krvi a zvySené sérové koncentracie IgE su typické pre
vacsinu pacientov s AD. Koza tvori rozhranie medzi vonkajs$im prostredim a systémovou
imunitnou odpoved’ou. To jej umoziuje priamo reagovat s alergénmi, ktoré su
aplikované epikutanne a tak ovplyviiovat’ systémovu alergickt reakciu. Az u 80 % deti
s AD sa vyvinie alergicka rinitida alebo astma, ¢o vedie k predpokladu, ze alergénova
sensibilizacia cez kozu predisponuje I'udi k ochoreniam dychacich ciest (Beck et Leung,
2000). So sérovymi koncentaciami IgE nepriamo koreluje interferdn vy, pri ktorom prave
mononukledrne bunky periférnej krvi pacientov s AD maju znizent kapacitu na jeho
produkciu. Toto moze byt sposobené nedostatkom IL-18, ktory je induktorom produkcie
interferonu y (Higashi et al.,2001) . U pacientov s AD je zvysSena frekvencia Th2 buniek,
ktoré produkuju IL-4, IL-5 a IL-13, ale malé mnozstvo interferonu y (van Reijsen et al.,
1992). Prave IL-4 a IL-13 su jediné cytokiny podporujuce izotopovu zmenu na IgE.
Indukuju aj expresiu molekul vaskuldrnej adhézie, ktoré sa podielaji na infiltracii
eozinofilov a znizuju aktivitu cytokinov typu Thl. Interferon y naopak inhibuje syntézu
IgE a proliferaciu Th2 buniek (Leung et Bieber, 2003).

Strata funkénych mutécii FLG je dalS§im znakom AD, ktory je pozorovany
u mnohych jedincov trpiacich atopickou dermatitidou. Tato strata funkénych mutacii
ovplyviiuje epidermdlnu bariéru, o nésledne vedie k penetracii antigénu do spodnych
vrstiev epidermis, aktivacii imunitnej odpovede a naruSeniu homeostazy vody (Drislane
et Irvine, 2020). FLG je kodovany génom v epidermalnom diferenciacnom komplexe
(EDC), ktory je lokalizovany na chromozdéme 1q21.3. Gén FLG kéduje prekurzorovy
protein pro-FLG zloZeny z hydrofobnych aminokyselin, ktory je za normalnych okolnosti
proteolyticky Stiepeny a defosforylovany na FLG monoméry. Nasledne st produktami

degradacie FLG kyselina urokanova a kyselina pyrolidinkarboxylova, ktoré prispievaji
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Kk hydratacii SC a udrziavaniu kyslého pH pokozky (Kim et al., 2019). FLG nulové
mutécie narusuju funkcie epidermalnej bariéry, ¢im zvySuja riziko AD. K tUplnej strate
produktov FLG vedi mutacie R501X a 2282del4 FLG (Palmer et al., 2006). ZniZzena
expresia FLG znamena nizky keratohyalin typu F, ¢o vedie k nedostatku
keratohyalinovych granul. Ich nedostatok sposobuje narusenie vrstvy stratum
granulosum atoto narusenie ovplyviuje diferenciaciu arast normalneho SC.
Homozygotné mutacie FLG zvysuju riziko skorého néstupu tazsej AD, ktora pretrvava
dlhodobo a je sprevadzana koznymi infekciami. Na znizenych epidermalnych hladinach

FLG sa podielaju aj enviromentalne faktory (Drislane et Irvine, 2020).

Zvysené riziko AD je spojené tieZ s imunitnou dysregulaciou a zmenami
v signalnej drahe Th2. Signalizacia Th2 cytokinov IL-4/IL-13 spdsobuje downregulaciu
FLG, lorikrinu (LOR) a involukrinu (IVL) prostrednictvom aktivacie STAT6 (signal
transducer and activator of transcription 6). Downregulacia FLG, LOR a IVL vedie
k zhorSeniu epidermalnej terminalnej diferenciacie, ktorej vysledkom je bariérova
dysfunkcia (Furue et al., 2019). Th2 cytokiny tiez inhibuji expresie antimikrobialnych
peptidov (AMP), ktoré su produkované keratinocytmi. Imunomodulacné vlastnosti
AMP zabezpecuju aktivaciu imunitnych buniek pri obrane hostitel'a proti infekcidm.
Preto ich znizend expresia ndsledne vedie k vysSej ndchylnosti ku kolonizacii
Staphylococcus aureus, ktord potom moze viest' k zhorSeniu AD (Kim et al., 2019).
Rovnako produkcia cytokinu IL-17 znizuje expresiu FLG a IVL. S abnormalnymi
epidermalnymi markermi, ktorymi su keratin 6 a keratin 16 je spajany 1L-22 (Nograles
et al., 2009).

Lipidova membrana organizovana v lamelarnych telieskach vypliajuca priestor
medzi korneocytmi je tvorena ceramidmi, mastnymi kyselinami a cholesterolom.
Na udrzanie integrity epidermalnej bariéry su dolezit¢é najmd hlavné triedy lipidov.
Ceramidy EO s dlhym ret'azcom su kovalentne viazané na proteiny zrohovateného obalu
a tvoria povrch korneocytov. U pacientov s AD, u ktorych doslo ku kolonizacii S. aureus
dochédza prostrednictvom cytokinov Th2 spdsobom zavislym od STAT6 k zniZeniu

hladin ceramidov EO a voI'nych mastnych kyselin s dlhym retazcom (Kim et al., 2019).

U kozi AD pocas vzplanutia dochadza k znizeniu bakteridlnej diverzity, ktord je
spojena so zvySenym vyskytom Staphylococcus a Corynebacterium (Bjerre et al., 2017).
Prave Styphylococcus aureus kolonizujici kozu spdsobuje rozvoj AD upregulaciou
prozapalovych cytokinov TSLP, IL-4, IL-12 a IL-22. Je schopny vyvolat' expanziu
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B-buniek nezavislu od T-buniek a tieto procesy potom vedu k vychyleniu Th2 a zapalu
koze (Nakatsuji et al., 2016).

3.2.3 Vplyv aktivicie AhR na rozvoj atopickej dermatitidy

AhR je exprimovany vo vsetkych typoch koznych buniek, ¢im sa podiel'a na
patogenéze roznych koznych ochoreni. Pozitivne alebo negativne dosledky aktivacie
AhR v kozi zavisia od pritomnosti alebo nepritomnosti patologického stavu, Specifického
ligandu, ktory spusta aktivaciu alebo inhibiciu AhR a d’alSich faktorov (Furue et al.,
2019). V zdravej koZi je AhR konstitutivne aktivny a jeho signalizaéné procesy su pevne
vyvazené.

Atopickd dermatitida je spdsobend komplexnou interakciou imunitnej
dysregulécie, epidermalnych génovych mutacii a faktorov prostredia, ktoré nartSaji
epidermis a tym spdsobuju intenzivne svrbivé kozné 1ézie. Tento chronicky zapal koze je
Casto spajany s hyperreaktivitou na enviromentalne spustace (Leung et Bieber, 2003).
Podrla stadii s prevalenciou AD pozitivne koreluju tuhé cCastice v znecisteni ovzdusia.
Medzi hlavnu organicku zloZzku tuhych Castic patria polycyklické aromatické uhl'ovodiky
(PAH). Su schopné, vd’aka svojej lipofilnej povahe, 'ahko prenikat’ do vrstvy stratum
corneum a vyvolavat’ zapal (Hidaka et al.,2017).

3.2.3.1 Neurotroficky faktor artemin

Znecistujuce latky v ovzdusi obsahujt organické zlozky schopné aktivovat’ AhR.
Ide predovsetkym o polycyklické aromatické uhlovodiky, ktoré prenikaju do vrstvy
stratum corneum a su dlhodobo zadrziavané v kozi. PAH st ligandmi AhR a spdsobuji
jeho aktivaciu, ktord je nasledovana expresiou génov kodujucich detoxikacné enzymy

(Hidaka et al., 2017).

V §tadii, ktord vykonal Hidaka a kolektiv bol pomocou transgénnej mysi
analyzovany uc¢inok chronickej expozicie PAH na kozu. Jej keratinocyty boli schopné

exprimovat’ konstitutivne aktivnu formu AhR (AhR-CA) pod kontrolou promotéra génu
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kodujuceho keratin-14, ktory je exprimovany v Keratinocytoch.V pociatocnej faze
vyskumu bolo dolezité zistit’ do akej miery st mySi AhR-CA schopné vyvijat’ fenotypy
podobné AD. Hodnoteny bol alergicky zéapal koze, svrbenie a bariérova dysfunkcia.
U mysi AhR-CA bola zvysSena expresia génov kédujucich prozapalové cytokiny a gény
koédujuce produkty pribuzné Th2. Na rozdiel od pacientov s AD, u ktorych su pozorované
dysfunkcie a downregulacie FLG, u transgénnych mysi bol FLG zvyseny. Rovnako doslo
v epidermis mysi aj kupregulacii génov kodujucich molekuly, ktoré suvisia
s epidermalnou bariérou. Zaver tejto Stadie naznacuje, Zze AhR-CA mysi vyvijali fenotypy

podobné AD vyvolané enviromentalnym faktorom (Hidaka et al., 2017).

Tymto spésobom boli vyvinuté fenotypy podobné AD, vdaka ktorym bolo
nasledne zistené, Ze chronickd aktiviacia AhR Specifickd pre keratinocyty vyvolala
aloknézu expresiou neurotrofického faktora arteminu. Gén ARTN, ktory koduje artemin,
bol identifikovany ako cielovy gén AhR Specificky pre keratinocyty. ARTN bol
identifikovany ~ pomocou  analyzy  keratinocytov  exprimujucich ~ AhR-CA
imunoprecipitaciou chromatinu a sekvencovanim (ChIP-seq). Expresia arteminu,
aloknéza a alergicky zapal v kozZi mySi vyvolany prostrednictvom AhR, boli zvySené

vplyvom latok znecist'ujucich ovzdusie (Hidaka et al., 2017).

Rovnako pozitivne koreluje aktivacia AhR sexpresiou ARTN v epidermis
pacientov s AD. V porovnani s epidermou zdravych jedincov bola v epiderme pacientov
s AD zvysena expresia ARTN a CYP1A1. Medzi expresiou ARTN a CYP1A1 bola mierna
korelacia naznaCujiica, ze os AhR-artemin prispela k patogenéze AD. U pacientov
s AD bola pozorovana aj epidermdlna hyperinervacia nervami PGP9.5, ktora je v stlade
so zvySenou expresiou arteminu. Silnd aktivacia AhR zvySujuca zapal u pacientov
s AD je sprevadzand vysokou expresiou TSLP (thymic stromal lymphopoietin). TSLP je
ktirickym medidtorom imunitnych odpovedi typu 2 apromotorom ochoreni
sprostredkovanych Th2 bunkami, medzi ktoré patri aj AD. Genetické varianty TSLP
ovplyviluju zavaznost' a pretrvavanie AD. Pomocou HEKns a HaCaT buniek bolo
skimané ¢i latky znecist'ujiice ovzdusie zvySuju upregulaciu ARTN v zavislosti od AhR.
Tieto bunky boli vystavené DEP (diesel exhaust particles), s predbeznym oSetrenim
GNF351, ¢o je antagonista AhR, alebo bez tohto oSetrenia. OSetrenie antagonistom
zmiernilo DEP-indukovant upregulaciu ARTN a CYP1Al v HEKns a HaCaT bunkach.
V bunkéach bez predbeZnej Upravy bola po podani DEP indukovand expresia ARTN
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a CYP1Al. Latky znecistujice ovzduSie vtomto pripade sposobili v zavislosti od

AhR upregulaciu ARTN mRNA v l'udskych keratinocytoch (Hidaka et al., 2017).

Tato Studia preukazuje, ze latky znecCistujuce ovzduSie si schopné aktivovat
AhR v keratinocytoch, ¢o sposobi indukciu réznych fenotypov podobnych AD. Tato
Specificka aktivacii AhR v keratinocytoch indukuje ciel'ové gény AhR, ktorymi su ARTN,
TSLP a IL33. Dolezita bola identifikdcia ARTN ako cielového génu AhR, ktorého produkt
artemin indukuje epidermalnu hyperinervaciu nervami TRPV1 aaloknézu u mysi
AhR-CA, ktoré boli v tomto vyskume pouzité (Hidaka et al., 2017). Artemin patri spolu
S neurturinom a persephinom do rodiny neurotrofickych faktorov odvodenych z linie
neurotrofickych faktorov odvodenych od gliovych buniek (GDNF). Viaze protein GFRa3
ukotveny v glykozylfosfatidylinozitole a receptorovii tyrozinkinazu Ret. K expresii
receptora  GFRa3  dochddza  primarne v perifernom nervovom  systéme
Vv subpopulécii nociceptivnych senzorickych neurénoch ganglii spindlneho ganglionu.
Tie koexprimuju receptorové tyrozinkinazy Ret a TrkA a termosenzitivny kanal TRPV1
(Elitt et al., 2006). Nadmernou expresiou arteminu v epidermis doslo k indukcii expresie
TRPV1 a TRPA1 v primarnych aferentnych nervoch. Tieto pozorovania podporuji
navrh, ze produkcia arteminu v epidermis je dostato¢na na vyvolanie intraepidermalneho

predizenia nervov suvisiacich so svrbenim (Hidaka et al., 2017).

K AhR ligandom patria nedegradovatelné exogénne ligandy a degradovatelné
prirodné ligandy, ktoré aktivaciou AhR mézu vyvolavat indukciu expresie réznych
suborov génov. V tomto pripade indukovala chronickd lokélna aplikdcia DMBA
(7,12-dimetylbenz[a]antracén) fenotypy podobné AD. Tento exogénny ligand je
nedegradovatel'ny a zostava v kozi, ¢im dochadza k predizenej aktivacii AhR. Naopak pri
lokalnej aplikacii endogénneho ligandu FICZ (6-formylindolo[3,2-b]karbazol)
nedochadza k indukecii fenotypov podobnych AD. Predpokladé sa, Ze lokéalne aplikovany
FICZ je rychlo metabolizovany, ¢o vedie k jeho degradacii pred indukciou cielovych
génov AhR, ktoré stvisia s AD. Podla tychto zisteni je na vyvolanie svrbivych
symptomov AD potrebna dlhodobé aktivacia AhR latkami znecistujicimi ovzdusSie.
Napriek tomu, ze AhR sprostredkiva indukciu fenotypov podobnych AD u mysi, stale
nie jasné ¢i os AhR-artemin je pri¢inou vyvoja 'udskej AD (Hidaka et al., 2017).
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3.2.4 Obnova koZnej bariéry zavisla na AhR

Patogenéza atopickej dermatitidy je riadend bunkami adaptivneho imunitného
systému, predovSetkym Th2 lymfocytmi. Z nich odvodené cytokiny IL-4 alL-13
sposobom zavislym od STAT6 prispievaji k rozvoju ochorenia a jeho symptomom. AD
je zéaroven iniciovanad nadmernym vystavenim vonkaj$im spustacom, ako st napriklad
alergény. Taktiez moze byt spdsobena narusenou funkciou koznej bariéry vplyvom
mutacii suvisiacich so stratou funkcie v géne filagrin. S AD je spojend jeho
haploinsuficiencia aj (iplna strata, a riziko rozvoja ochorenia je uréené mnozstvom jeho
opakovani (van den Bogaard et al., 2013). Okrem FLG prispievaju k tvorbe epidermalne;j
bariéry a obnoveniu integrity koze aj proteiny involukrin (IVL) a lorikrin (LOR). Tieto
proteiny su taktiez downregulované prostrednictvom nadmernej expresie 1L-4 a IL-13,
ktora je typicka pre akatnu AD (Kim et al., 2008). Expresia FLG a LOR je upregulovana
prostrednictvom signalizdcie AhR/ARNT, ktord aktivuje transkripény faktor podobny
OVO 1 (OVOL1). Expresia IVL je pomocou AhR upregulovana nezavisle od OVOLI.
Tymto spdsobom signalizdicia AhR/ARNT wurychluje epidermélnu terminalnu
diferenciaciu a pomaha oprave poSkodenej epidermélnej bariéry. Vhodnou aktivaciou
AhR moze byt inhibovany cytokinmi (IL-4/IL-13) aktivovany transkripéni faktor
STATS®, ¢im tiez pomaha zvySeniu expresie FLG, LOR a IVL (Furue et al., 2019).

3.24.1 Lokalna aplikacia uhol’ného dechtu

AhR je exprimovany kazdym typom koZnych buniek, vratane keratinocytov,
sebocytov,  fibroblastov,  melanocytov, endotelovych  buniek, lymfocytov
a Langerhansovych buniek. Prostrednictvom aktivacie AhR je regulovana expresia
proteinov epidermalnej bariéry a urychl'ovana diferenciacia terminalnych keratinocytov.
Pri Specifickej aktivacii AhR modze byt modulovand homeostdza koze akozné

patologické procesy, ku ktorym patri aj AD (Fernandez-Gallego et al.,2021).

Jednou z najstar$ich terapii atopickej dermatitidy je lokalna aplikacia uhoI'ného

dechtu. Uhol'ny decht je vedlajSim produktom destruktivnej karbonizicie a destilacie
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uhlia. Obsahuje viac ako 10 000 zlucenin, ktoré st zlozené z priblizne 48 % uhl'ovodikov,
42 % uhlika a 10 % vody. Obsahuje aj vel'ké mnozstvo polycyklickych aromatickych
uhl'ovodikov (PAH). Tieto PAH si metabolizované a detoxikované pomocou
keratinocytov, v ktorych dochadza k aktivacii cytoplazmatického transkripéného faktora
AhR. Nasledne AhR indukuje enzymy CYP450. Uhol'ny decht je teda schopny aktivovat’
signalnu drahu AhR, ¢o podl'a stadie van des Bogaard a kolektivu vedie k zvySenym
hladinam FLG ainhibicii signalnej drahy IL-4/STAT6. Aktivacia AhR vplyvom
uhol'ného dechtu teda vedie k zvySenej epidermalnej diferenciécii, ¢im sa zvySuje funkcia
epidermélnej bariéry a tlmi reakcia keratinocytov na cytokiny, ktoré sa podielaji na
rozvoji AD. AhR zohrava doélezitu ulohu v molekularnom mechanizme liecby

AD pomocou lokalnej aplikacie uhol'ného dechtu (van den Bogaard et al., 2013).

Tato Stadia van des Bogaard a kolektivu skiimala molekuldrne mechanizmy liecby
atopickej dermatitidy pomocou aplikacie uhol'ného dechtu. V prvej Casti vyskumu bolo
zistené, ze uholny decht je schopny aktivovat AhR v kultivovanych dospelych
primérnych l'udskych keratinocytoch a po naviazani ligandu dochadza k jeho translokacii
do jadra. Vplyvom aktivacie AhR dochadza v Kkeratinocytoch K zvySeniu expresie
CYP1Al aCYPIBI. Uholny decht spdsobuje aj na koncentracii zavislu indukciu
epidermalnych diferenciaénych génov FLG, hornerinu (HRNR) a IVL. Aby sa potvrdilo
toto zistenie, bol skimany knock-down AhR, ktory bol sprostredkovany pomocou siRNA
Vv keratinocytoch. Tymto spdsobom doslo k zniZeniu expresie AhR 0 79 % a zaroven aj
k znizeniu cielového génu CYP1Al 082 %. Knock-down AhR spdsobil aj pokles
expresie epidermalnych diferenciaénych génov FLG a HRNR, ktora bola indukovana
uhol'nym dechtom. Na zaklade tychto udajov je mozné tvrdit, Ze uhol'ny decht indukuje
epidermalnu diferenciaciu regulovanu signalnou drahou AhR, ked’ze je schopny vyvolat’
expresiu filagrinu v skorych stadiach diferenciacie keratinocytov (van den Bogaard et al.,
2013).

Pomocou organotypickych modelov T'udske; koze boli hodnotené tuc¢inky
uhol'ného dechtu pocas epidermalnej morfogenézy. Prvé 3 dni prebiehala submerzna
kultivacia koznych ekvivalentov a na 4. den doslo kich zdvihnutiu na rozhranie
vzduch-kvapalina, pricom bolo doplnené kultivacné médium uhol'nym dechtom. Plne
vyvinuta epidermis bola pozorovana u ekvivalentov koZe oSetrenych uhol'nym dechtom
po 4 dioch kultivacie na rozhrani vzduch-kvapalina. Tieto oSetrené kozné ekvivalenty

produkovali od Stvrtého diia termindlne diferencovné bunky, ¢im doSlo na 10. defi na
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rozhrani vzduch-kvapalina k vzniku hrubej vrstvy stratum corneum. Rovnako doslo
Vv koznych ekvivalentoch osetrenych uhol'nym dechtom k vysokej hladine expresie FLG,
LOR a HRNR uz na 4. den,, pricom st za normalnych okolnosti exprimované od 6. dia
kultivacie. Na rozdiel od toho u ekvivalentov neoSetrenej koze bola plne vyvinutd
epidermis az po 10 ditoch pdsobenia vzduchu (vid’ Obr. €. 3). To potvrdzuje, Ze oSetrenie
uholnym dechtom in vitro vedie k zrychlenej epidermalnej diferenciacii, ktora je
sprevadzana indukovanou expresiou termindlnych diferenciatnych proteinov

(van den Bogaard et al., 2013).
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Obr. ¢. 3: Vplyv uhol'ného dechtu na zrychlenie epidermdlnej diferencidcie (prevzaté

z van den Bogaard et al., 2013).

(A) Ekvivalenty l'udskej koze kultivované na rozhrani vzduch-kvapalina v pritomnosti
uhol'ného dechtu. Kontrolna vzorka kultivovana v nepritomnosti uhol'ného dechtu.

(B) Imunohistochemické farbenie filagrinu, lorikrinu a hornerinu v koznych
ekvivalentoch na 4.den kultary na rozhrani vzduch-kvapalina v pritomnosti alebo
nepritomnosti uhol'ného dechtu. (Vysledky su reprezentativne pre 3 darcov
keratinocytov). Mierka: 100 um

(C) Pomocou Western blottingu stanoveny filaggrin a lorikrin v koznych ekvivalentoch

ooSetrenych uhol'nym dechtom a bez jeho pritomnosti.
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Na keratinocytoch od zdravych dobrovolnikov a pacientov s AD, s genotypom
divokého typu alebo heterozygotnou muticiou vo FLG, bol skimany vplyv liecby
uholnym dechtom na zvySenie expresie FLG. Po oSetreni uholnym dechtom doslo
k znacnej expresii filagrinového proteinu vo vrstve stratum granulosum v koznych
ekvivalentoch keratinocytov s heterozygotnou mutaciou. Pritomnost’ 2 intaktnych alel
FLG v keratinocytoch divokého typu spdsobila silnejSiu reakciu na aplikdciu uhol'ného
dechtu. Rovnako bola po oSetreni uhol'nym dechtom upregulovana aj expresia proteinu
HRNR. K silne indukovanej expresii FLG a HRNR doslo v kozi 1ézii s AD uz po 3 ditoch
liecby uhol'nym dechtom. Zatial ¢o pred liecbou je ich expresia vyrazne nizSia
a diskontinualna v porovnani s normalnou kozou. Vplyvom uhol'ného dechtu bola v kozi
1ézii s AD tieZ vyrazne upregulovand expresia lorikrinovych a involukrinovych proteinov

in vitro aj in vivo (van den Bogaard et al., 2013).

V dalSej Casti vyskumu boli kozné ekvivalenty stimulované IL-4 a IL-13, aby
doslo k indukcii fenotypu AD in vitro. IL-4 a IL-13 spdsobuju spongidzu, apoptdzu a tiez
znizuju expresiu [VL a LOR pomocou signalnej drahy STAT6. Uhol'ny decht v koZnych
ekvivalentoch stimulovanych IL-4 a IL-13 zabranil vyskytu spongidzy a apoptdzy (van
den Bogaard et al., 2013). S AD je spojena aj eozinofilia, ktorej stupen koreSponduje S jej
zavaznostou. V koznych 1éziach u pacientov s AD dochadza aj k vysokej upregulacii
CCL26, ktory je chemokinom pre eozinofily. Prostrednictvom neho aktivované
eozinofily nasledne uvolfiuju cytotoxické granulované proteiny, ktoré spdsobuji
poSkodenie tkaniva. Vysoka expresia CCL26 v keratinocytoch je stimulovand IL-4
prostrednictvom signalnej drahy STAT6 (Bao et al., 2012). V ekvivalentoch AD koze bol
preto analyzovany aj CCL26 po oSetreni uhoI'nym dechtom a zistilo sa, Ze hladiny jeho
expresie po stimulacii Th2 cytokinom boli vplyvom uhol'ného dechtu zniZené na troven
CCL26 v kontrolnych vzorkach. kontrolnych vzoriek. Uhol'ny decht teda interferuje
s odpoved’ou keratinocytov po stimulacii Th2 cytokinmi. Uginky Th2 cytokinov pdsobia
prostrednictvom signalnej drdhy STAT6, ktora bola rovnako testovana na vplyv
uholI'ného dechtu. Pomocou Western blottingu bolo stanovené, ze stimuléacia I1L-4 a IL-13
indukuje fosforylaciu STAT6 v keratinocytoch. Nasledne boli tieto keratinocyty
stimulované Th2 doplnené uhol'nym dechtom na 6 hodin. V tychto bunkovych lyzatoch
boli pozorované znizené hladiny pSTAT6, Co je substrat pre protein tyrozin fosfatazu
1B (PTPN1). Oxidacny stres vyvolany stimulaciou Th2 cytokinov v keratinocytoch
sposobuje oxidacnl inaktivaciu PTPNI a tym dochadza k trvalej fosforylacii STAT6.
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AhR je senzor redoxného systému proti oxidacnému stresu a reguluje NRF2 (nuclear
factor erythroid 2-related factor 2), o je hlavny spina¢ redoxného mechanizmu. Vplyvom
uhol'ného dechtu dochadza k jadrovej translokacii NRF2 a indukcii jeho cielového génu
NQO1 (NAD(P)H quinone dehydrogenasel) v keratinocytoch. Tymto spésobom aktivuje
uhol'ny decht signalizdciu NRF2, ktord moze inhibovat’ oxidacny stres indukovany
Th2 a vedie k defosforylacii STAT6. Je teda aktivovana draha antioxida¢ného stresu, ¢im
dojde k zruseniu zapalovej signalizatnej kaskady STAT6, ktord je sprostredkovana

IL-4 a IL-13 (van den Bogaard et al., 2013).
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Obr. ¢. 4: Molekularny model mechanizmu terapie uhol'nym dechtom (prevzaté z van den
Bogaard et al., 2013).

Lokalna aplikacia uhol'ného dechtu aktivuje AhR, ktory svojou signalnou drdhou
reguluje indukciu epidermalnej diferenciacie. Zrychlena epidermélna diferencidcia je
sprevadzana indukovanou expresiou terminalnych diferencianych proteinov,
predovSetkym filaggrinu, lorikrinu a hornerinu. TaktieZ normalizuje histopatologické
a molekularne znaky atopickej dermatitidy. Uhol'ny decht je schopny aktivovat’ signalnu
drahu AhR/NRF2, ktord umoziiuje detoxikéciu reaktivnych foriem kyslika. To zabraiiuje
oxida¢nej inaktivacii PTPN1 avedie K znizeniu signalizacie STAT6 aktivovanej
cytokinmi IL-4 a IL-13, normalizacii expresie proteinov koznej bariéry a downregulacii

expresie CCL26 (van den Bogaard et al., 2013).
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Na zéklade tychto udajov je mozné povazovat’ AhR za farmakologicky ciel’ pri
atopickych alebo alergologickych ochoreniach. Stale vSak napriek dlhej tradicii
pouzivania terapie uholnym dechtom pri AD pretrvavaji obavy ohl'adom bezpec¢nosti
tejto lieCby a moznej karcinogenite. Medzi kratkodobé vedI'ajsie ucinky terapie uhol'nym
dechtom patri podrazdenie, kontaktna alergia a folikulitida. Co sa tyka karcinogenity
neexistuje jasny dokaz o zvySenom riziku koznych nddorov ainych malignit po
dermatologickom pouziti uholného dechtu. Expozicia uholnému dechtu veduca
k zvySenej Kkarcinogenite bola preukdzand v Stadiach na zvieratach a Stadiach
Vv priemyselnom prostredi (Roelofzen et al., 2007). Pri lokalnom pouziti uholného dechtu
u l'udi podl'a viacerych §tadii nebolo zistené vyrazné zvysenie karcinogenity. V studii
zahfnajucej 13 200 pacientov so psoridzou a ekzémom bolo skiimané zvySené riziko
vzniku rakoviny po expozicii uholnému dechtu. Pacienti lie€eni pomocou uhol'ného
dechtu boli porovnavani s referencnou skupinou pacientov, ktori boli lieceni
dermatokortikosteroidmi. Doslo k zisteniu, ze uhol'ny decht nezvysuje riziko nekoznych
malignit alebo riziko rakoviny koze. Z tychto vysledkov vyplyva, Zze uhol'ny decht nie je
asociovany so zvySenym rizikom rakoviny koZe a jeho pouzivanie v dermatologickej

liecbe je bezpeéné (Roelofzen et al., 2010).

3.24.2 Tryptofanovy metabolit koZného mikrobiomu

V patogenéze atopickej dermatitidy ma dolezitt ilohu kozny mikrobiém. Kozna
mikroflora je tvorena z réznych mikroorganizmov vratane baktérii a hub. Kolonizaciou
povrchu koze prispievaji tieto mikroorganizmy K spravnej funkcii imunitného systému.
Baktérie tvoria viac ako 60 % koZnej mikroflory vo vicSine oblasti pokozky. Medzi bezné
baktérie kolonizujtice pokozku patri Corynebacterium, Propionibacterium, Micrococcus,
Staphylococcus a Streptococcus . 1-5 % koznej mikroflory je tvorenej hubami, ktorych

najcastejSim zastupcom je Malassezia (Hrestak et al., 2022).

Koza pacientov s AD ma zniZeni mikrobidlnu diverzitu a nadmerné zastupenie
patogénneho Staphylococcus aureus, ktoré koreluje so zavaznostou AD. Tieto zmeny
Vv mikrobialnom zlozenim st podporované naruSenou funkciou koznej bariéry, zvySenym
pH a zapalom koZze. Pri AD dochidza vplyvom muticii FLG k meSiemu mnoZstvu

produktov jeho rozkladu, akymi st kyselina urokénova a kyselina pyrolidonkarboxylova.
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Ich znizené hladina prispieva k zvySenému pH a tym proliféraciu Staphylococcus aureus
(Li Fang Koh et al., 2022). Metabolicka funkcia kozného mikrobiému u pacientov s AD
je podstatne menej organizovana ako u zdravych jedincov. Vrstva stratum corneum je
bohat4 na aminokyseliny odvodené z mftvych keratinocytov a poruseného keratinu, ktoré
slizia ako substraty pre metabolizmus tryptofanu koznym mikrobiomom (Jinlei Yu et al.,
2019). Tryptofan je esencialna aminokyselina podiel’ajica sa na imunitnej modulacii
prostrednictvom réznych metabolitov, medzi ktoré patri indol a jeho derivaty. Délezitym
derivatom indolu je indol-3-aldehyd (IAld) podporujuci transkripciu IL-22 (Zelante et
al., 2013). U pacientov s AD dochadza v koznom mikrobiéme Kk oslabeniu tejto
metabolickej drahy tryptofanu. Hladina IAld je vyrazne nizSia u pacientov s AD

V porovnani so zdravymi jedincami (Jinlei Yu et al., 2019).

V stadii Jinlei Yu a koletivu bolo preukazané, ze IAId z kozného mikrobiomu ma
regulaénii ulohu pri kontrole zapalu koZe pri vzniku AD-podobnej dermatitidy. Uginky
IAId sprostredkované AhR boli skimané na mySom modeli MC903-indukovanej
dermatitidy podobnej AD. Na usi mysi bol aplikovany CH223191, antagonista AhR,
30 minut pred aplikaciou IAId. Aplikacia tohto antagonistu vyrazne zruSila inhibi¢né
ucinky IAld na zapal indukovany MC903 (calcipotriol). U mysi kde doslo k aplikacii
CH223191 sa prejavilo zadvazné zaCervenanie, opuch a Skrabanie. V koznych 1éziach
vykazovali zvySenu hladinu celkového sérového IgE azvySent expresiu TSLP
(vid’ Obr. ¢. 5). Na potvrdenie zavislosti u¢inku IAId na AhR bol skimany ucinok TAId
3 umysi s nepritomnym AhR (AhR-null). Aplikacia MC903 u mysi AhR-null
indukovala zapal, zvySené hladiny IgE, produkciu Th2 a Skrabanie. V lie¢be koznych
1ézii medzi mySami AhR-null liecenymi MC903 a mySami liecenymi MC903 aj TAId
nebol Ziadny rozdiel. Absencia AhR spdsobila zruSenie utlmu zapalu koze, ktory bol
sprostredkovany IAId u myS$i s MC903-indukovanou dermatitidou. To je dokazom, Ze
IAId  uplatiiuje  svoje  ucinky pri  reguldcii  dermatitidy  indukovanej

MC903 prostrednictvom aktivacie AhR (Jinlei Yu et al, 2019).

20



A Control MC903 MC903+IAld MC903+CH MCS803+CH+IAld

B 1500-, C 250 D 204 E s000-
o
ok
e 200
*dk > ¢—|*** b1 _ 4000~
£ ] ek 815
31000 - ) 2 L 5} .
2 & 150 & £ 3000
o *k = %10“ ©
5 UL - = £
£ = 5100+ % S 2000
S 500— g E * ke -
(%] o 5 —n
ﬂ 50 @ A 1000
° > > N ? r? B il e d 0T
& QO O A
0\@ Q@ x\% *d\ ’(\YB O&S o°? x\?} O x\Y} (‘\\0 Q°p ,‘\?} © x\Y} 6\‘0 0?‘5 \Ysb no‘b \?§6
P K 0{5 Op’b P @’b X o K s 09".: X I3 éo o & ‘z\x
& F& & & F GO
< “‘oq(’ « ‘}OOP N \}OQQ ¥ NP
<> < < ¥

Obr. ¢. 5: AhR sprostredkava inhibi¢né ucinky IAId (upravené z Jinlei Yu et al., 2019).

Hodnoteny bol tiez vplyv IAld na regulaciu produkcie TSLP (thymic stromal
lymphopoietin) v keratinocytoch. Z koze neonatalnych mysi boli kultivované primarne
keratinocyty, na ktorych boli testované toxické U¢inky IAId na keratinocyty v kultlre.
K zvysenej produkcii TSLP v primédrnych keratinocytoch na tirovni mRNA aj proteinov
doslo aplikaciou MC903. Nasledne po pridani vhodnej koncentracie IAId doslo
K zruseniu tejto zvySenej produkcie TSLP. Umlcanim AhR expresie pomocou
AhR-specifickej siRNA v mySacej keratinocytovej bunkovej linii JB6, bola oslabena
zvySend produkcia TSLP pri lie€be MC903. Osetrenie keratinocytov pomocou IAId
taktiez indukuje expresiu CYP1AL, ktory je cielovym génom AhR. VSetky tieto tidaje
nasvedéuju, ze IAld by mohol aktivovat’ signalnu drahu AhR, prostrednictvom ktorej

inhibuje produkciu TSLP (Jinlei Yu et al., 2019).

Metabolity produkované koznou mikrobiotou regulujii homeostazu koze a mézu
tak poskytnut’ nové stratégie liecby atopickej dermatitidy. Aktivaciou exogénnymi alebo
endogénnymi ligandmi sa na homeostaze koze podiela aj AhR. Po naviazani ligandu
dochadza k jeho translokdcii do promotorovej oblasti cielového génu a su indukované

rozne ucinky spdsobom zavislym od davky a typu bunky. Mikrobidlne metabolity na
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povrchu koze su tiez schopné aktivovat’ AhR v keratinocytoch, ¢im reguluju zapal koze

(Jinlei Yu et al.,2019).

U zdravych jedincov moze IAId udrziavat’ homeostazu koze regulaciou expresie
TSLP. Avsak u pacientov s AD je narusena kozna mikrobiota a su znizené hladiny IAId,
ktoré mozu stratit’ kontrolu nad expresiou TSLP, ¢o podporuje zapal. Délezitym je preto
zistenie, ze topicka aplikacia IAld, ako metabolitu Trp koznej mikrobioty, dokaze
aktivovat AhR a zmiernit' dermatitidu podobni AD, inhibiciou produkcie TSLP
Vv keratinocytoch. Novym mechanizmom v patogenéze AD je tak schopnost’ AhR viazat’

sa na promotorovi oblast TSLP pri stimulacii IAId (Jinlei Yu et al., 2019).

3.24.3 Tapinarof

S chronickou atopickou dermatitidou je spojené charakteristické narusenie
epidermélnej bariérovej funkcie, zmeny v diferencidcii a proliferacii keratinocytov
a imunitnd dysreguldcia. Vac¢Sina pacientov s AD trpi vaZznym svrbenim a Skrabanim,
ktoré nasledne vedie k zacervenaniu a d’alSiemu poskodeniu koznej bariéry. Na lokalnu
liecbu miernej az stredne tazkej atopickej dermatitidy su najéastejSie pouzivané
kortikosteroidy a inhibitory kalcineurinu. Vysoka tG¢innost’ tychto latok je vSak spojena
s Castym vyskytom neZiadtcich G¢inkov. Dlhodobé aplikécia vedie k zvySenému riziku
vzniku atrofie koZe, irreverzibilnej teleangiektazie a strii. Z tohto dovodu st v suc¢asnosti
vyvijané nové topické latky zamerané na kozné patologické procesy. Jednou z tychto
novych moznosti liecby je tapinarof 1% krém, ktory bol v roku 2022 schvaleny na liecbu

plakovej psoriazy u dospelych v USA (Atherton, 2003; Keam, 2022).

Tapinarof (GSK2894512) je prirodzene odvodend mald molekula produkovana
bakterialnymi symbiontmi entomopatogénnych nematdd Heterorhabditis (vid’ Obr. €. 6).
Pri farmaceutickom vyvoji tapinarofu boli zistené jeho protizapalové ucinky. Posobi na
primarne keratinocyty prostrednictvom expresie CYP1A1 a cytotoxicity (Bissonnette
et al., 2021, Keam, 2022). Aktivacia AhR pomocou tapinarofu indukuje génovu expresiu,
ktora vedie k znizeniu zépalu koze downreguléaciou cytokinov IL-4, IL-5 a IL-13. Taktiez
indukuje expresiu mRNA koznych bariérovych proteinov FLG, LOR aIVL, &im
podporuje epidermdlnu diferencidciu a obnovu koznej bariéry. Prostrednictvom drahy

Nrf2 je zvySena vplyvom tapinarofu antioxidac¢na reakcia a s priamo vychytdvané ROS,
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¢im znizuje oxidacny stres. Na zéklade $tidii bolo zistené, Ze tapinarof aktivuje AhR vo
viacerych typoch buniek, vratane CD4" T buniek, HaCaT buniek a explanatov I'udske;j
koze. V T'udskych keratinocytoch je schopny indukovat’ expresiu CYP1A1 bez vyraznej
bunkovej smrti a vyznamne indukuje expresiu mRNA génov spojenych s epidermalnou

diferenciaciou (Keam, 2022).
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Obr. ¢. 6: Chemicka struktara tapinarofu (prevzaté z Keam, 2022).

Stiidie ADORING

ADORING 1 a ADORING 2 su dve identické, multicentrické, randomizované,
vehikulom kontrolované, dvojito zaslepené $tudie s paralelnymi skupinami. Druha faza
tejto studie bola vykonana u pacientov vo veku 12-65 rokov s AD a postihnutim plochy
tela 5-15%, u ktorych bolo IGA skoére 3 alebo vyssie. Jej ciel'om bolo uréenie optimalne;j
koncentracie tapinarofu a frekvenciu davkovania v porovnani s vehikulom. Stidia bola
rozdelena na 3 Casti: skrining, dvojito zaslepena liecba po dobu 12 tyzdnov a sledovanie
stavu po liecbe. Pacienti boli ndhodne rozdeleni v pomere 1:1:1:1 (tapinarof 1% dvakrat
denne, tapinarof 1% jedenkrat denne, tapinarof 0,5% dvakrat denne, tapinarof
0,5% jedenkrat denne). Tapinarof bol aplikovany v tenkej vrstve na vsetky l1ézie AD raz
alebo dvakrat denne po dobu 12 tyzdnov. Tato 12-tyzdnova liecebnt fazu dokoncilo

77 % pacientov. Uspesnost’ lietby bola vys§ia s oboma koncentraciami tapinarofu
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V porovnani s vehikulom po 2. tyzdni a vyrazne vysSia bola v 12. tyzdni pre 1% tapinarof
podavany dvakrat denne az u 53 % jedincov. Vyssiu t€innost’ aj rychlejsi nastup tcinku
bol pozorovany pri 1% koncentracii tapinarofu. Po dvoch tyzdnoch liecby tapinarofom
pri obidvoch koncentracidach doslo taktiez k znizeniu svrbenia, ktoré je hlavnym
priznakom AD. Uginnost liegby bola potvrdena aj pri meranom skére IGA 0 alebo
1 a EASI 75, ktoré zacali v 2. tyzdni a pokracovali az do 12. tyzdiia. Odhady G¢innosti
tejto odpovede a celkovy profil bezpecnosti podporili posun 1% koncentracie k d’alSej
stadii (Peppers et al., 2019).

Klinicka faza 3 zahfnala 800 pacientov v dvoch skuSaniach, aby sa vyhodnotila
bezpecnost a ucinnost’ krému tapinarof 1% podavaného raz denne pocas 8 tyzdnov oproti
krému s vehikulom podavaného raz denne u pacientov vo veku 2 rokov a starSich
s diagnostikovanou stredne tazkou az tazkou AD. Pediatricky aj dospeli pacienti boli
nahodne rozdeleni v pomere 2:1 na liecbu raz denne tapinarof 1% krémom (VTAMA)
alebo krémom s vehikulom. V 8. tyzdni lie¢by dosiahlo 46,4% pacientov lieCenych
krémom VTAMA primarny koncovy ukazovatel' IGA-AD C¢iry (0) alebo takmer Cisty
(2) s aspon dvojstupiiovym zlepSenim oproti vychodiskovej hodnote. Skore EASI
(Eczema area and severity index) dosiahlo u 59,1% pacientov lie¢enych krémom VTMA
> 75% zlepSenie. U 52,8% pacientov starSich ako 12 rokov bolo v 8. tyzdni liecby
dosiahnuté >4-bodové znizenie PP-NRS (Peak Pruritus Numerical Rating Scale)
(URL 1).

Udaje z ADORING 2 fize 3 nenaznaluju Ziadne signaly o bezpe&nosti alebo
znaSanlivosti medzi pacientami vratane deti do 2 rokov. Medzi neziadicimi G¢inkami
osobitného zdujmu sa vyskytla u 1,1% pacientov lieCenych tapinarof 1% krémom
kontaktna dermatitida, zatial’ ¢o u vehikula bola u 1,5% pacientov. Folikulitida bola ako
neziaduci ucinok u 8,9% pacientov lieCenych pomocou tapinarof 1% krému , zatial’ ¢o

u liecby vehikulom predstavovala 1,5% ( URL 2).

Pozitivne vysledky ADORING 2 naznacuju, Ze krém VTAMA by sa mohol stat’
potencialne délezitou nesteroidnou, lokalnou moznostou lieCby pacientov s atopickou
dermatitidou, vratane deti do 2 rokov. Ide o potencialne dobre tolerovateI'né lie€ivo, ktoré
ma priaznivy bezpecnostny profil. V sucasnosti je krém VTAMA (tapinarof 1%)
schvaleny FDA na lieCbu miernej, strednej a tazkej plakovej psoridzy u dospelych

(URL 1).
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3.3 Vplyv AhR na starnutie pokozky

Vsetky hlavné enviromentalne faktory podielajice sa na vonkajSom starnuti
pokozky, ako je UV ziarenie a latky zneCistujuce ovzdusie, su schopné aktivovat
AhR signalizaciu v kozi. Tato zvysena aktivacia signalnej drahy AhR moéze prispievat’
k vzniku charakteristickych prejavov vonkajsieho starnutia, akymi s tvorba hrubych
vrasok a pigmentovych Skvin (Vogeley et al., 2019). V zachovani integrity koze,
regulacii pigmentacie, reakcii na environmentalne faktory a imunitu koze je dolezita
spravna signalizacia AhR, pretoze moze kozu pred environmentalnymi hrozbami chranit’
alebo sa podielat’ na patogenéze koznych ochoreni. V zdravej kozi AhR signalizacia
riadend endogénnymi ligandami prispieva k diferenciacii keratinocytov a pigmentacii
koze. AvSak vystavovanie environmentalnym toxickym latkam moéze trvalo aktivovat’
AhR aviest ktvorbe reaktivnych metabolitov fazy I, tvorbe ROS a dysregulacii
proteinov pri deleni buniek, diferencidcii, migracii a apoptdéze (Haarmann-Stemmann

et al.,2015).

3.3.1 Starnutie pokozky

Pokozka so zvySujucim vekom strdca svoje Strukturdlne a morfologické
vlastnosti, v doésledku coho sa zhorSuju jej funkcie. V procese starnutia pokozky
dochadza k degenerativnym zmenam epidermis, dermis a hypodermis. Expozdém
starnutia pokozky pozostdva z vonkajSich a vnutornych faktorov a ich interakcii, ktoré
ovplyviuji l'udského jedinca od pocatia az po smrt’, ako aj reakciu 'udského tela na tieto
faktory, ktoré vedu k biologickym a klinickym priznakom starnutia pokozky. Medzi
hlavné faktory a podmienky prostredia tvoriace tento expozom patri slne¢né ziarenie,
znelistenie ovzduSia a tabakovy dym (Krutmann et al., 2017). Vsetky tieto faktory

podporuju degenerativne procesy v tkanive, ktoré nasledne vedua k rozvoju starnutia koze.

Starnutie koZe je rozdelené na dva sucasne prebiehajuce procesy podla faktorov,
ktoré ich ovplyviluyju. Vnutorné starnutie, oznaCované aj ako chronologické,
je pripisované chronologickym a genetickym faktorom (Braverman et Fonferko, 1982).

Pri chronologickom starnuti je pokozka tenka, sucha, vykazuje stratu elasticity a st na
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nej jemné vrasky. Chronologické starnutie je ale vyrazne ovplyvnené a izko suvisi
S chronickym, vonkaj$im starnuti. Chronické starnutie je sposobené predovSetkym
pOsobenim environmentalnych faktorov, medzi ktoré patri UV Ziarenie, zneCistenie
ovzdusia, infraervené ziarenie, ozon a tabakovy dym. Tento typ starnutia sa prejavuje

hlavne hrubymi vraskami a nerovnomernou pigmentaciou (Ritti¢ et Fisher, 2015).

Fotostarnutie

Jednym z hlavnych environmentalnych faktorov spoésobujucim starnutie pokozky
je UV ziarenie. Jeho vplyvom dochadza k fotostarnutiu, ktoré zavisi predovsetkym
od stupna vystavenia slneénému ziareniu a kozného pigmentu (Fisher et al.,2002).
UVB ziarenie s vinovou dizkou 280-320 nm predstavuje 5% UV Ziarenia a ma schopnost’
prenikat’ iba do vrstvy epidermis. UVA Ziarenie s vinovou dizkou 320-400 nm tvori viac
ako 80% dopadajuceho UV Ziarenia aje schopné prenikat az do hlbSich vrstiev
hypodermis (Holick, 2016). Klinické zmeny spdsobené fotostarnutim sa medzi jedincami
lisia podrla ich fototypu pokozky. U svetlych typoch pleti st slabsie obranné reakcie na
UV ziarenie, ¢im dochéadza k atrofickym koznym zmenam s mens§im poctom vrasok, ale
tendenciou k fotokarcinogenéze. Naopak u tmavsich typoch pleti je Casta hypertroficka
reakcia s hlbokymi vraskami, epidermalnym zhrubnutim a lentigom (Yaar et Gilchrest,
2007). Chronické vystavovanie UV Zziareniu spOsobuje poskodenie DNA v koZznych
bunkach, ktoré je vyvolané bud’ priamou absorpciou UVB zlozky, kedy dochadza
najCastej$ie k tvorbe cyklobutanpyrimidinovych dimérov (CPD), alebo nepriamo
vplyvom UVA Ziarenia sensibilizaénymi radikalmi a reaktivnymi formami kyslika (ROS)
(Griffiths et al., 1998). Pri procese starnutia je nerovnovaha medzi produkciou ROS a ich
neutralizdciou prirodzenymi antioxidacnymi systémami. Téato nerovnovéha nasledne
generuje oxidacny stres, priCom jednou z hlavnych pric¢in oxida¢ného stresu v kozi je
prave dopadajice UV Ziarenie. Skodlivé u¢inky ROS sposobujii destabilizaciu inych
molekul a podporuju retazové reakcie, ktoré poskodzuji biomolekuly skracovanim ich
telomér, poSkodenim mitochondrii, degradiaciou membran a oxidaciou proteinov

(vid Obr. ¢. 7) (Bosch et al., 2015).
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Obr. & 7: Skodlivé uéinky slneéného ultrafialového Ziarenia na kozu (prevzaté
z Bosch et al., 2015).

Starnutie sposobené znecistenim ovzdusia

Medzi enviromentalne faktory podielajuce sa na chronickom starnuti pokozky
patria aj latky znecCist'ujice ovzdusie. Su to organické a anorganické latky dostavajice sa
do atmosféry, ktoré si zdravotnym rizikom pre l'udi a ekosystém. Medzi tieto latky patria
aj PAH, dioxiny, dioxinom podobné polychlérované bifenoly, oxid uholnaty, oxidy
dusika, 0zon a pevné Castice (Mancebo et Wang, 2015). Podla WHO, 99% populacie
zije v prostredi s hladinami znecistujucich latok v ovzdu$i nad Standardnymi limitmi
stanovenymi WHO (URL 3). Na pokozku maju nepriaznivy vplyv tieZ pevné Castice
(PM) v ovzdusi. Ich vel'kost’ sa pohybuje v rozmedzi od 100 nm do 10 pm. Napriek ich
malej velkosti, m& kazda z tychto Castic dostatocne velky povrch, ktory je schopny
absorbovat’ organické a anorganické zluceniny, ako napriklad stopové mnozstvo kovov
a PAH. V SC dochadza k hromadeniu tychto pevnych ¢astic, ktoré postupne narusaji
epidermalnu bariéru (Soeur et al.,2017). Vacsie Castice st schopné priamo poskodit’

pokozku vplyvom oxidacného stresu a zapalom. Z kovov pritomnych na ich povrchu
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dochadza k produkcii ROS, ktoré spdsobuji oxidaciu lipidov buniek v SC (Burke, 2018).
Oxidacny stres nasledne spusta prozépalové drahy, tym ze aktivuje transkripény faktor
NF-kB (Marchini et al., 2014) . Ten je po aktivacii preneseny do jadra, kde aktivuje
transkripciu predzapalovych génov, ako st IL-1a a COX-1 a -2 (cyklooxygenaza-1 a -2)
(Burke, 2018).

3.3.1.1 Tvorba vrasok

Pre zdrava kozu je dolezitd zivotaschopnost a remodeldcia extracelularneho
matrix (ECM), ktory je vysoko dynamickou $trukturou. ECM zabezpecuje mechanicka
stabilitu pokozky a ¢iasto¢ne jej tak umoziuje reakciu na prostredie (Pfisterer et al.,
2021). ECM pozostava z kolagénovych vlakien tvoriacich 75 % suchej hmotnosti
pokozky, ktoré poskytuju pevnost’ v tahu a elasticite. Tieto kolagénové vldkna su tvorené
prevazne kolagénom typu Iaiba 8-12 % je tvorenych kolagénom typu III . Druhou
zlozkou ECM s elastické vlakna, ktoré zabezpecuju vratenie pokozky do jej normalne;j
konfiguracie po natiahnuti alebo deformacii. VSetky vlaknité zlozZky ECM st ukladané
a obklopené proteoglykanmi a glykozaminoglykdnmi. Tvoria amorfni zlozku ECM
aich ulohou je tiez absorbcia areguldcia viazania vody. Syntézu tychto vlaknitych

a amorfnych proteinov ECM zabezpecuju fibroblasty (Shin et al., 2019).

Degradacia ECM

Chronologické aj chronické starnutie pokoZky je spojené s epidermalnou
hyperlaziou a dermalnaou ECM atrofiou. Tieto stavy spdsobuju zmeny v expresii
matrixovych metaloproteinaz (MMP), elastinu a transformujuceho rastového faktora-f3
(TGF-B) (Philips et al., 2009). MMP st endopeptidazy podielajuce sa na degradacii
proteinov ECM. Su vylu€¢ované keratinocytmi a dermalnymi fibroblastami ako reakcia na
oxida¢ny stres, UV Ziarenie a cytokiny. V koZzi je vyluCovana najmdé MMP-1, ktora

degraduje fibrilarne kolagény typu I a I1l na fragmenty (Pittayapruek et al., 2016).
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K zvyseniu expresie a aktivity MMP-1 prispieva aj indukcia AhR niekolkymi
jeho ligandami. V studii Ono akolektivu boli skimané molekularne mechanizmy
zapojené do starnutia koZe vyvolané tabakovym dymom. Medzi zlozky tabakového dymu
patria aj PAH, ktoré¢ spustaju signalizaciu AhR. Primarne kultivované fibroblasty
a keratinocyty boli preto vystavené extraktu z tabakového dymu rozpusteného v hexdne
alebo vo vode. Vplyvom tabakového dymu spdsobom zavislym od davky doslo
k vyraznému zvySeniu expresic MMP-1 vo fibroblastoch a keratinocytoch. Knockdown
AhR zrusil schopnost’ extraktu zvysit' transkripciu génu CYP1A1/CYP1BI1 a taktiez
indukciu MMP-1. Rovnako pri pouziti flavonoidov ako inhibitorov AhR doslo k znizeniu
indukcie MMP-1 extraktmi z tabakového dymu rozpusteného v hexane alebo vo vode.
Tabakovy dym tak prostrednictvom aktivacie AhR signalnej dréhy indukuje expresiu

MMP-1 v l'udskych keratinocytoch a fibroblastoch (Ono et al., 2013).

TCDD je dal§im z environmentalnych faktorov, ktory vedie k patologickym
l1ézidm prostrednictvom aktivacie signdlnej drahy AhR. Expoziciou TCDD dochadza
k remodelacii ECM zvySenim hladin MMP-1 mRNA. V §tadii na organotypickych
kultarach keratinocytov bol pozorovany vplyv TCCD na remodelaciu ECM a tiez
bazalnej] membrany. Sledované a merané pomocou Q-PCR boli hladiny transkriptov
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 a MMP-10. Na 18. defi po oSetreni organotypickych
kultar keratinocytov doslo k degradacii ECM a MMP-10 vykazovala 9-nasobné zvysenie
expresie MRNA. V pripade MMP-1 doslo k miernejSiemu zvyseniu expresie a U MMP-2,
MMP-3 a MMP-9 neboli pozorované ziadne zmeny. Vplyv TCDD na zvySenie hladin
MMP-10 a MMP-1 bol potvrdeny aj pomocou kontrolnych organotypickych kultar
osetrenych DMSO, kde nedoslo k zvySeniu hladin MMP konStitutivnej mRNA. TCDD
zvySuje hladiny MMP-1 sposobom zavislym od signalizacie AhR (De Abrew et al.,
2014). Vplyv TCDD na expresiu MMP-1 bol skiimany aj pri sibeznej liecbe spolo¢ne
s kyselinou all-trans retinovou (atRA). Prave signalna draha kyseliny retinovej ma
dolezita tlohu pri modulécii expresie MMP, ked’Ze je reguldtorom bunkového rastu
a diferencidcie. Expozicia normalnych ludskych keratinocytov samotnému TCDD
v tomto pripade zvysila hladina MMP-1 mRNA. Ciastoéne je tato expresia mRNA
sprostredkovana zvySenou aktivitou promotéra MMP-1 cez dve vizbové miesta AP-1.
Pri samostatnom pouziti mala atRA na expresiu MMP-1 maly ucinok, ale mierne

inhibovala RNA  expresiu  PAI-2  (plasminogen  activator inhibitor-2),
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CYP1A1 a CYPIBI. Pri spolocnej liecbe TCDD a atRA ich signalne drahy vzajomne
interaguju, ¢im moduluji génova expresiu. Vysledkom ich interakcie je inhibicia
CYPIAI, ale zaroven aktivacia expresic MMP-1 a PAIl-2. Toto zniZenie expresie
CYP1ALl v bunkach pri oSetreni atRNA sucasne aj s TCDD je spdsobené zniZzenou
viazbou AhR/ARNT na XRE (Murphy et al., 2004).

Na degradacii ECM sa podiel'aju aj serinové proteazy a cysteinové proteazy,
ktoré su ciel'mi signalizacie AhR. ECM moduluju priamou degradaciou matricovych
proteinov, uvolfiovanim malych bioaktivnych peptidov auvolfiovanim rastovych
faktorov v ECM (Kung et al., 2009). Proteiny ECM su $tiepené plazminom, ktory je
aktivovany prostrednictvom uPA (urokinase-type plasminogen activator). uPA je
aktivnym enzymom po naviazani na uPAR (urokinase-type plasminogen activator
receptor) aposobeni cysteinovych proteaz (Qiu et al., 2007). Po svojej aktivacii
UPA stiepi plazminogén na plazmin, ktory aktivuje pro-MMP atymto sposobom
dochadza k degradacii ECM. Aktivita uPA je vSak riadend inhibitormi PAI-1 a PAI-2
(plasminogen activator inhibitor). Tieto inhibitory reaguji na TCDD, ktory
prostrednictvom signalnej drdhy AhR moéze regulovat’ ich expresiu. ZniZzena regulacia
PAI-2 mobze spdsobit zmenu PA/plazminového systému zvySenim hladiny uPA,

¢o prispieva k modulacii ECM (Yang et al., 1999).

Znecistenie ovzdu$ia pozostava z tuhych castic (PM) a prchavych organickych
zlucenin. Z fotochemickych reakcii medzi primarnymi zne€istujicimi latkami, teplom
a UV ziarenim, vznikaju sekundarne znecist'ujuce latky (Krutmann et al., 2017). Medzi
tieto sekundarne znecist'ujuce latky patri aj 0zon, ktory je sucastou fotochemického
smogu. Troposféricky 0zén spdsobuje oxidaciu alebo peroxidaciu biomolektl, co ma
nepriaznivé U€inky na 'udské zdravie aj ekosystém. Tento jeho biologicky ti¢inok moze
byt’ priamy alebo k nemu dochédza prostrednictvom volnych radikalov (Mustafa, 1990).
V stadii na normélnych l'udskych epidermalnych keratinocytoch doslo po ich expozicii
ozoénu k vyraznému zvySeniu expresic mRNA CYPIA1, CYP1A2 a CYPIBI. Taktiez
bola pozorovana zvysena jadrova translokacia AhR. Pri knockdown AhR pomocou
siRNA nenastalo zvySenie mRNA CYPI1A1l, CYP1A2 a CYPIBI1 po expozicii ozonu.
To potvrdzuje, ze po expozicii 0zénu dochédza k indukcii expresie CYP prostrednictvom
AhR (Afaq et al., 2009). Vplyvom ozonu dochadza v kozi k rychlej peroxidacii lipidov
a oxidacii proteinov. To spdsobuje naruSenie normalnej fyzioldgie kozného tkaniva
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a remodelaciu ECM. Na procese degradacie ECM sa podiel'ajd MMP a ich prirodzené
inhibitory TIMP (tkanivové inhibitory MMP). Prave MMP-2 boli detekované
U bezsrstych mysi SKH-1 po vystaveni ozonu, cigaretovému dymu a UV ziareniu
(Fortino et al., 2007). Na zaklade tychto $tudii sa predpoklada, ze dlhodoba expozicia
zvySenym koncentraciam ozoénu prispieva k starnutiu pokozky. V pripade ozénu st
asociacie predovSetkym s hrubymi vraskami na tvari, ktoré su charakteristické pre

chronické starnutie pokozky (Fuks et al., 2019).

3.3.1.2 Pigmentacie koZe

Hyperpigmentacia patri medzi prejavy starnutia koze, ktoré su spajané s jej
vystavenim environmentdlnym kontaminantom, akymi st PAH a dioxiny. Tento
biologicky proces je vysledkom syntézy, transportu a degradicie melaninu. Prave
melanogenéza, syntéza melaninu v melanocytoch, ma doélezitd ulohu pri ochrane

pokozky pre skodlivymi G¢inkami UV Ziarenia a oxidaéného stresu (Luecke et al., 2010).

Melanocyty pochddzaju z prekurzorovych buniek melanoblastov neurdlnej listy.
Ide 0 nepigmentované bunky, ktoré po uzavreti neuralnej liSty migruji na r6zne miesta,
vratane bazalnej vrstvy epidermis a vlasovych folikulov, kde sa vyvijaja na melanocyty
(Videira et al., 2013). Hlavnou funkciou melanocytov je produkcia melaninu, pri ¢om
v kozi prenasaju tento melaninovy pigment aj na keratinocyty, ktorymi st obklopené.
Pocas procesu melanogenézy je produkovany feomelanin a eumelanin, ¢o su dva hlavné
typy melaninu liSiace sa farbou a typom syntézy. Typ melaninu zavisi od dostupnosti
substratov a funkcie enzymov melanogenézy (Cichorek et al., 2013). Enzymy a proteiny
zapojené do tohto viacstupniového procesu sa nachadzaju v melanozémoch, ktoré st
sucast’ou melanocytov. Délezitymi enzymami su predovsetkym TYR, TYRP1 a TYRP2
(tyrosine-related protein 1,2) ovplyviiujice mnozstvo a kvalitu melaninu. Medzi
Strukturalne proteiny zuc€astiiujice sa produkcie melaninu patria Pmell7 (promelanosome
protein) a MART1 (melanoma antigen recognized by T cells 1) (D’Mello et al., 2016).
Tyrozinaza je dolezitym enzymom melanogénnej drahy, ktory katalyzuje oxidéciu
L-tyrozinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), ¢o je prvy krok v biochemickej
tvorbe melaninu (Luecke et al., 2010). V dalsom kroku sa DOPA oxiduje na

DOPACchindn, ktory sa spontanne meni na oranzovo sfarbeny medziprodukt DOPAchrom
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(Hearing, 2011). Nasledne je z DOPAchrému syntetizovany hnedocierny eumelanin
a syntéza Cervenozltého feomelaninu je zavisla od dostupnosti cysteinu a glutationu.
Pri prevahe feomelaninu je tendencia mat’ svetlej$iu pokozku, u ktorej moze dojst’
K urychleniu karcinogenézy. Feomelanin sa vyskytuje zvyc¢ajne u jedincov s ¢ervenymi
vlasmi a koznymi fototypmi I a II. Naopak eumelanin prevazuje u jedincov s tmavsou

pokozkou a je G¢innejsi pri fotoprotekceii (Videira et al., 2013).

Poskodenim DNA, ktor¢ je vyvolané UV Ziarenim alebo chemickymi mutagénmi,
dochadza k aktivacii produkcie melaninu. V studii Luecke a kolektivu bola skiimana
aktivacia melanogénnej drahy po expozicii l'udskych melanocytov TCDD a UVB
ziareniu. Skiimana bola aj hladina expresie AhR aindukcia jeho cielovych génov
V l'udskych melanocytoch, kedZe TCDD je jeho ligandom. OSetrenim ludskych
melanocytov od piatich réznych darcov TCDD doslo Kk aktivacii signalnej drahy
AhR a upregulacii mMRNA pre CYP1A1,CYP1B, AhRR a AhR. Aktivita tyrozinazy bola
hodnotena z dovodu potvrdenia vplyvu signélnej drahy AhR aktivovanej TCDD na
melanogenézu v melanocytoch. Stupen jej aktivity je dolezity pretoze katalyzuje proces
oxidacie L-tyrozinu na L-DOPA v prvom kroku melanogenézy. EXpozicia TCDD
indukovala vysokil tyrozindzova aktivitu, ktora spdsobila zvySenie celkového
intracelularneho melaninu, ¢im sa potvrdila upregulaciu melanogénnej drahy aktivaciou
AhR v melanémovych bunkach. Zvysenie tyrozinazovej aktivity prostrednictvom
AhR potvrdila aj sibezna liecba s AhR antagonistom MNF alebo a-naftoflavonom, ktora
naopak zrusila jej aktivitu indukovantt TCDD. Pri kontinudlnom oSetreni melanocytov
bola okrem tyrozindzovej aktivity, mnohonasobne zvySena aj hladina melaninu. VSetky
tieto vysledky potvrdzuji tvrdenie, Ze AhR signalizacia indukovana jeho ligandom
zvysuje melanogenézu v Pudskych melanomovych bunkach. Stadia zaroven vylugila
moznost, Ze by tato upregulacia melanogenézy aktivaciou AhR bola sposobend zvySenou

proliferaciou buniek alebo prostrednictvom PKC (Luecke et al., 2010).

Fyziologickym stimulom pre melanogenézu je aj UVB ziarenie, ktoré aktivuje
AhR a indukuje expresiu CYP1A1L v kozi. Tato aktivacia AhR prostrednictvom UVB je
sprostredkovana tvorbou fotoproduktu FICZ, ktory je odvodeny od tryptofanu. Vplyvom
FICZ doslo v melanocytoch tiez k indukcii expresie mRNA CYP1Al, CYP1B1
azvySena bola aj tyrozinazova aktivita. Ani v tomto pripade nemal FICZ vplyv na
proliferaciu melanocytov, ktora by mohla spdsobit’ zvysenie tyrozinazovej aktivity.
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Na zéklade tychto vysledkov sa dd& AhR povaZovat za regulatora melanogenézy

v l'udskych melanocytoch (Luecke et al., 2010).
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3.4 Vplyv AhR na rakovinu koZe

Koza je neustale vystavovand vonkaj$im vplyvom prostredia, ako je UV ziarenie
a latky znecist'ujuce ovzdusie. UV ziarenie aj latky znecistujlice ovzdusie sa podielaji
na karcinogenéze koze, ktorej vyskyt v poslednych rokoch narastd. Ich karcinogénne
ucinky su aspon ¢iastocne sprostredkované signalnou drahou AhR, ktora sa podiela na
regulacii  zapalov aapoptéozy vyvolanych UV  ziarenim, systéme opravy
DNA a metabolickej aktivécii chemickych karcinogénov. Prave preto ma dolezitu tlohu
pri karcinogenéze a udrziavani roznych typov rakoviny (Hidaka et al., 2019). Rizikovym
faktorom rakoviny koZze je tiez pokrocily vek v dosledku akumuldcie genomovych
zmien, ktoré s vyvolané enviromentalnymi genotoxickymi latkami (Vogeley et al.,

2019).

3.4.1 Skvamocelularny karciném

Skvamocelularny karcindém je druhym najcastejSim typom rakoviny koze, ktory
sa prejavuje ako spektrum progresivne pokrocilych malignit, od prekurzorovej aktinickej
keratozy (AK) po skvamocelularny karcinom (SCC) (Rastushny et al., 2012). SCC sa
Vo vacSine pripadov vyvija z aktinickych keratéz. Ide o nezhubné, Cervené, Supinaté
nadory keratinocytove] dysplazie, ktoré vznikaju kumulativnym vystavovanim
UV Ziareniu (Green et Olsen, 2017). AK je proliferacie neoplastickych keratinocytov
Vv epiderme, pri ktorej st v bazalnej vrstve atypické keratinocyty s rozdielnym tvarom
a vel'kostou (Berman et Cockerell, 2013). NajcastejSie sa vyskytuju na tvari, pokozke
hlavy, krku a kon¢atinach. St ¢astejsie u I'udi so svetlym fototypom a znizenou imunitou.
Pokial’ neddjde k liecbe AK, tak moZe nastat’ spontanna remisia, AK zostant stabilne
alebo nastane progresia do invazivneho SCC (Roewert-Huber et al., 2007). Invazivny
SCC je charakteristicky abnormalnymi keratinocytmi s lokalne destruktivnym rastom a je
pri iom zvySené riziko metastdz. Doélezity je stupenn diferencidcie buniek, ktory je

hodnoteny pomocou Broderovho stagingu (Fania et al., 2021).
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3.4.1.1 Uloha AhR pri rozvoji skvamocelularneho karcinému

Medzi rizikové faktory rozvoja SCC patria environmentalne, imunologické
a genetické faktory. V ramci environmentalnych faktorov ide najmé o chronické
vystavenie koze UV Ziareniu (Fania et al., 2021). Dal§im z rizikovych faktorov je
chronicka expozicia PAH vznikajicich pri nedokonalom spalovani organického
materidlu. Obidva z tychto rizikovych faktorov uvolnuju svoj karcinogénny potencial

prostrednictvom aktivacie AhR (Vogeley et al., 2022).

Fotokarcinogenéza je viacstupniovy proces zahffajuci inicidciu, podporu
a progresiu Najskor spdsobuje UV Ziarenie poSkodenie DNA, ktoré nésledne vedie
K tvorbe mutacii v cielovych keratinocytoch (Elmets et Athar, 2013). UV Ziarenie
prenika do koZe v zavislosti od vinovej dizky. UVA Ziarenie preniké hlbsie do dermis a je
zodpovedné predovsetkym za fotostarnutie. UVB ziarenie je absorbované epidermou, ale
je viac karcinogénne uz aj pri nizSich davkach. Je priamo absorbované DNA, ¢im
dochadza k tvorbe fotoproduktov medzi susednymi pyrimidinovymi bdzami. Tymito
fotoproduktmi st cyklobutanpyrimidinové diméry (CPD) a 6-pyrimidin-4-pyrimidonové
fotoprodukty, ktoré maju dolezita ulohu vo fotokarcinogenéze (Seebode et al., 2016).
Tieto fotoprodukty su odstraiované pomocou nukleotidovej exciznej opravy (NER),
ktora mé dve rozne drahy liSiace sa v rozpoznavani 1ézii DNA. Heterodimérne komplexy
UV-DBB (DNA damage-binding protein) a RAD23 (UV excision repair protein RAD23
homolog A) iniciuju globalnu opravu genému (GGR). Nukleotidova excizia spojena
s transkripciou (TCR) je iniciovana zastavenim RNA polymerazy II pri 1éziach, ktoré st
indukované UV Zziarenim. To spusti nabor TCR $pecifickych non-XP faktorov
(Dijk et al., 2014).

Vo vsetkych koZznych bunkach, vratane keratinocytov, je exprimovany AhR.
Pri absorpcii UVB Ziarenia tryptofanom Vv epidermalnych keratinocytoch dochadza
k tvorbe FICZ. FICZ je vysokoaktivnym ligandom AhR, ktory aktivuje jeho signalnu
drahu aindukuje expresiu CYP1Al a COX-2. Tymto sposobom UVB ziarenie
prostrednictvom FICZ aktivuje signalizdiciu AhR. V stadii Pollet a kolektivu bol
testovany vplyv AhR na odstranenie CPD fotoproduktov indukovanych UVB Ziarenim
U l'udskych HaCaT keratinocytoch a SKH-1 bezsrstych mysi. Hlavnym zistenim tejto
Stidie bolo, Ze po expozicii UVB Zziareniu ostal obsah CPD zvySeny v 'udskych HaCaT
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keratinocytoch. K znizeniu CPD doslo po oSetreni HaCaT keratinocytov MNF
(3-metoxy-4-nitroflavon), ktory je antagonistom AhR. Touto inhibiciou AhR bola
dosiahnutd aj zvySena GGR a epidermalna apoptdza. Zaroven bola pri inhibicii
AhR sledovana aj narast hladiny tumor supresorového proteinu p27 a s nim stvisiacej
CHK1 (checkpoint kinase 1). Specificka represia GGR je zavisla od tumor supresorového
proteinu p27, ktorého downregulacia je spajana so sklonom k rakovine a vyskytuje sa aj
pri SCC. Inhibicia CHK1 je potrebna na zastavenie bunkového cyklu a zvysenie apoptozy
keratinocytov indukovanej UVB ziarenim. Tymito zisteniami je poskytnuty dokaz,
ze AhR potlaca GGR a apoptdzu v keratinocytoch vystavenych UVB Ziareniu, ¢im tlmi
odstranovanie UVB-indukovanych CPD. Aktivacia signalizacie AhR teda prispieva
k fotokarcinogenéze. Potvrdzuju to aj pozitivne G¢inky inhibicie jeho signalizacie na
GGR a zvysenie apoptozy indukovanej UVB Ziarenim. AhR aktivovany UVB Ziarenim
svojou negativnou regulaciou NER a apoptézy vykazuje tumorigénne funkcie v kozi

vystavenej UVB ziareniu (Pollet et al., 2018).

Dal§im typom enviromentilneho karcinogénu su aj karcinogénne chemikalie,
ktoré su stcastou znecistenia ovzduSia. Riziko rakoviny koze je vysoké z dovodu
neustdleho vystavovania pokozky tomuto znecisteniu a PM. PredovsSetkym PAH
a dioxiny obsiahnut¢ v PM s zodpovedné za karcinogenézu nimi vyvolanu. Tieto
karcinogénne chemikalie maju lipofilny charakter, ktory im zabezpeCuje Iahké
prenikanie cez kozu a dlhodobé zadrziavanie v nej (Hidaka et al.,2019). Enzymy
metabolizujice xenobiotikd, ako je cytochrom P450, uvoliuju karcinogénny potencial
PAH. Premienajt ich na polarnejSie a vo vode rozpustné metabolity, avSak pocas tohto
procesu mdze dojst’ k tvorbe nestabilnych a reaktivnych medziproduktov PAH. Tieto
metabolity nasledne napadaji DNA a spdsobuju bunkovt toxicitu (Shimada, 2006).
Jednym z beznych PAH karcinogénov sposobujucich rakovinu u l'udi je benzo[a]pyrén.
Je jednou =zo zloziek tabakového dymu a vyfukovych plynov automobilov.
Benzo[a]pyrén indukuje prostrednictvom aktivacie AhR expresiu CYP1Al v kozi
(Shimizu et al., 2000). Pomocou CYP1Al a mikrozomalnej epoxidovej hydrolazy je
metabolizovany na vysoko karcinogénny benzo[a]pyrén-7,8-dyhidroxydiol-9,10-epoxid
(viz. Obr. ¢. 8) (Shietal., 2009). Vel'ké mnozstvo karcinogénnych zluc¢enin obsahuje aj
tabakovy dym, ¢o zvySuje riziko vzniku koznych SCC u fajciarov. ZloZkou tabakového

dymu je aj 7,12-dimetylbenz[a]antracén (DMBA), ktory je prostrednictvom CYP1BI
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oxidovany na DMBA-3,4-diol-1,2-epoxid karcinogénny metabolit (vid® Obr. ¢. 8). Ten
je schopny sa viazat' na DNA a podiel’at’ sa na tvorbe mutécii. V pripade DMBA je pri
jeho oxidacii na karcinogénny metabolit mnohonédsobne aktivnejsi CYPIB1 oproti
CYP1A1 (Ide et al.,, 2004). Karcinogénny potenciall DMBA zavisi od toho, ktora
izoforma CYP1 je prevazne exprimovana v exponovanej bunkovej populécii alebo
tkanive. Metabolizmus DMBA sprostredkovany CYP1A1 podporuje detoxikaciu a je
v ovela vdéSej miere exprimovany v keratinocytoch. Naopak metabolizmus DMBA
sprostredkovany CYP1B1 sposobuje zvySeni tvorbu vysoko mutagénneho
DMBA-3,4-diol-1,2-epoxidu. CYPIB1 je vo vySSom mnozstve exprimovany
v Langerhansovych bunkach (Modi et al., 2012).

PAH
@
! o
T e BlalP
DMBA
J CYPIB‘II EPHX1 ke CYP1B1 <3
DMBA DMBA-3,4-oxide DMBA-3,4-diol DMBA-3,4-diol-
1,2-epoxide
@;ﬁy CVPIA\I EPHX1 N CYP1A1 >
BlalP B[a]P-7,8-0xide B[a]P-7,8-diol Bla]P-7.8-diol-
9,10-epoxide

—

DNA damage

Obr. ¢. 8: Metabolickd aktivacia CYP1 izoformami PAH zéavisla od AhR (prevzaté
z Vogeley et al., 2022).

3.4.2 Maligny melaném

Maligny melanom je kvoli svojej vysokej metastatickej schopnosti jednou
Z najagresivnejSich rakovin pozorovanych uTudi. Napriek tomu, Ze predstavuje
3% vsetkych rakovin koze, je zodpovedny za 65% umrti na rakovinu koze (Orzan et al.,

2015). lde 0 zhubny nador melanocytov, ktoré sa nachadzaju v bazalnej vrstve epidermis
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a produkuju pigment melanin zodpovedny za farbu koze. Melaném ma Styri hlavné
formy, ktorymi s povrchovo Siriaci sa melaném, nodularny melaném, lentigo maligna
melaném a akrolentigindzny melaném. NajbeznejSou formou je povrchovo Siriaci sa
melanom, ktory sa vyskytuje az v 70% pripadov. Menej ako 10% pripadov predstavuji

formy lentigo maligna a akrolentigin6zny melanom (Liu et Sheikh, 2014).

Klinické a patologické rizikové faktory, vratane hrubky nadoru, mitotickej
rychlosti a pritomnosti ulceracii a metastaz, su hodnotené stagingovym systém, na
ktorom je zalozena liecba melanému. Ide o proces, ktory urcuje do akej miera je rakovina
rozSirena a kde Vv tele sa nachadza. Staging rakoviny sa deli na klinicky a patologicky.
Klinicky staging je zalozeny predovSetkym na vsetkych dostupnych informéciach
ziskanych pred chirurgickou exciziou nadoru. Zatial’ Co patologicky staging zohl'adiiuje
mikrostaging primarneho tumoru a Siroku exciziu, ale aj informacie o regiondlnych
lymfatickych uzlinach po ciasto¢nej alebo kompletnej lymfadenektémii, pokial je
vykonana. Najcastejsie je pouzivany TNM (Tumor, Node, Metastasis) systém stagingu.

Klinické aj patologické Stadium pozostava z:

e Stadium 0 - predstavuje ochorenie in situ.

e Stadium IA —ide o lokalizované ochorenie, kde nador je>0,8mm, ale < Imm
S moznou ulceréaciou alebo bez nej. Hriibka nadoru je 8mm alebo mene;.

o Stadium IB — nador bez ulcerécie je hruby > Imm, ale < 2mm.

o Stadium IIA — hribka nadoru vtomto 3tadiu je > 2mm, ale < 4mm
S ulceraciou alebo bez jej pritomnosti; hribka nadoru je > Imm , ale < 2mm.

e Stadium IIB — hrabka nadoru s ulceraciou je > 2mm, ale < 4mm; bez
pritomnosti ulceracie je hrubka nadoru > 4mm.

e Stadium IIC — nador je bez ulceréacie s hrabkou > 4mm.

e Stadium III — ide o regionalne ochorenie, dochadza k ireniu rakoviny do
jednej alebo viacerych lymfatickych uzlin v blizkosti pociato¢ného miesta
ochorenia.

o Stadium IV — vzdialené metastatické ochorenie s rozirenim do plic,
centralneho nervového systému alebo pecene (Papageorgiou et al.,2021; Naik,
2021).
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Rizikové faktory vzniku melanomu

Priblizne u 5-12% pripadov ide o dedi¢né melandmy, pri ktorych sa vyskytuje
mutacia génu CDKNZ2A. Je to gén lokalizovany na chromozome 9, ktorého poskodenie
sposobuje defekty v proteinoch p14°RF ap16'NK4A  Tie st nadorovymi supresormi
kontrolujucimi G1 kontrolny bod a stabilizujiicimi expresiu p53 (Davis et al., 2019;
Strashilov et Yordanov, 2021). Prostrednictvom pl6 su inhibovan¢é CDK4 a CDKG6
(cyklin-dependentna kindza), ¢o zabranuje fosforylacii RB1 (protein retinoblastomu).
RBI1 nasledne brani transkripénému faktoru E2F1 spustit’ prechod z Gl na S-fazu.
pl4 sposobuje proteazomalnu degradaciu nadorového supresoru p53, ktorého destrukcia
narusa reakciu kontrolného bodu G2. To zabranuje p53 vykonavat jeho funkciu, ktorou
je za normalnych okolnosti schopny zastavit' progresiu rakoviny. Celkovo dochéadza
inaktivaciou CDKN2A Kk zniZeniu apoptdzy a naopak sa zvysuje proliferacia (Soura et al.,

2017).

Do vyvoja melandmu su zapojené predovsetkym somatické mutacie, pricom
najCastejSie ide o mutacie signdlnej drahy MAP kinazy. Za skoré onkogénne udalosti st
povazované mutacie v BRAF a MAPK. Priblizne 70% melanémov obsahuje mutécie
v signalnej drdhe MAPK a 50% melandmov obsahuje aktivujice mutacie BRAF,
z ktorych je najcastejSou mutacia V600E. NajcastejSie sa vyskytuji u melandmov
vznikajucich z prerusovaného vystavenia slne¢nému ziareniu a s fenotypom povrchovo
sa Siriaceho melanému (Davis et al., 2019). Za normalnych okolnosti sa BRAF zGc¢astiuje
homo- alebo heterodimerizacie s inou RAF kinazou v reakcii na rastové signaly. Avsak
pri aktivacii muticie dochadza k tomu, Ze BRAF pdsobi ako sebestany a nepretrzite
aktivovany monomér. Dochadza tak k nekontrolovatelnej bunkovej proliferacii, ktora
moze byt dolezita pri vyvoji a raste nadoru (Liu et Sheikh, 2015). MAPK signalna dréha
je Casto ovplyviiovana aj aktivacnou mutaciou NRAS. NRAS bol prvym identifikovanym
melandmovym onkogénom a V stucasnosti sa vyskytuje v 15-20% melanémov. Tato
mutécia je charakteristicka pre hrubSie primarne melandémi, ktoré maju horsiu prognézu
(Mufioz-Couselo et al., 2017). Medzi d’alsie mutacie spdsobujuce melanom patria CKIT
mutacie a GNAQ mutacie. Draha MAPK je ddlezitou onkogénnou drahou, ktora je

hlavnym ciel'om terapeutickej intervencie (Davis et al., 2019).
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Menej Casté su mutacie v drahach opravy nukleotidovej excizie (NER), napriek
tomu su vSak podstatne virulentnejSie a zvysuju riziko tvorby melanému. Vplyvom UV
ziarenia dochadza k poskodeniu DNA a tvorbe fotoproduktov, ktoré st odstranované
pomocou NER. Pokial’ vS§ak dojde k zlyhaniu NER, vznikaju mutécie a zvysuje sa riziko

koznych malignit (Davis et al., 2019).

3.4.2.1 Uloha AhR pri rozvoji maligneho melanému

Pri regulécii bunkovej homeostdzy ma doélezitu ulohu extracelularna matrica
(ECM). ECM je dynamickou Struktirou, ktord sa neustdle skladd, remodeluje
a degraduje, ¢im udrziava homeostdzu tkaniva. Jej dysregulacia tak moéze prispiet
k rozvoju viacerych patologickych stavov (Walker et al., 2018). ECM je degradovana
a remodelovana prostrednictvom matricovych metaloproteindz (MMP). Ich aktivita je
regulovana inhibitormi metaloproteinaz (TIMP) tak, aby bola zabezpecena rovnovéha
medzi degradaciou a rekonstrukciou ECM. Avsak zvySend expresia a aktivita MMP
moéze mat’ vplyv na tvorbu, vyvoj a progresiu rakoviny, vratane melanému. Na vzniku
rakoviny sa najviac podielaja MMP-1, MMP-2 a MMP-9 (Napoli et al., 2020).
K zvysenej expresiit MMP dochadza aj prostrednictvom signalizacie AhR. Viaceré z jeho
ligandov s environmentdlnymi karcinogénmi, ktorych expozicia prispieva k iniciacii
a progresii melanomu. Jednym z tychto environmentalnych karcinogénov je aj TCDD,
ktory je schopny aktivovat signalnu drahu AhR v Tudskych melanocytoch aj
vV melandémovych bunkéch. V §tadii Villano a kolektivu bolo jednym zo zisteni aj to, Ze
expresia AhR v melandmovych bunkach sa zvySuje s ich invazivnostou. Pri oSetreni
invazivnych melandémovych buniek A2058 TCDD bola pozorovana expresia CYP1A1
a CYP1BI. Naopak pri ich oSetreni spolu s AhR antagonistom a-naftoflavonom bola
expresia tychto cytochrémov zrusend. Tieto udaje potvrdili, ze TCDD indukuje expresiu
CYP1A1l aCYP1B1 v melanémovych bunkach prostrednictvom AhR. Délezitym
zistenim tejto Stadie je, Ze AhR signalizacia sprostredkovala TCDD indukovanu expresiu
a aktivitu MMP-1, MMP-2 a MMP-9 v invazivnej linii melanomu A2058. Na zaklade
toho je mozné tvrdit, ze TCDD prostrednictvom AhR prispieva k iniciacii a progresii
nadoru aktivaciou MMP (Villano et al., 2006).
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Ako uz bolo spominané, priblizne 50% melanémov obsahuje mutaciu v BRAF,
z ktorych najcastejsia je BRAF V600E. Tato mutacie sposobuje konstitutivnu aktivaciu
MAPK drahy, ¢im dochadza k nekontrolovatelnej bunkovej proliferacii a inhibicii
apoptozy. Z tohto dovodu boli vyvinuté BRAF inhibitory (BRAF1), ktoré sa pouzivaju na
lie¢bu melanému. Jednym inhibitorov BRAF V600E je Vemurafenib, ktory je vysoko
selektivny a aktivny u pacientov s metastatickym melandmom. Pri inhibicii BRAF
V600E ma v zavislosti od davky antiproliferativne a apoptické ucinky. V porovnani
so standardnou chemoterapiou ma lie¢ba Vemurafenibom lepSiu odpoved’ a je aj dobre
tolerovany. Napriek dobrym klinickym vysledkom tejto lieCby, dochddza u vacSiny
pacientov k vzniku rezistencie na tento BRAFi (Swaika et al., 2014). Mechanizmus tejto
terapeutickej rezistencie zahfnia vnutornu drahu rezistencie, pri ktorej je reaktivovana
signalna draha MAPK. V pritomnosti BRAFi moZze byt reaktivovana signalna draha
MAPK muta¢nou aktivaciou NRAS, MEK1 alebo MEK2. Alebo si mechanizmom
rezistencie na BRAFi aj zvySené hladiny proteinu CRAF. Pri vonkajsej drahe rezistencie
nastava aktivacia alternativnych signalnych drah (Holderfield et al., 2014; Kim et Cohen,
2016). V studii Corre a kolektivu bola zistena tloha AhR v rezistencii vo¢i BRAF
inhibitorom. Najskér bola v melanomovych bunkidch pozorovana vizba BRAFi
Vemurafenibu na AhR, ktorou doslo k jadrovej translokacii. Vemurafenib ale
nestimuloval kanonicki drahu AhR aani jeho vplyvom nedoslo k indukcii expresie
CYPI1A1. BRAFi teda aktivoval AhR signalizéaciu, ako jeho nekanonicky ligand .V tomto
pripade podporuje AhR transkripéni drahu, ktord nasledne udrziava bunky
Vv proliferativnom a na lieCivo senzitivnom stave. Pri BRAFi1 rezistencii ide vacSinou
0 dediferencované bunky, ktorych stav bol podporeny aktivaciou AhR pomocou
kanonickych ligandov. Chronické aktivacia AhR kanonickymi ligandmi je schopnd menit’
bunky citlivé na BRAFi na rezistentné bunky. Pri konstitutivnej a chronickej aktivacii
AhR je tak podporované agresivne spravanie nadoru a tumorigenéza in vivo.
V skuto¢nosti mdze mat’ AhR pro- alebo protinadorovu aktivitu v zavislosti od stavu
buniek. PretoZe jeho aktivacia je spojend aj so zmenou procesov bunkovej diferenciacie
a dormanciou melanomovych buniek. Ddlezitym faktom preto je, Ze k aktivacii AhR
dochadza predovSetkym v reakcii na enviromentalne faktory, akymi su UV Ziarenie

a znecist'ujtce latky (Corre et al., 2018).
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4 ZAVER

Ciel'om tejto reSerSnej prace bolo objasnit’ tlohu aryl uhl'ovodikového receptoru
Vv zachovani integrity koze. V prvej Casti prace boli uvedené zédkladné informéacie o aryl
uhl'ovodikovom receptore. Rovnako boli uvedené aj principy jeho signalizacie a spdsob

fungovania jeho dvoch zakladnych signalnych drah.

Druhé Cast’ sa zaoberala atopickou dermatitidou a llohou AhR v jej rozvoji a liecbe.
Pre spravne pochopenie vzniku atopickej dermatitidy bola najskor popisana tiloha koze
a funkcie epidermalnej bariéry. Nasledne boli opisané mozné priciny a rizikové faktory
prispievajuce k rozvoju tohto ochorenia. Na konkrétnych §tididch bol vysvetleny spdsob,
akym modze AhR prispiet’ k vzniku atopickej dermatitidy. Zaroveni boli uvedené aj

spdsoby vyuzitia jeho signalizacie v lieCbe tohto chronického zapalového ochorenia.

V tretej Casti bola objasnend tloha AhR v procese pred¢asného starnutia pokozky.
Najskor bol vysvetleny proces starnutia so zameranim najmé na chronické starnutie
vplyvom vonkajSich faktorov prostredia. Vysvetlené boli Skodlivé ucinky slneéného
UV ziarenia, ktoré sposobuju fotostarnutie pokozky. A tiez druhy dolezity faktor
podielajuci sa na procese chronického starnutia, ktorym je znecistenie ovzduSia
a konkrétne jeho zlozky, medzi ktoré patria aj polycklické aromatické uhl'ovodiky, pevné
Castice a 0zon. Nasledne bolo vysvetlené zapojenie AhR do procesu pred¢asného

starnutia na konkrétnych priznakoch, akymi su tvorba vrasok a pigmentécia.

Posledna cast’ bola venovana rakovine koze a hlavne karcinogénnym u¢inkom
UV ziarenia a znecistenia ovzdusSia. Tieto karcinogénne tGcinky boli popisané na dvoch
konkrétnych prikladoch rakoviny koze. Prvym bol skvamocelularny karciném, ktory je
druhym najcastejSim typom rakoviny koZe. Dodlezita uloha AhR v jeho rozvoji bola
vysvetlena spolu s rizikovymi faktormi vzniku skvamoceluldrneho karcinomu.
Ako druhy priklad bol uvedeny maligny melanom. Tu bol popisany sposob akym mdze
byt prostrednictvom environmentalnych karcinogénov zapojeny AhR do rozvoja tejto
rakoviny koze. Tiez bol vysvetleny spdsob, ktorym sa AhR podiela na vzniku rezistencie

voci inhibitorom pouzivanym pri lie¢be maligneho melanomu.

Na zaklade uvedenych informacii je mozZné tvrdit’, Ze aryl uhl'ovodikovy receptor
ma dolezitu ulohu v zachovani integrity koze. Aktivacia jeho signalizacie moze viest

K naruseniu integrity prostrednictvom rozvoja chronickych zapalovych ochoreni koze
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alebo karcinogénnych stavov. K tejto neziaducej aktivacii moze dochadzat’ vplyvom
ligandov, ktoré su ¢asto sucastou environmentalnych faktorov, ktorym je koza neustale
vystavovana. V urcitych pripadoch, ale mo6ze mat’ aktivacia alebo blokovanie signélnej
drahy aryl uhl'ovodikového receptora vhodnymi ligandmi pozitivne Gc€inky pri potlac¢ani
tychto patologickych stavov. Pri sprdvnom pochopeni jeho fungovania, tak moze byt

pouzity pri lie€be viacerych koznych ochoreni a prispiet’ k zlepSeniu integrity koze.
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