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Abstact:

IL-33 is a dual function protein that may function as both a proinflammatory cytokine and an
intracellular nuclear factor. In a role of cytokine IL-33 signals via receptor ST2 and induces T
helper type 2-associated cytokines in its target cells including mast cells, basophils, eosinophils
and natural killer cells. Additionally, it acts as chromatin-associated nuclear factor with
transcriptional regulator properties affecting expression of some proinflammatory cytokines.
Regulation of this processes is poorly understood, mechanisms underlying synthesis, processing
and secretion of IL-33 also remain to be fully explored. The aim of our study was to examine
mechanisms probably involved in regulation of I1L-33 production and its secretion outside the
cell. First, we investigated possibility that IL-33 secretion is affected by stimulation with
cytokines TNFa, IFN vy, IL-1p, IL-13, IL-33, TGF-B and IL-10 or stimulation with LPS isolated
from E. coli. Next we investigated hypothesis that IL-33 is released from cells during cell
damage or necrosis and serve as ,,alarmin“. Necrosis was induced in LPS-stimulated cells by
freeze-thawing cycles. Besides the presence of 1L-33 we tested levels of IL-1a and IL-1. In our
experimental model, we used A549 cell line (alveolar type Il-like cells), THP-1 promonocytic
cell line and monocytic THP-1dif cells converted from THP-1 cells by incubation with
vitaminD3. Cell differentiation was confirmed by upregulated expression of cell surface
molecule CD-14, measured with flow cytometer. Cytokine levels were measured by Luminex
technology or ELISA. Despite our effort we didn't detect IL-33 in cell supernatants. Our data
shows that neither cytokines nor LPS have the ability to induce 1L-33 secretion in the cells.
Effect of necrosis on IL-33 presence in supernatants was not confirmed. IL-1p was
constitutively produced by epithelial A549 cells with no influence by LPS or necrosis.
Concentration of IL-1p was affected by stimulation with LPS in both cell lines, THP-1 and
THP-1 dif, respectively. Necrosis upregulated levels of IL-1B in supernatants. Dynamics of the

IL-1a expression in our experiments confirmed its role as alarmin.
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Abstakt:

Interleukin 33 je protein s dualnou funkciou, ktory sluzi sti¢asne ako prozapalovy cytokin a
zaroven funguje ako intracelularny jadrovy faktor. V ulohe cytokinu sa IL-33 navdzuje na ST-2
receptor a v cielovych bunkach, medzi ktoré patria napr. mastocyty, bazofily, eozinofily, a NK-
bunky indukuje produkciu cytokinov spojenych s Th2 typom imunitnej odpovede. Ako jadrovy
faktor sa navizuje na chromatin a reguluje transkripciu niektorych prozapalovych génov.
Regulacia tychto procesov zatial’ nie je znadma, uspokojivo objasnené nie st ani mechanizmy
zodpovedné za syntézu, Stiepenie a sekréciu IL-33. Cielom nasej prace bolo preverit' viaceré
mechanizmy, ktoré by sa mohli podiel'at’ na regulécii produkcie IL-33 a jeho sekrécie mimo
bunku. Najskor sme zistovali, ¢i ma na sekréciu IL-33 vplyv stimulacia prostrednictvom
cytokinov TNFa, IFN v,IL-1B,IL-13, IL-33, TGF-f a IL-10 alebo stimulécia prostrednictvom
LPS izolovaného z E. coli. Dalej sme overovali, ¢i IL-33 patri medzi tzv. alarminy, takZe by mal
byt z buniek uvolnovany pri poskodeni ¢i nekréze. Bunky boli stimulované prostrednictvom
LPS a nekrozu sme indukovali pomocou viacerych cyklov zmrazovania a rozmrazovania.
Okrem pritomnosti IL-33 bola testovana aj pritomnost’ cytokinov IL-la a IL-1B. V naSich
experimentoch sme ako modelové bunky pouzivali bunkovu liniu A549 (alveolar type II-like
cells) a THP-1 promonocytovii bunkova liniu, ktorG sme diferencovali prostrednictvom
kalcitriolu na monocytova liniu THP-1dif. Uspesnost’ diferenciacie sme potvrdili testovanim
buniek na pritomnost’ povrchovej molekuly CD-14, merania prebiehali pomocou prietokového
cytometra. Hladiny cytokinov v supernatantoch buniek boli merané technolégiou Luminex
alebo metédou ELISA. Naprieck mnohym experimentom sa nam nepodarilo v supernatantoch
buniek identifikovat’ IL-33. NaSe data ukazali, Ze cytokiny ani LPS nemaji schopnost
indukovat’ u buniek sekréciu IL-33. Vplyv nekrozy na pritomnost’ IL-33 mimo bunky nebol
potvrdeny. Epitelidlne bunky A549 konstitutivne produkovali IL-1B.  Stimulacia
prostrednictvom LPS ani nekr6za neovplyvnili mnozstvo IL-1B v supernatantoch A549. U
oboch monocytovych linii bol zisteny vyznamny efekt stimulacie prostrednictvom LPS na
koncentraciu IL-1B v supernatantoch, taktiez vd’aka nekroze sa hladina IL-1f v supernatantoch
zvysila. Dynamika expresie IL-1a zistend naSimi experimentami potvrdila, Zze IL-1a sluzi ako

alarmin.
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1 Zoznam pouzitych skratiek

Ala
AP-1
APC
AR
Asp
ATP
calpain
CBM
CD

cDNA

COX-2

DAMP

DC
DMSO
EAE
EDTA
ELISA

ERK

FBS
FGF

FMF

zvySok aminokyseliny alaninu

activator protein-1

bunky prezentujuce antigén (antigen presenting cells)

alergicka rinitida

zvySok kyseliny asparagove;j

adenozintrifosfat

neutralna proteaza aktivovana vapnikom (calcium-activated neutral protease)
motiv viazuci sa na chromatin (chromatin-binding motiv)

diferenciacny antigén (cluster of differentiation)

komplementarna deoxyribonukleova kyselina (complementary deoxyribonucleic
acid)

cyklooxygenaza 2

Struktara asociovana so situaciou, ked’ d6jde v organizme k poSkodeniu (damage

associated molecular pattern)

dendritické bunky (dendritic cells)

dimethylsulfoxid

experimentalna autoimunitna encefalomyelitida

kyselina ethylendiamintetraoctova

z ang. enzyme-linked immunoabsorbent assay

kinaza regulavana extracelularnym signalom (extracellular signal-regulated
kinase)

fetalne bovinne sérum (fetal bovine serum)

rastovy faktor fibroblastov (fibroblast growth factor)

familiarna stredomorska horucka (familial Mediterranean fever)



GPI

HEV

HLA

HMGB1

IBD

ICAM-1

ICE

IFN

IRAK

IL-1R

IL-1Ra

IL-1RACP

IMDM

iINOS

IRAK

INK

kDa

KSHV

LAP

LPS

LTBP

glykosylfosfatidylinositol

cievy s vysokym endotelom (high endothelial venules)

hlavny l'udsky (histokompatibilny) antigén (human leukocyte antigen)

z ang. high mobility group box 1 protein

idiopatické ¢revné zapalové ochorenia (inflammatory bowel disease)

medzibunkova adhezivna molekula-1(intercellular adhesive molecule-1)

enzym Stiepiaci IL-1B (IL-1P converting enzyme)

interferon

imunoglobulin

a inhibitor nukledrneho faktoru kB (inhibitor of NF-xB o)

interleukin

kinaza viazuca sa na IL-1 receptor (IL-1R associated kinase)

IL-1 receptor typu L., alebo aj oznacenie pre rodinu receptorov viazucich sa na IL-1
antagonista receptoru pre IL-1(IL-1 receptor antagonist)

pridavny protein IL-1R (IL-1 receptor accessory protein)

z ang. Iscove's modified Dulbecco's medium

indukovatel'na syntaza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide synthase)

kinaza asociujuca s IL-1 receptorom (IL-1R Associated Kinase)

c-Jun N-terminalna kinaza

kilodalton (jednotka molekulovej hmotnosti)

z ang. Kaposi sarcoma herpesvirus

peptid spojovany s latenciou (latency associated peptide)

lipopolysacharid

protein viazuci sa na latentny TGF-B (latent TGF-B-binding protein)



Mal adaptorova molekula podobna MyD88 (MyD88-adapter-like)

MAPK mitogénom aktivovana proteinkinaza (mitogen-activated protein kinase)
MHC hlavny histokompatibilny komplex (major histokompatibility complex)
MRNA informacna ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

MyD88 faktor podielajici sa na diferenciacii myeloidnej linie buniek-88 (myeloid
differentiation primary response protein 88)
NF-xB jadrovy faktor kB (nuclear factor-xB)

NF-HEV jadrovy faktor ciev s vysokym endotelom (nuclear factor of high endothelial

venules)
NK prirodzeny zabija¢ (natural killer)
NLS jadrova lokaliza¢na sekvencia nuclear localization sequence)
PAF faktor aktivujuci krvné dosti¢ky (platelet activating factor)
PAMP Strukthra charakteristicka pre patogénne mikroorganizmy (pathogen-associated

molecular pattern)
PBMC mononuklearne bunky periférnej krvi (peripheral blood mononuclear cells)
PBS fosfatovy izotonicky roztok (phosphate buffered saline)
PE fykoerytrin

PGE2 prostaglandin E2

PLD fosfolipaza D (phospholipase D)

PRR receptor rozpoznavajuci urcité struktary (pattern recognition receptor)
ROS reaktivne kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

RPMI z angl. Roswell Park Memorial Institute medium

SIF stredna intenzita fluorescencie

SIGIRR  molekula pribuzna IL-1R obsahujuca jednu imunoglobulinovi doménu (single



sIL-1R

SLE

SPHK

TIR

TGF

Th

THP-1dif

TLR

TNF

TRAF6

VCAM-1

VEGF

wit

immunoglobulin interleukin-1 receptor related-molecule)

solubilnd molekula IL-1R

systémovy lupus erytematodes

z ang. sphingosine kinase

Toll/Interleukin-1 receptor doména

transformujtci rastovy faktor (transforming growth factor)
pomocny T lymfocyt (T helper lymphocyte)

THP-1 bunky diferencované prostrednictvom vitaminy D3

receptor skupiny Toll (Toll-like receptor)

faktor nekrotizujtci nadory (tumor necrosis factor)

faktor- 6 asociovany s TNF receptorom (TNF-receptor associated factor 6)
cievna adhezivna molekula -1 (vascular cell adhesion molecule-1)
rastovy faktor cievneho epitelu (vascular endothelial growth factor)

povodny, nemutovany (napr. gén, mysia linia) (wild type)
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2 Uvod

Cytokiny st zakladnymi regulatormi imunitného systému. Je o nich dobre zname, Ze na bunky
posobia naviazanim sa na Specifické membranové receptory. V poslednej dobe vSak pribudaji
dokazy, ze to nie je jedina cesta, ako prejavuju svoju biologicku aktivitu. Interleukin 33 (I1L-33)
je jednym z mala proteinov, ktoré maju tzv. ,,dualnu funkciu. V jeho amino-terminalnej Casti
sa nachadza sekvencia, vdaka ktorej modze byt translokovany do jadra. Tu interaguje
s transkripénym faktorom NF-kB (z ang. Nuclear Factor-kB), ¢im mu znemozni naviazat’ sa na
svoju cielovii DNA. Pdsobi teda ako represor génovej transkripcie zavislej na faktore NF-«xB.
Okrem toho na ciel'ové bunky pdsobi aj ako cytokin - naviazanim sa na svoj $pecificky receptor
ST-2 (rodina IL-1 receptorov) spusta signalne drahy, ktoré naopak vedu k aktivacii molekul
NF-kxB a AP-1 (z ang. Activator Protein) a taktiez k aktivacii MAPK signalizacie (z ang.
Mitogen-Activated Protein Kinase). Aktivacia tychto jadrovych faktorov vedie k zvySeniu
expresie génov prozapalovych cytokinov IL-1B, IFN-y ¢i TNF-o0, ataktiez zabezpecuje
prezivanie, adhéziu ¢i degranulaciu cielovych buniek. IL-33 mdze teda posobit’ na NF-xB
dvoma mechanizmami s opa¢nym u¢inkom- pri intrakrinnom pdsobeni jeho aktivitu tlmi, pri
parakrinnom podsobeni ju naopak stimuluje. Regulacia tychto procesov zostava zatial

neobjasnena.

Mechanizmy zodpovedné za syntézu, Stiepenie a sekréciu IL-33 s predmetom mnohych $tadii,
do dne$ného dna vSak neboli uspokojivo odhalené. Vysledky st ¢asto rozporuplné a vzajomne
si odporuju. Tato praca sa snazi poskytnat’ uceleny pohl'ad na dosial’ zname poznatky o IL-33
a experimentalne overuje viaceré mechanizmy, ktoré by sa na zaklade znalosti inych cytokinov
ana zaklade faktov znamych o IL-33 mohli podielat’ na regulacii jeho produkcie a sekrécie

mimo bunku.

Maloktory cytokin je produkovany do extracelularneho priestoru konstitutivne, bunky ich
zvyCajne zac¢nu sekretovat’ az ako odpoved’ na konkrétny podnet. Tym byva zvicSa posobenie
iného cytokinu ¢i molekuly endogénneho alebo aj exogénneho pdvodu. V experimentalnej Casti
tejto prace sme sa preto rozhodli najskor zistit', ¢i je ovplyvitovana sekrécia interleukinu 33 po
stimulacii epitelialnych buniek a monocyto-makrofagovej linie prostrednictvom cytokinov

TNFa, IFN v,IL-1B,IL-13, IL-33, TGF-B a IL-10 ¢i prostrednictvom LPS.

Dalsia Gast’ tejto prace je venovana overovaniu hypotézy, ze IL-33 funguje ako tzv. alarmin.
Pocas poslednych 15 rokov sa vedci snazia pochopit, ako je imunitny systém schopny
rozpoznat' pritomnost’ cudzich patogénov pripadne zistit, ze doSlo k poskodeniu tkaniva.
Mnohobuneéné organizmy deteguji patogény vd’aka skupine receptorov PRR (z ang. Pattern
Recognition Receptors), ktoré rozpoznavaju tzv. PAMP (z ang. Pathogen-Associated Molecular

Patterns) Struktiry. Tieto Struktary st evoluéne velmi konzervované, zdielané viacerymi
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mikroorganizmami, st Casto nevyhnutné pre ich zivot. Vyskytuju sa vyluéne na povrchu
mikroorganizmov, nie st v8ak pritomné na bunkach organizmu vlastnych. Su teda spol'ahlivym
signalom pre aktivaciu imunitného systému. Alarminy su zasa molekulami endogénneho
povodu, ktoré st uvolnované z poSkodenych alebo mitvych buniek. Pri kI'udovom stave sa
Vv extracelularnom priestore vobec nenachadzaji. Tak je umoznené bunkam imunitného systému
detegovat’ znicené bunky ¢i tkaniva. Endogénne alarminy a exogénne PAMP tak funguji ako
spustace imunitnej reakcie a dohromady st oznacované ako molekularne Struktary pritomné pri
poskodeni organizmu, tzv. DAMP (z ang. Damage-Associated Molecular Patterns). Interleukin
33 je povazovany za alarmin, ktory sa z buniek uvolniuje pri nekroze. Ciel'om mojej prace bolo
zistit', ¢i nekroza indukovana u monocyto-makrofagovej linie  THP-1 pomocou zmrazovania
umoziuyje interleukinu 33 dostat’ sa do extraceluldrneho priestoru. Taktiez som sa pokusila
vyriesit’ otazku, ¢i je rozdiel v produkcii IL-33 u neaktivovanych THP-1 buniek a u buniek
diferencovanych prostrednictvom vitaminu D3, ktoré boli aktivované prostrednictvom LPS. Pre
porovnanie bol sledovany vplyv nekrozy, diferenciacie a aktivacie buniek aj na uvolfiovanie

pribuznych cytokinov IL-1a a IL-1f.

IL-33 je povazovany za pleiotropny cytokin. Ma schopnost’ stimulovat’ bunky neSpecifickej, ale
aj Specifickej imunitnej odpovede a zohrava doélezita tilohu pri patogenéze viacerych chordb,
ako je napr. reumatoidna artritida, roztriisend sklerdza, chronické zapalové ochorenia criev,
astma ¢i alergické reakcie. Porozumenie jeho bioldgii ma preto prakticky vyznam z dévodu jeho

mozného terapeutického vyuzitia v buducnosti.
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3 Literarny prehl'ad

3.1 IL-1rodina - cytokiny podobné interleukinu 1

Interleukin 33 (IL-33) je poslednym prirastkom Struktirnej rodiny cytokinov podobnych
interleukinu IL-1(IL-1 rodina). Molekuly patriace do tejto rodiny sa viazu sa na rovnaky typ
receptorov (rodina IL-1R), maji podobnt terciarnu Struktaru a zdiel’aju ist homoldgiu, ktora je
vSak obmedzena na par vnutornych zvySkov aminokyselin. Tieto evolucne staré cytokiny
posobia na bunky neSpecifickej imunity, priCom podporuju ich prezivanie a ovplyvituju ich
funkcie. Zaroven pdsobia priamo na lymfocyty a tak podporuju niektoré mechanizmy adaptivnej
imunity. IL-1a a IL-1p boli prvymi objavenymi ¢lenmi IL-1 rodiny a od ich identifikacie ubehlo
viac nez Stvrt’storocie. Medzi klasické cytokiny IL-1 rodiny sa eSte radi IL-18 (prave jemu je IL-
33 strukturalne najblizsi) a IL-1Ra (ang. IL-1 Receptor antagonist), ktory je vlastne $pecifickym
inhibitorom IL-1. Viaze sa totiZ na rovnaky receptor, ale kvoli Strukturalnym odliSnostiam od
IL-1B nie je schopny S§irit’ signal dalej do bunky. IL-1 rodina ma momentalne 11 ¢lenov,
pribuznost’ jednotlivych cytokinov je prostrednictvom fylogenetického stromu znazornena na
obrazku ¢.1. IL-33 sa od svojich pribuznych v mnohych ohl'adoch odlisuje.

mulL-1ra
Aull-ra mMulL-1F5

hulL-1F5

mulL-1F10
hulL-1F10

hulL-1F8
mulL-1F8 hulL-1F7
mulL-1F6 mull-1a
hulL-1F6
hull-1c
hulL-1F9
mulL-1F9
hUIL'lﬁ hulL—18
mulL-1p mulL-18
hulL-33

mulL-33

Obr.¢.1: Fylogeneticky strom znazorfujuci evoluéné vztahy medzi jednotlivymi élenmi IL-1 rodiny.
Zobrazené su fudské (hu, ang. human) a mysie (mu, ang. murine) gény. (Smith 2011).
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3.1.1 Interleukin la (IL-1a)

Podobne ako 1L-33, aj IL-1a (Obr. ¢.2) patri medzi dualne cytokiny zijuce akoby dvojity zivot-
st uvolnované, aby mohli sprostredkovat’ svoju autokrinnu ¢i parakrinna funkciu, ale taktiez
maju intrakrinni Ulohu, pdsobia na materskii bunku ako jadrové faktory. IL-la je prvym
cytokinom, u ktorého bola zistend takato aktivita. Po stimuldcii IL-la bolo pozorované
naakumulovanie IL-1a v jadre (Mizel et al. 1987). IL-1a v tlohe jadrového faktoru podnecuje
transkripciu génov prozapalovych cytokinov. Ako IL-1p a IL-18, aj IL-1a je syntetizovany vo
forme prekurzorového proteinu. Pro-IL-1a je dlhy 31 kDa a je Stiepeny calpain protedzou (z
ang. calcium-activated neutral protease). Calpain proteaza odstrani N-terminalnu prodoménu a
tak vznika 17 kDa dlhy maturovany protein (Kobayashi et al. 1990). Ten je pri poSkodeni
bunky uvolfiovany do extracelularneho priestoru, kde pdsobi ako alarmin (Eigenbrod et al.
2008). V niektorych typoch buniek (napr. endotelialne bunky) k tomuto Stiepeniu nedochadza a
v bunke sa hromadi prekurzor IL-1a. A pretoze na N-terminalnej doméne sa nachadza jadrova
lokalizaéna sekvencia (NLS, z ang. Nuclear Localization Sequence), prekurzory sa dostavaji do
jadra a tu sa prostrednictvom N-terminalnej kyslej domény viazu na rézne jadrové cielové
proteiny vratane histonovych  acetyltransferaz p300 a PCAF a rozbiehaji expresiu

prozapalovych génov (Buryskova et al. 2004), (Maier et al. 1994), (Werman et al. 2004).

IL-1a sa v extracelularnom priestore nachadza len po uvolneni z nekrotizujacich buniek, za
kl'udovych podmienok ho najdeme v cytoplazme ¢i jadre buniek, kde plni svoju intrakrinnt
ulohu , alebo je viazany k cytoplazmatickej membrane. Nachadza sa na povrchu monocytov a
makrofagov po stimulacii in vitro. Tato membranova forma je biologicky aktivna, napr. zvySuje

produkciu IL-8 (Dinarello 1996), (Kaplanski et al. 1994).

Obr. ¢. 2: Stuzkovy diagram znazornujuci Struktdru IL-a. (Upravené podla obrazka na stranke
http://maptest.rutgers.edu/drupal/?q=node/135)
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3.1.2 Interleukin 13(IL-13)

IL-1B je multifunkény cytokin, ktory ma vplyv na takmer vSetky typy buniek. Pdsobi
samostatne, ale aj v kombinécii s inymi cytokinmi. Je predovSetkym hlavnym mediatorom
zapalu a iniciuje a/alebo amplifikuje Siroké spektrum mechanizmov spojenych s prirodzenou
imunitou a so schopnostou organizmu odpovedat na pritomnost mikroorganizmov a
tkanivového poSkodenia. Ma aj pyrogénne ucinky, uz v minimalnych koncentraciach spdsobuje
horucku, hypotenziu, produkciu proteinov akttnej fazy a produkciu prozapalovych cytokinov

ako je napriklad IL-6. Produkovany je najméa krvnymi monocytmi.

IL-1B iniciuje aktivitu cyklooxygenazy 2 (COX-2), fosfolipazy typu 2 a indukovatel'nej syntazy
oxidu dusnatého (iNOS, z ang. inducible Nitric Oxide Synthase). Pre bunky to znamena, Ze po
posobeni IL-1f za¢nii produkovat velké mnoZzstvo prostaglandinu E2 (PGE2), faktoru
aktivujuceho krvné dosticky (PAF, z ang. Platelet Activating Factor) a oxidu dusnatého (NO).
Zvysuje aj produkciu adhezivnych molekul ako je interceluldrna adhezivna molekula 1 (ICAM-
1, zang. InterCellular Adhesive Molecule-1) na mezenchymalnych bunkach alebo vaskularna
adhezivna molekula 1 (VCAM-1, z ang. Vascular Cell Adhesion Molecule-1) na epitelialnych
bunkach. To umoziuje vstup zapalovych a imunokompetentnych buniek do extravaskularneho
priestoru. Funguje aj ako angiogeneticky faktor - zvySuje expresiu vaskularneho endotelového
rastového faktoru (VEGF, z ang. Vascular Endothelial Growth Factor) a tak podporuje rast ciev.
To znamena, Ze sa podiela na kontrole angiogenézy nadorov a ovplyviuje aj invazivnost
roznych nadorovych buniek (Voronov et al. 2003). Taktiez hra ulohu pri chorobach
poskodzujticich kiby a kosti, pretoze indukuje produkciu kolagenaz synovialnymi bunkami a
metaloproteinaz chondrocytmi (Verbruggen 2006). ZvySené hladiny tohto cytokinu boli
najdené v sérach pacientov viacerych dedi¢nych chronickych autoimunitnych syndromov- napr.
familiarna stredomorska horacka (FMF, z ang. Familial Mediterranean Fever), dna, systémova
juvenilna idiopaticka artritida, Muckle —Wellsov syndrom a mnohé iné (Church et al. 2008). U
vsetkych tychto chordb bolo potvrdené, Ze nadmerna produkcia IL-1f je nielen priznakom, ale

aj samotnou pri¢inou tychto chordb.

Transkripcia IL-1B mo6ze byt spustena réznymi podnetmi, napriklad cez PAMP ako je napriklad
LPS, alebo je indukovana réznymi prozapalovymi cytokinmi ako TNFa, IFNo, IFNB a aj
samotnym IL-1p. Bunky ako napr. monocyty vyzaduju eSte aj pomocny signal- nestaci im len
indukcia jednym z PAMP. Napriklad stimulacia LPS sposobi len nizku hladinu sekrécie IL-1p,
zatial' ¢o v cytoplazme sa nahromadi mnozstvo pro-lIL-1fB. Pomocnym signdlom moze byt
extracelularne ATP, ktoré cez receptor P2X7R sposobi eflux K+ kationov a tak aktivuje ICE (z

ang. IL-1p Converting Enzyme) a naslednu masivnu sekréciu IL-1 (Ferrari et al. 2006).
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Obr.€.3: Stuzkovy diagram znazorfiujuci Struktiru IL-1B (https://www.ucytech.com/interleukin-1)

3.1.3 Interleukin 33

Stredom zaujmu naSich experimentov je interleukin-33, nevSedny c¢len IL-1 rodiny, ktory sa
v mnohych ohladoch vymyka predstavam o typickom cytokine. Ma totiz dudlnu funkciu -
okrem toho, Ze pdsobi ako klasicky cytokin, funguje po translokacii do jadra ako transkripény
represor. Moznost, Ze cytokiny mozu posobit dvoma tak rozdielnymi mechanizmami bola
objavena nedavno, medzi d’al$ie zname dualne cytokiny patri aj IL-1o. a HMGB-1(z ang. High
Mobility Group Box 1 protein). Ruskom tajomstva je neustale zahaleny aj spdsob, ako je 1L-33
uvolfiovany do extracelularneho priestoru. V naSich pokusoch sme sa snazili najst dokazy
podporujuce teoriu o tom, Ze 1L-33 je vylucovany iba pri nekrdze buniek a sluzi tak ako alarmin

- protein upozoriujlci organizmus na mozné nebezpecenstvo.

Prvykrat sa sIL-33 vedci stretli uz vroku 1999, ked” porovnavali expresiu génov vo
vazospastickych mozgovych artériach psov pred subarachnoidalnym krvacanim apo fiom.
Oznacili ho ako ,,DVS-27¢ (Onda et al. 1999). O styri roky neskor bol IL-33 identifikovany
inou skupinou ako nuklearny protein exprimovany v bunkach HEV (z ang. High Endothelial
Venules — venuly svysokym endotelom; su to venuly so S$pecializovanym endotelom
umoznujucim efektivnu migraciu lymfocytov cez cievnu stenu, nachadzaju sa v sekundarnych
lymfatickych organoch), v tomto pripade ho pomenovali NF-HEV (z ang. Nuclear Factor from
HEV) (Baekkevold et al. 2003). V roku 2005 bol IL-33 znovuobjaveny pomocou metdd
bioinformatiky - profil ,typického ¢lena IL-1 rodiny* vytvoreny vd’aka znamym sekvenciam
ostatnych ¢lenov IL-1 rodiny bol vyhladdvany v sekven¢nej databaze GenBank. Bolo taktiez
zistené, ze 1L-33 je ligandom ST-2 receptoru (Schmitz et al. 2005). V sulade s nomenklatirou
IL-1 rodiny, ktorti v roku 2001 navrhol J. Sims (Sims et al. 2001), je tento protein systematicky
nazyvany aj IL-1F11, v literatare sa vSak takmer vyluéne pouziva pomenovanie interleukin 33
(IL-33).
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U l'udi je gén pre IL-33 lokalizovany na chromozéme 9p24.1, u mys$i na chromozéme 19qC1

(Schmitz et al. 2005).

IL-33 hra dodlezita rolu v mechanizmoch viacerych zépalovych, infekénych ¢i autoimunitnych
chordb. Pre predstavu, ze 1L-33 je naozaj pleiotropnym cytokinom, tzn. ze ma v organizme
uplatnenie v rozmanitych procesoch, uvadzam zopar prikladov chordb a chorobnych stavov, pri

ktorych sa IL-33 podiel’a na patogenéze, pripadne naopak svojim pdsobenim mierni ich priebeh.
Roztrusena skleréza

Zvysena hladina mRNA I1L-33 a aj ST-2 receptoru bola namerana v mieche mysi, ktoré trpeli
tzv. EAE (experimentdlna autoimunitnd encefalomyelitida, slizi ako zvieraci model pre
roztrusenu skler6zu). Pokial’ bola mySiam v pociatocnej faze vyvoja EAE intraperitonedlne
podand neutralizacnd protilatka anti-1L-33, doSlo k pomalSiemu vyvoju choroby, taktiez

klinické a patologické prejavy boli potlacené (Li et al. 2012).
Reumatoidna artritida

Bolo preukazané, ze u l'udi trpiacich reumatoidnou artritidou sa IL-33 nachadza v synovialnych
tkanivach postihnutych kibov vo zvySenom mnoZstve. IL-33 postva reakciu organizmu
k Th1/Th17 imunitnej odpovedi pravdepodobne aktivaciou mastocytov. Mastocyty exprimuju
na svojom povrchu receptor ST-2 (Gdchter et al. 1996), po aktivacii prostrednictvom IL-33
za¢nu produkovat’ IL-1, IL-6, IL-13 a viaceré chemokiny (Allakhverdi et al. 2007), (Ho et al.
2007), (Moulin et al. 2007). IL-1 a IL-6 indukujt bunky Th17, ktoré su kli¢ovou bunkovou
liniou spdsobujucou patologické zmeny pri artritide (Nakae et al. 2003). IL-33 tak vyznamne
prispieva k vyvoju tejto choroby (Xu et al. 2008).

Astma

Podl'a najnovsich poznatkov astma nema jediny fenotyp, ale existuje viacero mechanizmov,
ktoré moézu spoOsobit’ symptomy typické pre tato chorobu. U jedného typu astmy hraja
vyznamnu rolu prave cytokiny IL-33 a IL-5 (Poon et al. 2012). IL-33 je schopny nasmerovat’
vyvoj naivnych T lymfocytov smerom k Th2 lymfocytom produkujucim IL-5, ato dokonca
nezavisle na IL-4 (Kurowska-Stolarska et al. 2008). Cytokin IL-5 je zasa aktivatorom

eozinofilov, ktoré s hlavnou bunkovou liniou zodpovednou za prejavy astmy.
Zapalové ochorenia Criev (Crohnova choroba, ulcerézna kolitida)

Mysiam S experimentalne vyvolanou chronickou kolitidou bol intraperitonealne podavany IL-33
pocas zacCiatonych faz vyvoja nemoci aj v jej chronickom Stadiu. Pre chronické zapalové

ochorenia ¢riev je charakteristicky Thl typ imunitnej odpovede. Pdsobenim IL-33 doslo
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k posunutiu rovnovahy smerom k Th2 odpovedi (zniZenie hladiny IFN-y, naopak zvySenie
hladiny cytokinov spojenych s Th2 imunitnou reakciou) a tym k doslo k potlaceniu zapalovych
prejavov (Grop et al. 2012). Expresia mMRNA IL-33 bola taktiez preukazana u endotelialnych
buniek odobranych z chronicky zapalenych tkaniv pacientov trpiacich Crohnovou chorobou
(Carriere et al. 2007) ¢i u kolonocytov odobranych pacientom s ulcerdznou kolitidou (Seidelin
et al. 2010). Dalsia $tadia preukazala expresiu IL-33 u myofibroblastov zo subepitelilnej

vrstvy ¢reva postihnutého ulceréznou kolitidou (Kobori et al. 2010).
Systémovy lupus erytematodes (SLE)

U pacientov trpiacich SLE bola zistovand zavislost medzi zavaznostou ochorenia
a koncentraciou proteinu IL-33 a solubilného ST2 receptoru (sST2) v sére. Bolo zistené, Ze
hladina sST2 je u pacientov so zavaznejSou formou ochorenia zvySena, zatial ¢o hladina
proteinu IL-33 nebola vo véc¢Sine vzoriek meratel'na, pripadne bola vel'mi nizka (Mok et al.
2010). Hladina IL-33 v sére pacientov trpiacich SLE bola merana aj v d’al$ej §tadii, ktora bola
zamerana na ¢insku populaciu, vysledky boli obdobné. Protein bol v sérach namerany, opat

vsak len v nizkych koncentraciach a nie vo vsetkych pripadoch (Yang et al. 2010).
Alergicka rinitida

V experimente skiimajucom suvislost’ TL-33 s alergickou rinitidou (AR) boli vyuzité IL-33
knock-out mys$i. V porovnani skontrolnymi mySami boli prejavy alergickej rinitidy
indukovanej prostrednictvom pel'u ambrézie (Ambrosia artemisiifolia) u 1L-33 -/- mysi zna¢ne
potlac¢ené (Haenuki et al. 2012). Pokial’ st nazalne epitelialne bunky vystavené pel'u ambrozie,
dochadza k okamzitému uvolneniu IL-33, ktory stimuluje eozinofily, bazofily a aj mastocyty.
Tie st zodpovedné za uvolnenie mediatorov alergického zépalu, ktoré sposobuju symptomy AR

(Haenuki et al. 2012).
Infarkt myokardu

Zaujimavu tlohu zohrava IL-33 aj pri srdcovom infarkte. Kardiomyocyty vystavené posobeniu
IL-33 in vitro st pri hypoxii menej nachylné k apoptoze. IL-33 teda pOsobi protektivne pri
infarkte myokardu (Seki et al. 2009). Ina stadia odhalila, Zze signalizacia 1L-33/ST-2 sa sptsta
pri mechanickom pretazeni obehového systému a jeho ulohou je zmiernit nasledky mozného
poskodenia (Sanada et al. 2007). IL-33 je v8ak v tomto pripade dvojse¢nou zbratiou. U mysi
dochadza po vystaveni rekombinantnému IL-33 K zvySenému vyskytu eozinofilov v perikarde,

a k prejavom autoimunity (Abston et al. 2012).
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Anafylakticky Sok

ZvySena hladina IL-33 bola namerana u atopickych pacientov s akatnou anafylaktickou
reakciou,. Taktiez umySich modelov vhodnych pre experimenty skiimajice mechanizmy
anafylaktického Soku spdsobilo podanie IL-33 na antigéne nezavisly systémovy anafylakticky

Sok (Pushparaj et al. 2009).

3.1.4 StrukturaIL-33

IL-33 obsahuje rovnako ako ostatni ¢lenovia IL-1 rodiny evolu¢ne konzervovanu $trukturalnu
doménu utvorent z 12 B-strandov. Tie st usporiadané do charakteristického B-trojlistkového
(ang. B-trefoil) motivu (Priestle et al. 1988), (Zhang et al. 1991). IL-1/FGF doména sa sklada
zo Siestich B-strandov, ktoré tvoria Struktiru vyzerajicu ako sudok. T4 je stabilizovana velkymi
vnitornymi hydrofébnymi zvyskami. Dalsich 6 p-strandov tvori akoby vie¢ko na jednom konci
(Lingel et al. 2009). Aminokyselinové zvysky, ktoré sa nachadzaju na povrchu a ktoré tvoria
slu¢ky medzi jednotlivymi B-strandami nie s pre celkovu stabilitu Struktury klu¢ové a tak
mohli vramci evolucie divergovat. Tato divergencia umoziiuje evoluciu protein : protein
interakcii, predovsetkym interakcii medzi ligandom a receptorom. Zaujimavé je, Ze v Strukture
IL-33 sa nachadza evolu¢ne konzervovana sekvencia ~8 aminokyselin vnutri slucky spajajtcej
Stvrty a piaty B-strand (Carriere et al. 2007). Tato slucka sa netcastni navdzovania na ST-2
receptor (Lingel et al. 2009), takZe pravdepodobne méze byt ddlezitd pre interakciu s inym

proteinom.

Obr.c.4: Stuzkovy diagram Struktury IL-33 (Smith 2011)

3.1.5 ExpresialL-33
IL-33 je exprimovany v rozlicnych typoch buniek, réznorodé priklady expresie mRNA aj

proteinu IL-33 su uvedené v tabulke ¢.1.
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Schmitz et al. 2005 mys mRNA organ  Vysoka hladina: Zzaludok, pltuca, miecha, mozog, koza
Nizka hladina: lymfatické uzliny, slezina, pankreas, obli¢ky, srdce
mRNA bunky  Dendritické bunky kultivované z kostnej drene
Makrofagy kultivované z kostnej drene, stimulované pomocou LPS
¢lovek MRNA bunky  Bunky hladkého svalstva v prieduskach, epitelidlne bunky priedusiek a periférnych
dychacich ciest
Fibroblasty a keratinocyty z pltc a koZe, stimulované pomocou TNF-a a IL-1
Carriere et al. 2007 ¢lovek MRNA bunky  Endotelidlne bunky mandli, endotelidlne bunky z ¢reva pacientov s Crohnovou chorobou,
bunky zo synovia pacientov s RA, expresia v jadre buniek
Sanada et al. 2007 potkan MRNA bunky  Fibroblasty srdca
protein bunky  Fibroblasty srdca, metdéda Western blot
protein orgdn  Tkanivo zo stien srdcovej komory, Imunohistochemické metédy
Hayakawa et al. 2007 mys MRNA orgdn  Tymus, pluca, lymfatické uzliny, vajecniky, semenniky
Xu et al. 2008 ¢lovek MRNA bunky  Synovialne fibroblasty pacientov s RA: stimulované pomocou TNF-a alebo TNF-a+IL-1
protein orgdn  Synovidlne membrany odobrané pacientom s RA, detekcia pomocou imunohistochemickych
metdd na tkanivovych rezoch
Kichler et al. 2008 ¢lovek protein orgdn  Endotelidlne bunky ciev koZe, tenkého Creva, pupocnej vény a pltuc, HUVEC bunky
Kurowska-Stolarska et mys protein bunky  Bunecna linia F4/80+ CCR — alveoldrne makrofagy
al. 2008
Moussion et al. 2008 ¢lovek protein bunky  Endotelidlne bunky velkych a malych ciev (hrubé crevo, tenké Crevo, Zalidok, oblicky, pluca,
pecen, vajickovody, prostata, kostrové svaly, koza)
Epitelidlne bunky (Zaludok, tonzilarne krypty a slinné Zlazy)
HEV endotelidlne bunky, fibroblastické retikularne bunky (interfolikuldrna T-bunecna
oblast) a keratinocyty
Sakashita et al. 2008 Clovek protein sérum  Sérum pacientov so sennou nadchou (ang. Japanese cedar pollinosis)
Chapuis et al. 2009 ¢lovek MRNA organ Mozog z pacientov s Alzheimerovou chorobou
protein orgdn  Malé cievy mozgovych blan a povrchovej ¢asti mozgovej kory
bunky  Mozgové endotelidlne bunky a bunky hladkého svalstva v cievach




Vedecky clanok

Detegovana
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Palmer et al. 2009 mys mRNA orgdn  Zapalové lézie u mysi s artritidou (model artritidy indukovanej prostrednictvom kolagénu)
¢lovek mRNA bunky  Synovidlne fibroblasty: stimuldcia pomocou IL-1, TNF, alebo TNF+IL-1
protein organ  Synovium pacientov s RA
bunky  HEV endotelidlne bunky a bunky vystelky synovia odobrané zo synovia pacientov s RA
Synovialne fibroblasty: stimulované pomocou TNF a IL-1
Wood et al. 2009 ¢lovek MRNA bunky  Preadipocyty, adipocyty: stimulované pomocou TNF, Preadipocyty vystavené hypoxii(1%0,)
Matsuda et al. 2009 ¢lovek MRNA bunky  Imortalizované spojovkové bunecné linie, spojovkové fibroblasty: stimulované pomocou IL1
protein organ Bunky odobrané z papil pacientov s atopickou keratokonjuktivitidou
bunky  Cievne endotelidlne a epitelidlne bunky odobrané z papil pacientov s atopickou
keratokonjuktivitidou
Spojovkové fibroblasty: stimulované pomocou IL-1 alebo IL-1+IFNy (pro-IL-33)
Imortalizované spojovkové bunecné linie, spojovkové fibroblasty (Stiepeny IL-33)
Pushparaj et al. 2009 ¢lovek MRNA orgdn  KoZa odobrana pacientom s atopickou dermatitidou
protein sérum  Atopicki pacienti majuci anafylakticky Sok
orgdn  KoZa odobrana pacientom s atopickou dermatitidou
Préfontaine et al. 2009  clovek MRNA orgdn  PluUca pacientov s astmou
bunky  Bunky hladkého svalstva z dychacich ciest pacientov s astmou, primarne bunky hladkého
svalstva z dychacich ciest pacientov s astmou: stimulované pomocou TNF
protein bunky  Bunky hladkého svalstva z dychacich ciest pacientov s astmou, primarne bunky hladkého
svalstva z dychacich ciest pacientov s astmou: stimulované pomocou TNF
Lathi et al. 2009 ¢lovek protein bunky  THP-1 bunecna linia: stimulovana pomocou LPS, nekrotické bunky
Kurowska-Stolarska et ¢lovek protein bunky  Epitelidlne bunky plic odobrané pacientom s astmou
al. 2008
Seidelin et al. 2010 ¢lovek MRNA bunky  Kolonocyty odobrané pacientom s ulceréznou kolitidou
protein bunky  Kolonocyty odobrané pacientom s ulceréznou kolitidou (Western blot)
Matsuyama et al. 2011  clovek protein sérum  Sérum pacientov s RA
organ  Synovidlna tekutina odobrana pacientom s RA

bunky

Synoviocyty podobné fibroblastom odobrané pacientom s RA




Vedecky clanok

Detegovana
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Ohno et al. 2009 mys mRNA bunky  Peritonedlne makrofagy, slezinné dendritické bunky: stimulované pomocou LPS
Mastocyty kultivované z kostnej drene: stimulované pomocou IgE alebo IgE+antigén
protein bunky  Peritonedlne makrofagy: stimulované pomocou LPS, Mastocyty kultivované z kostnej drene:
stimulované pomocou IgE+antigén
Nishida et al. 2010 ¢lovek protein bunky  Myofibroblasty odorané pacientom s chronickou pankteatitidou
Pankreatické myofibroblasty: stimulované pomocou IL-1, TNF a LPS
Kobori et al. 2010 ¢lovek mRNA, protein  orgdn Lézie pacientov trpiacich ulcerdznou kolitidou, protein identifikovany pomocou metddy
Western blot a imunohistochemicky
Beltran et al. 2009 ¢lovek protein sérum  Sérum pacientov trpiacich ulceréznou kolitidou, Metdda ELISA
Marvie et al. 2009 mys mRNA, protein  organ Fibrotizovana pecen
Clovek mRNA, protein  orgdn  Fibrotizovana pecen
protein bunky  Supernatanty pecenovych hviezdicovych buniek stimulovanych prostrednictvom TNF-a, IL-
1B, IL-6, and IFN-y
Masamune et al. 2010 ¢lovek bunky  Pankreatické hviezdicovité bunky ( stellate cells, SC), expresia IL-33 v jadre buniek, expresia
zvySena po stimulacii pomocou IL-1B, TNF-a, PDGF, and IFN-y
Yang et al. 2010 ¢lovek protein sérum  Sérum pacientov trpiacich SLE, IL-33 namerany len u niektorych pacientov,
Mok et al. 2010 ¢lovek protein sérum  Sérum pacientov trpiacich SLE, IL-33 namerany len u niektorych pacientov
Haenuki et al. 2012 mys protein bunky  Nazalne epitelidlne bunky
¢lovek MRNA bunky  Nazalne epitelidlne bunky odobrané pacientom s AR x zdrava kontrola
¢lovek protein bunky  Nazalne epitelidlne bunky odobrané pacientom s AR x zdrava kontrola
M Li et al. 2012 mys MRNA orgdn  Miecha mysi s EAE (experimentalna autoimunitna encefalomyelitida, slizi ako zvieraci

model pre roztrdsenu sklerdzu)

PouZzité skratky: PDGF- rastovy faktor produkovany krvnymi dostickami; RA- reumatoidna artritida; AR- atopicka rinitida; SLE- systémovy lupus erytematodes; HUVEC bunky- z ang. Human Umbilical Vein Endothelial
Cells, ¢ize ludské endotelidlne bunky pochdadzajlce z pupocnej cievy; HEV bunky- bunky pochéddzajlce z ciev s vysokym endotelom (ang. high endothelial venules)

Tabulka €. 1: Expresia IL-33. V tabulke si uvedené priklady expresie IL-33 vo forme mRNA aj proteinu, pocetnost réznych druhov buniek exprimujucich IL-33 ukazuje jeho

pleiotropny charakter.
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3.1.6 IL-33 ako nuklearny faktor
Ako nuklearny protein bol IL-33 identifikovany eSte skor, nez bolo zistené, ze funguje
extracelularne ako cytokin. Intrakrinne posobi napr. na epitelidlne bunky, priCom interaguje

s nuklearnym chromatinom (Baekkevold et al. 2003).

Expresia endogénneho IL-33 bola popisana aj u Sirokého spektra endotelidlnych buniek v ramci
celého tela. Jednalo sa v zasade o nuklearnu, 30,7 kDa dlha pro-1L-33 formu (Carriere et al.
2007), (Kiichler et al. 2008), (Moussion et al. 2008). Aj N-terminalny fragment, ktory vznika
Stiepenim pro-IL-33 prostrednictvom kaspazy-3, je schopny translokacie do jadra (Ali et al.
2010), ale jeho uloha zatial’ nebola zistena. V pripade, Ze je pro-1L-33 v bunkach nadmerne
exprimovany, funguje ako transkripény represor (Carriere et al. 2007). IL-33 prostrednictvom
asociaénej domény(nachadza na amino-konci) interaguje s chromatinom a mitotickymi
chromozémami. Pomocou tejto domény sa naviaze do acidického vacku utvoreného z diméru
histonov H2A-H2B na povrchu nukleozému (Roussel et al. 2008). Vel'mi zaujimavou
skuto¢nostou je, Ze rovnakym mechanizmom sa na mitotické chromozémy prichytava geném
virusu KSHV (z ang. Kaposi Sarcoma HerpesVirus) (Barbera et al. 2006). Zneuziva tak motiv
CBM (z ang. Chromatin-Binding Motiv) ureny pre IL-33. Vd’aka tomuto mimikry triku moze
virus latentne infikovat’ 'udské bunky a nepozorovany v nich pretrvavat’ dlhé obdobie (Roussel

et al. 2008).

Najnovsie vyskumy preukazali, Ze pro-1L-33 (teda nestiepena forma IL-33) po translokacii do
jadra interaguje s transkripénym faktorom NF-kB. Interakcia prebicha medzi N-terminalnou
castou IL-33 a N-terminalnou Rel homologickou doménou p65 patriacou NF-kB. Vytvorenie
tohto komplexu znemozni faktoru NF-kB naviazat’ sa na svoje cielové gény(IkBa, TNF-a a C-
REL). IL-33 vd’aka vyviazaniu NF-kB znizuje expresiu tychto génov a tym tlmi prozapalova

signalizaciu (Ali et al. 2011).

3.1.7 1L-33 ako extracelularny cytokin

Interleukin 33 zohrava doleziti ulohu pri imunitnej odpovedi realizovanej prostrednictvom
CD4" Th2 lymfocytov. Tento typ imunitnej odpovede je zodpovedny za vznik atopickych
chordb (napr. astma ¢i alergické reakcie) (Umetsu et al. 2002), ale na druhej strane je
nevyhnutny pri obrane proti helmintovym infekciam (Anthony et al. 2007). Ako vécSina
procesov, ktoré st sucastou obrany nasho organizmu, aj Th2 Specificka odpoved’ je dvojsecnou
zbranou a mechanizmy odlisujtce ,,zdravu‘ reakciu od tej patologickej zatial’ nie s preskiimané

Vv dostato¢nej miere (Maizels 2005).

Uz pri objaveni bol IL-33 spojovany s Th2 imunitnou odpoved’ou. Pdosobenie IL-33 na
polarizované Th2 lymfocyty viedlo k produkcii cytokinov spojenych s Th2 bunecnou

odpoved'ou. U mysi bolo po intraperitonedlnom podani IL-33 pozorovand eozinofilia,
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splenomegalia a zvy$ena hladina imunoglobulinov. TaktieZ do§lo k histopatologickym zmenam
Vv pl'iicach a v gastrointestinalnom trakte (Schmitz et al. 2005). Na Th-2 lymfocyty posobi 1L-33
aj ako chemoatraktant (Komai-Koma et al. 2007). IL-33 je schopny indukovat produkciu
cytokinov ucastniacich sa Th2 typu imunitnej odpovede u viacerych bune¢nych linii, nielen
u Th2 lymfocytov (Kondo et al. 2008). Su to napr. mastocyty(Ho et al. 2007), (Allakhverdi et
al. 2007), bazofily (Kondo et al. 2008), (Smithgall et al. 2008), eozinofily (Matsuba-Kitamura
et al. 2010), (Stolarski et al. 2010) ¢i NKT a NK bunky (Bourgeois et al. 2009). Nedavne
vyskumy identifikovali bune¢né populacie, ktoré st sucastou nespecifickej imunity a pritom sa
podielajii na procesoch, ktoré vedu k spusteniu imunitnej odpovede zavislej na CD4" Th2
bunkach a taktiez vedu k zapalovym procesom na mukoznych povrchoch. U dvoch z nich bol
interleukin 33 identifikovany ako jeden z hlavnych aktivatorov. NH bunecné populécia (ang.
Natural Helper cells) a tzv. nuocyty maju na svojom povrchu ST-2 receptor a na stimulaciu
prostrednictvom IL-33 reaguju produkciou IL-5 a IL-13 (Koyasu and Moro 2011), (Neill et al.
2010). Toto priam ukazkové prepojenie neSpecifickej a $pecifickej imunitnej odpovede nam

opat’ dokazuje, Ze tieto dva evolu¢ne odlis$ne staré mechanizmy st tizko prepojené.

3.1.8 ST-2 receptor

Gén ST-2 receptoru bol pdvodne identifikovany ako gén, ktory je indukovany pri primarnej
imunitnej odpovedi u linie BALB/c-3T3 (mysie fibroblasty). Exprimoval sa po pridani séra
alebo pri expresii onkogénnu (Klemenz et al. 1989), (S Tominaga 1989). V tom istom obdobi
ho objavili aj iné timy vedcov a nazvali ho napriklad T1 (Werenskiold et al. 1989), Fit -1
(Superti-Furga et al. 1991) ¢i DER4 (Lanahan et al. 1992). ST2 receptor je exprimovany na
povrchu mastocytov (Géchter et al. 1996), (Moritz et al. 1998) a taktiez sa nachadza na Th2
CD4" lymfocytoch (Lohning et al. 1998). Neskor bol ST-2 dokonca charakterizovany ako
Specificky bunkovy marker, ktory sa nachadza na Th2 lymfocytoch (a tak ich odlisi od Thl
lymfocytov) a bola preukazana jeho rola pri aktivacii Th2 lymfocytov (Meisel et al. 2001).
Klinické a experimentalne pozorovania preukazali, Ze receptor ST-2 sa zucastiuje zapalovych
procesov a je stimulovany pri viacerych chorobach ako napriklad astma, plucna fibroza,
reumatoidnd artritida, kolagénova cievna choroba a septicky Sok. DIlhé roky bol ST-2 receptor
skimany bez toho, aby bol znamy jeho ligand. To sa zmenilo az v roku 2005, kedy bol

identifikovany prave 1L-33.

ST-2 receptor je ¢lenom Strukturnej rodiny IL-1R (receptory podobné IL-1 receptoru), ktora je
charakterizovana troma extracelularnymi Ig-like opakovaniami apatri do Strukturnej
superrodiny Toll-like/IL-1 receptorov. Vsetky receptory tejto superrodiny obsahuju
intracelularnu  Toll/Interleukin-1 receptor (TIR) doménu. TIR doména tvorena  ~160
aminokyselinami je zlozena z centralneho B-skladaného listu (ang. B-sheet), ktory ma pat

retazcov. B- skladany list je obklopeny piatimi o-helixami, ktoré su umiestnené na
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cytozolickom konci proteinu (Xu et al. 2000). ST2 receptor ma Styri izoformy: sST2, ST2L,
ST2V a ST2LV. Solubilna (sST2) a transmembranova (ST2L) izoforma vznikaju z toho istého
génu posobenim odliSnych promoétorov, ¢im dochadza k expresii rozdielnej mRNA.
Transmembranova izoforma ST2L je inkorporovana v membrane, je zlozena z troch
extracelularnych IgG domén, jednej transmembranovej domény a intracelularnej TIR domény.
Solubilny sST2 funguje podobne ako IL-1R typu ll- vyvézuje IL-33 a posobi tak ako negativny
receptor. Nema transmembranovii ani Toll-homologicki doménu (lwahana et al. 1999).
Pdsobenie sST2 na signalizaciu IL-33 je teda inhibi¢né - to sa potvrdilo znizenou produkciou
Th2 cytokinov uvolfiovanych Th2 bunkami v pritomnosti sST2 (Hayakawa et al. 2007). ST2V
a ST2LV vznikaju alternativnym zostrihom (ang. splicing) pre-mRNA. U ST2V tak chyba
tretina imunoglobulinového motivu a v C-terminalnej Casti vznika vd’aka zostrihu hydrofébny
koniec (Tominaga et al. 1999), ST2LV ma vystrihnuta transmembranovi doménu (lwahana et
al. 2004).

3.1.9 Stiepenie a sekrécia IL-33

Interleukin 33 je syntetizovany ako 270 aminokyselin obsahujuca 30,7-kDa dlha molekula.
Povodne sa vedci domnievali, Ze sa jedna o prekurzor IL-33, avSak viaceré novsie Studie
dokazuju, ze prave tato forma je biologicky aktivna (Talabot-Ayer et al. 2009). Zahadou vSak
ostava, ako je IL-33 sekretovany z buniek. Aby sa mohol naviazat’ na ST-2 receptor, musi byt
uvolneny do extracelularneho priestoru. AvSak IL-33 MRNA je prepisana bez signalnej
sekvencie a pro-1L-33 vo svojej Struktiare neobsahuje signalny peptid rovnako ako prekurzory
takmer vSetkych ¢lenov rodiny IL-1. Vynimkou je iba IL-1Ra (ang. IL-1 Receptor antagonist).
Signalny peptid je nevyhnutny pre sekréciu proteinov cestou cez endoplazmatické retikulum
a Golgiho aparat, ktora je typicka pre vicsinu sekretovanych cytokinov. To naznaluje, Ze
Vramci evolucie mali tieto proteiny pdvodne intracelularne funkcie, ktoré mozu pretrvavat

dodnes (Werman et al. 2004).

IL-33 nie je pravdepodobne sekretovany ani prostrednictvom d’alSieho znameho mechanizmu,
ktory vyuzivaji dvaja ¢lenovia IL-1 rodiny, IL-1f a IL-18. Tie st syntetizované ako 33 kDa
dlhy prekurzor pro-IL-1p a 23 kDa dlhy prekurzor pro-lL-18. Nasledne zotrvavaju v cytozole,
az kym nedodjde k aktivacii multiproteinového komplexu — inflamazému, ktory poskytne
potrebny stimul pre zymogén pro-kaspazu-l. Vdaka tomuto stimulu sa pro-kaspaza-1
autokatalyticky rozstiepi na aktivny enzym kaspazu-1 (Martinon et al. 2002). Prostrednictvom
kaspazy-1 su prekurzory pro-IL-1f a pro-IL-18 Stiepené na maturovanu formu a sekretované
(Black et al. 1989), (Akita et al. 1997).

Prvé vyskumy preukazali, ze I'udsky pro-1L-33 je in vitro Stiepeny prostrednictvom kaspazy-1,

pricom vznika C-terminalny 18-kDa dlhy fragment. Tento fragment bol dlho povazovany za
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maturovanu formu, ktora sa viaze na receptor ST2 a spust'a bune¢nu signalizaciu (Schmitz et al.
2005). Predpokladalo sa, ze IL.-33 je teda rovnako ako jeho blizki pribuzni §tiepeny kaspazou-1
aktivovanou cez inflamazom. Podozrivé vSak bolo, ze miesto Stiepenia kaspazou-1 je evolu¢ne
konzervované len vel'mi slabo (Carriere et al. 2007). Navyse toto Stiepenie bolo pozorované len
in vitro, in vivo nebolo potvrdené. Spojitost’ kaspazy-1 s IL-33 a jeho sekréciou u zivych buniek
bola naznac¢ovana v dvoch stadiach, po blizSom pohl'ade na experimenty je vSak zrejmé, Ze ani
jedna stadia priamo nedokazuje, ze by IL-33 bol Stiepeny kaspazou-1 na biologicky aktivnu
formu. V jednej boli kultivované mySie gliové bunky stimulované pomocou aktivatorov
kaspazy-1. Doslo k sekrécii bioaktivnej formy IL-33 do supernatantov, ale vel'kost tejto formy
nebola Specifikovana (Hudson et al. 2008). Je teda mozné, Ze k Stiepeniu IL-33 vobec nedoslo a
aktivatory kaspdzy-1 nepriamo ovplyviuju sekréciu IL-33. V druhej $tadii bola aktivovana
kaspaza-1 u bunecnej linie THP-1 a supernatanty sa nasledne analyzovali pomocou metody
Western blot. S anti-IL-33 protilatkou reagovali 3 bandy. Najvyraznejsie reagoval produkt dlhy
~31 kDa, produkty dlhé 17 kDa a 20 kDa reagovali tiez, avSak iba minimalne(Li et al. 2008).
Pritomnost’ Stiepnych produktov, i ked’ nizka, naznacuje uréita mieru Stiepenia, nie je vSak

jasné, v akom rozsahu sa na tomto Stiepeni podiela kaspaza-1.

Dalsi experiment jasne ukazal, ze IL-33 nie je substratom pre kaspazu-1 (Talabot-Ayer et al.
2009). Kaspaza-1 funguje ako endoproteinaza, ktora Stiepi proteiny S$pecificky v mieste, kde sa
nachddzaju aminokyseliny Asp-Xaa, pricom Xaa predstavuje maly, vel'mi ¢asto hydrofobny
zvy$ok. Nevyhnutne teda potrebuje pre svoju aktivitu pritomnost’ zvysku Asp (zvySok kyseliny
asparagovej) na pozicii -1 od miesta Stiepenia. V tomto experimente bol pro-IL-33 nadmerne
exprimovany V mySich bunkach 293T a nasledne boli bune¢né lyzaty vystavené pdsobeniu
kaspazy-1. Ako v predchadzajucej stadii, aj tu prevladala 30 kDa dlha forma, bola vSak
pritomna aj 20 kDa dlha forma. Preto boli vytvorené 2 mutantné formy pro-1L-33, v ktorych bol
Asp zvySok nahradeny Ala (alaninovy zvySok), kaspaza-1 teda pri§la o svoje miesto Stiepenia.
Vysledky Western blotu po pridani kaspazy-1 k mutovanym formam a wt pro-1L-33 sa vSak
vobec neodliSovali. NavySe bolo dokazané, ze pro-1L-33 nepotrebuje pre svoju aktivaciu
proteolytické Stiepenie, biologicky aktivna je uz pro-1L-33 forma (Talabot-Ayer et al. 2009),
(Liithi et al. 2009), (Cayrol and Girard 2009)Stiepenie kaspazou-1 skor biologicku aktivitu IL-
33 znizuje (Cayrol and Girard 2009).

Dalou kaspazou, ktora bola skiimana v stvislosti so §tiepenim IL-33 je calpain proteaza (z ang.
calcium-activated neutral protease). Je to vapnikom aktivovana cysteinova proteaza, ktora je
zodpovedna za Stiepenie pribuzného cytokinu IL-1a. V jednej $tadii bolo preukazané, Ze calpain
proteaza Stiepi pro-1L-33 in vivo (Hayakawa et al. 2009),v experimente boli pouZité epitelidlne
aj endotelialne bune¢né linie. Na druhej strane dochadzalo k normalnemu uvolfiovaniu IL-33 aj

u makrofagov, ku ktorym boli pridané inhibitory calpain proteazy pripadne boli deficientné pre
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kaspazu-1. To naznacuje, Ze tieto endoproteazy nie st nevyhnutné pre uvolnenie IL-33 (Ohno

et al. 2009).

Viaceré stadie odhalili, ze IL-33 je Stiepeny apoptotickymi kaspazami. Apoptoticka kaspaza-3
sa podiel’a na Stiepeni IL-1p za ur¢itych podmienok (Maelfait et al. 2008), preto bol skimany aj
jej vztah k 1L-33. Viaceré vedecké timy nasli v sekvencii pro-IL-33 miesto vhodné pre Stiepenie
prostrednictvom kaspazy-3 a nasledne dokazali, ze kaspaza-3 naozaj IL-33 Stiepi. Kaspaza-3
rozstiepi 1L-33 na dva fragmenty, N-terminalny fragment aal-175 a C-terminalny aa 176-266.
Pozoruhodné je, ako toto Stiepenie ovplyviuje biologickl aktivitu IL-33. Ani jeden zo Stiepnych
produktov sa nie je schopny aktivovat ST-2 receptor, ale maji schopnost’ sa nafi naviazat’ (Ali
et al. 2010), (Liithi et al. 2009). 1L-33 ma ako dualny cytokin eSte jednu funkciu - méze byt
translokovany do jadra a tu interaguje s nuklearnym faktorom NF-«xB a tak moduluje expresiu
viacerych génov. Po rozstiepeni prostrednictvom kaspazy-3 je N-terminalny fragment schopny
translokacie do jadra (Ali et al. 2010),avsak nema schopnost” interagovat s NF-kB (Ali et al.
2011).V priblizne rovnakom obdobi bolo zistené, Zze okrem kaspazy-3 stiepi IL-33 aj d’alSia
apoptoticka kaspaza-7. Naopak IL-33 je odolny vodéi Stiepeniu prostrednictvom tzv. zapalovych

(ang. inflammatory) kaspaz ako je kaspaza-1, -4 a -5 (Liithi et al. 2009).

Nestiepeny pro-1L-33 je pravdepodobne uvolneny z nekrotizujucich buniek ako tzv. alarmin.
Takto si oznaCované proteiny alebo molekuly, ktoré st uvolnované z mitvych alebo
sekretované z umierajucich buniek pocas traumy alebo infekcie. Pre imunitny systém je ich
vyskyt mimo bunku délezitym signalom pre spustenie imunitnej odpovede. Pri apoptoze
(vyvolanej latkami poskodzujucimi DNA, ¢i prostrednictvom molekal anti-Fas, TRAIL alebo
TNF-o+cykloheximid) je IL-33 rozstiepeny apoptotickymi kaspazami a tym zbaveny schopnosti
asociovat’ s ST-2 receptorom (Cayrol a Girard 2009), (Liithi et al. 2009). Popri uz znamych
mechanizmoch pdsobenia cytokinov na bunky (autokrinne, parakrinne, intrakrinne, juxtakrinne
a retrokrinne) je uvolnovanie z nekrotizujucich buniek d’alSou mozZnou cestou, ako cytokiny
mozu prejavovat svoju aktivitu. Bolo navrhnuté, aby bol tento sposob pomenovany ako

nekrokrinny (Zhao a Hu 2010).
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3.1.10 Signalne kaskady

IL-1 cytokiny vratane IL-33 spustaju signalizaciu v efektorovych bunkdch vytvorenim
heterotrimérneho signaliza¢ného komplexu, ktory sa sklada zo samotného cytokinu a dvoch IL-
1 receptorovych retazcov. Na jeden z nich sa cytokin priamo naviaze (vysokoafinitny primarny
receptor) adruhy snimi nasledne vytvori komplex schopny signalizacie (nizkoafinitny
koreceptor). IL-33 sa naviaze priamo na ST-2 receptor, Kk signalizacii dochadza po asociacii s
nizkoafinitnym koreceptorom IL-1RACP (ang. IL-1R Accessory Protein) (Chackerian et al.
2007). Prave IL-1RAcP protein ma TIR-doménu, na ktori sa naviaze cytoplazmaticka
adaptorova molekula MyD88 (ang. Myeloid Differentiation primary response protein 88,
protein podiel'ajuci sa na diferenciacii myeloidnej linie buniek 88) (Wesche et al. 1997). Dalej
sa k tomuto komplexu naviazu kinazy IRAK 1 a IRAK4 (ang. IL-1R Associated Kinase, kinazy
asociuyjuce s IL-1R), ktor¢ mozu byt nasledne fosforylované (Kanakaraj et al. 1999).
Fosforylaciou dojde ku konformacnej zmene, vdaka ktorej sa IRAK uvolnia z receptorového
komplexu a spoja sa s faktorom TRAF6 (ang. TNF-receptor associated factor 6, faktor 6
asociujuci s TNF receptorom) (Funakoshi-Tago et al. 2008). Pomocou zatial neznameho
mechanizmu tento komplex aktivuje dve na sebe nezavislé signalne kaskady. Prva z nich
zahriyje fosfolipazu D (PLD, z ang. PhosphoLipase D) a kinazu SPHK (z ang. SPHingosine
Kinase), dochadza kuvolneniu vapenatych kationov Ca** do cytoplazmy. Dochadza
k fosforylacii molekuly IxkBa (ang. Inhibitor of NF-kB a), ktora je za normalnych okolnosti
naviazana na molekulu NF-xB. Inhibitor je nasledne degradovany ubiquitinovou cestou a NF-
kB moze fungovat’ ako transkripény faktor. Druha signdlna draha vedie cez kaskadu MAPK
kinaz. Aktivované su napr. ERK kinaza (ang. Extracellular signal-Regulated Kinase) protein
p38 , JNK kinaza (ang. c-JUN N-terminal Kinase) ¢i AP-1 protein. Obe signalne drahy
pravdepodobne pdsobia synergicky avedu Kkindukcii génovej expresie prozapalovych
cytokinov ¢i chemokinov. Solubilny receptor sST2 sa viaze priamo na IL-33. Pdsobi teda ako
negativny receptor a inhibuje G¢inok IL-33. Dalsou molekulou, ktora vyvizuje IL-33 a je teda
jeho negativnym receptorom je transmembranovy protein SIGIRR (z ang. Single
ImmunoGlobulin Interleukin-1 Receptor Related-molecule) (Bulek et al. 2009). Signalne
kaskady aktivované naviazanim IL-33 na ST-2 receptor su schematicky znazornené na obrazku

¢. 5.
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Obr. ¢. 5: IL-33 v ulohe alarminu, schematické znazornenie signalnych kaskad aktivovanych po
naviazani sa IL-33 na ST-2 receptor. PAMP S$truktury patriace virusom, baktéridm a inym patogénom su
rozpoznavané mechanizmami nespecifickej imunity — prostrednictvom PRR a TLR receptorov na
imunitnych bunkach. Endotelidlne, epitelidine bunky alebo napriklad hepatocyty po zasiahnuti infekciou
alebo p6sobenim patogénov umieraju a do okolia uvolfiuji alarminy, medzi nimi aj IL-33. Uvolneny IL-33
interaguje s cielovymi bunkami (mastocyty, NK bunky, NKT lymfocyty, bazofily, makrofagy, eozinofily,
Th2-bunky, B- a T-lymfocyty, dendritické bunky, neutrofily, epitelidine and endotelidlne bunky)
naviazanim sa na svoj Specificky receptor ST-2. Nasledne dochdadza k vytvoreniu komplexu s proteinom
IL-1RAcP a signalizacii cez molekuly MyD88, MAPK, TRAF6, IRAK1, IRAK4 a NF-kB, ktora spusta
transkripciu prozapalovych génov. Upravené podla Arshad et al. (2012)

3.2 Stimulans pouzité v nasSich experimentoch
Aby sme mohli experimentalne sledovat’ rozdiel medzi nestimulovanymi kontrolnymi bunkami
a bunkami aktivovanymi, ktoré in vivo predstavuji napr. bunky napadnuté baktériami, je

potrebné zvolit’ pre experiment vhodny stimulans. Na zaciatku nasho vyskumu sme chceli zistit,
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¢i bude epitelidlne linia buniek A549 sekretovat IL-33 po stimulacii nejakym cytokinom
pripadne pri ich kombinacii. Pouzité boli cytokiny reprezentujuce rézne typy imunitnej

odpovede. Ich podrobnejsia charakteristika je uvedena niZsie.

3.2.1 TNF-«a

TNF-o (z ang. Tumor Necrosis Factor o) je silny prozapalovy cytokin, uplatiiuje sa pri iniciacii
zapalovej odpovede a patri medzi molekuly indukujuce akatnu fazu zapalu (Aggarwal et al.
1985). Tento pleiotropny cytokin posobi pri nizSej koncentracii ako autokrinny a parakrinny
regulator funkcii monocytov, makrofagov, polymorfonuklearnych leukocytov a endotelidlnych
aj endokrinne. TNF-a je produkovany hlavne bunkami monocyto-makrofagového pdvodu, ale
zdrojom moézu byt aj B- a T-lymfocyty, neutrofily, NK bunky, keratinocyty ¢i endotelialne
bunky. TNF-a funguje ako endogénny pyrogén, tzn. ze ma schopnost’ indukovat’ zvySent
telesna teplotu. Taktiez podnecuje expresiu adhezivnych molekul (ICAM-1, VCAM-1, E-
selektiny, = P-selektiny)na  endotelialnych  bunkach  aleukocytoch, ¢o  umoziuje
imunokompetentnym bunkam pril'nat’ na endotel ciev a nasledne sa prostrednictvom diapedézy
dostat’ do miest, kde prebicha zapal. TNF-o stimuluje produkciu IL-6, IL-1, IL-8, IFN-y

a proteinov akutnej fazy, ¢im taktiez prispieva k rozvoju zapalovej odpovede.

3.2.2 TGF-$

TGF-B ( ang. Transforming Growth Factor) sa podiela na kontrole mnohych bunkovych
procesov vratane rastu, proliferacie, diferenciacie, syntézy a degradacie extracelularnej matrix ¢i
apoptdzy . V rdmcei imunitného systému funguje ako modulacny cytokin, exprimuji ho vSetky
typy buniek imunitného systému od lymfocytov cez makrofagy az po dendritické bunky. Ma
dolezita rolu pri potlacovani zapalovej reakcie a naslednych procesoch spojenych s hojenim
a obnovou poskodenych tkaniv, ucastni sa procesov spojenych s udrziavanim homeostazy a
tolerancie. TGF-f existuje Vv troch izoformach: TGF-B1, TGF-f2 a TGF-B3, vsetky st
syntetizované ako inaktivne prekurzory. Po syntéze sa na TGF-f naviaze protein LAP ( ang.
Latency Associated Peptide), vytvoreny komplex zostava v bunke. Ku sekrécii dochadza az po
vytvoreni komplexu s d’al$im proteinom, tzv. LTBP (ang. Latent TGF-B-Binding Protein)
(Rifkin 2005). Biologicky aktivne homodiméry TGF-B vznikaji réznymi mechanizmami
zahriujicimi proteolytické Stiepenie roéznymi enzymami napr. metalloproteinazami (Yu a
Stamenkovic 2000) , zmenu pH (Lyons 1988), ¢i posobenie ROS (ang. Reactive Oxygen
Species). Regula¢né T lymfocyty (Treg) st jednym z hlavnych producentov TGF-p, pricom
TGF-B je naviazany ha membrane. Existuje viacero typov Treg buniek, v zdravom organizme
je najhojnejsie zastapeny typ nTreg (ang. natural Treg), charakterizovany expresiou
membranovych molekal CD4°CD25" a expresiou FoxP3 (Nakamura et al. 2004). Prave tieto

nTreg bunky suprimuji pri priamom kontakte T naivné lymfocyty ¢i fagocyty prostrednictvom
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priameho kontaktu bunka : bunka a jednou z kl'a¢ovych molekul u¢astniacich sa tohto procesu
je TGF-p (Oida et al. 2006). TGF-p je taktieZ nevyhnutny pre diferenciaciu Th17 lymfocytov
(Veldhoen et al. 2006).

3.2.3 IFN-y

IFN-y (InterFeroN-y) je homodimérny glykoprotein, produkovany predovsetkym cytotoxickymi
CD8" T-lymfocytmi, NK bunkami a NKT bunkami (Farrar and Schreiber 1993). Jeho syntéza
je indukovana stimuldciou buniek prostrednictvom antigénov a je zvySovana posobenim IL-2,
IL-12 alL-18. Vykazuje vyznamné imunomodula¢né a protinadorové ucinky. Zosiliuje
expresiu molekal HLA 1. aj Il. triedy na APC bunkach(ang. Antigen Presenting Cells, bunky
prezentujuce antigén) (Billiau 1996), zvySuje aktivitu cytotoxickych T-lymfocytov, NK buniek
a predovsetkym ma vyznamny vplyv na funkciu makrofagov. U makrofagov podporuje syntézu
lyzozémovych enzymov (hydrolaz, esteraz a neutradlnych protedz), ¢im zvysSuje ich baktericidnu
a tumoricidnu aktivitu. IFN-y zvySuje aj sekréciu niektorych cytokinov, predovsetkym IL-1
a TNF-a.

IFN-y aktivuje aj NK bunky. Jeho pdsobenim vzrastd ich metabolicka aktivita, zvySuje sa
expresia adhezivnych molekual a produkcia cytotoxickych molekul. Neutrofily vd’aka jeho
posobeniu zvySuju produkciu kyslikovych radikalov. IFN-y aktivuje aj cievne endotelové
bunky, ulah¢uje adhéziu lymfocytov k stene ciev a tim podporuje ich penetraciu do okolitych

tkaniv.

3.24 IL-10
Interleukin 10 patri medzi tzv. protizapalové cytokiny. Produkuji ho najmd monocyty a

makrofagy, T- a B-lymfocyty a keratinocyty. Jeho biologicky ucinok spociva predovsetkym
V inhibicii produkcie prozapalovych cytokinov, ako st napr. IL-1B, IL-6 a TNF-o, IFN-y a IL-
12. Dalej inhibuje aj produkciu niektorych chemokinov (IL-8). Takto vlastne tlmi aktivitu NK
buniek a expanziu T-lymfocytov. U makrofagov potlacuje expresiu MHC-molekul II. triedy,
kostimulacnych a adhezivnych molekul a tak obmedzuje ich schopnosti prezentovat’ antigén.
V organizme je vlastne prirodzenym kontrolnym faktorom, ktory zabranuje vzniku prehnanej

imunitnej odpovede.

IL-10 vSak nie je Cisto antizdpalovym a inhibicnym cytokinom. Podiel'a sa napr. na stimulécii
a diferenciacii B-lymfocytov a indukuje u nich syntézu konkrétnych tried protilatok (IgG1l a

IgG3). Dalej posobi chemotakticky na CD8" lymfocyty a podporuje fagocytozu neutrofilov.
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3.2.5 Kalcitriol (1«, 25 - dihydroxy-vitamin D3)
la,25-Dihydroxyvitamin D3 je biologicky aktivna forma vitaminu D3, ktord zohrava dolezita

ulohu pri absorpcii a ukladani vapniku (Ca).

HO""

Obr. &.6: Struktira 1a,25-Dihydroxyvitaminu D3.

3.2.6 Lipopolysacharid (LPS)

Lipopolysacharid (LPS), taktiez nazyvany endotoxin, je hlavnou zlozkou podiel'ajicou sa na
stavbe bune¢nej steny gram negativnych baktérii. Obsahuje tri Strukturalne oblasti: lipid A,
zékladny polysacharid tvoriaci stredovu oblast’ (ang. core) a $pecificky polysacharid (Obr. €.7).
Lipid A tvori hydrofébnu ¢ast’ LPS, zvysny retazec je hydrofilny. Zakladny polysacharid je
spolo¢ny v ramci pribuznych druhov, mézeme ho rozdelit’ na dve c¢asti, vnutornu a vonkajsiu.
Specificky polysacharid je polymér zlozeny zopakujuceho sa o-$pecifického retazca. O-
Specificky retazec je antigénne vel'mi rozmanity a Specificky pre jednotlivé druhy ¢i kmene
baktérii. Polysacharidova ¢ast’ sa podiela na virulencii baktérie (mo6ze prispievat’ k adhézii,

aktivovat’ komplement), lipid A je zodpovedny za toxicitu.

| n
|§peciiickf O-rel'uzec| L_|vnitornd| 11 |VonkajZial |
cast casft

\—| Specificky polysacharid I—“—‘ Idkladny polysacharid |—|L| Lipid A P

D Monosacharid @ Fosfat Etanclamin ~~v Mastnd kyselina

Obr. &.7: Struktura LPS. (Prevzaté a upravené z Pupo a Hardy, 2009)
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Mechanizmus, ktorym je LPS schopny spustit’ imunitnu reakciu, je pomerne komplikovany.
LPS najskor vytvori komplex so sérovym proteinom LBP (ang. LPS-Binding Protein). Vd’aka
LBP sa tento komplex nasledne viaze na molekulu CD 14 (Wright et al. 1990), ktora je
v membrane myeloidnych buniek (LPS dokaze stimulovat’ aj iné buneéné typy, mechanizmus je
vSak odlisny) pripitand pomocou glykosylfosfatidylinositolovej (GPI) kotvy. CD-14 umozni
transfer LPS molekuly na neukotveny MD-2 protein. Monomérny komplex LPS:MD-2 sa
nasledne viaze na receptor TLR-4 (ang. Toll-Like Receptor) a aktivuje signalnu drahu vedtcu
cez intracelularne molekuly MyD88, IRAK, TRAF6 az k transkripcnému faktoru NF-xB
(Palsson-McDermott a O’Neill 2004) (Obr. C. 8).

LPS poésobi na zivo¢isne bunky monocytického pdvodu (makrofagy a monocyty), ale aj na
polymorfonuklearne bunky a B lymfocyty a jeho hlavnou tlohou je indukcia prozapalovych
procesov v organizme. Pri pokusoch in vitro teda sluzi ako vel'mi Géinné stimulans. Expresia
IL-33 bola potvrdend u monocytov Snezndmym fenotypom, ktoré boli aktivované
prostrednictvom LPS (Schmitz et al. 2005). Pri inych experimentoch sa uplatnil aj ako vhodny
aktivator epitelialnych buniek (Pugin et al. 1993), takZe sme ho vyskusali aj u A549 buneénej

linie.

Bunkova membrdna
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IKK1IKK2]

v

e
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v
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imunitnej odpovede hnmﬁi;?':d‘:xede

Obr. ¢.8: Stimulacia monocytov prostrednictvom LPS aktivuje signdlne drahy vedtce k expresii
prozapalovych cytokinov. (Prevzaté a upravené z Palsson-McDermott a O’Neill, 2004)
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4 Ciel prace
1) posudit’ efekt cytokinov TNFa, IFN vy, IL-1p, IL-13, IL-33, TGF-p a IL-10 a efekt LPS
izolovaného z E. coli na sekréciu IL-33 u bunkovych linii A549 a THP-1

2) overit’ hypotézu, ze IL-33 funguje ako alarmin

3) testovat’ efekt stimulacie prostrednictvom LPS a naslednej nekrézy na uvolnenie IL-1a a IL-

1B u bunkovych linii A549, THP-1 a THP-1dif
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5 Material a metody

Tato praca sa zaoberd viacerymi mechanizmami, ktoré mézu viest k zvySeniu koncentracie
IL-33 v extracelularnom prostredi, ¢ize mimo bunku. Najskor sme sa pokusili stimulovat
monocyto-makrofagova liniu THP-1 a alveoldrne epitelialne bunky A549 prostrednictvom
réznych cytokinov. IL-33 v supernatantoch sme nasledne merali pomocou metoédy ELISA.
Dal§im moznym mechanizmom umozitujucim zvysenie koncentracie IL-33 v extracelularnom
priestore bolo uvol'novanie IL-33 pri nekréze buniek. Aby sme nekrotizovali bunky, tak sme ich
zmrazovali a rozmrazovali v piatich cykloch. Po odstraneni debris pomocou centrifugicie sme
zmerali pritomnost’ IL-33 Vv supernatantoch. IL-33 vSak nebol v supernatantoch
identifikovatelny. Moznou pri¢inou mohla byt prili§ nizka koncentracia, tak sme skusili
diferencovat THP-1 liniu prostrednictvom vitaminu D3 a bunky sme eSte stimulovali
prostrednictvom LPS izolovaného z E. coli. Bunky boli nésledne opit’ zmrazované a pritomnost’
IL-33 bola merana metédou ELISA. Aby sme sa uistili, Ze bunky podstupili diferenciaciu, bola
zmerana pritomnost’ CD-14 na povrchu adherovanych THP-1 buniek. Vplyv nekrozy a efekt
stimulacie prostrednictvom LPS sme si overili aj stanovenim IL-lalfa a IL-1 beta v

supernatantoch buniek pouzitych v zmrazovacom experimente pomocou metody Luminex.
5.1 Praca s tkanivovymi kultdrami

5.1.1 Pouzité tkanivové linie: THP-1 bunkova linia

THP-1 linia bola tispesne vyuZzivana pri experimentoch skumajucich sekréciu cytokinov IL-1p
a IL-18 (Akita et al. 1997), ktoré su blizkymi pribuznymi IL-33, navyS$e bola u nej preukazana
aj pritomnost MRNA IL-33 (Nile et al. 2010). Tato permanentna bunecna kultara bola
odvodena z buniek periférnej krvi 1 rok starého chlapca s akutnou monocytickou leukémiou.
Vyznacuje sa pritomnostou Fc a C3b receptorov, naopak unich chybaju povrchové aj
cytoplazmatické imunoglobuliny. Neaktivované bunky maju znizené mnozstvo povrchovej
molekuly CD-14 (receptor pre LPS), u aktivovanych buniek dbjde k zvySeniu jej pritomnosti.
Tento povrchovy znak sme u THP-1 buniek stanovovali pomocou metddy prietokovej

cytometrie.

THP-1 bunky (American Tissue Culture Collection) sme kultivovali v RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) médiu obsahujicom L-glutamin(RPMI + GlutaMAX TM —I, Gibco
Invitrogen) s 10% obsahom FBS - fetalneho bovinneho séra (Heat Inactivated Fetal Bovine
Serum, Gibco Invitrogen) v termostate (CO2 inkubator MCO-17 AIC, Sanyo, Japonsko) pri
teplote 37°C s obsahom CO, 5%. Pri pasazovani tejto suspenznej bunkovej linie bola najskor
merana viabilita buniek. Pokial’ v danej kultiva¢nej nadobe nebolo mnoho mftvych buniek, ¢ast’

obsahu nadoby bola odliata a novym médiom bola doplnena na pdvodny objem. Pri kazdej tretej
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pasazi bolo potrebné odstranit’ mitve bunky, obsah kultivaénej nadoby bol 2x premyty a
centrifugovany (1200 rpm, 5 minut). Vyuziva sa mensej rychlosti sedimentacie mitvych buniek,
ktoré zostanu v starom médiu, ktoré sa odstrani. Po odstraneni supernatantu bol sediment buniek
resuspendovany v 15 ml Cerstvého média RPMI s 10% FBS. Pasazované boli kazdé 2-3 dni,
pri¢om denzita nikdy nepresiahla 1.10° buniek/ml. Pretoze vlastnosti THP-1 buneénej linie sa
moézu po dlh§om kultivovani dramaticky zmenit, po kazdej 25 pasazi boli bunky nahradené.
Aby sme zabranili bakteridlnej kontaminacii, do média sme pridavali antibiotika penicilin,

gentamicin a streptomycin (Biochrom AG).

5.1.2 Pouzité tkanivové linie: A549 bunkova linia

Expresia IL-33 bola preukazana aj u Sirokého spektra epitelialnych buniek (Schmitz et al.
2005), preto sme sa rozhodli testovat’ mechanizmy, ktoré by mohli viest’ k produkcii 1L-33, aj
na bunkovej linii A549 (American Tissue Culture Collection). Tato adherentna alveolarna
bunkova linia bola odvodena z tkaniva adenokarcinému pluc. Vyuziva sa pri molekularnych
stadiach skiimajucich napr. priepustnost buniek pre lieky s protinddorovymi ucinkami, pri
zistovani imunotoxicity lie¢iv vo¢i respiraénému systému, pri $tadiach bune¢ného starnutia
a taktiez pri §tadiu expresie réznych cytokinov. Bunky boli pestované v kultivaénych flaskach
Cornig Flask (Cornig, USA) v IMDM (Iscove's modified Dulbecco's medium) médiu
obsahujacom L-glutamin (IMDM + GlutaMAX TM-I, Gibco, Invitrogen), s 10% obsahom FBS
- fetalneho bovinneho séra (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum, Gibco Invitrogen). Kultivacia
prebiehala v termostate (CO2 inkubator MCO-17 AIC, Sanyo, Japonsko) pri teplote 37°C s
obsahom CO2 5%.Aby sme zabranili kontaminacii bunkovych kultar baktériami, do média boli
pridavané antibiotikd penicilin, streptomycin a gentamicin (Biochrom, AG). Bunky boli
pasazované vzdy tesne pred vytvorenim konfluentnej vrstvy. Médium bolo odsaté pipetou,
bunky boli nasledne 2x premyté PBS (ang. Phosphate Buffered Saline - fosfatovy izotonicky
roztok) a inkubované priblizne 4 minuty s trypsinom (Trypsin-EDTA solution, Sigma Aldrich,
USA). Po odluceni buniek od povrchu dosticky bola reakcia trypsinu zastavena pridanim
nadbytku média, ¢im doslo k vyviazaniu trypsinu na sérum obsiahnuté¢ v médiu. Nasledne sme
bunky centrifugovali pri 1200 rpm (ang. revolutions per minute, otacky za mintitu) v priebehu 5
mintt. Supernatant obsahujuci Trypsin-EDTA a FBS bol odobrany, bunky eSte 2x premyté

Cistym médiom a resuspendované vo vhodnom objeme média s 5% FBS a antibiotikami.

5.1.3 Uchovavanie tkanivovych linii
Aby sa zabranilo starnutiu buniek, charakterizovanému genetickou nestabilitou a zmenami
fenotypu, bune¢né linie sme uchovavali zamrazené v ampulach s kryoprotektivnym roztokom

(FBS 450 pl/ml, 450 pl/ml rastového média a 100 ul/ml DMSO) pri teplote -180°C.
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5.1.4 Rozmrazovanie buniek

Zamrazovacia ampula bola vlozena do vodného kupela s teplotou priblizne 37°C. Za obcasné¢ho
trepania doSlo po chvili k rozpusteniu zmesi, ktord bola nésledne prepipetovand do 50 ml
centrifugacnej skumavky. K bunkam bolo pozvolna prikvapkdvané 20 ml vhodného
kultivaéného média s 20% obsahom FBS a teplotou 37°C. Bunky boli nasledne centrifugované
(1200 rpm, 10 min), supernatant odobrany a pelet resuspendovany Vo zvy$Snom médiu. Bunky
boli este raz premyté, tentokrat médiom s obsahom FBS 10%, centrifugované (1200rpm, 5 min),

po resuspendécii doplnené médiom na pozadovany objem a kultivované.

5.1.5 Stanovenie poc¢tu buniek v suspenzii pomocou Biirkerovej komorky
Zmes suspenzie buniek a farbiva Trypanova modra v pomere 1:1 0 objeme priblizne 10 pl bola
nanesena do Biirkerovej komorky. Bolo spocitané mnozstvo buniek v jednom poli o objeme

0,004 pl. Celkovy pocet buniek bol nasledne stanoveny pomocou vzorca:
n =x/0,04 * 1000

n... pocet buniek v 100 ul bunecnej suspenzie

X e priemerny pocet buniek na jedno pole

5.1.6 Urcenie viability buniek pomocou Trypanovej modrej

Pri experimentoch bola neustale kontrolovana viabilita buniek, obzvlast’ pri indukcii nekrozy
prostrednictvom opakovaného zmrazovania (viabilita musela byt nizSia nez 5%). K tomuto
ucelu bol vyuzity test preukazujuci viabilitu buniek pomocou farbiva Trypanova modra. Tato
metdda je zalozena na principe, ze zivé bunky maji intaktni bunec¢ni membranu, cez ktoru sa
farbivo nedostane do cytozolu. Do mitvych buniek s porusenou cytoplazmatickou membranou
sa farbivo naopak dostane a zafarbi ich. Pomocou svetelného mikroskopu Fluovert (Leitz,
Nemecko) a Biirkerovej komorky bolo urcené percento zivych (priehladnych) a mrtvych

(tmavomodro sfarbenych)buniek.

5.2 Stanovenie expresie IL-33 u bunec¢nych linii A549 a THP-1 po

stimulacii prostrednictvom réznych cytokinov a LPS

Cytokiny mo6zu byt produkované bunkami konstitutivne, u véac¢Siny vSak dochadza kich
vyluCovaniu do extracelularneho priestoru az po stimuldcii ¢i aktivacii bunky. Aktivovat’ ¢i
stimulovat’ bunky moézeme nespocetnymi spdsobmi, ¢i uz zmenou fyzikalnych podmienok
(teplota, pH, UV ziarenie, zmrazovanie), alebo pésobenim chemickych latok vyskytujucich sa
v organizme ale aj mimo neho. IL-33 patri medzi len nedavno objavené cytokiny a podnet,

ktory by vyvolal jeho sekréciu do extracelularneho priestoru bol dlho neznamy.



39

5.2.1 Stimulacia buniek A549 prostrednictvom Sirokého spektra cytokinov

Pre mnohé cytokiny je charakteristické, ze posobia v kaskéade, tzn. Ze jeden cytokin indukuje
tvorbu druhého. Pri prvych sériach nasich experimentov sme preto pozorovali vplyv viacerych
cytokinov na expresiu IL-33 v tkanivovych kultirach alveolarnej bunkovej linie A549 in

vitro.

Bunky A549 boli pre potreby tohto pokusu pestované v 6-jamkovych dostickach (Costar,
Cornig, USA). Po vytvoreni konfluentnej vrstvy bolo médium odstranené pipetou a bunky boli
2x oplachnuté v roztoku PBS. Tak doslo k odstraneniu zvyskov FBS, ktoré¢ mézu mat’ vedlajsi
vplyv na vysledok experimentov. Nasledne boli k bunkam pridané 2 ml ¢istého média bez séra a
antibiotik a bunky boli stimulované. K stimul4cii boli pouzité jednak prozéapalové cytokiny
(TNFa), ale aj cytokiny suvisiace s Th1/Th2 rovnovéahou: IFN v,IL-1B (Thlodpoved), IL -
13(Th2 odpoved’) a cytokiny s prevazne inhibi¢nym ucinkom na zapalové reakcie TGF-P a IL-
10. K bunkam sme skusili pridat’ aj IL-33. Jedna sa o rekombinantné cytokiny (vSetky R&D
Systems, USA), ich kratke charakteristiky su uvedené vyssie (vid kapitola 3.2, IL-1p: kapitola
3.1.2). Vsetky cytokiny boli pridané v roznych koncentraciach (1, 10, 20, 50 ng/ml). Ako
negativnu kontrolu sme pouzili nestimulované bunky. Po 24 hodinach boli supernatanty
odobrané a testované na pritomnost’ 1L-33 pomocou metdédy ELISA (DuoSet Human IL-33,

R&D Systems).

5.2.2 Stimulacia buniek THP-1 prostrednictvom LPS a roznych cytokinov

Okrem cytokinov pouzitych v experimente s A549 epitelidlnou liniou bola monocyto-
makrofagova linia THP-1 navySe stimulovana prostrednictvom LPS z E. Coli (Sigma Aldrich,
USA). Jedna sa totiz o imunokompetentné bunky, ktoré s v organizme ¢asto stimulované prave
pritomnost’ou cudzorodych molekul. THP-1 st navyse suspenznou bunkovou liniou, preto aj ich
priprava na experimenty prebichala odlisne od buniek A549. Bunky boli prenesené do
centrifugacnej skumavky a centrifugované pri 1200 rpm pocas 5 min. Po odstraneni
supernatantu boli bunky vo zvysku média resuspendované a doplnené ¢istym RPMI médiom
bez FBS a antibiotik. Premytie sme zopakovali e$te jeden raz, pricom sme bunky zriedili tak,
aby sme dosiahli koncentraciu 10° buniek/ml. Spravnu koncentriciu sme overili pomocou
Biirkerovej komorky. Takto pripravena suspenzia bola napipetovana do 6-jamkovych dosti¢iek
(Costar, Cornig, USA). Bunky sme stimulovali r6znymi druhmi cytokinov (TNFa, IFN v,IL-
1B,IL-13, 1L-33, TGF-B a IL-10, ktoré boli pridavané v réznych koncentraciach (1,10,20,50
ng/ml). Stimulovali sme aj prostrednictvom LPS v koncentraciach 5, 50, 100, 500 ng/ml. Po 24
hod boli bunky centrifugované a supernatanty testované na pritomnost’ IL-33 pomocou metody
ELISA.
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5.3 Stanovenie IL-33 v supernatantoch buniek - metéda ELISA

Najcastejsie vyuzivanou metodou v tejto diplomovej praci bola tzv. sendvicova ELISA (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Je jednou z najpouZzivanej$ich imunologickych metod,
ktoré st schopné detegovat Specifické protilatky a antigény. My sme detegovali IL-33
obsiahnuty v supernatantoch buniek THP-1 a A549 po stimulacii prostrednictvom roznych
cytokinov a LPS. Pouzili sme k tomu sadu DuoSet ELISA kit pre 'udsky IL-33 (R&D Systems,
Minneapolis, MN).

Najskor sme si deft vopred pripravili 96-jamkovi mikrotitracnu dosti¢ku. Do kazdej jamky sme
napipetovali 100 pl kozej protilatky proti 'udskému IL-33, ktora sa naviazala na povrch jamky.
Nechali sme inkubovat’ cez noc pri laboratornej teplote. Pomocou premyvacieho roztoku sme
prostrednictvom premyvacky mikrotitracn dostiCku 3x premyli anasledne ju blokovali
pomocou 1% albuminu z bovinneho séra rozpustené¢ho v PBS. Inkubécia prebiehala pri
laboratornej teplote a trvala 1 hod. Po trojnasobnom premyti sme do jamiek napipetovali 100 pl
vzorky ¢i Standardu a nechali sme inkubovat’ 2 hod. Po premyti sme pridali detekénu protilatku-
biotinylovant koziu protilatku proti 'udskému IL.-33 a inkubovali 2 hod. Znova sme premyvali
a tentoraz sme pridali streptavidin konjugovany s chrenovou peroxidizou. Inkubacia prebiehala
tentokrat 20 min pri laboratornej teplote a vtme. Po premyti sme do jamiek napipetovali
substrat obsahujuci peroxid vodika H,O, a tetrametylbenzidin. Mikrotitraéni dosticku sme
znova umiestnili do tmy a inkubovali 20 min. Reakciu sme zastavili pridanim stop roztoku,
kyseliny sirovej. Absorbancie su nasledne od&itané pomocou spektrofotometra pri vinovej dizke
450 nm a referenénej vinovej dizke 570 nm. Vzorky boli analyzované v tripletoch. Na§ ELISA

kit je schopny detekovat’ pritomnost’ priblizne 3 ng/ml IL-33.

Detekcia pomocou
sfarbenia substratu
streptavidin-HRP

giotin

o~ ‘-& “
K;ar:d':;?hbfff 5 L Detekénd biofinylovand
e ity kozia protilatka
* Q““% Ao proti fudskému IL-33

& s A T 8 e s
@ ..wo‘!,sv:«, Y2 IL-33
0001l
ot ’ () Kozia profilatka

" profi fudskému IL-33

Obr. €.9: Schéma metddy ELISA. Znazorneny je findlny komplex schopny rozloZit substrat a zmenit jeho
farbu. (Prevzaté a upravené z http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=13855)
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5.4 Stimulacia THP-1 buniek pomocou Kkalcitriolu (1a, 25 -
dihydroxy-vitamin D3)

Po sérii neuspesnych pokusov printitit THP-1 bunky produkovat’ IL-33 prostrednictvom
cytokinov a LPS sme skuisili THP-1 bunky najskér aktivovat’ pomocou kalcitriolu (la, 25 —
dihydroxy-vitamin D3) (Sigma Aldrich USA). THP-1 bunky st vlastne promonocytarnou
liniou. Prostrednictvom pdsobenia vitaminu D3 dochadza kich diferencidcii na monocyty.
Bunky boli s vitaminom D3 inkubované 48 pripadne 72 hodin v 6-jamkovej dosticke v RPMI
médiu bez FBS, pociatoéna denzita buniek bola 2-5 x 10° buniek/ml. Neadherované bunky boli
odmyté, adherované boli testované na viabilitu pomocou trypanovej modrej. Dokazom aktivacie
THP-1 buniek, ktoré st suspenznou liniou, je prave adherencia a pritomnost’ povrchovej
molekuly CD-14, ktori sme stanovili pomocou metddy prietokovej cytometrie. Takto
diferencované THP-1 bunky sme pouzili pri zistovani, ¢i bude IL-33 uvolneny do

extracelularneho priestoru po indukcii nekrozy.

5.5 Stanovenie CD-14 na THP-1 bunkach pomocou metdady

prietokovej cytometrie

K meraniu molekuly CD-14 bol vyuzity cytometer Beckman Coulter CYTOMICS FC 500. Do
skimavky urCenej na meranie pomocou prietokového cytometra sme napipetovali 100 pl
bunecnej suspenzie apridali sme 5 pl monoklonalnej protilatky reagujicej Specificky
s membranovou molekulou CD-14. Nasledne sme mohli detekovat’ pritomnost CD-14 na
jednotlivych bunkach a zmeranim strednej intenzity fluorescencie (SIF) sme mohli porovnat’

mnozstvo CD-14 na jednotlivych populaciach buniek.

Expresia molekuly CD-14 bola merana na povrchu THP-1 buniek pred a po diferenciacii
prostrednictvom vitaminu D3. Taktiez bol zistovany efekt pdsobenia LPS na expresiu tohto
znaku. LPS bol pridany k nediferencovanym THP-1 bunkdm v koncentracii 100 ng/ml a
inkubacia prebiehala 4 hodiny. K diferencovanym THP-1 bunkdam bol pridany v rovnakej

koncentracii 100 ng/ml, inkubécia trvala 4 alebo 24 hodin.

5.6 Indukcia nekrézy u buniek prostrednictvom opakovaného

zmrazovania

V sucasnosti je IL-33 radeny medzi alarminy. Su to molekuly endogénneho pévodu, ktoré st
produkované umierajucimi bunkami alebo su uvolfiované z uz mitvych buniek. Za kl'udového
stavu sa Vv extracelularnom priestore nenachadzaju, st teda idedlnym signalom upozoriiujucim
imunitny systém na pritomnost’ po§kodenia buniek ¢i tkaniva. Rozhodli sme sa overit,, ¢i je IL-

33 naozaj uvolnovany z buniek aZ vtedy, ked’ zomieraji nekrotickou smrt'ou. Pri apoptoze je
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IL-33 rozstiepeny prostrednictvom proapoptotickych kaspaz a deaktivovany. Preto sme museli

indukovat’ u buniek nekroticki smrt’. Overenym spdsobom je viacnasobné zmrazovanie.

Pri tomto experimente sme pouzili vlastne 3 druhy buniek- THP-1 promonocytédrna liniu, THP-1
bunky diferencované prostrednictvom vitaminu D3 a epitelidlne A549 bunky. NavySe sme
vsetky tri druhy buniek stimulovali prostrednictvom LPS (100 ng/ml) po dobu 3, 6, 9, 12 a 24
hodin. Nekrézu sme vyvolali pomocou zmrazovania na -70°C anasledného rychleho
rozmrazovania na 38°C, zmrazovanie a opitovné rozmrazovanie sme opakovali v piatich
cykloch. Ako kontrola nam posluzili supernatanty buniek odobrané este pre zmrazovanim
(bunky podstupili aktivaciu prostrednictvom LPS, ale neboli nekrotizované). Taktiez sme
zmrazovali aj bunky nestimulované prostrednictvom LPS. Vysledna viabilita u zmrazovanych
buniek bola vzdy mensia ako 5%. To sme si overili pomocou testu viability Trypanovou
modrou. Supernatanty boli nasledne analyzované metédou ELISA na pritomnost’ IL-33 a taktiez

metddou Luminex boli stanovené koncentracie cytokinov IL-1a a IL-1p.

5.7 Stanovenie IL-1a a IL-1 v supernatantoch buniek metédou

LUMINEX

Supernatanty ziskané pri experimentoch s indukciou nekrézy u oboch naSich bunkovych linii

boli vysetrované metddou Luminex. Zistovali sme mnozstvo pritomného IL-1a a IL-1f.

Metoda Luminex je zalozena na laserovej analyze mikropartikuli pokrytych protilatkami, na
ktoré sa Specificky viazu molekuly analyzovanej latky. Kazda ,,populacia“ mikropartikuli ma
unikatnu intenzitu fluorescencie, vd’aka ¢omu je ich pristroj schopny rozpoznat' a ur€it’, ktory
cytokin je na konkrétnej mikropartikule naviazany a moze ho analyzovat. Preto je mozné
analyzovat’ naraz az desiatky rozdielnych mikropartikuli vyznacujtcich sa rozdielnou intenzitou

fluorescencie a v jednej reakénej skimavke.

Pre tento experiment bol vyuZity pristroj Luminex'® System (Luminex Corporation, USA)
a komerény kit Fluorokine MAP (MultiAnalyte Profiling) Human Base Kit A urceny na
detekciu ludskych cytokinov IL-1a a IL-1B (R&D Systems, USA). Najskor sme si pripravili
Specialnu 96-jamkova dosticku, ktora ma namiesto dna filter. Do nej sme napipetovali S0ul
vzorky a 50ul zriedenych mikropartikuli. Dosticku sme nechali inkubovat 3 hodiny pri
laboratérnej teplote na horizontalnej orbitalnej trepacke. Analyzovany cytokin zo vzorku sa
naviaze na Specifickil protilatku, ktorou je pokrytd kazda mikropartikula. Filter na dne
neprepusti mikropartikule a ani nedochadza k pretekaniu tekutiny v jamkach pri inkubdcii.
Tekutinu vysajeme az vytvorenim podtlaku pomocou véakuovej pumpy Mada Vac IL
(Madamedical products, USA). Mikropartikule ostdvaju na svojom mieste a tymto

mechanizmom su dokladne premyvané. Po odmyti nenaviazaného substratu sme pridali
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sekundarnu protilatku konjugovanu s biotinom. Vzorky sa nasledne inkubuji 1 hod pri
laboratérnej teplote na trepacke. Po inkubacii a odmyti nenaviazanej sekundarnej protilatky sa
pridal streptavidin-PE, ktory sa viaze na biotin konjugovany na sekundarnej protilatke. Po 30
min inkubdcie sa vzorky premyli a resuspendovali v 100 pl premyvacieho roztoku. Naznacené
vzorky sa preniesli na meraciu dosticku aboli analyzované na pristroji Luminex, ktory
$pecialnou vakuovou pumpou odobera z jamiek tekutinu so vzorkami pre meranie. Schematické
zndzornenie priebehu pripravy dosticky na analyzu je na obr. ¢.9. Vysledné koncentracie
jednotlivych cytokinov st pocitané na zaklade Standardnych kriviek. Pristroj obsahuje 635nm
diodovy laser a 523nm neodym/ytrium-hlinito granatovy laser. Prvy laser excituje Cervené
a infracervené fluorochromy, ktoré st obsiahnuté v mikropartikulach a druhy laser excituje

fluorochrom fykoerytrin (PE), ktory je konjugovany so streptavidinom.

el : Do kaidej jamky sme napipetovali
¥ r r | -50pl vzorky alebo $tandardu
\: ] -50pl zriedenych mikropartiluli

Inkubdcia 3 hod pri lab. teplote
l na horizontdlne] orbitdinej trepacke

Premytie 2=
f }" :}" 1"}“ Pridali sme 50yl sekunddrne]j profilatiy
';: ‘I \." \; konjugovane] s biotinom
Inkubdcia 1 hod pri lab. teplote
l na horizontdlnej orbitdlnej trepacke

Premytie 2=

Pridali sme 50y streptavidinu-PE

Inkubdcia 30 minpri lab. feplote
l na horizontdlnej orbitdlnej trepocke

Premytie 2=

Resuspendacia v 100 pl
premyvacieho roztoku

|

Analyza pristrojom Luminex

Mikropaortikula s noviozanou
1%, Cytokin Epecificky profilatkou
proti cytokine

5 rpmﬁ'h:[mu - Efreptavidin-FE
konjugovana s biotinom 4%

Obr. ¢. 10: Priebeh stanovenia koncentracie cytokinov pomocou metddy Luminex.
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6 Vysledky

6.1 Efektroznych cytokinov a LPS na sekréciu interleukinu 33

bunkami THP-1 a A549

Napriek testovaniu Sirokého spektra cytokinov a aj velmi u¢inného stimulans LPS sa nam
nepodarilo ani u jednej bunkovej linie indukovat’ sekréciu 1L-33 do supernatantu. I1L-33 bol
detegovany jedine Vv supernatante buniek stimulovanych prostrednictvom seba samého ato

Vv niz§ej koncentracii, nez v akej bol pridavany.

6.2 Diferenciacia THP-1 promonocytov prostrednictvom
kalcitriolu (1a, 25 - dihydroxy-vitamin D3) na maturované

monocyty

Diferenciacia THP-1 promonycytov prostrednictvom vitaminu D3 na maturované monocyty
bola potvrdend vizualne zmenou adhezivnych vlastnosti buniek — nediferencované bunky st
suspenznou buneénou liniou, zatial ¢o diferencované THP-1(THP-1dif) monocyty su

adherované na povrchu kultivaénych misiek.

6.3 Efekt posobenia vitaminu D3 a LPS na expresiu molekuly

CD14

Expresia molekuly CD-14 bola merana na povrchu THP-1 buniek pred a po diferenciacii
prostrednictvom vitaminu D3. Taktiez bol zistovany efekt posobenia LPS E.coli na expresiu
tohto znaku, vSetky bunky boli stimulované rovnakou koncentraciou LPS (100 ng/ml).

Hodnotena bola stredna intenzita fluorescencie (SIF).

Nediferencované bunky exprimovali molekulu CD-14 na svojom povrchu so strednou
intenzitou fluorescencie 25,5. Diferencované THP-1 (THP-1dif) monocyty vykazovali zvySena
expresiu tejto molekuly (SIF 62). Pokial’ sme pomocou LPS stimulovali THP-1dif lymfocyty,
efekt aktivacie sa po 4 hodinach neprejavil (SIF 65,5) ale po 24 hodinéch bola expresia CD-14
markantne zvySena (SIF 125,5). Pri stimulacii nediferencovanych THP-1 promonocytov
prostrednictvom LPS doslo dokonca k poklesu expresie CD-14 (SIF 15). Vysledky jasne
dokazujt, ze THP-1 bunkova liniu sme uspesne diferencovali. LPS na diferencované bunky

posobi ako G¢inné stimulans, jeho efekt sa vSak prejavuje az po dlh§om ¢ase (24 hod).



45

Stredna intenzita fluorescencie znaku CD-14 na
povrchu THP-1 buniek
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Graf ¢.1: Graf strednych hodnot fluorescencie pre znak CD-14, porovnanie THP-1 nediferencovanych a
diferencovanych prostrednictvom vitaminu D3, efekt stimulacie prostrednictvom LPS. Bunky boli

znacené antiCD-14-PE, merania prebiehali na prietokovom cytometri.

6.4  Vplyv nekrozy na koncentraciu cytokinov IL-33, IL-1a a IL-

1B v supernatante THP-1 a A549 buniek

Vsetky tri bunkové linie (THP-1, THP-1dif, A549) boli stimulované prostrednictvom LPS (100
ng/ml) pocas 3, 6, 9, 24 a 48 hodin a bola sledovana koncentracia cytokinov IL-33, IL-1a. a IL-

1B uvol'nenych do supernatantu pred nekrézou a po nej.

6.4.1 IL-1a

Pritomnost’ IL-1a v supernatante buniek bola namerana len u THP-1 a THP-1dif buniek, ktoré
podstupili zmrazovanie abola unich indukovana nekréza. U nenekrotizovanych buniek
a epitelidlnej linie nebol IL-la identifikovany v supernatantoch vobec alebo s nizkou
frekvenciou boli namerané koncentracie pri dolnej hranici citlivosti metody. Tieto vysledky
potvrdzujt, ze IL-1a funguje ako alarmin a do extracelularneho priestoru je uvolfiovany pri

nekrdze buniek.

Dalej bol sledovany vplyv LPS na koncentraciu IL-la U tychto buniek. Vietky bunky boli
stimulované rovnakou koncentraciou LPS 100 ng/ml. Uginok LPS na produkciu IL-lo je
viditel'ny U nediferencovanych THP-1 buniek, najvyssia koncentracia IL-1a v bola namerana po
24 hod inkubacii. U THP-1dif nedoslo Vv porovnani s kontrolnymi nestimulovanymi bunkami

ku zmene sekrécie IL-1a do supernatantu.
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A) Koncentracia IL-1a (pg/ml) uvolneného pri nekréze
nediferencovanych THP-1 buniek po stimulacii LPS (100 ng/ml)
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Graf ¢. 2: Koncentracia IL-1a (pg/ml) uvol’'neného pri nekréoze po stimulacii prostrednictvom LPS
(100 ng/ml) u nediferencovanych THP-1 buniek. Merané metodou Luminex.

B) Koncentracia IL-1a (pg/ml) uvolneného pri nekréze
diferencovanych THP-1 buniek po stimuldcii LPS (100 ng/ml)
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Graf €. 3: Koncentracia IL-1a (pg/ml) uvolneného pri nekréze po stimulacii prostrednictvom LPS (100
ng/ml) u THP-1 buniek diferencovanych prostrednictvom vitaminu D3. Merané metddou Luminex.
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Koncentracia IL-1a (pg/ml) uvolneného pri nekréze buniek po
stimulacii LPS (100 ng/ml)
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Graf ¢. 4: Porovnanie koncentracie IL-la. nameranej v supernatantoch buniek THP-1 a THP-1dif
zhodne stimulovanych prostrednictvom LPS (100 ng/ml) a nasledne nekrotizovanych opédtovnym

zmrazovanim a rozmrazovanim. Merané metddou Luminex.

6.4.2 IL-1p
IL-1B bol narozdiel od IL-1a identifikovany v supernatantoch buniek vsetkych sledovanych
bunkovych typov pred nekrozou aj po nej.Vplyv LPS na koncentraciu IL-1B u tychto buniek sa

lisil v zavislosti od pozorovanej linie.

THP-1 promonocyty a diferencované THP-1 monocyty (THP-1dif) uvolnili po nekroze vyssie
mnozstvo IL-1B. U oboch lini bol pozorovany aj G¢inok LPS na zvySenie koncentracie IL-1p,
pricom U nediferencovanych THP-1 buniek bol efekt ¢i uz nekrozy alebo stimulacie

prostrednictvom LPS vyraznejsi.

U kontrolnych THP-1 buniek bola namerana koncentracia IL-1B pred nekrézou 0,08 ng/ml,
zatial ¢o u kontrolnych buniek po nekrdze to bolo mnozstvo $tvornasobne vyssie- 0,33 ng/ml.
Pred nekr6zou dosiahli THP-1 bunky maximalnej produkcie 0,37 ng/ml IL-1B po 24 hodinach,
po nekroze bola koncentracia IL-1B v supernatante po rovnako dlhej inkubacii vyrazne vyssia
(8,54 ng/ml). Vplyv nekrézy na koncentraciu IL-1B v supernatante je teda zrejmy, porovnanie
mnozstva IL-1B v supernatante buniek pred nekrézou a po nej vidime v grafe ¢.5. Po nekroze sa
do supernatantu vlastne dostal IL-1B, ktory sa povodne nachadzal v bunke. Prenesene teda
moézeme vd’aka nekrdze zistit', ¢i sa dany cytokin nachadza vnutri bunky. U nenekrotizovanych
THP-1 buniek vidime, Ze k zvySeniu koncentracie IL-1p v porovnani s kontrolou nastalo az po
24 hodinovej inkubacii. U buniek nekrotizovanych mozeme vidiet, Ze k zvySeniu koncentracie

doslo uz po 3 hodinach. Na zaklade predpokladu, Ze vd’aka nekroze sa dostane do supernatantu
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aj obsah bunky, moézeme predpokladat’, ze THP-1 bunky za¢nl1 exprimovat’ IL-1B uz po troch

hodinach, ale aZ po 24 hodinach dochadza k jeho sekrécii do extracelularneho priestoru.

THP-1dif bunky vykazovali rovnaky vplyv nekrozy aaj LPS ako THP-1 bunky
nediferencované. Po nekréze boli namerané vyssie koncentracie IL-1p ako pred fiou, napr. po
24 hodinovej inkubécii s LPS bola namerana koncentracia IL-1B 0,33 ng/ml, po nekréze to bol
Stvornasobok (1,32 ng/ml). ViditeIny je aj skorsi nastup efektu LPS na koncentraciu IL-1B
Vv supernatantoch nekrotizovanych THP-1dif, k zvySeniu koncentracie IL-1B doslo oproti
kontrole uz po 3 hodinach, zatial’ ¢o u buniek, ktoré nepodstupili zmrazovanie, doslo k zvySeniu
az po 24 hod inkubacii (Graf ¢. 6). Maximalnej koncentracie IL-1p v supernatante bolo
dosiahnuté po 48 hod inkubacii (1,43 ng/ml).

U epitelialnych alveolarnych buniek A549 nebol pozorovany vplyv nekrézy na koncentraciu IL-
1B, kontrolné bunky a aj bunky po nekrdéze vykazovali len nizku hladinu sekrécie IL-1p, ktora
nepresiahla hranicu 0,7 ng/ml. Koncentraciu IL-1p u A549 buniek po nekréze neovplyvnila ani

stimulécia prostrednictvom LPS (Graf ¢.7).

Koncentracia IL-1B (pg/ml) po stimulacii THP-1 buniek
prostrednictvom LPS (100 ng/ml)
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M THP-1 H THP-1 po nekréze

Graf €. 5: Porovnanie koncentracie IL-la nameranej v supernatantoch buniek THP-1 a THP-1dif
zhodne stimulovanych prostrednictvom LPS (100 ng/ml) a nasledne nekrotizovanych opitovnym
zmrazovanim a rozmrazovanim. Merané metdédou Luminex.
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Koncentracia IL-1B (pg/ml) po stimulacii THP-1dif buniek
prostrednictvom LPS (100 ng/ml)
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Graf €. 6: Porovnanie koncentracie IL-la nameranej v supernatantoch buniek THP-1 a THP-1dif
zhodne stimulovanych prostrednictvom LPS (100 ng/ml) a nasledne nekrotizovanych opitovnym

zmrazovanim a rozmrazovanim. Merané metdédou Luminex.

Koncentracia IL-1B (pg/ml) po stimulacii buniek A549
prostrednictvom LPS (100 ng/ml)
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Graf €. 7: Porovnanie koncentracie IL-la nameranej v supernatantoch buniek THP-1 a THP-1dif
zhodne stimulovanych prostrednictvom LPS (100 ng/ml) a nasledne nekrotizovanych opitovnym
zmrazovanim a rozmrazovanim. Merané metdédou Luminex.
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Porovnanie u¢inku LPS na jednotlivé bunkové linie, ktoré boli nekrotizované, vidime na grafe
¢.8. Zatial’ ¢o u epitelidlnych buniek sme Ziaden Géinok nepozorovali, u THP-1 a THP-1dif
buniek je vidno, ze LPS zvySuje produkciu IL-1f v supernatantoch, funguje teda ako stimulant.
Silnejsi uc¢inok ma na nediferencované THP-1 promonocyty, maximalna namerana koncentracia
IL-1B bola po 24 hod inkubacii 8,54 ng/ml, zatial’ co maximalna koncentracia IL-1p u THP-1dif
bola namerana po 48 hod inkubacii a mala hodnotu 1,43 ng/ml.

Koncentracia IL-1B (pg/ml) uvolneného pri nekréze buniek po
stimulacii LPS (100 ng/ml)
9
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Graf €. 8: Porovnanie koncentracie IL-1B nameranej v supernatantoch buniek THP-1, THP-1dif a A549
zhodne stimulovanych prostrednictvom LPS (100 ng/ml) a nasledne nekrotizovanych opdtovnym
zmrazovanim a rozmrazovanim. Merané metédou Luminex.

6.4.3 IL-33

Ani po indukcii nekrozy, ¢i uz u THP-1 buniek diferencovanych alebo nediferencovanych sa
nam IL-33 v supernatante buniek nepodarilo identifikovat’. Pocas vSetkych experimentov sme
namerali IL-33 iba v dvoch vzorkach, hodnoty koncentracie boli 3,64 ng/ml a 5,79 ng/ml.
Ked'ze sa ndm po mnohych experimentoch stale nedarilo identifikovat’ IL-33, rozhodli sme sa
overit spravnost protokolu. VySetrované boli vsSetky supernatanty odobrané pocas celého
priebehu experimentu. Po tom, ako sme diferencovali THP-1 bunky prostrednictvom vitaminu
D3 bol z kultiva¢nej misky odobrany supernatant s plavajticimi, teda nediferencovanymi THP-1
bunkami a experimenty prebichali d’alej len na adherovanych bunkach. IL-33 bol namerany
prave vtomto supernatante. Po zopakovani experimentu a premerani ,pozitivneho*
supernatantu sa nam vsak nepodarilo IL-33 znova namerat’. Taktiez sme skusili upravit’ protokol
experimentu. K adherovanym THP-1 bunkam sme po odstraneni supernatantu
s nediferencovanymi bunkami nepridavali ¢isté médium, ale supernatant sme centrifugovali, aby

sme odstranili bunky a vratili sme ho k bunkam. Ani tento postup vSak nebol uspesny.
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7 Diskusia

Interleukin 33 je syntetizovany ako 270 aminokyselin obsahujuca 30,7-kDa dlha molekula.
Povodne sa vedci domnievali, Ze sa jedna o prekurzor IL-33, avSak viaceré novSie Stadie
dokazuju, ze prave nestiepena forma pro-1L-33 je biologicky aktivna (Talabot-Ayer et al. 2009).
Pokial' d6jde kjeho Stiepeniu napr. apoptotickymi kaspdzami, strati schopnost’ ucinne sa
naviazat’ na ST-2 receptor (Cayrol a J-philippe Girard 2009), (Liithi et al. 2009). Zahadou vSak
ostava, ako je IL-33 sekretovany z buniek. Aby mohol IL-33 fungovat’ ako cytokin musi byt
uvolneny do extracelularneho priestoru, kde sa navdzuje na svoj Specificky receptor a tak
aktivuje cielové bunky. Avsak IL-33 mRNA je prepisand bez signalnej sekvencie a pro-1L-33
vo svojej Struktire neobsahuje signalny peptid rovnako ako prekurzory takmer vsetkych clenov
rodiny IL-1. Vynimkou je iba IL-1Ra (ang. IL-1 Receptor antagonist). Signalny peptid je
nevyhnutny pre sekréciu proteinov cestou cez endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat,
ktora je typicka pre vicSinu sekretovanych cytokinov. Nepritomnost signalnej sekvencie
naznacuje, Ze v ramci evollicie mali tieto proteiny pévodne intracelularne funkcie, ktoré mozu

pretrvavat’ dodnes (Werman et al. 2004).

IL-33 nie je pravdepodobne sekretovany ani prostrednictvom d’alSicho zndimeho mechanizmu,
ktory vyuzivaji dvaja ¢lenovia IL-1 rodiny, IL-1B a IL-18. Tie su syntetizované ako 33 kDa
dlhy prekurzor pro-IL-1p a 23 kDa dlhy prekurzor pro-1L-18. Nasledne zotrvavaji v cytozole,
az kym neddjde k aktivacii multiproteinového komplexu — inflamazému, ktory poskytne
potrebny stimul pre zymogén pro-kaspazu-1. Vdaka tomuto stimulu sa pro-kaspaza-1
autokatalyticky rozstiepi na aktivny enzym kaspazu-1(Martinon et al. 2002). Prostrednictvom
kaspazy-1 su prekurzory pro-lIL-1p a pro-IL-18 Stiepené na maturovani formu a sekretované

(Black et al. 1989), (Akita et al. 1997).

Ciel'om mojej prace bolo experimentdlne overit' viaceré mechanizmy, ktoré by sa na zéklade
znalosti inych cytokinov a na zaklade faktov znamych o IL-33 mohli podiel’at’ na regulacii jeho

produkcie a sekrécie mimo bunku.

Maloktory cytokin je produkovany do extracelularneho priestoru konstitutivne, bunky ich
zvyCajne zacnu sekretovat’ az ako odpoved’ na konkrétny podnet. Tym byva zvicsa posobenie
iného cytokinu ¢i molekuly endogénneho alebo aj exogénneho povodu. Moznost, Ze nejaky
cytokin stimuluje u buniek sekréciu IL-33 bola prvym mechanizmom, ktory sme skimali.
Napriek testovaniu Sirokého spektra cytokinov TNFa, IFN v,IL-1f,IL-13, IL-33, TGF-f a IL-10
a aj vel'mi uc¢inného stimulans LPS sa ndm nepodarilo ani u jednej bunkovej linie indukovat
sekréciu 1L-33 do supernatantu. IL-33 bol detegovany jedine v supernatante buniek
stimulovanych prostrednictvom seba samého a to v nizSej koncentracii, nez v akej bol

pridavany. Tieto vysledky s vlastne v sulade so sucasnymi poznatkami o IL-33. Ked’ som
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zaCinala vypracovavat diplomovu pracu, existovalo len zopar §tadii naznacujucich, Ze so
sekréciou IL-33 to nie je také jednoduché. Medzi¢asom sa vplyvom cytokinov na sekréciu IL-33
zaoberali viaceré $tudie, alen jedna jedind znich zistila, Ze by nejaky cytokin dokazal
stimulovat’ sekréciu IL-33. Jednalo sa o pecenové hviezdicové bunky stimulované
prostrednictvom TNF-a, IL-1p, IL-6 a IFN-y (Marvie et al. 2009). Vplyv tohto mechanizmu sa
mdze 1isit’ u rozdielnych bunkovych typov. Jedna Stidia skimala produkciu I1L-33 na bunkovej
linii THP-1. Ukazala, ze THP-1 bunky neprodukuju IL-33 po stimulacii prostrednictvom IL-1f
a TNF-a (Nile et al. 2010). Vdaka meraniu mRNA IL-33 pomocou metédy PCR vSak viaceré
stadie dokazali, Ze cytokiny maji vplyv na produkciu IL-33 v bunkach, chyba teda nejaky krok,
ktory by umoznil sekréciu naprodukovaného IL-33 do okolia buniek. K zvySenej expresii
MRNA 1L-33 doslo napr. u makrofagov stimulovanych prostrednictvom LPS (Schmitz et al.
2005), u fibroblastov stimulovanych prostrednictvom IL-1-f a TNF-a (Schmitz et al. 2005),
u synovialnych  fibroblastov  pacientov s reumatoidnou  artritidou  stimulovanych
prostrednictvom TNF-a alebo TNF-a+IL-1 (Xu et al. 2010), (Palmer et al. 2009) ¢i u buniek
hladkého svalstva z dychacich ciest pacientov s astmou stimulovanych prostrednictvom TNF.
Stimulacia prostrednictvom LPS taktieZ bola schopna zvysit’ produkciu mRNA IL-33, dokonca
u THP-1 linie (Nile et al. 2010).

V d’al$ej Casti prace overovali, ¢i IL-33 patri medzi tzv. alarminy, takze by mal byt z buniek
uvolnovany pri poSkodeni ¢i nekréze. To bol druhy skiimany mechanizmus. Bunky boli
stimulované prostrednictvom LPS a nekréozu sme indukovali pomocou viacerych cyklov
zmrazovania a rozmrazovania. V tomto pripade sa naSe vysledky rozchadzaju so sucasnym
pohladom na to, ako sa IL-33 dostava do extracelularneho priestoru. V $udii Christophera J.
Nila bol potvrdeny vplyv nekrozy na produkciu IL-33 konkrétne u THP-1 buniek
diferencovanych prostrednictvom vitaminu D3 (Nile et al. 2010). Touto §tadiou sme sa
inpirovali a aj nase THP-1 bunky sme tspesne diferencovali na tzv. THP-1dif bunky. Bohuzial

sa nam nepodarilo dosiahnut’ obdobné vysledky.

Pocas vsetkych experimentov sme namerali IL-33 iba v dvoch vzorkach, hodnoty koncentracie
boli 3,64 ng/ml a 5,79 ng/ml. Kedze sa nam po mnohych experimentoch stale nedarilo
identifikovat’ IL-33, rozhodli sme sa overit’ spravnost’ protokolu. Vysetrované boli vSetky
supernatanty odobrané pocas celého priebehu experimentu. Po tom, ako sme diferencovali THP-
1 bunky prostrednictvom vitaminu D3, bol z kultiva¢nej misky odobrany supernatant s
plavajicimi, teda nediferencovanymi THP-1 bunkami a experimenty prebiehali d’alej len na
adherovanych bunkach. IL-33 bol namerany prave v tomto supernatante. Po zopakovani
experimentu a premerani ,,pozitivneho“ supernatantu sa nam vsak nepodarilo IL-33 znova
namerat’. TaktieZ sme skusili upravit’ protokol experimentu. K adherovanym THP-1 bunkam

sme po odstraneni supernatantu s nediferencovanymi bunkami nepridavali ¢isté médium, ale
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supernatant sme centrifugovali, aby sme odstranili bunky a vratili sme ho k bunkdm. Ani tento

postup vsak nebol uspesny.

Viaceré Studie sa domnievaju, ze protein IL-33 je do extracelularneho priestoru uvolfiovany len
vo vel'mi nizkych koncentraciach, ktoré st Casto nemeratelné. Ak by bol IL-33 vyluovany
v takych vel'mi nizkych koncentraciach, znamenalo by to, ze pdsobi len lokalne na najblizsie
bunky. Dal§ou moznostou je, ze IL-33 sa z buniek neuvol'ni a posobi intrakrinne, ako nuklearny
faktor (Carriere et al. 2007). My sme merali IL-33 pomocou metody ELISA citlivou natol’ko
aby zmerala IL-33 uz pri koncentracii priblizne 3ng/ml. Pri experimentoch realizovanych timom
Christophera J. Nila vSak boli namerané koncentracie okolo 50 ng/ml, takZe tento argument
neobstoji. V dalSej S§tadii bola namerana koncentracia proteinu IL-33 Vv supernatantoch
pecenovych hviezdicovych buniek stimulovanych prostrednictvom TNF-o, IL-1pB, IL-6, and
IFN-y okolo 30 pg/ml (Marvie et al. 2009).

Produkcia proteinu IL-33 do extracelularneho priestoru bola preukazana len v zopar Studiach.
Vedecky tym Atsushiho Nishidy identifikoval protein IL-33 V cytoplazme pankreatickych
myofibroblastov odobranych pacientom s chronickou pankreatitidou, bola dokazana aj sekrécia
IL-33(Nishida et al. 2010). V rozpore s tymito vysledkami je $tadia, pri ktorej na rovnakom
type buniek prevadzal podobné experimenty tym Atsushiho Masamuna. Ten zistil pritomnost’
proteinu IL-33 hlavne v jadre pankreatickych myofibroblastov a protein IL-33 mimo bunky
vobec nebol identifikovany (Masamune et al. 2010). Rozdielna pritomnost’ proteinu IL-33
Vv cytoplazme ¢i v jadre buniek sa da vysvetlit’ pomocou vysledkov d’alsej Stadie. V nej bol IL-
33 distribuovany v cytoplazme buniek odobranych zo zdravého tkaniva, zatial’ Co v tkanive
postihnutom IBD (idiopatické ¢revné zapalové ochorenie) bol IL-33 identifikovany v jadre. Je
mozné, ze v zdravych tkanivach je IL-33 distribuovany v cytoplazme. Po zahijeni zapalu
dochadza k zvySenej produkcii, ktord umozni translokaciu IL-33 do jadra buniek. Tento
mechanizmus posobenia (translokacia do jadra pri zvysenej produkcii a nasledné posobenie ako
represor pre urcité gény) bol pozorovany aj u pribuznej molekuly IL-1a. Spolu s HMGB1
proteinom je momentélne IL-33 radeny medzi uz spominané alarminy. Dalsia $tadia preukazuje
pritomnost’ proteinu IL-33 v sére pacientov trpiacich ulceréznou kolitidou prostrednictvom
ELISA metody (Beltrdan et al. 2009). Napriek tomu, Ze namerané hladiny IL-33 st nizke (3-8
ng/ml, ), su Statisticky vyznamné v porovnani so zdravymi kontrolami. Aj d’alSia Stadia
preukazala expresiu proteinu IL-33 u myofibroblastov zo subepitelidlnej vrstvy cCreva
postihnutého ulceréznou kolitidou. IL-33 bol merany prostrednictvom ELISA metody(Kobori et
al. 2010). Hladiny boli tentokrat vysSie, okolo 20 ng/ml, pravdepodobne preto, ze
experimentatori rozliSovali pacientov s aktivnou a inaktivnou formou ulcerativnej kolitidy.

Prave u pacientov s aktivnou formou bolo zvy$enie hladiny IL-33 vyraznejSie.
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Pritomnost’ proteinu IL-33 vo vsetkych ostatnych studiach uvedenych v tabulke ¢.1 bola merana
pomocou metédy Western blot, pri ktorej musia byt bunky homogenizované a teda nie je
zrejmé, Ci IL-33 pochadza z extracelularneho priestoru alebo z vnutra bunky. Takisto pri
imunohistochemickych metédach je bunkovd membrana casto poruSena a IL-33 tak vobec

nemusi byt mimo bunky.

V tejto praci sa nam teda nepodarilo prinutit’ bunky sekretovat’ IL-33 do supernatantu, ani po
indukcii nekrézy nedoslo k jeho uvolneniu. Jednym z vysvetleni by mohlo byt, ze THP-1
bunecna linia je nachylna na genetické zmeny a jej vlastnosti sa mézu po dlhsom kultivovani
dramaticky zmenit. My sme sa tomu snazili zabranit’ tym, Ze po kazdej 25 pasazi boli bunky
nahradené novymi. S podobnym problémom sa stretol aj tim Gabyho Palmera, ktory skiimal
vplyv kaspazy-1 na Stiepenie IL-33. Nepodarilo sa im u THP-1 bunkovej linie indukovat ani len
expresiu mMRNA IL-33. Experimenty boli prevadzané na THP-1 bunkach transdukovanych
pomocou lentiviralneho vektora, ktory umoznil bunkam produkovat’ IL-33 (Talabot-Ayer et al.
2009).

Ako je IL-33 sekretovany do extracelularneho priestoru teda stale nie je dostatoéne objasnené.
Poznanie tychto mechanizmov a aj d’alSich vlastnosti IL-33 mdze byt uzitoénych hlavne preto,
ze 1L-33 sa Gcastni na patologii roznych infekénych a autoimunitnych chorob, takze méze byt

vhodnym terapeutickym ciel'om.
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