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Abstrakt

Interleukin (IL) 25 patfi mezi prozanétlivé cytokiny podporujici bunéénou odpovéd typu Th2.
Jeho alternativni nazev je IL-17E a spolecné s dalSimi 5 ¢leny patfi na zakladé podobnosti
aminokyselinovych sekvenci do cytokinové rodiny IL-17. Zdrojem a cilovymi bunkami IL-25
jsou mnohé typy bunék. IL-25 neni produkovdn pouze riznymi druhy imunitnich bunék,
ale na jeho produkci se podili i epitelidlni a Panethovy bunky. Jeho receptory tvofi
heterodimery sloZzené z 2 podjednotek —IL-17RA a IL-17RB. Oba receptorové proteiny jsou pro
IL-25 zprostfedkované aktivity vyZzadovany a vyskytuji se i u jinych ¢lend rodiny IL-17. IL-25
hraje mimo jiné dUlezitou roli v alergiich - jedné z nejcastéjSich nemoci obyvatel vyspélych
zemi. Cytokin IL-25 je zkouman predevsim v souvislosti s astmatem. Opomenout viak nelze
dalsi velmi ¢asté typy alergii, mezi které patfi napf. potravinové alergie, atopicka dermatitida
a alergickd ryma. | v téchto pfipadech je uloha IL-25 nezanedbatelnd a studovana. Na zakladé
poznatkl o biologii IL-25 a jeho roli v alergiich m(ze byt pravé onen cytokin vyznamnym
terapeutickym cilem pfi lé¢bé alergickych onemocnéni. Jednou z moznosti je napfiklad pouZiti

neutralizac¢ni protilatky a nasledné blokovani aktivity IL-25.
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Abstract

Interleukin (IL) 25 is a proinflammatory cytokine that promotes a Th2-type cell response.
Its alternate name is IL-17E, and along with 5 other members, IL-25 belongs to to the family
of cytokine IL-17. The family is based on the similarity of their amino acid sequences.
The source and target cells of IL-25 include many different cell types. IL-25 is not only produced
by many types of immune cells, but epithelial and Paneth cells are involved in its production
as well. Its receptors form heterodimers composed of 2 subunits - IL-17RA and IL-17RB. Both
receptor proteins are required for IL-25 mediated activities and occur in other IL-17 family
members. IL-25 also plays an important role in allergies - one of the most common diseases
in developed countries. Cytokine IL-25 has been studied primarily in asthma. However, other
very common types of allergies, such as food allergies, atopic dermatitis and allergic rhinitis,
can not be overlooked. Even in these cases, the role of IL-25 is not negligible and is studied.
Based on the knowledge of IL-25 biology and its role in allergies, this cytokine may be
an important therapeutic target in the treatment of allergic diseases. One possibility is,

for example, the use of neutralizing antibody and subsequent blocking of IL-25 activity.
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Seznam zkratek
Actl
AHR
AP1
APC
Areg
ccL
cD
CTLA8
CXCL
DC
DNA
Eop
FADD

GATA-3

HDM
HPC

ICAM

IL-17RA
IL-17Rh1
IL-17RB

ILC

activin 1

hyperreaktivita dychacich cest (z angl. airway hyperresponsiveness)
activator protein 1

bunka predkladajici antigen (z angl. antigen-presenting cell)
amphiregulin

z angl. chemokine (C-C motif) ligand

diferenciaéni antigen (z angl. cluster of differentiation)

z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 8

z angl. chemokine (CXC motif) ligand

dendriticka bunka (z angl. dendritic cell)

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleid acid)

z angl. eosinophil-lineage committed progenitor

z angl. fas-associated protein with death domain

transkrip¢ni faktor vazajici se na DNA sekvenci GATA (z angl. transcription
factor binding to sequence GATA of DNA)

roztoc¢i vdomacim prachu (z angl. house dust mite)

hematopoeticka progenitorova burika (z angl. hematopoietic progenitor cells)
mezibunécéna adhezivni molekula (z angl. intercellular adhesive molecule)
interferony

imunoglobulin

vrozené pomocné buriky typu 2 (z angl. innate helper 2)

interleukin

interleukin-17 receptor A

interleukin-17 receptor homolog 1

interleukin-17 receptor B

prirozena lymfoidni burika (z angl. innate lymphoid cell)



KO
MAP3K
MCP
mDC
MMC

MMPC-type 2

mRNA
NF-kB
NHC
NKT
NMF
PAF
PCR
pDC
ROR-a
TAK1
TGF-B
TLR

Th
TNF
TRADD
TRAF6
TSLP
VCAM

WT

z angl. knock out
mitogeny aktivovana proteinkinaza (z angl. mitogen-activated protein kinase)
progenitor Zirnych bunék (z angl. mast cell progenitor)

myeloidni dendriticka burika (z angl. myeloid dendritic cell)

slizni¢ni Zirna bunka (z angl. mucosal mast cell)

multipotentni progenitorova burika typu 2 (z angl. multipotent progenitor cell

type 2)

informacni ribonukleova kyselina (z angl. messenger ribonucleid acid)
jaderny faktor kappa B (z angl. nuclear factor-kappaB)

z angl. natural helper cell

z angl. natural killer T lymphocyte

z angl. natural moisturizing factor

faktor aktivujici krevni desticky (z angl. platelet activating factor)
polymerdazova retézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
plazmacytoidni dendriticka burika (z angl. plazmacytoid dendritic cell)

z angl. retinoic acid receptor- related-orphan-receptor alpha

z angl. transforming growth factor-B—activated kinase 1

transformuijici rastovy faktor beta (z angl. transforming growth factor beta)
receptory skupiny Toll (z angl. Toll-like receptors)

pomocné T lymfocyty (z angl. T helper lymphocytes)

faktor nekrotizujici nddory (z angl. tumor necrosis factor)

z angl. TNF receptor associated death domain protein

z angl. TNF receptor associated factor 6

thymovy stromalni lymfopoietin (z angl. thymic stromal lymphopoietin)
cévni adhezivni molekula (z angl. vascular cell adhesion molecule)

z angl. wild typ



Lo UVOM ettt ettt ettt ettt ettt b et ettt et et b st senn s 1
P | S PRSP PR UPRRP 3
2.1, ROAING IL-17 oot 3

D A O o 11N V=Y o T 1 2 USRS 4
2.3 ProduKCe IL-25 ..ot 5
2.4, Struktura reCceptoru IL-25 ... e e e e e a e e e 7
24,1, L7 RA ettt e b et be e nae e e b e sareenees 7
20420 HL-17RBu ettt et b e ae e e b e e aeeer e e nneeeneas 7

2.5, FUNKCE IL-25 i e 9
2.5.1.  Aktivace NF-kB a stimulace produkce IL-8 .........cccceeeeiiiiieiriiiere e 9
2.5.2.  Podpora Th2 0dpOVEdi.......cceieiiiiieiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e 9
2.5.3.  Regulace ProdukCe IL=9 ......ccouiiiieiiiie ettt 10
2.5.4. Role v parazitarnich helmintdznich infekcich........cccocoviiiiiiiiiiiie e, 10

2.6. IL-25 a prirozené lymfoidni BURKY TYPU 2..eeeereeiiiieeeee e 13

R N = ¢ - PP PUPPRURIRt 15
R [ R VA 11T = {1 o] o [ PRURURRS R 16
4.1, POLraviNOVE GlErZIE......uuvieeeeiieeieiiiieieee ettt e e e et e e e e e e e e s setarrereeeseesesnnrreneees 17
4.2, Atopickd dermatitida.....ccccceeiee e e 18

L T =Y ¢ = {To - 1 Y/ 1 - [OOSR 20
4.4, AlergiCke astMa ...ccooiiiiiieeeee et e e e e e e e e e e e e e e e nabraaees 21

o T 1= - | o ] =S 23
T 1V PP PRUSPOPRRPRRORRN 26

2 oYU b 4] (<3 o [ o] [T TSR 27



1. Uvod

Interleukin (IL) 25 je prozanétlivym cytokinem patticim do cytokinové rodiny IL-17. Cytokiny
jsou zakladni slozkou humoralni imunity a mohou mit celou fadu funkci. Konkrétné IL-25
podporuje imunitni reakci zprostfedkovanou pomocnymi T lymfocyty typu 2 (Th2). Zralé
efektorové bunky Th2 se wvyviji z naivnich CD4+ T lymfocytl po setkani santigenem
na tzv. bunkach predkladajicich antigen (APC) a za pfitomnosti IL-4. Pravé pomér cytokind
IL-4 a IL-12 rozhoduje o tom, zda nastane imunitni reakce typu Thl nebo Th2. Prevazuje-li
IL-4, imunitni systém se pfiklani k Th2 bunééné odpovédi a inhibuje bunéénou odpovéd
typu Thl.

IL-25 se casto studuje vsouvislosti salergiemi. Alergie jsou onemocnéni, u kterych
se opakovanym vystavovanim neskodnych antigend vnéjsiho prostiedi navozuji zanétlivé
zmény, ¢asto vedouci k porucham funkce a struktury tkani. Pri¢inou alergii byvaji genetické
faktory i vlivy vnéjsiho prostfedi. Velmi populdrni je hygienickd hypotéza, kterd ndm castecné
vysvétluje pFicinu nardistu alergii. Rikd, Ze za dramaticky vzriist poctu alergikl v dne$ni dobé
oproti dobam minulym zodpovida zplisob Zivota — napf. zvySena hygiena, zména stravovacich
navykl nebo snadno dostupnd ockovani a antibiotika. Tyto faktory vedou k nizsi mikrobialni
zatéZzi imunitniho systému novorozence. Takto snizend stimulace imunitniho systému
zpusobuje jeho opozidéné vyzravani s déle trvajici prevahou Th2 bunécné odpovédi, kterd
mUze pfrispivat k vzniku alergickych onemocnéni.

Alergie jsou v této dobé nejpocetnéjSimi poruchami imunity v ekonomicky vyspélych zemich.
Statni zdravotni Ustav uvadi, Ze se alergie vyskytuji u 25 % populace a predpoklada, ze tato
procenta budou nadale narGstat.! Z tohoto divodu nabyvd na vyznamu hledéani rGznych
zpUsobu [éCby alergii. Pravé jednim z novych zplsobU [é¢by by se mohlo stat blokovani aktivity
IL-25. Alergie se vsoucasné dobé nejcastéji 1é¢i pomoci kortikoidd nebo antihistaminik
¢i samotnou profylaxi, ne vidy je vSak |é¢ba dostatec¢né uc¢innd. Zabranénim aktivity IL-25
by se mohla potlacit preference Th2 bunééné odpovédi a tim by mohlo dojit ke zlepseni
alergického onemocnéni.

Uloha IL-25 se v mnoha pfipadech zkoumd u alergického astmatu, a to neziidka spole¢né

s dalSim prozanétlivym cytokinem IL-33 nebo thymovym stromalnim lymfopoietinem (TSLP).

1 ZDRAVOTNICKE ZARIZENI MINISTERSTVA VNITRA. Svétovy den alergie a astmatu. [online]. 2017
[cit. 2018-03-12]. dostupné z: https://www.zzmv.cz/svetovy-den-alergie-a-astmatu
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Alergické astma je zavainé onemocnéni, projevujici se predevSim zachvaty dusnosti
stfidajicimi se s obdobim klidu mezi nimi. Nejrizikovéjsi skupinou pro rozvoj astmatu
predstavuji lidé trpici alergiemi, zejména atopickym ekzémem. U velkého poctu déti, které
trapi atopicky ekzém se pozdéji vyvine pravé zmifnované astma. Tento jev se nazyva atopicky
pochod (angl. atopic march). Atopicky pochod popisuje cestu pfes plivodni atopicky ekzém

k problémU0m s dychanim, vedoucim az k alergickému astmatu.

Bakalarska prace si klade za cil vysvétlit a popsat funkéni a strukturni vlastnosti IL-25 véetné
jeho receptoru. V dalSich kapitolach seznamuje s mechanismy alergii, preferenénimi reakcemi
IL-25 v alergiich a ndvrh terapeutické mozZnosti blokovani aktivity IL-25 v alergickych
onemocnéni. Prace se rovnéZz zaméfuje na astma, predstavujici vyznamné alergické

onemocnéni, v jehoZ souvislosti je stale ¢astéji zkouman IL-25.



2. IL-25
2.1. Rodinall-17

IL-25 byva oznacovan alternativnim nazvem IL-17E, coZ naznacuje, Ze patfi do rodiny IL-17,
spolecné s dalSimi péti cleny: IL-17A (oznacovan také jako IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D
a IL-17F. Pro vSechny tyto zdstupce rodiny IL-17 jsou charakteristické spole¢né homologické
useky aminokyselinové sekvence a prostorové konzervované cysteiny. (Moseley et al., 2003)

Tyto spolecné rysy clenli rodiny IL-17 jsou znazornény na obrazku 1.

IL-17A 7 MTPGKTSEVSLLELLSE-------uonx EAIVKAGITIPRNP-GCPNSE------ DK 3¢
178 1 MDWPHNELFLLTISIFLGEGQPRSPKSKRKGQGRPGPLAPGPHQVPLDLVSRMKPYA 57
IL-17C 7 MTLLPGLLFLTWEHTC EAHHDP-SLRGHPHSHGTPHCYSAEELPLGQAPPHLLARGA 56
IL-17D 7 MLVAGFLLALPPSWAAG----A-PRAGRRPARPRGCADRPEELLEQLYGRLAAGVLS 52
ILA7E 7 MRERPRLGEDSSEISLF----L-QVVAFLAMVMGTHTYSHWPSCCPSKGQ-DTSEEL 57
IL17F 7 MTYKTLHGPAMVKYLLLSI/EGEAFL-SEAAARKIPKVGHTFFQKRESCRPPVP -~ =~ - - G- 52
*
IL-17A 40 NFPRTVMVNLNIHNR- -NT--NTNPKRS-----cvvooomo--- SDYYNRSTSPWNLHRN 72
IL-178 58 RMEEYERNIEEMVAQLRNS--SELAQRKCEVN--------- LOQLWMSNKRSLSPWGYSIN 7106
IL-17C 57 KWGQALPVALVSSLE--AA HRGRHERPSATTQCPVLRPEEVLEADTHQRSISPWRYRVD 774
IL-<177D 53 AFHHTLQLGPREQAR--NA -CPAGGRPADR---------- RFRPPTNLRSVSPWAYRIS 99
IL-17E 52 LRWSTVPVPPLEPARP-NR--HPESCRASE----=--c-uw--- DGPLNSRAISPWRYELD 95
IL-17F 53 - - -GSMKLDIGIINE--NQ--RVSMSR-------~----v-v-w-- NIESRSTSPWNYTVT 87
IL-177A 80 EDPERYP SVINEAKCRHLGCINAD-GN-VDYHMNSVPIQQEILVL RREPPHCP - - --- - 130
IL-178 707 HDP SRIPVDLPEARCLECLGCVNP FTMQ-EDRSMVSVYPVFSQVPYRRRA- - - LCPPPPR--- 159
L-17C 775 TREDRYPQKLAFAECLCRGCIDARTGR- ETAALNSVRLLQSLLVLRRARP--CSRDGSGLP 177
IL-170 700 YDPARYPRYLPEAYCLCREGCLTGLFGE-EDVRFRSAPVYMPTVVMLRRTP-ACAG------ 151
IL-17E 96 RDLNRLPQDLEYHARCLCPHCVSLQFGSHMDPRGNSELLYHNQTMFYRRP--CHGEKG- -~ 750
IL-17F 88 WDPNRYPSEVVQAQCRNLGCINAQ-GK-EDISMNSYPIQQETLYVRRKHQGCS------~ 138
w* w * *
IL17A 7137 - - - -NSFRLEKILMSNMBCTCYT----------omcmmmmmnma o PIVHH¥A 755
IL-178 760 - TGPCRQRAVMETIAVGCYCIF 180
IL-17C 172 IPGAFAFHTEFIHYPVGCYCUL - - - - - - - - - - - o= o mm e e m s PRSV 197
IL-17D 7152 - -@RSVYTEAYVTIPVMGCTCVPE PEKDADSINSSIDKQGAKLLLGFNDAPAGP 202
IL-17E 757 FHKGYCLERRLYRMSLACVCMR - - - - - o - o e e e e e e e e e e PRVMG 177
IL-17F 739 - - - -VSFQLEKVLMTMECHCHT - --- - - - - mm e e e e e e e PVIHHNQ 163

w* ®

Obr. 1: Sekvenéni podobnost ¢lend interleukinové rodiny 17 (pfevzato z Moseley et al., 2003)
Na obrazku jsou aminokyselinové sekvence pfislusnikl interleukinové (IL) rodiny 17. Identické aminokyselinové

useky jsou vybarvené Sedou barvou a prostorové konzervované cysteiny maji cervené oznaceni.

Z cytokinové rodiny IL-17 byl jako prvni objeven cytokin IL-17A. Nalezen byl v roce 1993
v mysich T bunkach a jeho pdvodni nazev byl CTLA 8 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 8). (Arragwal et al., 2002) Na zdkladé jeho homologické aminokyselinové
sekvence byly identifikovany vSechny ostatni ¢lenové rodiny IL-17. (Arragwal el al., 2002,
Moseley et al., 2003) Pravé IL-17E se od plUvodniho a prvné objeveného IL-17A, i ostatnich
¢lentd rodiny IL-17 znacné lisi svoji biologickou funkci. (Fort et al., 2001) Kromé biologické
aktivity se IL-25 nejvice liSi v porovnani s dalSimi pfislusniky rodiny svou aminokyselinovou

sekvencni podobnosti s prvné odhalenym IL-17A, ktera je pouze 17 %. U IL-17F se vyskytuje



nejvétsi homologie s IL-17A, ktera predstavuje 40-55 %, IL-17B ma 29 %, IL-17D ma 25 %
a u IL-17C je podobnost aminokyselinové sekvence 23 %. Na zdkladé téchto udaji byly
serazeny a fylogeneticky charakterizovany sekvence aminokyselin ¢lentd rodiny IL-17 za pouziti
Clustal W (Kolls et al., 2004), biologického programu na porovnavani sekvenci aminokyselin

a nukleovych kyselin. Vysledkem srovnani je dendrogram na obrazku 2.

g T 4
IL-17F

IL-17B
% IL-17D
| IL-17C
‘ IL-17E -
P
10.00

Substitutions per 100 Residues

Obr. 2: Pfibuznost aminokyselinovych sekvenci mezi ¢leny interleukinové rodiny 17 (pfevzato z Moseley et al.,
2003)

Dendrogram ukazuje vzdjemnou aminokyselinovou sekvencni podobnost pfislusnikl interleukinové (IL) rodiny
17. Z obrazku je patrné, Ze nejvétsi podobnost mezi sebou sdili IL-17A s IL-17F. Dal3i dvojici s nejvice identickou
spole¢nou aminokyselinovou sekvenci je IL-17B a IL-17D. Nasledujicim nejblizsim cytokinem k témto Ctyrem
zminénym (IL-17A, IL-17F, IL-17B a IL-17D) je IL-17C. Nejvzdalenéjsim cytokinem rodiny IL-17, co se tyka

podobnosti sekvence aminokyselin, je IL-17E.

2.2. ObjeveniIL-25

IL-25 byl objeven v roce 2001. Sklada se ze 177 aminokyselin a k jeho identifikaci vedla analyza
informaci lidskych genomovych deoxyribonukleovych kyselinovych (DNA) sekvenci dostupna
v GenBank. Byla ziskana komplementdrni DNA, ktera odpovidala genu pro IL-25. Pfitomnost
informacni ribonukleové kyseliny (mRNA) pro tento cytokin byla prokazana ve velmi nizkych
hladindm v nékolika lidskych tkanich jako je mozek, micha, plice, prldusnice, ledviny,
nadledvinova Zlaza, prostata a varlata pomoci kvantitativni PCR (polymerazové retézové

reakce). (Lee at al., 2001)



2.3. Produkce IL-25

IL-25 je produkovan riznymi typy bunék - burfikami plvodu imunitniho i neimunitniho. Mezi
bunky imunitniho plvodu patii dendritické buriky (DC), makrofagy, T bunky, eozinofily,
bazofily a Zirné bunky. Bunkami neimunitniho plvodu jsou burky epitelidlni a Panethovy

buriky.

Cilovymi bunikami pro IL-25 jsou T buriky adaptivni imunity, konkrétné Th2, Th9 a NKT (z angl.
natural killer) buriky. IL-25 déle pUsobi na epitelidlni buniky a na rizné druhy bunék pfirozené
imunity — makrofagy, multipotentni progenitorové bunky typu 2 (MMCP-type 2), vrozené
pomocné bunky typu 2 (ih2 bunky), NHC (z angl. natural helper cell) a nuocyty. Produkce
a pusobeni IL-25 je znazornéno na obrdzku 3. (shrnuto v lwakura et al., 2011 a Song et al.,

2013)
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Obr. 3: Produkce a cilové buriky interleukinu 25 (interleukinu 17E) (pfevzato z Iwakura et al., 2011)

Po pUsobeni antigen(i na rdzné imunitni buriky (dendritické buriky (DC), makrofagy, T burky, eozinofily, Zirné
bunky, bazofily) i neimunitni buriky (Panethovy bunky, epitelialni burky), dochazi k produkci interleukinu (IL) 25.
IL-25 se vaZe na T bunky, vrozené imunitni buriky i buriky neimunitni a nasledné je aktivuje. Plsobenim IL-25
na NKT lymfocyty (z angl. natural killer T lymphocyte) a pomocné T lymfocyty typu 2 a 9 (Th2, Th9) dochazi
k produkci cytokinG IL-4, IL-5, IL-13, IL-9. Stejné tak vrozené imunitni bunky aktivované IL-25, konktrétné
makrofagy, multipotentni progenitorové buriky typu 2 (MPP-type 2 burky), vrozené pomocné burnky typu 2
(ih2 bunky), NHC (z angl. natural helper cell) a nuocyty jsou zdrojem Th2 cytokinl (IL-4, IL-5, IL-13). IL-25
plUsobenim na epitelidlni buriky podporuje produkci IL-4, IL-5 a chemokinG CCL11. Aktivace T bunék, vrozenych
imunitnich bunék a epitelidlnich bunék podporuje produkci Th2 cytokinl a nasledné zvysuje imunitni odpovéd’
typu 2. Mimo jiné produkce Th2 cytokinl sniZuje Thl a Th17 bunéénou odpovéd, podporuje atopické astma

a zabranuje infekcim zplsobenych helminty.



2.4. Struktura receptoru IL-25

Receptor pro IL-25 je heterodimerni a je sloZen z 2 podjednotek- IL-17 receptor A (IL-17RA)
a IL-17 receptor B (IL-17RB). Receptorova podjednotka IL-17RB je oznacovdana casto jako IL-17
receptor homolog 1 (IL-17Rh1).

24.1. |L-17RA

Receptorova podjednotka IL-17RA je spolec¢nd pro receptory cytokinl IL-17A, IL-17F a IL-25.
| pfes to, Ze tyto interleukiny maji jednotny receptorovy protein, byla zjisténa nezdvislost mezi
IL-25 a dvéma zbyvajicimi interleukiny. Na zakladé tohoto zjisténi se ukazalo, Ze IL-17RA hraje
pfimou roli ve zprostredkovani odpovédi IL-25.

V mysich splenocytech stimulovanych IL-25 nebyla detekovdna Zadna hladina IL-17A ani
IL-17F. Produkce IL-17A a IL-17F tedy neni vyvolana IL-25. Dalsi pokus potvrzujici nezavislost
téchto cytokinl byl zalozen na stimulaci mysich splenocytd cytokiny IL-17A a IL-17F, kdy
nedoslo k produkci IL-5 a IL-13, coZ je pro IL-25 stimulaci typické. Tudiz produkce IL-5 a IL-13
po stimulaci IL-25 je zcela nezavisld na IL-17A a IL-17F. (Rickel et al., 2008)

2.4.2. |L-17RB

Druhy receptorovy protein IL-17RB je spole¢ny pro receptory cytokin( IL-25 i IL-17B, a to
i presto, Ze tyto cytokiny maji jinou, az antagonistickou funkci. Zatimco IL-25 silné podporuje
Th2 bunéénou odpovéd a prozanétlivé alergie dychacich cest, IL-17B tuto bunéénou odpovéd
naopak umirfiuje a plsobi protizanétlivé. Protichlidna funkce téchto dvou cytokin(i byla
zkoumdana na mysSim modelu u alergického astmatu, akutni kolitidy a infekce zplsobené
Citrobacter rodentium, kde byla prokazana patogenni funkce IL-25 a ochranna funkce IL-17B.
(Reynolds et al., 2015) Vyzkumy bylo prokdzano, Ze IL-25 se vaZze na IL-17RB s vyssi afinitou
nez IL-17B. (Lee et al., 2001, Reynolds et al., 2015)

Exprese mRNA pro IL-17RB byla mérena v rlznych lidskych tkani pomoci kvantitativni PCR.

evvys

exprese mRNA pro IL-17RB byla zaznamenana v srdci, sleziné a kostni dreni. (Lee et al., 2001)

Rickel et al. zkoumali ve svém vyzkumu roli téchto dvou receptorovych podjednotek ve funkci
IL-25 s pomoci KO (z angl. knock out) mysi a antagonistickych protilatek. Prokazali, Ze pro

funkci IL-25 jsou nutné oba receptorové proteiny, IL-17RA i IL-17RB. Zavislost biologické

7



aktivity IL-25 na IL-17RA byla dlouho skryta, protoZe nebyla detekovana interakce mezi IL-25
a IL-17RA. Prestoze se vSak IL-25 na IL-17RA pfimo nevaZe (na rozdil od IL-17BR), je v aktivitach
zprostfedkovanych IL-25 také zapojen. (Rickel et al., 2008)

Signalizace IL-25 prostfednictvim receptorll je zndzornéna na obrazku 4.

IL-17E
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IL-17RAN. )¢ /IL-17RB
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Obr. 4: Signalizace interleukinu 25 (interleukinu 17E) (pfevzato ze Song et al., 2013)

Vazba interleukinu (IL) 25 na jeho heterodimerni receptor interleukin 17 receptor A/interleukin 17 receptor B
(ILL7RA/IL17RB) vede k aktivaci transkrip¢nich faktor( - jaderny faktor kappaB (NF-kB) a activator protein 1
(AP-1) pres adaptorovy protein activin 1 (Actl) a TNF receptor associated factor 6 (TRAF6). Tento signalni
komplex vyuziva IL-25 k produkci Th2 cytokind.

Jinou, alternativni drahu vyvolava IL-25 u nadorovych bunék vysoce exprimujicich IL-17RB, kdy dochazi
k apoptoze diky TNF receptor associated death domain protein (TRADD) a fas-associated protein with death

domain (FADD) a nasledné aktivaci kaspazy, ktera apoptdzu zahajuje.

TAK1: z angl. transforming growth factor-B—activated kinase 1

MAP3K: mitogeny aktivovana proteinkinaza



2.5. Funkce IL-25

2.5.1. Aktivace NF-kB a stimulace produkce IL-8

JiZ pfi objeveni IL-25 bylo experimentalné prokdzano, ze IL-25 vyvolava aktivitu transkripcniho
faktoru NF-kB (jaderny faktor kappa B). Pfedpokladalo se, Ze tento transkripcni faktor
K myslence prozanétlivé ulohy IL-25 sméroval i fakt, Ze byla prokazana aktivace NF-kB jiz dfive
objevenym pribuznym cytokinem IL-17A, ktery je prozdnétlivy a mimo jiné podporoval
produkci IL-8. Na zakladé toho byl zkouman efekt IL-25 na produkci IL-8. Prokazalo se, Ze I1L-25
vyvolava produkci prozanétlivého chemokinu IL-8. (Lee et al., 2001) Cytokin IL-8 je hlavni
chemotaktickou latkou neutrofil(l a podle mezinarodni nomenklatury chemokini ma nazev

CXCL8 (z angl.chemokine CXC motif ligand)

2.5.2. Podpora Th2 odpovédi

Pti peritonedlni aplikaci IL-25 do mysi byla pozorovana splenomegalie, zvySena hladina
eozinofilli, I1gE, 1gG a IgA v krvi. Pocet neutrofild po aplikaci IL-25 se nezménil, na rozdil
od eozinofill, u kterych IL-25 vyvoldva mobilizaci. DalSimi zménami byly patologické zmény
v plicich a gastrointestindlnim traktu (napft. infiltrace eozinofill a zvySené mnozstvi hlenu).

Za vSechny tyto dopady po vystaveni IL-25 jsou zodpovédné Th2 cytokiny — IL-4, IL-5 a IL-13,
jejichZ expresi vyvolava praveé IL-25. Tedy ucinky, objevujici se nasledné po aplikaci IL-25 jsou
neprimo zprostifedkovany samotnym IL-25. (Fort et al., 2001) IL-25 ma zaroven za nasledek,
kromé indukci Th2 cytokin —IL-4, IL-5, IL-13, pokles interferonu gama (IFN-y). V nepfitomnosti
IL-25 se aktivované T bunky diferencuji vice do Th1 bunék produkujicich IFN-y. (Owyang et al.,
2006, Angkasekwinai et al., 2007) ZvySeni poc¢tu Th2 bunék v pritomnosti IL-25 se da podpofit
neutralizaci IFN-y. A naopak Ucinku IL-25 zabrariuje protilatka anti-IL-25. (Angkasekwinai et al.,
2007) Ukazalo se, Ze i v absenci IL-25 se exprimuji Th2 cytokiny (IL-4, IL-5 a IL-13), jsou-li Thl
cytokiny blokovany. (Owyang et al., 2006)

Byla téZ zkoumana exprese IL-17RB na odlisnych mysich populacich Th bunék. Po diferenciaci
Th bunék byla exprese IL-17RB zachovana pouze na Th2 burikach, nikoli na Thl a Th17. Pravé
tato selektivni exprese pfinasi podporu IL-25 v diferenciaci Th2 bunék. (Angkasekwinai et al.,

2007)



2.5.3. Regulace produkce IL-9

IL-25 podporuje produkci IL-9 (Angkasekwinai et al., 2010), ktery je spojovan s mnoha
imunopatologickymi chorobami, napfiklad s astmatem. IL-9 je produkovany subpopulaci Th9
bunék, avsak dlouho byl fazen mezi Th2 cytokiny. Th9 lymfocyty vznikaji z naivnich
prekurzorovych T bunék nebo mohou vzniknout pfeménou z jiz diferencovanych Th2 bunék,
mezi které byly kdysi zafazeny. Za toto preformovani je zodpovédny transformuijici rlstovy
faktor beta (TGF-B). (Veldhoen et al., 2008).

Zvysené pocty Th9 bunék se objevuji v periferni krvi u osob trpicich alergiemi v porovnani
se zdravymi jedinci. Toto zvySeni hladiny Th9 lymfocytd koreluje i se zvySenim hladiny IgE.
(Jones et al., 2012)

IL-25 je oznacCovan jako reguldtor exprese IL-9. Jeho receptorova podjednotka IL-17BR byla
pozorovana u Th2 a Th9 bunék, nikoli u Thl lymfocytl. Bylo potvrzeno, Ze IL-25 zvySuje
produkci IL-9 v Th9 burikdch a pro regulaci Th9 cytokinové exprese prostiednictvim IL-25 jsou

podstatné obé jeho receptorové podjednotky, IL-17RA i IL-17RB. (Angkasekwinai et al., 2010)

2.5.4. Role v parazitarnich helmintdznich infekcich

Ackoli IL-25 podporuje vznik alergickych infekci, pUsobi ochranné v nékolika stfevnich
infekcich zpGsobenych helminty.

Aplikace IL-25 muZe slouZit jako terapeuticky prostfedek proti parazitarnim infekcim
zplUsobenymi helminty na zakladé zvySeni Th2 odpovédi v gastrointestindlnim traktu. (Pei et

al., 2016, Owyang et al., 2006)

Protektivni Uloha IL-25 v boji proti parazitarni infekci byla potvrzena na experimentalnich
modelech pouzivajici tyto parazity - Nippostrongylus brasiliensis (Fallon et al., 2006), Trichuris
muris (Owyang et al.,, 2006), Trichinella spiralis (Angkasekwinai et al.,, 2013)
a Heligmosomoides polygyrus bekeri (Pei et al., 2016).

Absence IL-25 u infekce zplUsobené Nippostrongylus brasiliensis vedla ke snizené schopnosti
obrany proti této parazitarni infekci a IL-25 KO mysi vykazovaly ¢asové zpozdéni produkce Th2
cytokin(. (Fallon et al., 2006)

Na modelu Trichuris muris byla prokazana dulezitd uloha IL-25 v podpore produkce Th2
cytokinl. Infikované WT (z angl. wild type) mysi vykazovaly zvySenou hladinu mRNA pro IL-4

a IL-13, zvySeni IFN-y bylo zanedbatelné. Naproti tomu IL-25 KO mysi mély béhem infekce
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hladinu mRNA IL-4 a IL-13 vyrazné nizsi a hladina IFN-y naopak vyrazné vzrostla. Mohlo by
se tedy zdat, Ze IL-25 je nutnou molekulou pro vyvoj Th2 bunécéné odpovédi, avSak ukdzalo se,
Ze i pfi nepfitomnosti IL-25 dochazi k expresi IL-4, IL-5 a IL-13, je-li blokovana Th1 imunitni
odpovéd protilatkami proti Thl cytokinlm. (Owyang et al., 2006)

U dalSiho experimentdlniho modelu Trichinella spiralis se soucasné v infekci objevuji
antigenné specifickd Th2 odpovéd i Th9 odpovéd, které jsou pro efektivni obranu proti T.
spiralis potfebné. Imunitni odpovéd Th9 je podporena IL-25 a Fidi aktivaci Zirnych bunék
a sekreci antimikrobialnich protein(, pfispivajicich k odstranéni parazita. (Angkasekwinai et
al., 2013) Zvysené mnozstvi Zirnych bunék a Panethovych bunék se ukdzalo dullezité pro
efektivni vypuzeni T.spiralis a sekrece produktli Panethovych bunék (kryptidiny, lysozymy,
fosfolipaza A) pfispiva k ochrané slizni¢niho povrchu a téz se podili na imunitni obrané proti
T.spiralis. (Ha et al., 1983, Kamal et al., 2001)

Na modelu parazitarni infekce zpisobené Heligmosomoides polygyrus bekeri bylo mimo jiné
studovano, zda infekce ovliviiuje expresi IL-25 a jeho receptoru. Vysledek je zobrazen
na obrazku 5. Z obrazku je patrné, Ze infekce zvysSuje expresi IL-25 a IL-17RB. Proti hostitelské
obrané v primarnich a sekundarnich infekcich H. polygyrus bekeri ma negativni vliv

nepritomnost IL-25. (Pei et al., 2016)
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Obr. 5: Efekt infekce Heligmosomoides polygyrus bekeri na expresi interleukinu 25 a jeho receptorovych
podjednotek (upraveno dle Pei at al., 2016)

Na grafech je vidét méreni hladin messenger ribonukleové kyseliny (mRNA) pro interleukin (IL) 25 a jeho 2
receptorové podjednotky: interleukin 17 receptor B (IL-17RB) a interleukin 17 receptor A (IL-17RA). Byl
porovnavan vliv této infekce na expresi mRNA IL-25 a jeho receptorovy podjednotek. Srovndvany byly hladiny
téchto mRNA v tenkém stievé neinfikovanych wild typ (WT) mysi, WT mysi infikovanych H. polygyrus bekeri,
IL-25 KO neinfikovanych mysi a IL-25 KO infikovanych mysi.

Graf A ukazuje rozdil hladiny mRNA IL-25 u neinfikovanych a infikovanych WT mysi. Z grafu je patrné, Ze pfi infekci
je exprese IL-25 vys$si. Vyrazné vyssi exprese je u infekce sekundarni, v porovnani s primarni infekci.

Graf B znazornuje hladiny mRNA receptorové podjednotky IL-17RB. K vyraznému zvyseni exprese IL-17RB doslo
pfi infekci WT mysi i IL-25 KO mysi, a to vprimarni i sekundarni infekci. Pfi porovnavani primarni
a sekunddrni infekce se silné zvysila exprese u IL-25 KO mysi po sekundarni infekci.

Graf C ukazuje hladiny mRNA receptorové podjednotky IL-17RA. Z tohoto grafu nevyplyva zména exprese IL-17RA

po infekci.
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2.6. 1IL-25 a prirozené lymfoidni buriky typu 2

Jednou z dalSich funkci IL-25 je aktivace pfirozenych lymfoidnich buriek (ILC). Jde o slozky
pfirozené imunity. ILC jsou neddvno objevenou bunéénou skupinou, rozdéluji se do 3 skupin:
ILC1, ILC2 a ILC3. Toto déleni se odviji od jejich regulujicich transkripénich faktord
a od cytokin(l, které produkuji a které maji za nasledek bud' Thl, Th2 nebo Th17 imunitni
odpovéd. (Spits et al., 2013)

ILC2 byly dfive ve vyzkumech nazyvané jako nuocyty (Neill et al., 2010), NHCs (Moro et al.,
2010), 1h2 buriky (Price et al., 2010) nebo MPPC-type 2 buriky (Saenz et al., 2010). Nyni tyto
pojmy zastresSuje jejich nazev ILC2. Nelze viak v soucasné dobé vyloucit, Ze jde o mirné odlisné
podskupiny.

ILC2 jsou bunky hrajici dllezitou roli v alergickych onemocnéni ¢i v infekci zplsobené
helminty. (Spits et al., 2013)

Pro skupinu ILC2 je podstatny v jejich vyvoji IL-7 (Moro et al., 2010) a 2 transkrip¢ni faktory:
GATA3 (transkripcni faktor vazici se na DNA sekvenci GATA) (Mjosberg et al., 2012) a RORa
(z angl. retinoic acid receptor-related-orphan-receptor alpha) (Halim et al., 2012). GATA3 je
transkripénim faktorem Th2 bunék a ILC2 jsou na ném zavisly jak svym vyvojem, tak funkci.
(Spits et al., 2013)

Nejsilnéjsimi stimuly pro aktivaci ILC2 jsou IL-25 a IL-33. Po pUsobeni téchto cytokin( na ILC2
dochdzi k produkci Th2 cytokin( IL-5 a IL-13. (Neill et al., 2010) Bylo zjiSténo, Ze IL-33 stimuluje
silnéji ILC2 k produkci IL-13 v plicni tkani, nez IL-25 a je tedy vétSim aktivatorem alergickych
reakci, v€etné astma. Naopak ve stfevé hraje hlavni protektivni ulohu proti Nippostrongylus
brasiliensis 1L-25. (Barlow et al., 2013)

Dalsimi produkovanymi cytokiny ILC2 jsou IL-6 a IL-9. (Spits et al., 2013)

Pasobeni ILC2, jejich interakce s ostatnimi burikami a pribéh Th2 odpovédi je zndzornén

na obrazku 6.
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Obr. 6: Vzajemné interakce pfirozenych lymfoidnich bunék typu 2 s okolnimi burikami a prabéh imunitni
odpovédi zprostfedkované pomocnymi T lymfocyty typu 2 (pfevzato z Licona-Limoén et al., 2013)

V odpovédi na alergeny ¢i helminty dojde k naruseni epitelidlni bariéry a k produkci interleukinu (IL) 25, IL-33
a thymového stromalniho lymfopoietinu (TSLP). Tyto 3 cytokiny se navaZi na pfislusné receptory na povrchu
prirozenych lymfoidnich bunék typu 2 (ILC2), a tim ILC2 aktivuji a dojde k sekreci cytokinG IL-5, IL-9 a IL-13.
Sekrece IL-5 je zodpovédna za aktivaci a nahromadéni eozinofild a Zirnych bunék. IL-13 plsobi na poharkové
bunky, coz vede k zvySené produkci hlenu. IL-25, IL-33 a TSLP aktivuji i dendritické buriky, které zahajuji imunitni
odpovéd' zprostfedkovanou pomocnymi T lymfocyty typu 2 (Th2). Aktivace T bunék v lymfoidnich organech
znasobuje Th2 bunécénou produkci a IL-4 plsobici na B bunky zajisti produkci imunoglobulinu E (IgE), které se
navazi na Fc receptory Zirnych bunék a dojde k degranulaci. Amphiregulin (Areg) produkovany ILC2 pUsobi
na epitelidIni buriky a zasluhuje se o jejich reparaci. Odpovédi vyvolané produkci Th2 cytokint z Th2 bunék a ILC2

zpUsobuje vypuzeni helminta, alergicky zanét a opravu poskozené tkané.
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3. Alergie

Alergie jsou definovany jako hypersenzitivni reakce, zpUsobujici zanétlivé zmény v rlznych
tkanich, které mohou vést k jejich porucham funkce ¢i struktury. Jsou vysledkem nepfimérené
reakce na neSkodné antigeny z vnéjsiho prostfedi u vnimavych jedinc. Dle klasifikace
imunopatologickych reakci zavedené Coombsem a Gellem radime alergie do reakci typu |, coz
jsou imunopatologické reakce s ucasti protilatek IgE. Typ | se zakldda na produkci IgE proti
rdznym alergenlm (napf. pylova zrna, zvifeci srst, antigeny z potravin). Tento druh
precitlivélosti se oznacuje jako atopie. Atopie vyobrazuje genetickou predispozici stat se
citlivym k antigendm bézné vyskytujicich se ve vnéjsim prostredi — obvykle k proteiniim,
kterym jsou vystaveni vSichni, avSak velkd vétSina (nealergicti jedinci) v odpovédi na né
nevytvari IgE protilatky. Nasledkem tvorby vyse zminovanych protildtek je vyskyt napft.

typickych priznak(i astmatu, ekzému nebo rinokonjuktivitidy. (Johansson et al., 2004)

Za poslednich 50 let byl zaznamenan vyrazny vzrlst poctu alergickych onemocnéni. Alergie
byly a jsou predevsim problémem ekonomicky vyspélych zemi, avSak nyni se jiz stdvaji

nebezpecim i pro mnohé rozvojové zemé. (Campbell et al., 2015)

Protilatky IgE se vazi na vysokoafinni Fc receptory na povrchu Zirnych bunék a bazofila. Pfi
vazbé alergenu Ci parazitdrniho antigenu na IgE, navdzaném na Fc receptoru se indukuje
degranulace bunék a vylev biologickych mediatoru.

Vznik izotypu IgE je stimulovan produkci IL-4 a koncentrace IgE je u zdravych jedincl miziva.
Zvyseni IgE je majoritnim mechanismem alergii a zaroven hraje vyznamnou roli v obrannych

reakcich proti mnohobunéénym parazitim na sliznicich.

Typu alergickych onemocnéni existuje cela fada, mezi nejcastéjsi patfi napriklad potravinové

alergie, atopicka dermatitida, alergicka ryma a astma.
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4. IL-25 v alergiich

Na zakladé poznatkd, Ze IL-25 podporuje vznik Th2 bunééné odpovédi, je tento cytokin (vysoce

pravdépodobné) soucasti mechanismu alergii. (Yao et al., 2016)

IL-25 pUsobi v alergiich patologicky, coZ spocivd vjeho podporfe Th2 bunécéné odpovédi
a nasledné produkci Th2 cytokind — IL-4, IL-5 a IL-13. Tyto cytokiny zpUsobi eozinofilii,
hyperplazii bunék, zvysenou produkci hlenu a sekreci IgE, IgA a IgG1. (Fort et al., 2001)

Alergické reakce nemusi byt zprostfedkovany pouze Th2 lymfocyty. Podilet se na nich mohou
i ILC2, aktivované stimulaci IL-25 a IL-33. ILC2 nasledné produkuji IL-5 a IL-13, které hraji
dllezitou roli v alergickych onemocnéni. (Neill et al., 2010) IL-5 se predevsim podili na aktivaci

eozinofil(l a IL-13 na zvySené produkci hlenu.
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4.1. Potravinové alergie

Mezi potravinové alergie fadime precitlivélosti na urcité slozky potravy.

Mechanismus vzniku alergie na potraviny ve stfevé je znazornén za obrazku 7.
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Obr. 7: Mechanismus vzniku potravinové alergie zprostifedkovany imunoglobulinem izotypu E (IgE)
(upraveno dle Lee, 2016)

Dendriticka burika (DC) slouZici jako burika predkladajici antigen (APC), aktivuje prekurzorovou T buriku a umozni
ji tak diferencovat v zralou efektorovou pomocnou T burku typu 2 (Th2). Po diferenciaci prekurzorovych T bunék
na zralé efektorové Th2 buriky dochazi k pfeméné progenitoru Zirnych bunék (MCP, z angl. mast cell progenitor),
pochazejicich z kostni dfené, na slizni¢ni Zirné bunky produkujici interleukin (IL) 9 (MMC9). IL-9 umozni zrani
MMC9 v MMC. Pfirozené lymfoidni bunky typu 2 (ILC2) produkuji IL-13 a IL-5 pfi stimulaci IL-25. IL-25 je
produkovan stfevnim epitelem po prichodu alergend z potravy. Produkce IL-5 je zodpovédna za zvySeni poctu
eozinofild a produkce IL-13 zpUsobi hyperplazii poharkovych bunék. Zaroven Th2 buriky zodpovidaji za produkci
IL-4, kterad pusobenim na B bunky zplsobi jejich preménu v plazmatické bunky produkujici IgE. Produkce IL-4 je
podporena plsobenim IL-25. IgE se uchyti na MMC a po navazani potravinach alergent dojde k aktivaci MMC
a nasledujicimu uvolnéni histaminu, faktoru aktivujici krevni desticky (PAF) a prostaglandinu z MMC. Tyto latky
pak prochazi pres strevni epitel a jejich uvolnéni zplsobuje symptomy alergickych reakci, nadmérné mnozstvi

uvolnénych latek aZz anafylakticky Sok.

Ve studii Aalberse et al. byl zkouman IL-25 konkrétné v souvislosti s alergii na arasidy.
Pritomnost IL-25 v plazmé byla prokdzana pouze u déti s pokraCujici alergii na arasSidy a to

i po dobé 6 mésich diety bez arasidl. Z toho vyplyvd, Ze zvySend hladina IL-25 v plazmé
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znamend chronickou imunitni aktivaci a jeho zvySeni neni zavislé na aktualnim plsobeni
alergenu. IL-25 hraje dulezZitou roli v patogenezi alergie na arasidy a zvySena hladina IL-25
mUzZe mit za nasledek tézké atopické fenotypy. K atopickému fenotypu tedy prispiva zvysena
produkce IL-25 spusténa antigeny ve stfevé, ktera povzbuzuje Th2 diferenciaci a udrzovani Th2
pamétovych bunék specifickych k alergentim.

Studie byla rozsifena mérenim hladiny IL-25 u déti alergickych na kravské mléko. IL-25 byl
nalezen ani ne u poloviny alergickych déti a jeho hladina byla velmi nizkd. ZvySena hladina

IL-25 tedy neni obecnym jevem v potravinovych alergii. (Aalberse et al., 2013)

V jiné studii byla alergie na arasidy zkoumana na mysim modelu. Po vystaveni antigenl pfi
araSidové alergii dosSlo ke stejnym odpovédim u WT mysi i IL-17RB KO mysi. To naznacuje,

Ze IL-25 signalizace nehraje kli¢ovou roli ve vyvoji Th2 odpovédi na arasidy. (Chu et al., 2013)

4.2. Atopickd dermatitida

Atopickou dermatitidu rfadime k chronickym opétovné se vracejicim koznim chorobam.
Charakteristické pro ni je, Ze kliZze netvori dostatecnou bariéru, coz vede k moznému prtichodu

alergenu a k nasledné zanétlivé alergické reakci.

IL-25 ma stéZejni roli v atopické dermatitidé — je schopny vyvolat nejen Th2 bunécnou
odpovéd a s tim spojeny zanét, ale také se podilet na naruseni bariérové funkce kiize. (Hvid et

al., 2011) Role IL-25 v atopické dermatitidé je zobrazena na obrazku 8.

U pacientl s atopickou dermatitidou byla zvysena hladina IL-25 i mRNA pro IL-25. Zajimavym
zjisténim vsak je, Zze hladina mRNA pro IL-25 byla velmi nizka, pfestoZze pritomnost IL-25
v postizené i nepostizené tkani kGze pacientl s atopickou dermatitidou byla znacna.
Pravdépodobné za to muizZe jiné misto syntézy IL-25 a migrace dendritickych bunék, které

IL-25 produkuiji. (Hvid et al., 2011)

Na mysSim modelu bylo pozorovano, Ze keratinocyty v klzi exprimuiji intelektin, jehoz hladina
byva zvysena v koZnich lézich po alergenové expozici. Intelektin je klicovou molekulou
podilejici se na expresi cytokinl IL-25, IL-33 a TSLP v astma. V atopické dermatitidé se vSak
neprokazalo zvyseni hladiny transkriptu pro IL-25, na rozdil od IL-33 a TSLP. Ukazalo se, Ze pro
expresi IL-33 a TSLP v atopické dermatitidé je intelektin potfebny. Pro expresi IL-25 (spolecné
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s IL-33 a TSLP) je intelektin klicovy v dychacich cestdch u astmatu, kde byla zvySenda hladina
transkriptu IL-25 pozorovana. (Yi et al., 2017) Neni vSak jasné, proc intelektin podporuje
produkci IL-25 zrovna v dychacich cestach, nikoli v kGiZi. Pravdépodobné za jeho odliSnou

funkci bude moct jiné mikroprostredi v tkani.

Na spravné bariérové funkci kiZze se podili protein filaggrin syntetizovany v keratinocytech.
Jiz dtivéjsi genetické studie prokazaly, Ze mutace v genu pro filaggrin zodpovidaji za poskozeni
bariérové funkce kliZze a jsou predurcujicim faktorem pro atopickou dermatitidu. (Palmer et
al., 2006, Marenholz et al., 2006 Rogers et al., 2007 i dalsi)

U keratinocytl stimulovanych IL-25 dojde ke snizeni mRNA pro filaggrin, ktery je nasledné
produkovdn v mensim mnozstvi. Takovéto plsobeni IL-25 zpUsobi naruseni bariérové funkce

kGze. (Hvid et al., 2011)
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Obr. 8: Role interleukinu 25 v atopické dermatitidé (pfevzato z Deleuran et al., 2012)

Dermalni dendritické bunky (DC) a Zirné bunky produkuji interleukin (IL) 25. IL-25 se vaZe na svoji receptorovou
podjednotku interleukin-17 receptor homolog 1 (IL-17Rh1) na Th2 bunkach a keratinocytech. Navazani IL-25
na Th2 buriky podporuje produkci cytokinG IL-4, IL-5, IL-13 a s tim spojenou zvySenou tvorbu imunoglobulinu
izotypu E (IgE). IgE se vaZe na vysokoafinni Fc receptor na povrchu Zirné bunky a po navazani alergenu indukuje
degranulaci Zirné bunky. Po navazani IL-25 na IL-17Rh1 na keratinocytech dojde k inhibici syntézy bilkoviny
filaggrin a tim se znemozni, aby tato bilkovina byla degradovdna na malé molekuly NMF (z angl. natural

maisturizing factors), které jsou podstatné pro spravnou bariérovou funkci kize.
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4.3. Alergickd ryma

Alergicka ryma se vyznacuje klinickymi pfiznaky jako je kychani, svédéni nosu, zvysena sekrece

nosniho hlenu (Johansson et al., 2004) a slzeni oci.

V biopsiich u pacientl s alergickou rymou byla prokdzana vyssi koncentrace IL-25 v nosnich
epitelidlnich burikach po stimulaci alergenem — roztoci vdomacim prachu (HDM). Déle byla
pozorovana zvySena exprese mRNA IL-25 v nosni sliznici u pacient( s alergickou rymou, ktefi

jsou citlivi k HDM. (Kim et al., 2017)

Nicméné nékteré studie pouZivajici experimentalni zvifeci modely uvadi, Zze IL-25 nehraje
dilezitou roli ve vyvoji alergie zplisobené HDM u mysi. V jedné z téchto studii neni ani IL-33
ani IL-25 podstatny pro diferenciaci Th2 bunék. IL-33 je ale na rozdil od IL-25 zasadnim
zprostredkovatelem produkce IL-5 Th2 bunkami v alergické rymé zptisobené HDM a podili se
na indukci lokalniho zanétu u mysi s alergickou rymou vyvolanou HDM. Hladiny IL-4 a IL-13
byly stejné jak u WT mysi, tak u IL-25KO i IL-33KO mysi. (Nakanishi et al., 2013)
Ze stejnych hladin IgE a HDM specifického 1gG1 u WT mysi a IL-25 KO mysi vyplyva, Ze IL-25
neni nepostradatelny pro produkci téchto protilatek. (Chu et al., 2013, Nakanishi et al., 2013)
Fakt, Ze vyvoj Th2 odpovédi na HDM neni zdavisly na IL-25 a m(Ze zcela probihat bez IL-25
signalizace byl potvrzen i na zakladé stejného poctu zanétlivych bunék a specifické HDM
cytokinové produkce u WT mysi a IL-17BR KO mysi. (Chu et al., 2013)

Tyto studie uptfednostiiuji ulohu IL-33 pred IL-25 v alergické rymé zplsobené HDM. Navrhuiji
tak, Ze neutralizace IL-33 by mohla byt potencidlnim cilem lécby alergické rymy u lidi.
(Nakanishi et al., 2013) Studie role IL-25 v alergické rymé u lidi vSak jako terapeuticky cil vidi

neutralizaci IL-25.

Kim et al. tuto nesrovnalost vysvétluji tim, Ze autofi mysich studii se spoléhaji na akutni typy
alergické rymy, ale vyzkum potvrzujici roli IL-25 v alergické rymé uziva nosni tkané, které jsou

lidské a jde o chronicky typ alergické rymy zplsobeny HDM. (Kim et al., 2017)
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4.4. Alergické astma

Astma je zanétlivé chronické onemocnéni dychacich cest, pro které jsou typické funkéni
a strukturni zmény. Mezi charakteristické znaky onemocnéni patfi napf. obstrukce dychacich
cest, zhorSené dychani, sipani a hyperreaktivita dychacich cest (AHR). Jde o heterogenni
onemocnéni s mnoha rliznymi fenotypy a riznymi spoustéci. (Yao et al., 2016) Vysledkem
strukturdlnich zmén, tedy remodelaci dychacich cest, je nerovnovdha mezi regeneraci

a poskozujicimi vlivy tkané. (Humbles et al., 2004)

Za zanét dychacich cest je u astmatikll zodpovédny predevsim zvyseny pocet aktivovanych
eozinofill v hlenu a na povrchu sliznic. (Bousquet et al., 1990) Bylo téz prokazano, Ze eozinofily
jsou ¢astecné zodpovédné za zmény v kolagenu a hladké svaloviné v chronickém astmatu.
(Humbles et al., 2004)

Astma stejné jako ostatni alergické reakce nemusi byt pouze ve spojitosti s Th2 lymfocyty. Th2
imunitni odpovéd muiZe byt zprostfedkovdna ILC2 v odpovédi na IL-25 a IL-33. ILC2
po stimulaci témito cytokiny produkuji Th2 cytokiny IL-5 a IL-13. Tyto cytokiny jsou

poté zodpovédné za aktivaci eozinofil(i, zvySenou tvorbu hlenu a nasledné AHR.

Eozinofily, zakladni bunééna slozka zapojena v patogenezi astmatu, se vyviji z pluripotentnich
hematopoetickych progenitorovych bunék (HPC). Po zvySené regulaci receptoru pro IL-5
na povrchu HPC jiz jde o vyse specifickou formu eozinofil oznacdovanou Eop (z angl.
eosinophil-lineage committed progenitor). IL-5 je se podili na diferenciaci, proliferaci,
prezivani eozinofil. Vyvoj eozinofil( zacind v kostni dfeni a poté EoP putuji krvi do dychacich
cest, kde se diferenciuji ve zralé eozinofily. (Salter et al., 2017) Pro dopravu EoP z kostni difené
do dychacich cest pfi odpovédi dychacich cest na alergen je dalezZité zvySeni IL-25 a exprese

jeho receptoru na povrchu EoP. (Tang et al., 2018)

IL-25 téZ zpUsobuje u eozinofilll zvyseni vylevu prozanétlivych mediator(. Aktivuje eozinofily
k vylevu napfriklad chemokinu IL-8 nebo prozanétlivého cytokinu IL-6. (Wong et al., 2005) IL-8
muze zprostredkovat infiltraci neutrofilll do zanétlivych mist v dychacich cestach a tim zesilit
zanétlivou reakci béhem astmatu. U IL-6 bylo prokazdno, Ze se podili na zhorsené funkci plic
u astmatu. (Neveu et al., 2010) Ukazalo se, Ze degranulaci eozinofil( po stimulaci IL-25 mUzZe

zabranit neutralizacni protilatka proti IL-25. (Tang et al., 2016)
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Na zakladé dulezitosti eozinofil(l v astmatu Tang et al. ve svém vyzkumu zkoumali kinetiku
IL-25 a expresi jeho receptoru po alergenové inhalaci ve zralych eozinofilech u atopickych
astmatikd. Vysledky IL-25 a jeho receptoru byly hodnoceny vidy po 24 hodinach od inhalace
alergenu. Po vdechnutialergenu vzrostly hladiny IL-25 v plazmé a byl pozorovan vyrazny vzrist
poctu eozinofild exprimujicich IL-17BR nebo komplex IL-17RA/IL-17RB na svém povrchu, nikoli
viak IL-17RA. Zajimavym zjiSténim bylo, Ze Th2 bunky po inhalaci alergenu nevykazovaly v krvi
nijak zvySenou expresi receptoru IL-25. Ani zmény v hladiné intracelularni exprese IL-25 nebyly
u Th2 bunék pozorovany, na rozdil od cirkulujicich eozinofill, kde byla intracelularni hladina
IL-25 vyrazné zvySena. MUZe to byt vysvétleno tim, Ze aktivované Th2 buriky s vysokou expresi
receptoru pro IL-25 jsou po alergenové inhalaci pfivadény do dychacich cest. (Tang et al.,
2016) Zvysend exprese receptoru pro IL-25 na T lymfocytech v bronchidlni sliznici u astmatik

v reakci na alergen byla totiz v jiz dfivéjsi studii pozorovana. (Corrigan et al., 2011)

Po vystaveni alergenu u astmatickych jedinc byl pozorovan také velky narlst poctu DC,
majicich na svém povrchu IL-17RB. IL-17RB se vyskytovalo jak na myeloidnich dendritickych
bunkach (mDC), tak na plazmacytoidnich dendritickych burikach (pDC). (Tworek et al., 2016)
Pro pDC je typické rozpoznavani virovych nukleovych kyselin pfes receptory TLR7 a TLR9
(z angl. Toll-like receptor). (Kadowaki et al., 2001) Po alergenové inhalaci nebyla pozorovana
zména v expresi TLR9 na pDC, avsak po inkubaci s IL-25 doslo k jejimu zvySeni. IL-25 m{ize mit

tedy schopnost regulovat funkci pDC ptes TLR9. (Tworek et al., 2016)
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5. Terapie

IL-25 sehrava v alergiich velmi dileZitou Ulohu. Z celé fady vyzkumnych studii je zfejmé,
Zze Dblokovani aktivity IL-25 muaze mit vyuziti vIécbé alergickych chorob.
O tom, Ze IL-25 mUZe byt terapeutickym cilem u Ié¢by onemocnéni jako je alergické astma,

se zminili Angkasekwinai et al. uz v roce 2007. (Angkasekwinai et al., 2007)

Dalsi vyzkumné studie tykajici se IL-25 v alergiich, se zaméfuji na zabranéni aktivity IL-25
pomoci neutralizacni protilatky proti IL-25. Bylo zjiSténo, Ze zabranénim pUsobeni IL-25 by
doslo k zpozdéni a restrikci Th2 bunécné diferenciace a produkce Th2 cytokind (IL-4, IL-5
a IL-13), a tak k omezeni alergické reakce. V IL-25 KO mysSich nebo pfi pouZiti neutraliza¢ni
protilatky proti IL-25 byl efekt opoZzdéné Th2 bunécné diferenciace a produkce IL-4, IL-5
a IL-13 potvrzen. ZUstava otazkou, jak by zabranéni funkce IL-25 fungovalo u lidi. Neutralizace
IL-25 byla navrZena v nékolika vyzkumnych studii a je tedy mozné, Ze tato myslenka nabyva
na aktualnosti a |ze pfedpokladat, Ze se jiz v brzké budoucnosti po intenzivnéjSim probadani
uvede do klinické praxe lé¢by alergickych onemocnéni. PouZiti neutralizacni protilatky proti
IL-25 jako potencialni cil IéCby alergii navrhuje napf. Kim et al. u I1éCby pacientd s alergickou
rymou vyvolanou HDM. (Kim et al., 2017)

Urcité riziko lze spatfit ve faktu, Ze lidsky organismus nefunguje stejné jako organismus mysi.
Zaroven IL-25 neni zdaleka jedinou molekulou, sehravajici roli v podpore Th2 cytokinové
a vétsina sloZek imunitniho systému muze byt alespon z ¢asti nahrazena prvky jinymi. Z toho
faktu vyplyvda, Ze pfi blokaci IL-25 by mohla byt jeho funkce nahrazena napfiklad jinym
cytokinem. V kapitole 4.3. Alergickd ryma jiz bylo zminéno, Ze jiné terapeutické moznosti léCby
alergii vidi vyzkumné tymy studujici na lidech a vyzkumné tymy pracujici na mysim modelu.
Zatimco u lidskych pacientd byl navrzen jako terapeuticky cil u alergické rymy IL-25, skupina

provadéjici pokusy na mysich modele vidi potencial v pouziti protilatky proti IL-33.

IL-25 byl pfed tfemi lety (v roce 2015) navrZen i jako novy terapeuticky cil v 1é¢bé chronické
rymy s nosnimi polypy. Bylo zjisténo, Ze IL-25 sehrdva dulezitou roli v nosni polypogenezi, coz
bylo zkoumano na mysim modelu. Inhibice aktivity IL-25 se mlzZe stat novou terapeutickou
strategii, kterd vede ke zlepSeni klinickych projevl u pacientd s nosni polypézou. Po lécbé

neutralizac¢ni protilatkou IL-25 doslo ve vyzkumné studii ke sniZzeni po¢tu nosnich polypoidnich
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lézi, eozinofild a neutrofil(. Zaroven byla zfejma redukce ukladani kolagenu a snizeni tloustky
nosni sliznice. Kromé toho dochazelo k poklesu hladiny cytokintd IL-4, IFN-y, TGF-B1 a IL-25
inhibice zabranovala v neposledni fadé chemokinlim CCL11, CXCL2 a expresi mezibunécné
adhezivni molekule 1 (ICAM-1) a cévni adhezivni molekule 1 (VCAM-1). (Shin et al., 2015)

Rada autor(l se zmifiuje i o vyuZiti tohoto potencidlniho zplsobu blokace aktivity IL-25

u astmatu. | zde predpokladaji nasledné zlepSeni onemocnéni. (napf. Tang et al., 2016)

Dalsi moznosti IL-25 jako terapeutického cile u alergii by se mohla stat blokace receptoru
IL-25 neutralizaéni protilatkou. IL-25 by se tak nemél kam vazat, a tak by doslo k zabranéni
jeho aktivity. Jak bylo zminéno vyse, pro funkci zprostfedkovavanou IL-25 jsou nutné obé
receptorové podjednotky. Pfi vyuZiti IL-25 v terapii alergii by se dalo cilit pouze na jednu
podjednotku receptoru — bud’ IL17RA nebo IL-17RB. Problémem se vSak jevi skutecnost,
Ze obé receptorové podjednotky jsou spolecné i pro dalsi ¢leny cytokinové rodiny 17.
Receptorova podjednotka IL-17RA je potfebnd i pro IL-17A a IL-17F a druhou receptorovou
podjednotku IL-17RB vyuZivd kromé IL-25 i IL-17B. Blokaci receptoru IL-25 neutraliza¢ni
komplikace, nez predstavuje samotnd alergie. Osobné povaZuji za lepsi zplsob neutralizaci
samotného IL-25, neZ blokaci pouze jeho receptoru. Zabranilo by se aktivité IL-25 a zaroven

by nedoslo k ovlivnéni funkci jinych interleukin(, vazajicich se na onen receptor.

Jak bylo zminéno vySe v kapitole 2.4.2. IL-17BR, cytokiny IL-25 a IL-17B, které maiji stejnou
receptorovou podjednotku IL-17RB mohou mit antagonistickou funkci. Zatimco jeden pusobi
patogeneticky, druhy mUzZe ve stejné situaci mit protektivni funkci. Nazornym prikladem je
zanét tlustého streva, kdy se IL-25 chova patologicky a IL-17B ma funkci ochrannou. Podobné
tomu tak je i v pripadé alergického astmatu a zanétu dychacich cest &i infekci Citrobacter
rodentium.

IL-17B brani Th2 bunécné diferenciaci v dychacich cestdch, kdezto IL-25 naopak silné
povzbuzuje alergicky zanét dychacich cest prostfednictvim zvyseni Th2 bunécné odpovédi.
Tato skutecnost byla pozorovdna na mysich organismech, kde v IL-17B deficientnich mysi
doslo k vzristu Th2 bunék, jejich produkci a zvySeni poctu eozinofil(, v IL-25 deficientnich mysi
doslo ke snizeni Th2 bunécné odpovédi i k poklesu eozinofill. Pfi zkoumani mysi deficientnich

v IL-17B i IL-25 doslo ke stejnému fenotypu jako u WT mysi. (Reynolds et al., 2015) Tato studie
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posiluje myslenku, Ze neutralizace IL-17RB by nemusela byt vhodnym fesenim a lepsi volbou

by bylo mifeni neutraliza¢ni protilatky pfimo na IL-25.

Dalsi navrh |écby alergického onemocnéni (konkrétné potravinové alergie) prostfednictvim
IL-25 prinesl ve své studii Khodoun et al. Na zdkladé jejich vyzkumu na mysSim modelu navrhuji
u lidi kombinovanou lé¢bu protildtkami proti IL-25, IL-33 a TSLP. VSechny tyto 3 cytokiny se
totiz podili na cytokinové odpovédi typu 2 a jsou v tomto vyzkumu oznacovany jako pro-Th2
cytokiny. Jednd se o vibec prvni klinickou studii, kterd navrhuje k potlaceni alergie vice nez
jeden pro-Th2 cytokin.

| zde je vSak velmi pravdépodobné, Ze u lidského organismu dojde k objevu odlisné pro-Th2
cytokinové zavislosti a ndvrh promitnout tuto Ié€bu u lidi tedy je dosti nejisty. (Khodoun et al.,

2018)
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6. Zavér

Bakalarska prace shrnuje poznatky o biologii IL-25 a znalosti o mechanismech alergii.
Snazi se najit souvislosti mezi IL-25 a alergiemi a navrhnout moznosti IL-25 jako novy
terapeuticky cil pfi 1écbé alergickych onemocnéni.

Terapeuticky cil bakalarskd prace spatfuje v zabranéni funkce IL-25 pouZitim
neutralizacni protilatky proti nému samotnému. Po navazani neutralizacni protilatky na IL-25
by doslo kzablokovani jeho aktivity, coz by znemozinovalo ¢i vyrazné opoZdovalo Th2
diferenciaci s produkci Th2 cytokin( a ndsledny prabéh alergické reakce. DalSim zplsobem,
jak zamezit aktivité IL-25 byla navriena moZnost vazby neutralizacni protilatky na jednu
z receptorovych podjednotek. Prekazkou se vsak v tomto pripadé jevi fakt, Ze receptorové
podjednotky vyuZivaji i dalsi ¢lenové cytokinové rodiny IL-17. Navazanim neutralizaéni
protildtky na jednu z receptorovych podjednotek IL-25 by doslo k zabranéni i jejich funkci.
Lepsi z téchto variant se tedy zda byt plsobeni neutralizacni protilatky pfimo na IL-25.

Vyzkumu IL-25 neni vénovana dostatecné velkd pozornost. IL-25 stdle patfi mezi ne
zcela ,probadané” interleukiny. IL-25 je zkoumdn predevsSim v souvislosti sastmatem
a méné v souvislostech s jinymi typy alergii nebo alergiemi obecné. Tento fakt se promitnul
na ne pfili§ velkém mnoZstvi zdrojd u jednotlivych typG alergii. Uginky plisobeni IL-25 jsou
popsany in vivo na mysich modelech, u lidského organismu z(stavaji stale neovéreny. Vétsi
zaméreni na studium IL-25 by v budoucnu mohlo ptinést dllezité poznatky pro lidstvo.
Potvrzeni nékterych vyzkumnych studii by po pfeneseni do klinické praxe mohlo vést k vyuziti

pfi lécbé alergii, jejichZ pocet stdle roste a postihuje ¢im dal vice obyvatel na Zemi.
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