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1. Zoznam skratiek

ASC

ATP

calpain

CARD

c¢DNA

COX-2

DAMP

FGF

FMF

HMGBI

ICAM-1

ICE

IFN

Ig

IKK

IL-1

IRAK

IL-18BP

protein asociovany s apoptézou vyzerajuci ako §kvrna obsahujici CARD doménu
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain)
adenozintrifosfat

neutralna protedza aktivovana vapnikom

(calcium-activated neutral protease)

doména viazuca kaspazu

(caspase recruitment domain)

komplementarna DNA
(complementary DNA)
cyklooxygenaza 2

Struktura charakteristickd pre situaciu, ked’ je organizmus v ohrozeni
(danger-associated molecular pattern)
rastovy faktor fibroblastov
(fibroblast growth factor)

familiarna stredomorskéd horucka
(familial Mediterranean fever)

high mobility group box I protein
medzibunkové adhezivna molekula-1
(intercellular adhesive molecule-1)
enzym §tiepiaci IL-1p

(IL-1P converting enzyme)

interferon

imunoglobulin

kinaza fosforylujica IxB

(IxB kinase)

interleukin-1

kinadza viazuca sa na [L-1 receptor
(IL-1R associated kinase)

protein viaZuci sa na IL-18

(IL-18 binding protein)



IL-IR

IL-1Ra

IL-1Rrp2

IL-1R-AcP

iNOS

JNK

LPS

LRR

Mal

MAP-kindza

mRNA

MyD88

NACHT

NAIP

NALP

NFkB

NIK

IL-1 receptor typu I., alebo aj oznacenie pre rodinu receptorov viazucich sa na [L-1
antagonista receptoru pre IL-1
(IL-1 receptor antagonist)
protein pribuzny IL-IR - 2
(IL-1R related protein)
pridavny protein IL-1R
(IL-1 receptor accessory protein)
indukovatel'na syntaza oxidu dusnatého
(inducible nitric oxide synthase)
c-Jun N-terminalna kinaza
lipopolysacharid
doména bohata na leucin
(leucin-rich-repeat domain)
adaptorova molekula podobna MyD88
(MyD88-adapter-like)
mitogénom aktivovana proteinkinaza
(mitogen-activated protein kinase)
informa¢na ribonukleova kyselina
(messenger ribonucleic acid)
faktor podiel’ajici sa na diferenciacii myeloidnej linie buniek-88
(myeloid diferentiation factor-88)
doména pritomna v proteinoch NAIP, CIITA, HET-E a v proteine asociovanom s
telomerazou
(domain present in NAIP, CIITA, HET-E and telomerase-associated protein)
protein inhibujici neuronalnu apoptozu
(neuronal apoptosis inhibitory protein)
protein obsahujici domény NACHT, LRR a PYD
(NACHT, LRR and PYD containing protein)
jadrovy faktor kB
(nuclear factor kB)
kindza indukujica signalne kaskddy veduce k aktivacii NFkB

(NFxB-inducing kinase)



NLR

NLS

Nod

PAF

PAMP

PBMC

PCAF

pDC

PGE2

PRM

PYD

RAGE

sIL-IR

TLR

INF

TRAF6

VCAM-1

VEGF

receptor skupiny Nod

(Nod-like receptor)
jadrova lokaliza¢na sekvencia

(nuclear localization sequence)
oligomerizujica doména viaZzuca nukleotid
(nucleotide-binding oligomerization domain)
faktor aktivujici krvné dosticky

(platelet activated factor)

Struktara charakteristicka pre patogénne mikroorganizmy
(pathogen-associated molecular pattern)
mononuklearne bunky periférnej krvi
(peripheral blood mononuclear cells)
p300/CBP [cyclic adenosine monophosphate (cAMP) response element-binding protein
(CREB)-binding protein] associated factor
plazmacytoidné dendritické bunky
prostaglandin E2

molekula rozpoznavajica uréité Struktury
(pattern recognition molecule)

pyrinova doména

(pyrin domain )

receptor viazuci sa na AGE proteiny
(receptor for advanced glycation end products)
solubilnd molekula IL-1R

receptor skupiny Toll

(Toll-like receptor)

faktor nekrotizujuci nadory

(tumor necrosis factor)

faktor asociovany s TNF receptorom-6
(TNF-receptor associated factor 6)

cievna adhezivna molekula -1

(vascular cell adhesion molecule-1)

rastovy faktor cievneho epitelu

(vascular endothelial growth factor)



2. Abstrakt:

Interleukin 1 (IL-1) rodina cytokinov zahriiuje molekuly, ktoré si si Strukturne podobné
a viazu sa na rovnaky typ receptorov (IL-1R). Medzi klasické cytokiny IL-1 rodiny radime
IL-1a, IL-1P a taktiez IL-18, ktoré maji kIa€ovu rolu v procesoch prirodzenej aj adaptivne;j
imunity. IL-1Ra sa navdzuje na rovnaky receptorovy komplex ako IL-la alL-If, ale
neprenasa signal d’alej do bunky, ¢ize pdsobi ako ich antagonista. Dalsich Sest’ ¢lenov (IL-
1F5-10) bolo objavenych pomerne nedavno. Zatial je znama ich pritomnost’ v roznych
tkanivach I'udskeého tela, ale ich tloha v imunitnych reakciach nebola preukazana. Najnovsim
prirastkom IL-1 rodiny je IL-33, ktory signalizuje prostrednictvom ST2 receptoru. Vo svojej
bakalarskej praci struéne priblizujem rodinu IL-1 cytokinov a podrobnejsie sa zaoberam prave
IL-33. Tato velmi zaujimava molekula pdsobi pomocou dvoch mechanizmov- autokrinne
a parakrinne ako solubilny cytokin sekretovany zbuniek a ziroveni modze pdOsobit’ aj
intrakrinne ako jadrovy faktor . V zavere prace sa na zéklade vlastnosti lepSie preskimanych
molekul ¢i znamych mechanizmov snazim odhadnit mozné charakteristiky arolu 1L-33

v zapalovej odpovedi organizmu.
3. Abstract:

Interleukin 1 (IL-1) family of cytokines includes molecules with structural similarities which
bind to the same type of receptors (IL-1R). The classical IL-1 family cytokines, IL-1a and IL-
1B, as well as IL-18, play a key role both in the innate and adaptive immune responses. IL-
1Ra binds to the same receptor complex as IL-la and IL-1B do, but is unable to initiate
signalling, thus effectively antagonizes their activity. Recently, other six members of the IL-1
family have been identified. They are expressed in different tissues of human body, but
evidence for their role in immune reactions is lacking. The newest member of IL-1 family is
IL-33, which signals via the IL-1 receptor-related protein ST2. In this article I summarize
basic information about IL-1 family of cytokines with special attention to IL-33. This
interesting molecule has a dual activity- it is secreted as soluble cytokine from cells to elicit
its effect in an autocrine and paracrine manner but also it can act in an intracrine nonsecreted
manner as nuclear factor. In the conclusion I try to assess possible characteristics of 1L-33 and
its role in inflammatory responses with respect to relative molecules and already characterized

mechanisms.



4. Uvod

Molekulérna imunoldgia zaZiva v sucasnosti obrovsky rozmach. Aby sa nam podarilo pocho-
pit’, ako sa vlastne naSe telo dokdze branit’ proti patogénom ¢ihajucim vSade naokolo, musime
sa pozriet az na uroveri molekil. Pomocou nich sa bunky orientuju v prostredi, navzajom
spolu komunikuji a dokazu vytvorit’ tak zlozity a pritom fungujici celok, akym l'udské telo ¢i
akykol'vek iny organizmus je. Jednymi zo zékladnych ,.komunikaénych* molekul su cytokiny.
Je to vel'mi r6znoroda skupina proteinov sekretovanych najmé leukocytmi, ale aj inymi typmi
buniek. Posobia prostrednictvom S$pecifickych receptorov atak zaistuju medzibunkovi
komunikéaciu v rdmci imunitného systému a jeho prepojenie s d’al§imi telovymi sustavami.
Cytokiny $truktirne podobné interleukinu 1 (IL-1 rodina) maja déleziti funkciu v efektorove;j
faze imunitnej odpovede a aj pri regulacii imunitnych reakcii. IL-1a, IL-1p a taktiez IL-18 sa
zname uz dlh3ie a si pomerne dobre preskumané. Hraju kl'i€ovu rolu pri zapalovej reakcii
a dysregulacia ich expresie moze viest k patologickym zmenam. Vyznamny je aj IL-1Ra
(antagonista receptoru pre IL-1), ktory reguluje aktivitu IL-1. Jeho rekombinantné formy su
¢inne vyuzivané pri terapiach roznych imunitnych choréb. Dalsie cytokiny z tejto rodiny
(IL-1 F5-10) boli objavené pomerne nedavno na zéklade homologickych sekvencii, 3D $truk-
tury, vézby na uz znadme receptory ¢i vd’aka tomu, Ze ich gény sa nachadzaju na rovnakom
chromozéme ako IL-la alL-1B. Najnovs$i prirastok rodiny IL-1 cytokinov, IL-33, bol
identifikovany vd’aka Struktirnej a funkénej podobnosti s ostatnymi ¢lenmi rodiny. Zdiel'a

s nimi mnoho vlastnosti, ale na druhej strane je v mnohych ohl'adoch unikatny.

Této praca je literamou reSerSou zhritujucou zakladné poznatky o cytokinoch rodiny IL-1,
pricom sa podrobne venuje prave IL-33. Diskutované je najmd jeho poOsobenie v ulohe
transkripéného faktoru (cytokiny v tejto nezvycajnej role su v biologii (zatial') zriedkavé)
ataktiez sa snazi hypoteticky vyvodit niektoré mozné vlastnosti IL-33. Ked'Zze cytokiny
rodiny IL-1 s uzko spojené so zahajenim a vyvojom zapalu, porozumenie ich bioldgii je
zakladom pre vyvoj postupov pri lieCeni autoimunitnych chordb, pri ktorych dochadza
k deStruktivnym zapalom (napr. rheumatoidna arthritida, dna ¢i periodontitis). IL-33 ako ich
blizky pribuzny preto predstavuje zatial’ neprebadanti oblast’, ktora by mohla znamenat’ nové

moznosti vo vyvoji lieCebnych postupov pri tychto chorobach.

5. KPucéové slova

IL-1, IL-33, zapal, Th2 bunky, cytokiny
IL-1, IL-33, inflammation, Th2 cells, cytokines
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6. 1L-1 rodina cyvtokinov

6.1. Lokalizacia na chromozome a Struktiura génov

Takmer vsetky gény cytokinov IL-1 rodiny su lokalizované na l'udskom chromozéme 2
(Taylor, Renshaw, Garka, Smith, & Sims, 2002). Vynimkou je gén pre IL-18, ktory sa nachadza

na chromozome 11 (Nolan, Greaves, & Waldmann, 1998) a gén pre IL-33 lokalizovany na

chromozome 9 (Schmitz, a ini, 2005).

Sekvencie aminokyselin a aj génova Struktira IL-1 génov naznauje, ze vSetky vznikli
duplikaciou jediného génu, ktory existoval uz pred 350 milionmi rokov. Intron-exonova
organizicia je uvsetkych c¢lenov podobnd. Na obrazku 1 je dendrogram zahriujuci
reprezentativne Cleny IL-1 rodiny vo vztahu k IL-33. Cytokiny IL-1F5 — IL-1F10 st viac
podobné IL-1B alL-1Ra (Taylor, Renshaw, Garka, Smith, & Sims, 2002). V pripade IL-1F5
amozno aj u dal§ich ¢lenov doslo ku génovej duplikacii IL-1Ra (Mulero, Pace, & Nelken,

1999). Ako vidno z dendrogramu, IL 33 je pribuzny skor k IL-18.

miL-1ra
L hiL-18
miL-1p h miL-18
hiL-1g '
N hiL-33
~ :
_,.,#,—//
miL-1a ~ / |
/ miL-33
hiL-1ix
sFGF

Obr.1 Fylogeneticky strom reprezentativnych ¢lenov IL-1 rodiny a IL-33. Zobrazené su fylogenetické
vztahy medzi jednotlivymi ¢lenmi IL-1 rodiny Fudskych (h-human) a mysich (m-mouse) génov. Dendrogram je
zakoreneny vzhladom k spoloénému pribuznému- sFGF (solubilny rastovy faktor fibroblastov). (podla
Schmitza a kolektiviu,2005)



6.2. Struktira cytokinov IL-1 rodiny a ich receptorov

Vd’aka podobnej terciarnej Struktre a zdielaniu signifikantnych aminokyselinovych homo-
16gii sa da usudzovat’, Ze existoval spolo¢ny predchodca génov IL-1 rodiny a FGF rodiny
(FGF- rastovy faktor fibroblastov). Cytokiny IL-1 rodiny zdiel'aju s FGF cytokinmi B- sud-
kovu Struktiru zloZenu z dvanastich  B- listov. Momentalne je znamych 19 ¢lenov FGF
rodiny a 11 ¢lenov IL-1 rodiny. Vicsina IL1/FGF proteinov je syntetizovana v podobe
intracelularnych proteinov bez typickej hydrofébnej sekvencie na N- konci. VSetky su
uvolfiované z bunick a pdsobia na cielové bunky naviazanim sa na ich povrchové receptory.
Aj IL-1 rodina zdiel'a istd homoldgiu, je vSak obmedzena len na malé mnozstvo vnatornych
zvySkov aminokyselin, ktoré spajaju B- sidkovu Strukturu dohromady a na spésob, akym je

rozpoznavany receptor (Vigers, Anderson, Caffes, & Brandhuber, 1997), (Schreuder, a ini, 1997).

Struktirna analyza krystalu maturovanej formy IL-1a je podobna IL-1p. Oba cytokiny maji
dve védzbové miesta, ktorymi sa viazu na IL-1 receptor. Primame vézbové miesto IL-1a je
situované na otvorenej strane sudku, podobne ale nie identicky ako u IL-1B. Na obrazku 2 je
molekula nenaviazaného a aj naviazaného IL-1B, na ktorych su znazornené prave tieto dve

vizbové miesta.

Obr.2 Povrch IL-1p. Vlavo, Struktira nenaviazaného IL-1P, spektralne farbenie je zalozené na mutagené-
zovych experimentoch. Po zmutovani modrych zvyskov stratil IL-1P schopnost’ viazat’ sa na IL-1R, mutéacie
cervenych zvyskov nemali ziaden vplyv na vdzobnu aktivitu IL-1f a Sedé zvysky neboli preskumané. Vpravo,
Struktiira naviazaného IL-1p, spektrilne je zafarbend na ziklade zmien v pristupnosti povchu molekuly pre
rozpustadlo (SASA- solvent-accesible surface area) po vytvoreni komplexu. Modré zvyzky sa zanorili 100
A alebo hlbgie, ervené zvysky 2A a $edé zvysky sa zanorili menej nez 2A. Vizbové miesto B je na vrchnej Casti
molekuly, vdzbové miesto A je priamo oproti pozorovatelovi. (podla Vigersa, Andersona, Caffesa

a Brandhubera,1997)



IL-1 a FGF rodina zdiela aj Struktimu homolodgiu svojich receptorov, ¢o sa extracelularnej
Casti tyka. Obe skupiny maju ligand viazucu extracelulamu cast’, ktora sa sklada z viacerych
imunoglobulinovych domén, ¢o naznacuje, ze aj mechanizmus rozpoznavania ligandu bude
podobny (Vigers, Anderson, Caffes, & Brandhuber, 1997). Zatial o evolicia udrzala
extracelularne Casti receptorov Strukturne pribuzné, v intracelulamych doménach sa tieto dve
skupiny vyrazne liSia. FGF receptory tu maju uloZenu tyrozinkinazu, ktord je stimulovana
naviazanim ligandu a iniciuje signalnu drahu vedicu k bunkovej proliferacii. Na rozdiel od
toho, receptory IL-1 rodiny nemaji Ziadnu enzymaticku aktivitu, namiesto toho po naviazani
ligandu menia svoju konforméaciu a nasledne naviazu dve serin/threoninové proteinkinazy —
kindzy viazuce sa na IL-IR (IRAK) 1 a 4 cez evolu¢ne konzervované Toll-homologické

domény.

Najpreskiimanej$im receptorom je IL-1R. Ligand sa na IL-1R viaze so stechiometriou 1:1.

Krystalova Struktura ukazuje, Ze IL-1R sa sklada z troch imunoglobulinovych domén, ktoré sa

Obr.3 sIL-1R naviazany na IL-1 B.Vlavo, Stuzkovy diagram sIL-1R naviazaného na IL-1B. Imunoglobulinové
domény receptoru 1, 2 a3 st modré, IL-1B je zltej farby. Zvysky vézbovej oblasti A su vyznacené zelenou
farbou , zvysky vizbovej oblasti B sii ¢ervené. Vpravo, Struktirny stuzkovy diagram sIL-1R naviazaného na IL-
1B. B-listy su zelené, a-helixy ervené a spajacie slucky si fialové. Struktura je orientovana tak, ze karboxylovy
koniec sIL-1R, teda miesto, kde je cytoplazmatickd membrana je orientované na spodnej strane obrazku. (podla

Vigersa, Andersona, Caffesa a Brandhubera,1997)



akoby omotaju okolo IL-1B odliSnym spdsobom od uz znamych cytokin-receptorovych
komplexov. Vizbova oblast’ A sa viaZze na prvé dve domény receptoru a vidzbova oblast’ B
len na tretiu imunoglobulinovi doménu (Vigers, Anderson, Caffes, & Brandhuber, 1997).1L-1Ra
je Strukturne pribuznej$i IL-1P. Jeho unikdtna Struktira mu umoZziiuje naviazat' sa na IL-1
receptor, ale pretoze nemd druhé vdzobné miesto na zadnej strane molekuly, nemdze

transdukovat’ signal d’alej do bunky (Evans, Bray, & Childs).
6.3. Syntéza

Cytokiny IL-1B a IL-18 su syntetizované vo forme prekurzorov bez signalneho peptidu. Az
po odstiepeni terminalnej N-sekvencie Specifickymi protedzami sa z nich stavaju maturované

proteiny.

Napr. 31 kDa dlhy prekurzor prolL-1B je biologicky neaktivny az kym neddjde k jeho
Stiepeniu Specifickou intracelularnou cysteinovou protedzou nazyvanou ICE (enzym $tiepiaci
IL-1B). ICE, taktiez nazyvany kaspaza 1, sa podiela aj na $tiepeni prekurzoru prolL-18,
dlhého 24 kDa. Vysledkom Stiepenia su maturované formy, molekula IL-1p dlha 17,5 kDa
a molekula IL-18 dlhd 18 kDa (Ghayur, a ini, 1997), (Gu, a ini, 1997). Tato proteaza Stiepi za
miestom so zvySkom kyseliny asparagovej. Vyznam funkcie ICE bol preukazany zistenim, zZe
virus kravskych kiahni (cowpox virus) koduje vysokoSpecificky inhibitor tohto enzymu, ktory
vyrazne potlaca imunitni odpoved’ hostitel'a (Ray, a ini, 1992). ICE S§tiepi cytokinové
prekurzory vyhradne intracelularne, iné protedzy funguji v extracelularmom priestore (napr.

proteaza 3 tu Stiepi prolL-1B) (Coeshott, Ohnemus, & Pilyavskaya, 1999).

IL-1a je taktiez Stiepeny protedzou calpain, ale uz prekurzor prolL-1la je biologicky aktivny.
Stiepna reakcia uréuje, ¢i bude IL-la posobit ako transkripény faktor & ako solubilny

cytokin.

IL-1Ra je syntetizovany so signalnym peptidom aje sekretovany tradi¢nou cestou cez

endoplazmatické retikulum (Eisenberg, a ini, 1990).

IL-1F5-10 s vynimkou IL-1F7 neobsahuju prodoménu ani signalny peptid. IL-1F7 ma
prodoménu, ktora je pravdepodobne Stiepend kaspdzou 1 (ICE) alebo kaspazou 4 (Kumar, a

ini, 2002).

Aj IL-33 je produkovany vo forme prekurzoru, ten je 30 kDa dlhy. Inkubécia in vitro
s kaspazou 1 viedla k jeho Stiepeniu na maturovany protein dlhy 18 kDa (Schmitz, a ini, 2005).
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Avsak in vivo nebolo eSte dokazané, ze je tento protein Stiepeny ICE. Napriklad Dinarello sa
domnieva, Ze Stiepenie ICE je pre IL-33 nevyhnutné (Dinarello C., 2005). Pre hovori najmi
skuto¢nost’, Ze v prekurzore sa nachddza Stiepne miesto s kyselinou aspardgovou vhodné

prave pre ICE, ale snaha ziskat' objektivny dokaz zatial zlyhala (Carriere, a ini, 2007).

Inflamazémy

V procesoch, ktoré ovplyvriuju Stiepenie IL-1p a [L-18 aich sekréciu, hraju vyznamnd rolu
inflamazémy. Su to velké, multimérne proteinové komplexy, ktoré v podstate prepdjaju
rozpoznanie mikrobidlnych produktov ¢i metabolického stresu s proteolytickym Stiepenim

prekurzorov na ich maturovanu formu pomocou kaspazy 1.

Existuje viacero druhov inflamazémov, v zavislosti na tom, aké proteiny ich tvoria. Vzdy
v$ak obsahuju tieto tri zloZky: protein z rodiny NALP (NALP1 alebo NALP3), ASC protein
a kaspazu 1 (ICE). NALP proteiny su najva¢Sou subrodinou NLR rodiny (receptory pribuzné
proteinu Nod), ktora patri medzi PRM (molekuly rozpoznéavajuce urcité Struktiry) (Martinon,
Gaide, Pétrilli, Mayor, & Tschopp, 2007). NALP proteiny (proteiny obsahujuce domény
NACHT, LRR a PYD) dostali svoje meno na zéklade troch domén, ktoré obsahuji. ASC ma
na N-konci taktiez PYD doménu, na C-konci CARD (doména viazuca kaspazu) (Dowds,
Masumoto, Zhu, Inohara, & Nunez, 2004). Vd'aka nim ma ASC v inflamazémoch funkciu
adaptoru - cez PYD doménu interaguje s NALP proteinmi, cez CARD viaze kaspazu 1.
Aktivacia IL-1P prebieha nasledovne: na LRR doménu NALP proteinu sa naviaze ligand
(intracelularna molekula signalizujuca pritomnost’ baktérii ¢i tkanivové poranenie —
bakteridlna RNA, ATP, krystaliky kyseliny mocovej ¢i nizka koncentracia draslika), nasledne
sa zatnu tvorit’ oligoméry zkonkrétneho NALP proteinu, dochddza k naviazaniu ASC
apomocou neho k naviazaniu kaspazy 1. Vramci kompletnych inflamazémov dochadza
k Stiepeniu kaspaz na ich aktivnu formu, ktord je schopnd rozstiepit' pro-1L-18 (Martinon &
Tschopp, 2007). Nakoniec je IL-1p sekretovany spolu s aktivnou formou kaspazy 1 (Martinon
F. B., 2002).

Neskor sa zistilo, Ze rovnakym mechanizmom je cez inflamazdmy regulovana aj sekrécia
IL-18 (Ghayur, a ini, 1997), (Gu, a ini, 1997). O podobnom procese prebiehajucom u IL-33 sa

zatial’ Spekuluje.



6.4. Receptory cytokinov rodiny IL-1

Cytokiny rodiny IL-1 vyvolavaju biologicku odpoved’ v efektorovych bunkach naviazanim sa
na extraceluldrnu doménu IL-1 receptorov (IL-1R). Signalizatny komplex tvori heterodimér:
jeden z retazcov naviaZe ligand a druhy je nevyhnutny ako koreceptor pre spesny prenos

signalu do bunky.

Konkrétne IL-1 sa naviaze na extracelularnu doménu IL-1R, vd’aka ¢omu dojde ku konfor-
maénym zmenam umozitujicim vytvorenie heterodiméru s odliSnym proteinovym ret'azcom,
ktory je nazvany IL-1R-AcP (pridavny protein IL-1R) (Greenfeder, Nunes, & Kwee, 1995).
Tesne po naviazani ligandu je komplex IL-1/IL-1R drzany pohromade pomerne slabou
interakciou, po naviazani IL-1R-AcP sa vytvori védzba s vysokou afinitou. Toll-homologické
domény oboch proteinov sa k sebe priblizia a ich vzdjomna interakcia umoZzni transdukciu
signalu. Na tento komplex sa viazu IL-la a IL-1p ako agonistické ligandy. Taktiez ich
prirodzeny antagonista [L-1Ra sa viaZze na molekulu IL-1R, ale neprenasa d’alej signal,
naopak zabrariuje tvorbe komplexu. Rovnaky mechanizmus sa uplatiiuje aj u IL-18, ten sa
viaze na protein [L-18Ra , ktory nésledne tvori heterodimér s IL-18RP (Torigoe, a ini, 1997),
(Born, Thomassen, Bird, & Sims, 1998).

IL-1F6, 8 a 9 sa viazu na receptor IL-1Rrp2 (protein pribuzny IL-1R-2), ktory je taktiez
sucast'ou IL-1R rodiny. Ako koreceptor slizi opét’ IL-1R-AcP (Towne, Garka, Renshaw, Virca,

& Sims, 2004).

Pre IL-la alL-I1PB existuju dva odliSné typy receptorov. Oba sa zhoduji vtom, Zze

v extracelularmom segmente sa nachadzaj( tri imunoglobulinové domény.

IL-1 receptor typu L. (IL-1RI, v mojej praci aj vo vicSine literatury oznaCovany ako IL-1R)-
v cytoplazmatickom segmente sa nachadza Toll-homologickd doména, ktora sa nachadza aj
v cytoplazmatickej Casti vSetkych TLR (recptory skupiny Toll). Je nevyhnutnd k transdukcii
signalu (Heguy, Baldari, & Macchia, 1992).

IL-1 receptor typu II. (IL-1RII)- okrem obligatnych extracelulirnych domén sa sklada
z kratkej cytoplazmatickej domény, ktord nie je Toll-homologickd (McMahan, a ini, 1991).
Preto tento receptor nie je schopny prenasat’ signal a funguje ako negativny receptor. Vlastne
vyvézuje IL-1a i IL-1P a tak zabraifiuje ich spojeniu s IL-1R a naslednej transdukcii signalu
do bunky (Colotta, Re, & Muzio, 1993), (Colotta, Dower, Sims, & A., 1994), (Re, a ini, 1996).
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Aj pre IL-18 existuje negativny receptor, je nim IL-18BP (protein viazuci sa na IL-18).
V uréitych aminokyselinovych usekoch je homologicky s IL-1RII (Novick, 1999). Nema vSak
transmembranovi doménu, takze nie je viazany na bunkovy povrch, ale je sekretovany ako
solubilny receptor. V skutofnosti méd len jedini imunoglobulinovi doménu, ktora sa
s vysokou afinitou viaze na IL-18 a zabraiiuje jeho vizbe na IL-18a (Kim, a ini, 2000). Ked’ze
sa nachadza vpomeme velkom mnozstve v plazme zdravych jedincov, pdsobi teda

pravdepodobne ako regulator IL-18 (Novick, a ini, 2001).
6.5. Signdlne kaskady

Ako som uz spominala, prenos signalu je zavisly na vytvoreni heterodiméru z molekuly,
na ktor( sa naviaze ligand a z koreceptoru. Pre jednotlivé cytokiny IL-1 rodiny su tieto
receptory odli$né, ale drahy, ktoré indukuju, su spolo¢né. Heterodimér umozni naviazanie
cytoplazmatickej adaptorovej molekuly MyD88 (faktor podielajuci sa na diferenciécii
myeloidnej linie buniek 88) (Wesche, Henzel, Shillinglaw, Li, & Cao, 1997). Dalej sa k tomuto
komplexu naviazu IL-1R aktivované kindzy 1 a4 (IRAK), ktoré sa modzu néasledne
fosforylovat (Kanakaraj, a ini, 1999). Fosforylované IRAK sa potom uvolnia aspoja sa
s faktorom asociovanym s TNF receptorom-6 (TRAF6) (Cao, Xiong, Takeuchi, Kurama, &
Goeddel, 2006), (Kojima, a ini, 1998). TRAF 6 je vd’aka tomu schopny fosforylovat’ kindzu NIK
a NIK fosforyluje inhibi¢né IkBa kindzy (IKK-1 a IKK-2). IKK su nasledne degradované
ubiquitinovou cestou aich degradiaciou sa uvolni NFxB, ktory pdsobi ako jadrovy
transkripény faktor (Robinson, a ini, 1997), (Matsumoto, a ini, 1997).

Dalsou moznostou je aktivacia mitogén aktivovanych proteinkinaz (MAP-kinaz). Signal cez
IL-1 vyvolava fosforylaciu c-Jun N-termindlnej kinazy (JNK), kinaz p44°*" a p42¢*?! ¢i p38
kinazy. p 38 kinaza ma rozne substraty, jednym z nich je MAP-kindzou aktivovany protein 2
a ten d’alej fosforyluje hsp-27 (Kalina, a ini, 2000).

Schmitz a jeho kolegovia sa domnievaju, ze indukcia signdlu vyvolaného pomocou IL-33

aktivuje rovnaké drahy ako ostatné cytokiny IL-1 rodiny (Schmitz, a ini, 2005).
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Obr.3 Signalne kaskady IL-1 rodiny cytokinov, Zobrazené su receptorové komplexy jednotlivych cytokinov
IL-1 rodiny a signalne kaskady veduce k aktivacii NFxB, ¢i signalne drahy MAP kindz. Znazomené su aj
molekuly regulujuce IL-1 cytokiny, ako napr. IL-1Ra ¢i rekombinantny IL-1Ra- Anakinra, ktory je vyuzivany na
terapeutické ucely. NIK spominana v texte je tu pomenovana ako TAK1. Zatial' vedecky nepodlozené prvky na

obrazku su oznacené otaznikom (podl'a Barksbyho, Lea, Preshawa a Taylora, 2007).

7. Clenovia rodiny IL-1 cytokinov

Momentalne je znamych 11 ¢lenov IL-1 rodiny, ale intenzivne sa skiima pét’ z nich — IL-1a,
IL-1p, IL-18, IL-1Ra a IL-33. U ostatnych je znama len ich pritomnost’ v roznych tkanivach

Pudského tela, ale ich uloha v imunitnych reakciach zatial’ nebola preukazana.
7.1. IL-1a

Vicésina cytokinov sprostredkovava svoju aktivitu naviazanim sa na povrchové receptory
cielovych buniek. Novinkou v bioldgii si cytokiny Zijuce akoby dvojity zivot- st sekre-
tované, aby mohli sprostredkovat’ svoju autokrinnu ¢i parakrinnu funkciu, ale taktiez maji
intrakrinnu ulohu, bez sekrécie pdsobia na matersku bunku ako jadrové faktory. IL-la je
prvym cytokinom, u ktorého bola zistena takato aktivita. Po stimulacii IL-1a bolo pozorované
naakumulovanie IL-la v jadre (Mizel, Kilian, Lewis, Paganelli, & Chizzonite, 1987). IL-la

v ulohe jadrového faktoru podnecuje transkripciu génov prozapalovych cytokinov. Ako IL-
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1B, IL-18 a IL-33, aj IL-1a je syntetizovany vo forme prekurzorového proteinu. Pro-IL-1a je
dlhy 31 kDa a je Stiepeny calpain protedzou (neutrdlna protedza aktivovana vapnikom).
Calpain proteaza odstrani N-termindlnu prodoménu a tak vznika maturovany protein, ktory je
sekretovany aucinkuje ako prozapalovy cytokin. V niektorych typoch buniek (napr.
endotelidlne bunky) k tomuto Stiepeniu nedochadza a v bunke sa hromadi prekurzor IL-1a.
A pretoze na N-terminalnej doméne sa nachadza jadrova lokaliza¢nd sekvencia (NLS),
prekurzory sa dostavaji do jadra a tu sa prostrednictvom N-terminalnej kyslej domény viazu
na rozne jadrové ciel'ové proteiny vratane histonovych acetyltransferaz p300 a PCAF a zatial
neznamym mechanizmom rozbiehaji expresiu prozapalovych génov (Buryskova, Pospisek,
Grothey, Simmet, & Burysek, 2004), (Maier, Statuto, & Ragnotti, 1994), (Dinarello C. , 1998),
(Werman, a ini, 2004).

IL-1a sa len zriedka nachadza v extraceluldrnom priestore, skér ho ndjdeme v cytoplazme ¢i
jadre buniek, kde plni svoju intrakrinni ulohu , alebo je viazany k cytoplazmatickej
membrane. Nachadza sa na povrchu monocytov a makrofagov po stimulécii in vitro. Tato
membranova forma je biologicky aktivna, napr. zvySuje produkciu IL-8 (Dinarello C., 1996),

(Kaplanski, a ini, 1994).

7.2. IL-1B

IL-1B je multifunkény cytokin, ktory ma vplyv na takmer vsetky typy buniek. Pdsobi
samostatne, ale aj v kombinacii s inymi cytokinmi. Je predovSetkym hlavnym mediatorom
zapalu a iniciuje a/alebo amplifikuje $iroké spektrum mechanizmov spojenych s prirodzenou
imunitou aso schopnostou organizmu odpovedat na pritomnost mikroorganizmov
a tkanivového poskodenia. Ma aj pyrogénne ucinky, uz v minimalnych koncentraciach
sposobuje horucku, hypotenziu, produkciu proteinov akutnej fazy a produkciu prozapalovych

cytokinov ako je napriklad IL-6. Produkovany je najmé krvnymi monocytmi.

Konkrétne napriklad iniciuje aktivitu cyklooxygenazy 2 (COX-2), fosfolipazy typu 2 a
inducibilnej syntdzy oxidu dusnatého (iNOS). Pre bunky to znamena, Ze po pésobeni IL-1
zacnu produkovat’ vel'ké mnozstvo prostaglandinu E2 (PGE2), faktoru aktivujuceho krvné
dosticky (PAF) a oxidu dusnatého (NO). Zvysuje aj produkciu adhezivnych molekul ako je
interceluldrna adhezivna molekula 1 (ICAM-1) na mezenchymalnych bunkéch alebo vasku-
larna adhezivna molekula 1 (VCAM-1) na epitelidlnych bunkach. To umoziiuje vstup

zapalovych a imunokompetentnych buniek do extravaskularneho priestoru. Funguje aj ako
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angiogeneticky faktor - zvySuje expresiu vaskularneho endotelového rastového faktoru
(VEGF) atak podporuje rast ciev. To znamend, Ze sa podiel'a na kontrole angiogenézy
nadorov a ovplyviluje aj invazivnost réznych nadorovych buniek (Voronov, a ini, 2003).
Taktiez hra alohu pri chorobach poskodzujucich kiby a kosti, pretoze indukuje produkciu
kolagenaz synovidlnymi bunkami a metaloproteindz chondrocytmi (Verbruggen, 2006).
ZvySené hladiny tohto cytokinu boli najdené v sérach pacientov viacerych dedi¢nych
chronickych autoimunitnych syndromov- napr. familidrna stredomorska horacka (FMF), dna,
systémova juvenilna idiopaticka artritida, Muckle —Wellsov syndrém a mnohé iné (Church,
Cook, & McDermott, 2008). U vietkych tychto chordb bolo potvrdené, ze nadmerna produkcia

IL-1B je nielen priznakom, ale aj samotnou pri¢inou tychto chordb.

Transkripcia IL-1f moze byt spustend réznymi podnetmi, napriklad cez PAMP ako je
napriklad lipopolysacharid (LPS), alebo je idukovana r6znymi prozapalovymi cytokinmi ako
TNFo, IFNa, IFNB aaj samotnym IL-1B. Bunky ako napr. monocyty vyZaduji eSte aj
pomocny signal- nestaci im len indukcia jednym z PAMPs. Napriklad stimulécia LPS sp6sobi
len nizku hladinu sekrécie 1L-1p, zatial ¢o v cytoplazme sa nahromadi mnoZstvo pro-IL-1p.
Pomocnym signdlom moZze byt extraceluldrne ATP, ktoré cez receptor P2X7R spdsobi eflux

K" katiénov a tak aktivuje ICE a naslednt masivnu sekréciu IL-1B (Ferrari, a ini, 2006).
7.3. IL-IRa

Posobi ako antagonista IL-1a/B. Kompetitivne sa viaze na rovnaké receptory, ale nevyvolava
transdukciu signalu do bunky, pretoZze neddjde k tvorbe komplexu IL-1R a IL-1AcP. Takto
znizZuje aktivitu tychto cytokinov. V sucasnosti sa klinicky testuje jeho rekombinantna forma
Anakinra ako terapeuticky prostriedok liecby chordb, ktoré sa vyznaCuji nadmernou
produkciou IL-1f (napr. periodicka horicka, dna). Anakinra zabraiiuje signalizacii cez IL-1R
atak sa neprejavia patologické dosledky nadprodukcie IL-1P. Zatial' sa zdd, Ze sa jedna

o vel'mi u¢innu terapiu (Hoffman, a ini, 2004).
7.4. IL-18

IL-18 je sucastou prirodzenej, ale aj Specifickej imunity a funguje ako prozapalovy cytokin.
Jeho G¢inok je zavisly aj na pritomnosti inych cytokinov, v kombinacii s nimi m& mnoZzstvo
biologickych funkcii. Medzi najd6lezitejSie patri indukcia produkcie y-interferonu u T-buniek,
ale iba vkombinacii sIL-12. Sam indukuje produkciu TNF-a, IL-1B a oba druhy
chemokinov, CC aj CXC. Dalej stimuluje aktivitu cytotoxickych T-lymfocytov a NK-buniek
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tym, Ze zvyS$i expresiu Fas ligandu na ich povrchu (Dinarello, a ini, 1998). Aktivuje aj
neutrofily. Podobne ako IL-1 podporuje produkciu adhezivnych molekul na bunkéach cievneho

epitelu (Gracie, Robertson, & Mclnnes, 2003).

7.5. IL-1F5

Je zo 47% homologicky v aminokyselindich sIL-1Ra. Prevazne je exprimovany
v embryondlnych a epitelidlnych tkanivach koze, pl'ic a zaludka. Nizka hladina expresie bola
zaznamenand u keratinocytov, v placente, slezine, mozgu a taktiez u buniek imunitného
systému - leukocytov amakrofagov. Vyrazne zvySend hladina tohto cytokinu bola
zaznamenand v koznych léziach pacientov chorych na psoridzu, ¢o mdze znamenat, Ze

IL-1F5 hré rolu v patogenéze tejto koznej choroby (Debets, a ini, 2001).

7.6. IL-1F6

Z 26% identicky s IL-1Ra, exprimuje sa v lymfoidnych organoch,v lymfoidnych bunkovych
linidch a v mnohych d’al$ich tkanivach, napriklad v trachei av thyme. Vyznamna je ich

expresia v T-bunkach (Smith, Renshaw, Ketchem, Kubin, Garka, & Sims, 2000).
7.7. IL-1F7

Je sice z36% Struktarne pribuzny s IL-1Ra, ale viaZze sa k retazcu receptoru IL-18, ¢o
poukazuje na jeho pribuznost’ s IL-18. Je syntetizovany vo forme s prodoménou, enzym
Stiepiaci tento peptid je pravdepodobne ICE, pretoze obsahuje miesto vhodné pre Stiepenie
touto kaspazou. Exprimuje sa v B-bunkach, placente, semennikoch, lymfatickych uzlinach
a v plucach. Po indukcii je exprimovany aj perifémymi lymfocytmi (PBMC) a dendritickymi
bunkami. Nedévno bolo zistené, zatial' len na mySich modeloch, Ze tento cytokin ma

antitumorogénne U¢inky (Gao, Kumar, Lotze, Hanning, Robbins, & Gambotto, 2003).
7.8. IL-1F8

Z 25% identicky s IL-1Ra, neobsahuje prodoménu alebo signalny peptid. Exprimuje sa najma
v kostrovych svaloch av gliovych bunkach. Nizke hladiny expresie boli zaznamenané

v kostnej drent, srdci, placente, pl'ucach, semennikoch a hrubom ¢reve (Kumar, a ini, 2000).
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7.9. IL-1F9

Je z 25% identicky s aminokyselinovou sekvenciou IL-1Ra a rovnako ako ostatné neobsahuje
signdlny peptid. Je konStitutivne exprimovany v placente av odlupujiicom sa epitele
pazerdka. Pomerne vysokd hladinu expresie preukazuju aj keratinocyty a epitelidlne bunky

sliznice zaladka a plac (Debets, a ini, 2001), (Kumar, a ini, 2000).
7.10. IL-1F10

Tento protein je z 32% homologicky s IL-1Ra, neobsahuje signalny peptid a syntetizuje sa
v uz hotovej forme. Je sekretovany a exprimovany v bunkach koze, sleziny a mandli (Lin, a
ini, 2001).

8. Interleukin 33

Interleukin 33, pomenovany aj IL-1F11, v sulade s nomenklatirou IL-1 rodiny (Sims, a ini,
2001), je najnovSie objavenym cytokinom, ktory patri do Struktirnej rodiny cytokinov
podobnych interleukinu 1 (IL-1 family) (Schmitz, a ini, 2005). Zatial’ toho o fiom vel'a nevieme,
ale aj to malo informacii naznauje, Zze ma vel'mi ddleziti ulohu v reakcidch imunitného

systému.
8.1. Expresia IL-33

Narozdiel od IL-1B alL-18, ktoré su exprimované najmi v hematopoietickych bunkach,
mRNA kodujica IL-33 sa exprimuje v bunkach hladkého svastva v r6znych organoch, taktiez
v epitelovych bunkach bronchiol a dolnych dychacich ciest. Po aktivacii cytokinmi TNFa
alL-1p bola pozorovana expresia mRNA v plicach, dermdlnych fibroblastoch a kerati-
nocytoch. Expresia v tychto bunkdch naznacuje, ze IL-33 by mohol mat nejaku rolu
v regulacii funkcie mukéznych organov. Aktivované dendritické bunky a makrofagy su jediné
hematopoietické bunky, ktoré vykazuji nizku hladinu expresie mRNA IL-33 (Schmitz, a ini,

2005).

Ina skupina vedcov detegovala expresiu IL-33 v bunkdch HEV ( high endothelial venules)
zmandli, lymfatickych uzlin aPeyerovych plakov, v bunkich ciev zapalenych mandli,

v Creve pacientov s Crohnovou chorobou a v synoviu pacientov s reumatoidnou artritidou. To
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naznacuje , ze pritomnost’ 1L-33 koreluje so zapalom v réznych tkanivach (Carriere, a ini,
2007).

IL-33 je v keratinocytoch a fibroblastoch indukovatelny TNFa aIL-1B, v dendritickych
bunkich a makrofagoch bola po indukcii LPS zistena len nizka hladina expresie mRNA

IL-33.
8.2. ST2 receptor

Mnozstvo poznatkov o IL-33 nam poskytuji $tidie jeho receptoru. IL-1 receptor ST2 je
znamy uz viac nez 18 rokov. Povodne bol objaveny ako protein Fos sekretovany mysimi
fibroblastami (Bergers, Reikerstorfer, Braselmann, Graninger, & Busslinger, 1994). Napriek tomu,
Ze jeho ligand IL-33 bol objaveny az v roku 2005, bol intenzivne §tudovany a patri medzi
najlepsie preskumané IL-1R.

Tento receptor mad dve izoformy, kazdd znich je regulovand inym promotorom:
transmembranovu (ST2L) a solubilnu (sST2). Vznikaju alternativnym splicingom pre-mRNA.
Transmembranova isoforma ST2L je inkorporovana v membrane. Extracelularna ast’ sa
skladd ztroch imunoglobulinovych domén, d’alej ma jednu transmembranovi doménu
a intracelularnu Toll-homologicki doménu, rovnako ako ostatné receptory rodiny IL-1R.
Solubilny sST2 funguje podobne ako IL-IR typu II- vyvdzuje IL-33 apdsobi tak ako
negativny receptor. Nemd transmembranovu ani Toll-homologicki doménu (Iwahana, a ini,
1999). Pdsobenie sST2 na signalizaciu IL-33 je teda inhibi¢né - to sa potvrdilo zniZzenou
produkciou Th2 cytokinov uvoltiovanych Th2 bunkami v pritomnosti sST2 (Hayakawa,
Hayakawa, Kume, & Tominaga, 2007). Existuje eSte aj tretia forma vST2, ale o jej pdsobeni sa

zatial’ ni¢ nevie.

Transmembranova forma ST2 sa nachadza na povrchu mastocytov (zrelych, ale aj
prekurzorovych) . Tento receptor odliSuje aj populacie pomocnych Th buniek. Zatial' ¢o
na Th2 lymfocytoch sa nachadza, na Thl lymfocytoch nie je. Je uzko spéty s funkciou Th2
buniek v imunitnej odpovedi — dokéZe ich zaktivovat' a indukuje vyluCovanie cytokinov
typickych pre Th2 bunkovia odpoved’ (IL-4,IL-5,IL-10). Na Thl bunky nema ziaden vplyv
(Coyle, a ini, 1999), (Lohning, a ini, 1998), (Lohning, a ini, 1999), (Moritz, Rodewald, Gheyselinck, &
Klemenz, 1998), (Townsend, Fallon, Matthews, Jolin, & McKenzie, 2000), (Xu, a ini, 1998).

Nielen bunky imunitného systému maji na svojom povrchu ST2 receptor, nachidza sa

napriklad aj na kardiomyocytoch (Weinberg, a ini, 2002). Prave u nich bol potvrdeny vyznam
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signalizacie IL-33/ST2, pretoze bolo zistené, Ze parakrinna signalizdcia medzi kardiomyo-
cytmi a srdcovymi fibroblastmi sprostredkovana IL-33/ST2 funguje protektivne pri me-
chanickom pretazeni (Sanada, Hakuno, Higgins, Schreiter, McKenzie, & Lee, 2007). 1L-33 by tak
mohol byt’ vyuzity pri regulacii odpovede myokardu na mechanické pretazenie.

Mechanizmus prenosu signalu je identicky ako u ostatnychélenov IL-1 rodiny- po naviazani
IL-33 zmeni ST2 svoju konforméciu ato mu umozni vytvorit heterodimér s IL-1R-AcP
(Chackerian, Oldham, Murphy, Schmitz, Pflanz, & Kastelein, 2007), nasledne dojde k transdukcii
signalu do bunky- aktivuju sa bunkové signalizatné drdhy (ich sucastou su MAP-kinazy,

NFxB).

8.3. Biologicky ucinok IL-33

Pre rozvoj imunitnej odpovede typu Th2 je nevyhnutna pritomnost ST2 receptoru na Th2
bunkach (Trajkovic, Sweet, & Xu, 2004). Po stimulacii Th2 buniek pomocou IL-33 doslo
k zvyseniu produkcie IL-5 a IL-13. Oba tieto cytokiny patria do skupiny cytokinov spojenych
s imunitnou odpoved’'ou typu Th2. Taktiez sa zvysila hladina sérovych imunoglobulinov.
U buniek Th 1 nedo$lo k vyraznej zmene, mierne bola zniZzend produkcia IFNy. Z toho
vyplyva, ze IL-33, narozdiel od IL-1B a IL-18, ktoré podporuju prozapalovy a Thl asociovany
typ imunitnej odpovede (Robinson, a ini, 1997), je skoér imunoregulaény cytokin, ktory
kontroluje produkciu cytokinov asociovanych s Th2 typom imunitnej odpovede a zvySuje
hladinu imunoglobulinov v sére (Schmitz, a ini, 2005). Je aj u¢innym chemoatraktantom Th2
buniek, pravdepodobne vSak nevedie k ich rozvoju ¢i dozrievaniu (Komai-Koma, Xu, Li,

McKenzie, Mclnnes, & Liew, 2007).

IL-33 pbsobi aj na mastocyty, na ktorych je vystaveny ST2 receptor (Allakhverdi, Smith,
Comeau, & Delespesse, 2007). Expresia tohto receptoru bola detekovateI'nd vel'mi dobre
intracelulare prietokovou cytometriou, ale takmer vobec sa nedd detekovat’ na bunkovom
povrchu. Napriek tomu je zname, ze IL-33 indukuje fosforylaciu Erk, p38, a Jnk kinaz
v mastocytoch, zvy3uje ich Zivotnost’ a podporuje ich vizbu k fibronektinu . Dalej indukuje
v mastocytoch produkciu IL-8 a IL-13 a zvySuje ich produkciu v pripade, Ze mastocyty boli
IgE/anti-IgE stimulované. Nepodporuje sekréciu PGD2 ¢&i histaminu. Délezité je, ze IL-33,
rovnako ako IL-1B indukuje produkciu cytokinov v mastocytoch, aj ked’ stimul z receptoru
FceRI absentuje. To znamena, ze IL-33 podporuje funkciu mastocytov v alergickych
reakcidch aj v nepritomnosti kostimulaéného signalu prijimaného cez IgE/antigén- FceRI

komplex (likura, a ini, 2007).
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Pokial' bol IL-33 podiavany mySiam v dlhSom ¢asovom useku, doSlo k vyraznym
anatomickym zmenam, napriklad k zvic3eniu sleziny, zaludka a v duodene sa nachadzal hlien
azI¢. Taktiez doSlo k histologickym zmendm v slizni¢nych tkanivach pluc, pazeraka

a tenkého ¢reva. V plucach doslo aj k vaskuldrnym zmendam (Schmitz, a ini, 2005).

8.4. IL 33 v ulohe jadrového faktoru

Podobne ako IL-1a, aj IL-33 patri medzi hrstku cytokinov, ktoré posobia nielen ako klasické
cytokiny pdsobenim cez svoj receptor, ale aj ako jadrové faktory. IL-33 sa hromadi v jadre a
asociuje s heterochromatinom a aj s mitotickym chromatinom. Za tuto aktivitu je zodpovedna
N-termindlna ¢ast’ I1L-33(65 aminokyselinovych zvyskov), ktord je evolu¢ne konzervovana
ama helix-turn-helix $truktdru, ktora obsahuje dva bipartitné jadrové lokalizacné signaly.
Tato doména je zodpovedna aj za transkripéne- represorovi aktivitu IL-33 (Carriere, a ini,

2007).

Stale sa vSak nevie, aky ma vlastne asociacia IL-33 s chromatinom fyziologicky efekt.
Massimo Gadina a Caroline A. Jefferiesova (Gadina & Jefferies, 2007) sa snazili tento
problém vyrieSit' na zadklade §tadii iného proteinu, ktory vystupuje tiez sucasne v dvoch
rolach. High mobility group box 1 protein (HMGBI1) bol objaveny ako jadrovy faktor, ktory
stabilizuje vytvaranie a funkciu nukleozomov ako transkripény reguldtor a taktiez je
sekretovany myS$imi makrofagmi v pritomnosti lipopolysacharidu (LPS), ¢ize pdsobi ako
neskory mediator zapalovej odpovede (Lotze & Tracey, 2005) Extraceluldma funkcia HMGBI
je tak trochu kontroverznd. Momentélne sa $pekuluje, ze ak je HMGBI1 uvolneny z mftvych
alebo zomierajicich buniek, tento inak intraceluldrny protein sa podiel'a na vzniku zapalu v
miestach, kde je tkanivo poskodené. Zaujimavé je, ze HMGBI vykazuje tato funkciu len
v kontexte so zapalom. Pravdepodobne prepaja drahy pre detekciu poskodenia a detekciu
patogénu cez cross-talk medzi HMGBI receptorom, receptorom RAGE (receptor for
advanced glycation end products) a Toll-like receptormi (TLRs). Bolo dokadzané, ze aj ked’ je
HMGBI1 uvolfiovany z nekrotickych buniek, priabsencii zapalu nie je schopny vyvolat
produkciu interferonu a (IFN-a) plazmacytoidnymi dendritickymi bunkami (pDC)
(Specializovana frakcia dendritickych buniek, ktord ma morfolégiu podobnu ako plazmatické
bunky a reaguje na tkanivové poSkodenie alebo na pritomnost’ virusovej DNA produkciou
velkého mnozstvo interferonov typu I). Akondhle je HMGBI uvollovany pocas zapalu,

viaZze sa na bakteridlnu alebo virusovii DNA. Nasledne sa viaze na RAGE receptor pDC
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buniek a tak umoziuje prezentaciu cudzej DNA receptoru TLR 9, ktory je klaCovym pre
rozpoznanie virusovej ¢i bakteridlnej DNA a nasledni reakciu v podobe stimuléacie tvorby
interferénov. Vlastne ma ulohu koreceptoru TLRO (Tian, a ini, 2007). Tym istym
mechanizmom dokdze HMGBI1 reagovat’ aj na vlastni DNA uvolnenu z mrtvych alebo
zomierajucich buniek. Tieto zistenia podporuju zaradenie HMGBI1 do skupiny danger-
associated molecular patterns proteinov (DAMPs), ktoré informuji imunitny systém

o bunkovom alebo tkanivovom poskodeni (Bianchi, 2007).

Na zaklade podobnosti HMGBI1 a IL-33 a na zaklade tychto zisteni m6zeme predpokladat’, Ze
aj IL-33 by mohol byt ¢lenom DAMP rodiny. Z toho vyplyva, Ze skor nez ako cytokin hrajici
ulohu v spustani zapalovej odpovede, by tloha IL-33 mohla spocivat’ v limitacii zapalove;j
odpovede a to pomocou dvoch mechanizmov - ako klasicky antizdpalovy cytokin pdsobiaci
cez svoj receptor ST2 a ako jadrovy represor transkripcie génov prozépalovych cytokinov.
A ak vezmeme do uvahy, Zze drdhy medzi DAMP receptormi apathogen recognition
receptormi (PRR) sa krizia a navzdjom ovplyviuji, IL-33 moZe pdsobenim cez ST2 nielen
podporovat’ Th2 typ imunitnej odpovede, ale zaroven aj rusit’ prozapalové procesy vyvolané
TLR. Tento predpoklad je podporeny pracou Brinta ajeho spolupracovnikov, ktori
demonstrovali prepojenie drdhy pdsobiacej cez ST2 a drahy pre TLR4. Pdsobenim na ST2
dochadza k signalizécii cez adaptorové proteiny Mal a MyD88. Oba proteiny si nevyhnutné
aj pre signalnu dradhu vyvolana posobenim PAMPs na TLR4. Draha posobiaca cez ST2 teda
vychytava Mal a MyD88 atak inhibuje aktiviciu NF-xB anaslednu expresiu génov
pre prozapalové cytokiny vyvolanti TLR4 (Brint, a ini, 2004). A kedze jedinym znamym
ligandom ST2 pdsobiacim na drahu NF-xB je IL-33, je vel'mi pravdepodobné, Ze prave on

stoji za antagonistickym pdsobenim na drdhu TLR4.
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9. Zaver:

IL-33 bol objaveny len neddvno, ale aj to mélo poznatkov, ktoré o iom mame, naznacuje, Ze

sa jednd o vel'mi zaujimavy a medzi ostatnymi ¢lenmi rodiny IL-1 nev$edny cytokin.

Ak sa pozrieme na aktivitu solubilného 1L-33, zistime, Ze na rozdiel od vSetkych ostatnych
cytokinov IL-1 rodiny neovplyviiuje imunitnd odpoved’ asociovani s Thl bunkami.
Stimuldcia pomocou IL-33 vedie k produkcii IL-5 alL-13 akzvySenym hladindm
imunoglobulinov v sére, ¢o je typické pre Th2 bunkovu odpoved’. Na rozdiel od svojich
blizkych pribuznych teda nie je prozépalovym cytokinom, ale ma ulohu skor ako
imunoregula¢ny cytokin podiel'ajuci sa na kontrole Th2 bunkovej imunitnej odpovede.
O biologickom uc¢inku exogénneho IL-33 zatial’ toho vel'a nevieme. Naopak o jeho receptore
ST2, ktory bol objaveny uz davnejsie a bol intenzivne Studovany, mdme mnozstvo informacii.
Je velmi pravdepodobné a v niektorych pripadoch aj potvrdené, ze ked'ze IL-33 je jeho

ligandom, bude mat’ rovnaké antizdpalové ucinky, aké boli zistené pri pridani ST2 k bunkam.

Dalsou zaujimavou otazkou je, aké faktory ovplyviiuji, &i je IL-33 sekretovany von z bunky
alebo sa hromadi v jadre. Ak sa obratime na uz spominany protein HMGBJ1, pripada do uvahy
nasledovna hypotéza: ak je IL-33 uvoltovany z mftvych ¢i zomierajacich buniek (ako
HMGB1), pdsobi ako vystrazny signdl pre imunitny systém, a suasne svojou aktivitou ako

represor transkripcie limituje silu imunitnej odpovede.

NedorieSena je aj syntéza maturovanej formy IL-33. In vitro bolo potvrdené, Ze svoju aktivitu
nadobudne IL-33 az po rozstiepeni jeho prekurzoru proteinazou ICE. Ale snaha ziskat' dokaz,
ze k tomuto Stiepeniu dochadza aj in vivo, bola zatial marna. Stiepenie IL-1p aIL-18 je
regulované aktivitou ICE, ktora je obsiahnutd v multiproteinovom komplexe zndmom ako
inflamazom. Mézeme len Spekulovat, Ze aj IL-33 ma svoj vlastny inflamazom, ktory hra rolu

v regulécii jeho aktivity.

Nesporne najzaujimavejSou vlastnost'ou IL-33 je jeho schopnost’ fungovat’ ako jadrovy faktor.
Zatial' bola potvrdena jeho asocidcia s heterochromatinom a mitotickymi chromozémami.
Neznamy je ale mechanizmus posobenia IL-33 pri inhibicii transkripcie a ako vlastne tato
inhibicia ovplyviiuje zdpalovii odpoved’. V tomto pripade mame viac informacii o posobeni
pribuzného cytokinu IL-la, ktory sa viaze na histonovu acetyltransferazu p300 a PCAF.

Vyskum v tejto oblasti je potrebny, aby ozrejmil funkéné désledky aktivity IL-33 ako
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represoru transkripcie. Aby sme lepSie porozumeli bioldgii IL-33, zostdva nam zodpovedat

este mnozstvo otazok.

Molekuly fungujuce sii¢asne oboma mechanizmami (ako klasické cytokiny a ako transkripéné
faktory) su v bioldgii zaujimavou novinkou, ktora opédt’ komplikuje a zamotava naSe badanie
v uz aj tak zlozitej cytokinovej sieti, ale na druhej strane otvara d’aliu rovinu regulacie
imunitnej odpovede. Buducnost’ ukaze, ¢i podobna vlastnost' nebude odhalena aj u d’alSich

cytokinov.
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