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Abstrakt

Celiakie je autoimunitni onemo&nmi, ke kterému dochazi u vnimavych jedimpo
poZziti stravy obsahujici lepek. Lepek (neboli gh)ta jeho monomerni frakce, gliadin,
vyvolavaji u pacierit s celiakii zastlivé poSkozeni $evni sliznice. Toto poskozeni je
zpasobeno biikkami imunitniho systému, jeZz na setkani s peptehkl reaguji silnou
aktivaci. Peptidy lepku maji schopnost aktivovat jaunky adaptivniho, tak hiky
piirozeného imunitniho systému. Tato prace je &ma na produkci interleukinu (IL)-1
u antigen prezentujicich béin stimulovanych &penym gliadinem. Monocyty a
mononuklearni biky izolované z periferni krve (PBMC, z angl. peephl blood
mononuclear cell) pacieint celiakii po stimulaci gliadinem sekretuji vyznanvice IL-
la a IL-1B neZ buiky zdravych dant. Expresi IL-B u PBMC izolovanych z krve
pacienfi s celiakii a stimulovanych gliadinem reguluje sign kaskada, ktera zahrnuje
kindzy rodiny MAPK a transkrimi faktor NFxB. Na mySich dendritickych kkach
pripravenych z prekurzérz kostni denc (BMDC, z angl. bone marrow-derived dendritic
cell) byla navic urena role adaptorovych protéitMyD88 a TRIF a receptdrTLR2 a
TLR4 (z angl. Toll-like receptor 2/4) v tomto prate Maturaci prekurzorové formy IL-
1B u PBMC i mySich BMDC stimulovanych gliadinem zgjige kaspaza-1. Maturace a
sekrece IL-B u PBMC izolovanych z krve paciéns celiakii a stimulovanych gliadinem
je zavisla na uvabvani draselnych iofitz burtky a produkci reaktivnich kyslikatych
intermedial v buré¢ném cytozolu. Kror kaspazy-1 jsou pro sekreci 1l31u BMDC
stimulovanych gliadinem nutné také proteiny NLRPB &ngl. nucleotide-binding
oligomerization domain, leucine rich repeat andirpyfomain-containing protein 3) a
ASC (z angl. apoptosis-associated speck-like pmoteintaining a caspase recruitment
domain — CARD), tedy receptorovy a adaptorovy protaflamazémového komplexu
NLRP3. Celko¥ tato prace mapuje molekuly a mechanismy, ktendtzgij produkci IL-

1B v buikach stimulovanych &enym gliadinem.

Kli ¢ova slova:celiakie, gliadin, interleukinfl, kaspaza-1



Abstract

Celiac disease is an autoimmune disease which ®aswusceptible individuals
after ingestion of food containing gluten. Glutemdaits monomeric fraction gliadin
induce inflammatory damage of the small intestigeabtivating the immune cells that
react strongly to gluten peptides. Gluten peptidage the ability to activate cells of
adaptive as well as innate immune system. This vi®@rocused on the production of
interleukin (IL)-1 in antigen presenting cells stilated with peptic gliadin digest. We
found that monocytes and peripheral blood monomuctells (PBMC) isolated from
blood of celiac patients secrete significantly mtrdla and IL-18 than cells of healthy
donors after stimulation with gliadin digest. Thikadin-induced IL-B expression is
controlled by a signaling cascade that includes KMA#fnase family molecules and
transcription factor NkeB. Moreover, we found that the adaptor proteins E8Cand
TRIF as well as Toll-like receptor (TLR) 2 and Zayla role in the signaling cascade
underlying gliadin-induced ILf1 expression by using murine bone marrow derived
dendritic cells (BMDC). The precursor form of I3-in gliadin-stimulated PBMC and
murine BMDC is maturated by caspase-1. In celiaMBRBhe gliadin-induced maturation
and secretion of IL{1 depends on the potassium ions release from the aet the
production of reactive oxygen species in the cglbsol. Finally, in addition to caspase-1,
the NLRP3 protein (nucleotide-binding oligomeripatidomain, leucine rich repeat and
pyrin domain-containing protein 3) and ASC protéime apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domainARK), two members of NLRP3
inflammasome complex, are required for gliadin-iceld IL-13 production in BMDC.
Overall, this work presents the molecules and mashas that enable the production of

IL-18 in cells stimulated with gliadin digest.

Key words: celiac disease, gliadin, interleukif;lcaspase-1



Obsah

1 Seznam pouZityCh ZKratek .............iiiiceeeeeeiiieie e 9
2 UVOO @ ClE PrACE ...veeeeeveeeeeeeeeee e eeeeeee e ettt eeeete ettt eeteatesaenneetesreareennenees 12
G B 1 (Y = 1 T 1= ] =T o P 13
3.1 CliAKIE ..o e e e 13
3.1.1 Klinické symptomy a diagnOStiKa.........cceeeeriieeieeiiiiiiiiiiiiee e eeee e 13.
B L2 LA i ————————— e e e e e e e e ——————— 14
3.1.3 RiCINY VZNIKU CElIAKIE......cceeeeeeeeeieieeeee s s e e e e e 5.1
3.1.3.1 Genetické PrediSPOZICE .....uuuviiiiieeeeeeei e 15.
31,32 LEPEK. ittt 16
3.1.3.3 Kofaktory vBISINo prostedi ..........cccvvuiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e 17
3.2 Patogeneze CeliaKie...........ooiviiiiiieeeeeeee e 18
3.2.1 Stpeni lepKu V trAVICIM traKtU ............c.e.veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e eeeeenes 18
3.2.2 Prostupovani gliadinovych pegtistievni bariérou ..............ccccceevvvvvvvvnnnnnns 18
3.2.3 Posttranstai tpravy gliadinovych peptid............ccccceevveieeeeeienniiiiiins 19
3.2.4 Imunitni odpodd’ na gliadin zprogedkovana T btkami...............ccccceeeeee 19
3.3 Mechanismy ifirozené imunity v patogenezi celiakie........ccccccceeeeeiiiiiiiiiinnnns 21
3.3.1 Winky gliadinu na sevni epitelialni BAKY ............cccceevieieeeceee e 1.2
3.3.2 Winky gliadinu na antigen prezentujiciitky a molekularni mechanismy
= 1o = LAV o 22
3.4 Interleukin-B a dalSiclenoveé rodiny interleukinu-1..............oovieeveeeeeiniiiinnnen. 23
3.4.1 Signalni drahkidici expresi pro-interleukinuBL............ccccceevviieieeeeeeenennenee, 24
3.4.2 Maturace pro-interleukiNUBL..........cooviiiiiiiiiiiire e 26
3.4.2.1 Stpeni pro-interleukinufL Kaspazou-1 ...........cocveeveeeeerieeeersienens 26
3.4.2.2 Draha nezavisla Na KaSPAZE-1 ... eeeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaeaaaaeenn 33
3.4.3 Uvohovani interleukinu-f z BUiKY ... e 34
3.4.4 Vyznam interleukinufilu autoimunitnich onemoeéni...............ccccceeeeeenn... 35
4 EXPEriMENtAINEAST........ccooe it e e e e 37
A1 MALEITAL ...ceeeiiieeeeee e e e 37
O 5 4 1Y 1 = USRS U U SRR 37
4.1.2 Seznam pouzitych chemikalii ........... .o eeeeeeeieeieieiiiire e 38
O R o TU 41 (=) 0’1 40
4.1.3.1 Lidské PBMC @ MONOCYLY .........ccevuruumrrrininiiiasseeeeeeeeeeeeeeeesennnnnnnnnnns 40
4.1.3.2 MySIi BMDC.......ccoiiiiiieeee e e e e e e e e eeaaeees 40
4.1.4 Seznam pouzitych iNhibifor............ooovviiiiiiii e, 40
4.1.5 Seznam pPouZityCh ProtilAtek...........commmeeererreeriiieieieeeeeeeeee e eeessieens 41
4.1.6 Ripravovana kultivanich média...........ccccceeeeeeiiiiiiiiiiececcee e 41
4.1.7 Ripravovane roztoKy @ PUFTY........eeeveiiiiis oo 42
|V =1 (0 T |V SUORSR 45
4.2.1 Riprava gliadinovych fragmeinenzymatickym $penim.......................... 45
4.2.2 BIprava DUBK ...........oooriiiiicces e e e e e e e e e e e e aeaaanees 46
4.2.2.1 1zolace lidskyCh PBMC ...........c..uutmmmmeeeeiiiiiiiiiieeeee e e e e 46
4.2.2.2 Izolace lidskych monodyt PBMC..........cccooooeeiiiiiiiiiiee e 46
4.2.2.3 1zolace a diferenciace mySich BMDC ...ccccco..vvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee. 47
4.2.2.4 Stanoveni koncentrace Bkin Birkerow komarce.............ccceeeeen. 47
4.2.3 Stanoveni cytokinové sekrece ELISA teSteM..uue.uvuiiiiieieiiiiiiieeeiiiiiiiin, 48
4.2.3.1 StIMUIACE DR........cevviiiiiiiiiiiii e 48
e B I Y N (= U 49



4.2.4 Stanoveni protairpomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a

WESTEIN DIOTU ...ttt 51
4.2.4.1 StIMUlAce DRR...........cooeiiiiiiie e 51
4.2.4.2 Riprava buicnych lyzati..........eeeeiiiiiieiiiii 51
4.2.4.3 Stanoveni koncentrace profein...........ccccveeeevveiiieeeeeeeiiiiiisiieenee, 52
4.2.4.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SBSGE).........ccccee...... 53
4.2.4.5 WeSLern BlOt .......coouuiiiiiiiiiiiceeeee i 53

4.2.5 Stanoveni aktivace kaspazy-itpkovou cytometrii.............cceevvvvvvnnnnns 55
4.2.5.1 StIMulace DUR............ooooiiiiiii e 55
4.2.5.2 Analyza @itokovou CYIOMELrii ......uuvuveeeiiiiieeee e 55

B VYSIEAKY et 57
5.1 Gliadin indukuje sekreci ILfla IL-1a z PBMC a monocyit ziskanych
z periferni krve paciefits nelé€enou celiakii................coeeeiiiiiiiieecemeeeeeee, 57
5.2 Gliadin indukuje expresi a maturaci pro-Ip1 PBMC ziskanych z periferni
krve pacient s neléenou Celiakii ...........cccvviiiiiiiiiiii i 59
5.3 Maturace pro-ILi u PBMC ziskanych z periferni krve paciestnel€enou
celiakii stimulovanych gliadinem je zpréstikovana kaspazou-1........................ 60

5.4 Produkce IL-f indukovana gliadinem u PBMC ziskanych z periféme
pacienfi s nelé€enou celiakii je zavisla na uwalvani draselnych iofita
L0 0 [ o I L 1 T 64
5.5 Gliadinem indukovana exprese pro-Iid PBMC ziskanych z periferni krve
pacienti je fizena signalnimi drahami, v nichzZ jsou zapojenyakinrodiny

MAPK a transkrigni faktor NF«B .........ccccviiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67
5.6 Pro sekreci IL{1 u mySich BMDC stimulovanych gliadinem je vyZadoaan
kaspaza-1 a proteiny NLRP3 @ ASC.......ccooommmeeiei e 7Q.
5.7 V drazeidici expresi pro-IL-f u mySich BMDC stimulovanych gliadinem se
uplatiuje signalizace receptory TLR, jez zahrnuje protéityD88 a TRIF........ 73
B DISKUZE ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 78
A= o 10 | o 1 o PR 85
8 POUZITA TEIAIUIA ... ...ttt e e e e e e e e et n e e e e e e 86



1 Seznam pouzitych zkratek

AK

AP-1
APC
APS
ASC

ATP
BCA
BMDC

BMDM

BSA
CARD
CTL
DAMP

DC
DMFA
DMSO
DTT
FBS
GM-CSF
HLA

IFN
IgA/G

IRF
LPS
LRR
MAPK

aminokyselina

aktivani protein 1

antigen prezentujici blia

persiran amonny

z angl. apoptosis-associated speck-like prat@maining a caspase
recruitment domain — CARD

adenosin-5"-trifosfat

kyselina bicinchoninova

dendriticka bitka derivovana z prekurzoru z kostiiérck (z angl. bone
marrow-derived dendritic cell)

makrofag derivovany z prekurzoru z kostmék (z angl. bone marrow-
derived macrophage)

bovinni sérovy albumin

doména vazajici kaspazu (z angl. caspaseit@emnt domain)
cytotoxicka T biika (z angl. cytotoxic T lymphocyte)

struktury asociované s nebezime (z angl. danger-associated molecular
pattern)

dendriticka biika

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

fetalni bovinni sérum

granulocytarni, monocytariistovy faktor

lidsky leukocytarni antigen (z angl. human leaite antigen)
interferon

imunoglobulin A/G

interleukin

faktor regulujici interferon

lipopolysacharid

repetice bohaté na leucin (z angl. leucine-regreats)

mitogenem aktivovana proteinkinaza



MDDC

MFI
MHC
MICA

MWS
NAC
NACHT
NF-«xB
NK
NLR
NLRC4

NLRP1/3

NOD1/2

NOMID

PAGE
PAMP

PBMC

PBS
PMSF

dendritick& biika derivovana z monocytu (z angl. monocyte-derokeaidritic
cells)

pramérnd fluorescetni intenzita

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. majuastocompatibility komplex)
stresovy antigen buk, ligand receptoru NKG2D (z angl. MHC class |
polypeptide-related sequence A)

Muckle-Wells syndrom

N-Acetyl-L-cystein

oligomeriz&ni doména vazajici nukleotidy

jaderny faktoneB (z angl. nuclear factatB)

piirozeny zabijé (z angl. natural killer)

NOD-like receptor

z angl. nucleotide-binding oligomerizatiomalmin, leucine rich repeat and
CARD domain-containing protein 4

z angl. nucleotide-binding oligomerizataomain, leucine rich repeat and
pyrin domain-containing protein 1/3

receptorovy protein obsahujici oligometiiadoménu vazajici nukleotidy
(z angl. nucleotide-binding oligomerization domaomtaining protein 1/2)
novorozenecky multisystémovy zélivy syndrom (z angl. neonatal onset
multisystem inflammatory disease)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

struktury charakteristické pro patogenni mikganismy (z angl. pathogen-
associated molecular pattern)

mononuklearni hiky periferni krve (z angl. peripheral blood monodeac
cell)

fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (z anghosphate buffered saline)
fenylmethylsulfonyl fluorid

polyHEMA  poly(2-hydroxyethylmethakrylat)

pro-1L-1B
PYD
ROS
SDS
SNP
TBS

pro-interleukin-B

pyrinova domeéna

reaktivni kyslikaté intermediaty (z angl. reacbxygen species)
dodecylsulfat sodny

jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. singleleotide polymorphism)

Tris pufrovany fyziologicky roztok (z angl. $rbuffered saline)
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TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

Th pomocna T bitka (z angl. T helper cell)

THP-1 lidska monocytérni linie

TIR doména spolma receptoru TLR a receptoru pro IL-1 (z angl. Tolll
receptor)

TLR receptor skupiny Toll (z angl. Toll-like recep}

TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin

TNF-o  faktor-a nekrotizujici nadory (z angl. tumor necrosis factQ

TRX thioredoxin

TXNIP  protein interagujici s thioredoxinem (z arthioredoxin-interacting protein)

WT divoka forma (z angl. wild type)
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2 Uvod a cile prace

Celiakie pati mezi chronicka autoimunitni onemaen postihujici tenké Btvo.
Podstatou celiakie jei@mrSEna reakce imunitnich bgk jedince na lepek — s
zasobnich bilkovin obilnych zrn, ktera wstedku zjisobuje i za#tlivé poSkozeni viastni
tkdné tenkého seva. Je znamo, Ze vyraznou roli v patogenezi tolatemocgni
sehravaji specifické CD4+ T bky. Tyto specifické CD4+ T hiky piimo nebo
prostednictvim sekretovanych cytokiraktivuji mizné butky imunitniho systému a jejich
vykonné mechanismy, které nasléapisobuji znénu architektury $evni sliznice.

Vyznamnou ulohu v patogenezi celiakie vSak majéthliky prirozené imunity.
Ty mimo jiné sekreci cytokinprispivaji k lokalnimu zatlivému prostedi. Vyznamnym
prozargtlivym cytokinem bugk prfirozené imunity je obecninterleukin (IL)-13 a dalSi
¢lenoveé rodiny IL-1. Bylo ukazano, Ze I3 ke negativé uplaiiuje viad autoimunitnich
onemocgni. Jeho zvySena hladina byla pozorovana také ecképacienit s celiakii a
v kultivatnim médiu imunitnich buik izolovanych z krve pacieits celiakii poin vitro

stimulaci S&¢penymi bilkovinami z lepku.
Cile této diplomové prace byly nasledujici:

1) Izolovat a &tpenym gliadinem (monomerni frakce lepku) stimulovetnocyty a
mononuklearni bitky periferni krve pacieit s neléenou celiakii a zdravych

déarai a nasledéu nich stanovit produkci ILd.a IL-1

2) Svyuzitim mononuklearnich bék izolovanych z periferni krve pacidént
s neléenou celiakii a dendritickych bk pripravenych z prekurzar z kostni
dieré mysi postradajicich vybrané fumk proteiny uéit mechanismy a molekuly
zapojené v signalnich drah&ch, kteidi expresi, maturaci a sekreci I[3-1

vyvolanou stimulaci butk S&penym gliadinem
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3 Literarni p fehled

3.1 Celiakie

Celiakie je chronické z&tlivé onemocini tenkého geva. Vznika
u predisponovanych jedificpo poziti stravy, ktera obsahuje lepek. Vlivem imitoi
odpowdi u pacieni s nesnasenlivosti lepku dochazi k charakteristickgrenam sliznice
streva, tj. atrofii klki, hyperplazii krypt a infiltraci lamina propria zélivymi bunkami.
Nasledkem &chto patologickych z&n nemohou byt sprae¢nvstebavany Ziviny a dalsi
dulezité latky (nap. vitaminy a mineraly) z potravy. Celiakie fiamezi autoimunitni
onemocgni a na jejim vzniku se podileji vini a vrEjSi faktory. Vnitnimi faktory jsou
genetické predispozice daného jedince, nezbytnySivn faktorem je fijem stravy
obsahujici lepek, ale vliv maji prasgbdobré i dalSi faktory vijSiho prostedi
(Di Sabatino and Corazza, 2009).

3.1.1 Kilinické symptomy a diagnostika

Odhad vyskytu celiakie v evropské populaci se pafg/ty rozmezi 0,3 — 1,2 %
(Villanacci et al, 2011). Akoli byla celiakie dive povazovana zactské onemoani,
dnes je znamo, Ze ibe byt diagnostikovana v jakémkolgku, a to s dvakrat vyssi
pravdpodobnosti u Zen (Villanaca@t al, 2011). Vznik u dosflych je spojovan se
zagzovymi situacemi imunitniho systému zahrnujicimfiekte, thotenstvi a porodi
operace (Guandalini and Melin-Rogovin, 2002). Reoi@m je pdet diagnostikovanych
pacienfi — na jednoho diagnostikovaného pacientpgaa sedm nediagnostikovanych,
mnoho potencialnich paciéntak o své nemocitbec nevi (van Heel and West, 2006).

Mezi typické symptomy udi, u nichz je celiakie diagnostikovana do 2 l&kw;
pafti intestinalni potiZze, jako jsougirvavajici piijmy, neprospivani, zvraceni, &gené
bricho, ubytek vahy, dale pak ochablé svalstvpodraz@nost. U dosglych jsou projevy
rozmanité a nemusi se jednat o intestinalni potiigjcastjSimi extraintestinalnimi
piiznaky jsou anemie, osteopordza, mensisizartritida, epilepsie, neplodnost, poruchy
nervového nebo kardiovaskularniho systému, onedmbgater, zvySena kazivost ziub
afty, padani vlas a dalSi. Ficiny velkého pdétu a rozmanitosti symptoinnejsou zcela
objasrné, pravdpodobr se vSak jedna oudledky nutréniho deficitu a dysfuriniho
imunitniho systému. Celiakie vSakiie probihat také zcela befiznaki (Guandalini and
Melin-Rogovin, 2002; Troncone and Jabri, 2011).
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U pacient s celiakii se navic vedtsi mie objevuiji jina {asto také autoimunitni)
onemocgni. Mezi tato onemoami pati diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni
onemocgni Stitné Zlazy, Addisonova choroba, Sjodgren syndrom, deficit
imunoglobulinu (Ig) A, primarni biliarni cirhéza, uimunitni onemocini jater,
Dermatitis herpetiformis Duhring akteré syndromy, jako je Dowin nebo Turneiv
syndrom. Riziko vzniku asociovaného autoimunitniteemocgni se zvySuje, pokud
celiakie neni diagnostikovanatas a organismus je vystavovan lepku po delSi dobu
(Barton and Murray, 2008; Guandalini and Melin-Rago2002; Venturaet al,, 1999).

Prvnim krokem fi diagnostikovani celiakie je stanoveni protilatekrvi. Jedna se
o protilatky tidy IgA (pog. 1gG) proti tkd&ové transglutamindze, endomysiu igppdre
gliadinu. Druhy krok je zaloZen na agh tkare ze stedni a distalnicasti duodena
peroralni endoskopickou sondou. Na bioptickém nddterse nasledn histologickym
rozborem dokazuje ffiomnost charakteristickych lézi. StuipgosSkozeni se udava
v Marsh-Oberhuberovych stupnich (Marsh, 1990; Qldeehet al. 1999). Jako potvrzeni
diagnézy potom slouZzi pozitivni odezva na zavetbeaiepkové diety, ktera se projevuje
zmirndnim obtizi, snizenim mnozstvi specifickych progkaw krvi a zahojenim #vni
sliznice. U vysoce rizikovych jedidcse pro vylodeni celiakie a omezeni naslednych
testi da vyuzit stanoveni predispézich alel genetickymi testy (Di Sabatino and
Corazza, 2009).

3.1.2 Lécba

Jedinou pouzivanou dBou celiakie v dneSni debje striktni dodrZovani
celozivotni bezlepkové diety. Pacienti s celialdémji konzumovat zadné jidlo ani leéky
s obsahem lepku nebo jeho derivaprotoZze i mala mnoZstvi proé¢ nmohou byt
nebezpena. Velka variabilita mezi jednotlivymi pacientyeamo#iuje ukeni gesného a
jednotného mnozstvi lepku, které by bylo pro pagiemodné. Obeaghse udava 10 mg
lepku na den jako tolerované mnozstvi a 50 mg jakbezpeéné (Di Sabatino and
Corazza, 2009).

Vylouceni lepku z fijimané stravy je podstatné nejen pro zlepSenoloigického
nalezu a zmirni klinickych obtizi, ale také zaji§je prevenci fed komplikacemi, které
se mohou vyvinout iedevSim u dosfych pacieni. Mezi tyto komplikace péit
lymfomy, ulcerdzni jejunoileitida, kolagenni spnuebo nejastji refrakterni sprue (ktera
se projevuje neodpovidavosti na zavedenou dietepekbéi, které tyto komplikace

predstavuji, je dalSi poSkozovéani tkasteva (v tomto fpad jiZ nezavisle na
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piitomnosti lepku), jez Zisobuje petrvavani a zhorSovani klinickych obtizi, adskkdku
muze vést az ke vzniku rakoviny (Di Sabatino and €oaa2009; Villanaccaét al, 2011).

Po tech letech dodrZovani striktni bezlepkové dietypaoriziko vzniku naddr
u pacient s celiakii klesa, a dokonce je nizSi nez u zdrpgpulace. Vyjimku tvai
pacienti diagnostikovani po Sesté dekado/oté, u kterych i pes dodrzovani bezlepkove
diety zistava pravépodobnost vzniku rakoviny vysoké (Silaabal, 2008).

Kromé bezlepkové diety se v posledni dplvzhledem k alesgio ¢ast&nému
poznani mechanisinpatogeneze celiakie, objevuji moznosti alternatiamapie. Tyto
moznosti pedstavuje nap blokovani jednotlivych krak které se podileji na aktivaci
imunitniho systému lepkem, selektivni ods#@irburéénych populaci hrajicich negativni
roli v patogenezi celiakie, Sledni obilnin tak, aby obsahovaly menSi mnoZstvi
imunodominantnich lepkovych pepiidhebo oralni enzymova terapie a mnohé dalsi
(Kagnoff, 2007).

3.1.3 P¥i€iny vzniku celiakie
3.1.3.1 Genetické predispozice

Predispozice k tomuto onemaen jsou dané do ziaé miry geneticky. Shoda ve
vyskytu celiakie u jednovajaych dvogat se pohybuje okolo 85 % (Nistieb al, 2006).
Vysledky genetickych studii prokazaly silnou asocias molekulami hlavniho
histokompatibilniho komplexu 2iitdly (MHC, z angl. major histocompatibility complex)
a to konkréta s molekulami HLA-DQ2 a HLA-DQ8 (z angl. human lealte antigen-
DQ2/DQ8). Ténst vSichni pacienti exprimuji jednu #dhto dvou molekul. #blizné
v 90 % gipadi je to molekula HLA-DQZ2, zbyli pacienti maji na pokiu burtk molekulu
HLA-DQ8 (Sollid et al,, 1989).

Molekula HLA-DQ2 se ale také vyskytuje u 30—40 %eazet populace. Navic byl
zjisten vyrazre nizSi vyskyt celiakie u sourozeinckteri exprimuji identické molekuly
HLA, neZ mezi jednovaj@mymi dvogaty. Ok tyto skuténosti ukazuji na prawgodobné
zapojeni dalSich génkteré gispivaji ke vzniku celiakie (Nisticét al, 2006).

Pro odhaleniéchto tzv. non HLA gein byly provedeny rozsahlé celogenomové
studie, které hledaji chromozomalni oblasti (loRusgsociované sifslusnym
onemocgnim (Heap and van Heel, 2009; van Heet al, 2007). Pomoci
celogenomovych studii bylo odhaleno celkem 26 lélasociovanych s celiakii, ro#gni

jejich pattu na 39 pineslo vyuziti tzv. imunéipu (Trynkaet al, 2011). A &koli bylo do
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roku 2012 nalezeno hnedkolik kandidatnich geinnachazejicich se v danych lokusech,
zda se, ze jejich celkovyiigpsvek k ddicnému vyskytu celiakie je velmi maly.
Prikladem jsou geny pro CTLA-4 (regdld protein imunitniho systému), interleukin
(IL)-21, IL-2, c-REL (podjednotka komplexu jadermeliaktoruxB, NF«B) a dalSi
(Kumaret al, 2012).

Celkem bylo dosud vystleno giblizné 54 % z genetického vlivu, které se
podileji na citlivosti jeding ke vzniku celiakie. NejtSi podil na ddi¢nosti celiakie maji
geny pro molekuly HLA (okolo 40 %), zbylych 60 %nezdtleno mezi dosud neznamy
pocet non HLA ged, z nichz kazdy prawgbodobré prispivA pouze mensi ¢rou a
z kterych bylo dodnes &eno jen malé mnoZstvi objagici asi 14 % genetickych
predispozic (Trynkat al, 2011).

3.1.3.2 Lepek

Klicovym faktorem vyvolavajicim celiakii je lepek, cdaklada skuténost, Ze po
zavedeni bezlepkové diety &t$iny pacieni dochazi k remisi onemoémi. Lepek neboli
gluten je smis bilkovin obsazena v obilnych zrnech pSenice. €adkzpustnosti ve
vodném roztoku alkoholu se tato &rEli na rozpustné gliadiny a nerozpustné gluteniny.
Zatimco gliadiny jsou monomery obsahujici 250-3680nakyselin (AK), gluteniny jsou
polymerni struktury. Na zakladaminokyselinové sekvence gliadiny réigeme naa-,

y- a o-gliadiny, gicemz vSechny tyto komponenty mohou vyvolat posSkozdievni
sliznice. Gluteniny roz#lueme do dvou skupin dle molekulové hmotnosti na
nizkomolekularni (270-330 AK) a vysokomolekuladb@—800 AK), u kterych byly také
pozorovany toxické a imunogenriiiiky (Di Sabatino and Corazza, 2009; Sollid, 2002).

Zasobni bilkoviny s podobnym aminokyselinovym shipe jako maji pSetdné
gliadiny, byly nalezeny také ugmene a Zita. Stefnjako pSeniné gliadiny vyvolavaji i
zasobni bilkoviny jgmene a Zita u vnimavych jedinémunitni odpo¥d” (Di Sabatino
and Corazza, 2009).

Bilkoviny obsazené v lepku, zejména pak gliadingjindw vlastnosti, které by
mohly vyswtlovat jejich schopnost vyvolavat imunitni reakéaprvé obsahuji ve velké
mite aminokyselinu prolin, diky které jsou tyto billkoy vice odolné w¢i degradaci
sttevnimi protedzami. V lumenistvva tak nedochazi kjejich Uplnému reép&ni, ale
nachazeji se zde jako fragmenty o délce 10-50 AdlifPnavic ovliviuje strukturu
fragment, které se nasledrsnadwji vazi na molekuly HLA-DQ2 asociované s celiakii

(Sollid, 2002). Zadruhé typicky obsahuji vetsim zastoupeni také aminokyselinu
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glutamin, ktera je substratem pro enzym ntkéou transglutaminazu. Tkéva
transglutaminazaipnenuje rekteré glutaminy na glutamaty, a tak zvySuje imumigjeu
gliadinovych fragmerit Tyto fragmenty se totiz diky vzniklému z&pornémaboji na
glutaméatu Iépe vazi na molekuly HLA-DQ2 a HLA-DQ&dré jsou zmieny vysSe jako
dulezité molekuly asociované s celiakii), coz nastedrede k aktivaci specifickych
T burek (Jabri and Sollid, 2009).

Gliadinové peptidy obsahuji mnohdiznych epitog, které jsou rozeznavany
buinkami imunitniho systému. Zejména vyznamnymi se ziddgi byt ty epitopy, které se
nachazeji nan gliadinech, protoZze bylo prokazano, Ze jsou roaeany T bukami
vétsiny celiaki (Arentz-Hanseret al, 2000). @ilezitym fragmentenu gliadinu je 33-mer
(56. — 88. AKo2 gliadinu). 13 z jeho celkovych 33 AK tkigorolin, tudizZ je velmi odolny
vaci Stépeni protedzami. Navic obsahuje dohromadiggi€né se gekryvajicich HLA-
DQ2 vazebnych epitdprozeznavanych T kikami, coz z & ¢ini velmi €inny aktivator
T burgk (Qiao et al, 2004; Sharet al, 2002). Naopak mezi gliadinové peptidy, které
neaktivuji T butky, ale mechanismyf#pozené imunity, pdt peptidy p31-43, p31-49 a
p31-55 (vzniklé &penim a gliadinu). p31-43 a p31-49 indukuje u enterdcyd
mononuklearnich buk lamina propria expresi maturach znaki, stresovych molekul a
IL-15, dulezitého cytokinu firozené imunity (Hieet al 2004; Maiuriet al, 2003;
Mamoneet al, 2007).

3.1.3.3 Kofaktory vn éjSiho prost redi

Pokud se celiakie manifestuje u velmi malycéti dtypicky starych w#kolik
meésial), casto se tak @e velmi brzy poté, co jsou do jejich stravyiazeny obilné
produkty. Pokud se celiakie projevi az u starSiéti d dosplych, predpoklada se, ze
jejich genetické predispozice jsou nastaveny tdl Bnunitni systém sice rozeznal
proteiny lepku a reagoval n& jako na potenciathnebezpéné antigeny, ale je p@ba
dalSich podé&tt (kromé pritomnosti lepku ve str&y, které vedou ke ztratoralni
tolerance lepku a vzniku celiakie (Guandalini andliftRogovin, 2002).

Jako tyto kofaktory w&Siho prostedi jsou uvazovany igvni infekce, které
mohou jednak zvySovat propustnosgeshi bariéry, a tedy usnéolvat vstup gliadinovych
fragmentt do lamina propria, a jednak vést k vy3Si exprkéhdvé transglutaminézy
(v této souvislosti jsotasto uvadny zejmeéna rotavirové infekce) (Steaeal, 2006).
Déle se jedna o #gob z@azeni lepku do stravy die, vliv ma nejen n@msovani, ale i

mnoZstvi lepku a zda je dikojeno. V neposledrfad by roli mohlo hrat i sloZeni igvni
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mikroflory, stresoveé situace, jakéhibtenstvi, porod nebo operace a celkové mnozZstvi

konzumovaného lepku, jeho kvalita a zpracovanir(ett and Catassi, 2011).

3.2 Patogeneze celiakie

3.2.1 Stépeni lepku v travicim traktu

VSechny bilkoviny, ¥etns lepku, vstupujici do travici soustavy podléhapéni.
Prvni faze $peni se odehrava v Zaludkwinkem pepsinu. Nasleduje épeni na
oligopeptidy pankreatickymi protedazami a karboxymEzami v dvanacterniku. Vzniklé
oligopeptidy jsou poté &beny na jednotlivé aminokyseliny nebo di- a tripeypt
membrano¥ vazanymi peptidazami katdvého lemu buk stevniho epitelu. Malé
peptidové fragmenty a jednotlivé aminokyseliny prémeji skrz epitel do lamina propria
a dale do krve (Erickson and Kim, 1990).

Gliadinové peptidy ale diky vysokému obsahu prolmolavaji @¢inkim mnoha
proteaz a peptidaz, aigtavaji tak vlumen stva ve fornd oligopeptidi, které jsou
nasled® schopné aktivovatigpozené i adaptivni mechanismy imunity (Ciccociopgto
al., 2005; Hausckt al, 2002).

3.2.2 Prostupovani gliadinovych peptid G stfevni bariérou

Aby se gliadinové peptidy mohly setkat sikami imunitniho sytému, které jsou
zodpovdné za patogenezi celiakie, musi tyto peptidy ppmstat skrze gevni bariéru.
Presné mechanismy {miku gliadinovych fragmeiit nejsou znameé, prozatim byly
popsany nasledujici drahy.

Jednou z nich je paracelularni cesta zavisla ngeipro zonulinu, ktery zvySuje
propustnostdsnych spaj. Bylo ukdzano, Ze gliadin zvySuje expresi a sékzenulinu z
enterocyli, coz zmsobuje zvySenou propustnost epitelidlnikewhi bariéry pro
makromolekuly z lumen &va do lamina propria (Clemergeal.,, 2003).

Jinou moznost i@dstavuje transcytoza gliadinu z apikalni na bazthanu skrze
jednotlivé buiky stevniho epitelu. Translokace gliadinu timtaigpbem se je8tzvySuje
pii lok&lnim pisobeni interferonu (IFNy-a probih& ve &Si mie u neléenych pacierit
s celiakii nez u zdravych jedim¢Schumanret al, 2008).

DalSi navrzenou drahuigdstavuje retro-transcytéza komplexu sékileo IgA a
gliadinu za dasti receptoru CD71 (Matysiak-Budrek al, 2008).
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3.2.3 Posttransla €ni Gpravy gliadinovych peptid

Poté, co se gliadinové fragmenty dostanou do larpiogria, niize dojit k jejich
posttranslanim Upravam. Ty zjsobuje cytozolicky enzym tkéva transglutaminaza,
proti kterému se u celidktvori autoprotilatky (Dietericlet al, 1997).

Tkanova transglutaminaza jednakigobuje deaminaci glutaminu v gliadinovych
peptidech na glutamat (viz vySe), a jednakZzen dochazetijimo k jejimu provazovani
s gliadinemg¢imZ vznika komplex gliadin-tkéova transglutaminaza. Oba tyt&jel vedou
k vzniku novych epitop a zvySuji stimuléni &inek gliadinu na biikky imunitniho
systému (Reif and Lerner, 2004).

Predpoklada se, Ze specificka Bama imunitni odpo¥d’ je namiena nejprve proti
gliadinovym peptidm, které nebyly posttransia¢ upraveny. V jejim dsledku vznika
lokalni zawt a poskozeni #tva, coZz zfisobuje zvySenou sekreci tavé
transglutaminazy ven z bék (mononuklearni biky lamina propria a mezenchymalni

bunky), a dochazi tak k vyraznému zesileni celéhogmodJabri and Sollid, 2009).

3.2.4 Imunitni odpov éd’ na gliadin zprost rfedkovana T bu nkami

Gliadinové peptidy jsou vlamina propria vystavoyana povrchu antigen
prezentujicich buk (APC) okolnim T bikam. Rozeznani gliadinovych peptid
v komplexu s molekulami HLA (zejména HLA-DQ2 a HLIAQ8) vede k aktivaci gliadin
specifickych CD4+ T butk (Halstenseret al, 1993). Tyto gliadin specifické CD4+
T buiky byly izolovany pouze ze igvniho bioptatu pacieit s celiakii, nikoli ze
strevniho bioptatu zdravych dd@rdqMolberg et al, 1997). Polarizace CD4+ T btin
smirem k Thl (z angl. T helper cell) s€jel nejspiSe &inkem lokalniho cytokinového
prostedi IFN, IL-18 a IL-21 (Finaet al, 2008; Monteleonet al, 2001; Salvatet al,
2002). Aktivované gliadin specifické CD4+ Thlmy nasleds sekretuji IFNy a dalSi
cytokiny, které se podileji na aktivaci dalSich #um jejich efektorovych mechanism
zodpowdnych za poSkozeni extracelularni matrix, atrofkika znteni epitelialnich
burgk (Deemet al, 1991; Nilseret al, 1998; Pendest al 1997).

Mezi hlavni mechanismy odp&iné za poskozeniisniho epitelu pat aktivace
intraepitelidlnich cytotoxickych CD8+ T bek (CTL, z angl. cytotoxic T lymphocyte).
K aktivaci CTL dochazi &inkem IFN« a IL-21 (sekretované Thl bkami) a IL-15,
ktery po stimulaci gliadinem sekretujitestni epitelialni biikky i APC (Kasaianet al,
2002; Mentioret al, 2003; Robertst al, 2001). CTL celiak navic vykazuji oproti CTL
zdravych jedind zvySenou expresi aktiwaich receptar NKG2D a CD94-NKG2C a
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naopak tér&¥ postradaji inhikiini receptor CD94-NKG2A. Einkem gliadinu je kror&
exprese aktivénich receptar zvySena i exprese jejich ligaindmolekul MICA (z angl.
MHC class | polypeptide-related sequence A), narguy stevnich epitelialnich buik.
Interakce mezi aktivaimi receptory na CTL a jejich ligandy vede k aktivvykonnych
mechanism CTL a masivnimu odumirani epitelialnich Bkr{Hueet al, 2004; Jabri and
Sollid, 2009; Meresset al, 2004; Meresset al, 2006).

CD4+ Th2 buiky navic pomahaji aktivovat B hky a diferencovat je
v plazmocyty sekretujici specifické protilatkiidy IgA a IgG. Tyto protilatky nasledn
mohou gispivat k transportu gliadinovych pepiid lumen do lamina propria, a celou
imunitni reakci tak zesilovat (Matysiak-Budnét al, 2008). Mechanismy patogeneze
celiakie jsou shrnuty na obr. 1.

Gliadinové |)e|)t|t|)|r
Paracelularni '» 4 v Transcytéza
draha cevans »
%) S >

Retrotranscytéza

’ 9
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metaloproteindzy T
A 4 v_f____ Fh-y
©________1___ £ \
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Obr. 1: Mechanismy patogeneze celiakiegGliadinové peptidy prochazeji skrzestni epitel mechanismem
transcytdzy, paracelularni cestou pokpmu zvySenym uvibvanim zonulinu nebo retro-transcyt6zou
pomoci sekréniho IgA (slgA) a receptoru CD71. Deaminace a pzovani gliadinu s tkéovou
transglutaminazou (tTG) podporuje vystavovani gfiadych fragment ve spojeni s molekulami HLA
(predevSim HLA-DQ2 a HLA-DQ8) na povrchu APC. Dend## buiky sekretuji IFNe, ktery pomaha
aktivovat T buiky. Aktivované gliadin specifické CD4+ T bky produkuji fadu zastlivych cytokini.
Vyznamny Thl cytokin je zejména IFN-IFN-y a dalSi cytokiny néaslednaktivuji u fibroblasi a
mononuklearnich bwk lamina propria sekreci metaloproteinaz, jez jsmdpowdné za poskozeni

extracelularni matrix a bazalni membrany. Thl ciytpla IL-15 také aktivuji cytotoxické intraepitel
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CD8+ T buiky (CTL), které jsou zodp@dné za nieni enterocyt, a to mechanismem zaloZzenym na
interakci Fas-FasL nebo na interakci MIC-NKG2D &inkem perforii a granzynm. Cytokiny
produkované CD4+ Th2 likami podporuiji diferenciaci B bk na plazmocyty sekretujici protilatky proti
gliadinu a tTG. Vazba protilatek proti tTG na megdnw\ vazanou tTG riize vést ke vzniku depozit, které

také podporuji zgeni enterocyt. Prevzato a upraveno z Di Sabatino and Corazza, 2009.

3.3 Mechanismy p Arozené imunity v patogenezi celiakie

Ackoli T bunky hraji v patogenezi celiakie ktivou roli, v posledni dabpiibyva
studii, které se zabyvaji mechanismigrgqzené imunitni odpaddi na gliadin. Nkteré
gliadinové peptidy totiz nejsou rozeznavany hkami a vyvolavaji poskozenitsivni
sliznice bez @asti aktivovanych gliadin specifickych T bika Vyznamné postaveni
v mechanismechipozené imunitni odpasdi na gliadin by mohly mit zejménaretni
epitelidlni buky a APC, které by mohly stat na qa&ku celého procesu patogeneze
(Stepniak and Koning, 2006).

3.3.1 Uginky gliadinu na st Fevni epitelialni bu fky

Jsou-li stevni epitelialni biiky pacient s celiakii vystaveny gliadinu, dochazi
unich kexpresi a sekreci cel@dy molekul, jez se nasletinpodileji na aktivaci
imunitniho systému.

Bylo uk&zano, Ze po stimulaci gliadinem dochaziravsich epitelialnich buik
pacienfi s celiakii ve ¥tSi mie k apoptéze. Stimulace gliadinem sgotes IL-15 u
enterocylt vyvolava vysSSi expresi stresovych proteiMICA, strukturré podobnych
MHC molekulam 1.fidy. Jak uz bylo zmimo vySe, molekuly MICA jsou rozpoznavany
receptory na povrchu CTL, coz usledku vede k apoptoze enteracyiie et al, 2004,
Maiuri et al, 2003; Terrazzanet al, 2007).

Dale bylo ukdzano, Ze vazba gliadinu na chemokinmeegptor CXCRS3 zjsobuje
zvySené uvalovani zonulinu ze stvnich epitelidlnich buk, coz ma za nasledek
zvySenou propustnostistni bariéry (Lammerst al, 2008). Gliadin také u epitelialnich
burgk indukuje expresi tk@iové transglutamindzy a v neposledfdd® akumulace
gliadinovych peptid v lysozomech enteroaytvyvolava zvySenou hladinu reaktivnich
kyslikatych intermedidét (ROS, z angl. reactive oxygen species)ohto buikach
(Lucianiet al, 2010; Silaneet al, 2005).
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3.3.2 Uginky gliadinu na antigen prezentujici bu  fiky a molekularni

mechanismy jejich aktivace

DuleZitou roli v patogenezi celiakie hraji APC, jea svém povrchu vystavuji
gliadinové peptidy v komplexu s molekulami HLA. Bylukdzano, Ze u nelénych
celiaki se v lamina propria nachaztkolikrat vice dendritickych butk nez u I€éenych
pacienfi a zdravych dafc (Di Sabatinoet al, 2007; Rakiet al, 2006). Déle je velmi
podstatné, Ze liky prirozené imunity (spolaé s dalSimi sevnimi buikami) sekretuji
po pisobeni gliadinu velké mnoZstvi cytokinvytvareji tak charakteristické cytokinove
prostedi, které pomaha aktivovat a diferencovatkyuadaptivni imunity (Garrotet al,
2008).

Existuje rekolik studii popisujicich €inky gliadinu na APC. Stimulace makrofag
gliadinem vede k jejich aktivaci. Na rozdil od joty potravinovych antigénvyvolava
gliadin spoléné s IFN«y u makrofag zvySenou produkci oxidu dusnatého, sekreci TNF-
(z angl. tumor necrosis facta); IL-10 a chemokinu RANTES (Tkova et al, 2002).
| dalSi studie potvrdily, Ze po stimulaci makrafagliadinem dochazi k expresi gen
kodujicich proteiny €astnici se zatlivé imunitni odpo¥di, sekreci cytokifi (TNF-a,
IL-12, IL-15) a navic zonulinu, molekuly zvySujisfrevni propustnost (Thomast al,
2006).

Stimulace buék linie THP-1 (lidskd monocytarni linie) gliadinempisobuje
taktéz jejich aktivaci. Gliadin stimuluje produkENF-o a IL-8, ktera se zvySuje, pokud
se spolu s gliadinem k bBkam @ida IFN«y (Jelinkovaet al, 2004). Shodny vliv ma
gliadin i na monocyty izolované z periferni krveléenych celiak. Ty po stimulaci
gliadinem produkuji vys§8i mnoZzstvi TNFa IL-8 v porovnani s monocyty izolovanymi
z krve |&enych celialk a zdravych dafg stejré tak u nich dochazi k vysSi expresi
povrchovych matukaich znak, jako jsou CD83, CD80, CD86 a CD40 (Cincaal,
2007). Dale byla u monoadyta mononuklearnich bgk periferni krve (PBMC, z angl.
peripheral blood mononuclear cell) naédych celiak po stimulaci gliadinem
pozorovana také zvySena sekrece [fLallL-23 (Harriset al, 2008).

Piasobeni gliadinu vede k aktivaci dendritickych BknDC). U dendritickych
burgk derivovanych z monocyt (MDDC, z angl. monocyte-derived dendritic cells)
stimulace gliadinem vyvolava zvySenou expresi poeowych znak (CD83, CD80, CD86
a HLA-DR), sniZuje jejich fagocytickou aktivitu avySuje sekreci IL-8 i dalSich
chemokiri a také prozaftlivych cytokini (IL-6 a TNFw). MDDC stimulované
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gliadinem navic vykazuji lepSi schopnost aktivovabuiky a maji vysSSi migrani
schopnost (Chladkovéat al, 2011; Palova-Jelinkovéat al, 2005). Bylo ukazano, zZe
exprese aktivéenich povrchovych molekul a sekrece cytakim MDDC neni ovlivina
genetickym pozadim a dosahuje stejnych hodnot uakiel celiaki dodrzujicich
bezlepkovou dietu i zdravych dérmesoucich molekulu HLA-DQ2 a zdravych darc
ktefi nenesou ani molekulu HLA-DQ2 ani HLA-DQ8 (Rakhivaaet al, 2009).

Podobné &inky gliadinu byly ukazany také u mysSich dendrifick burgk
derivovanych z prekurzorz kostni derg (BMDC, z angl. bone marrow-derived dendritic
cell). BMDC stimulované gliadinem vykazuji zvySeméozstvi MHC molekul 2.ridy,
kostimulanich molekul, sekretovanych cytokia chemokia (Nikulinaet al, 2004).

Predchozi studie také odhalily¢které z molekularnich mechanigmaktivace
APC. Bylo ukazano, Ze v signalnich drahach smy&h gliadinem, jez vigsledku vedou
k aktivaci monocyt, PBMC a DC, hraji roli transkrémi faktor NFxB a protein p38
z rodiny MAPK (z angl. mitogen-activated proteim&se). Naopak role dalSikitena
rodiny MAPK, ERK1/2, se nepotvrdila (Cinowt al, 2007; Chladkovét al, 2011,
Jelinkovaet al, 2004; Palova-Jelinkovét al, 2005). Studie na makrofazich objevily
Ucast molekuly MyD88 v aktivaci bk gliadinem. Akoli je MyD88 jedna z dlezitych
adaptorovych molekul zajiStujicich signalizaci mpairchovymi receptory TLR (z angl.
Toll-like receptor)¢i IL-1R (receptor pro IL-1) a transkdpim faktorem NFeB, nebyla
potvrzena role TLR2 ani TLR4 jako recepi@ro gliadin (Thoma®t al, 2006). Pesto
byl v jiné studii u APC jako gliadinovy receptorwunaen pra¢ TLR4 (Junkeret al,
2009).

~ 7 v

3.4 Interleukin-1 B a dalSi ¢élenové rodiny interleukinu-1

Interleukin-B je jednim z jedenactélena rodiny IL-1. Ta krond IL-1p jesSg
zahrnuje nap IL-1a, IL-18, IL-33, IL-36. Nejvice studované jsou prvdva objevené
interleukiny z této rodiny, IL-d a IL-1B, jeZ se diky svym vyznamnym prozéivym
acinkam uplativji v obraré organismu fed infekci (Dinarello, 2011).

IL-18 je produkovan zejména monocyty, makrofagy a DC yn&uje
se rozmanitymi &nky na buiky imunitniho systému. Indukuje u nich produkci
chemokirii, jinych cytokin, oxidu dusnatého, aktivuje lymfocyty a jinécibkuje viak
nejen na biikky imunitniho systému, népjeho misobeni na endotelialni fiky u nich
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vyvolava zvysenou expresi povrchovych adhezivnidiekul, dale zaficinuje syntézu
proteini akutni faze v jaternich bhkach a také funguje jako pyrogen (Dinarello, 1996).

IL-10 produkuji Gzné imunitni i neimunitni biky (epitelialni a endotelialni
bunky, fibroblasty i dalSi) a ma podobné proZidimé Ucinky jako IL-13. Na rozdil od IL-
1B je vSak exprimovan konstitutig¢ra prekurzor (ne§pena forma IL-&) je biologicky
aktivni. IL-1o. pa¥i mezi cytokiny s dudélni funkci. To znamena, Zekpreor IL-la mizZe
byt translokovan do jadra béky kde funguje jako transkidpi faktor a reguluje
transkripci gefi, zarove vSak niize byt IL-Io z burgk sekretovan a slouzit jako mediator
lokalniho zastu (Dinarello, 1996; Stylianou and Saklatvala, 1998

DalSim ¢lenem rodiny IL-1 je IL-18. IL-18 byl objeven jakfaktor indukujici
produkci IFNy, jeho &inky jsou vS8ak mnohem rozmagjgi a v mnohém se podobaji
acinkam IL-1. U burgk imunitniho systému nap vyvolava produkci chemokin a
cytokini, podporuje polarizaci T bék smérem k Thl, aktivuje NK biiky (z angl.
natural killer). U neimunitnich bk nag. zvySuje expresi adhezivnich molekul. Zdrojem
IL-18 jsou gedevsSim monocyty, makrofagy a keratinocyty (Dirlarel999).

3.4.1 Signélni drdhy Fidici expresi pro-interleukinu-1 8

Protoze IL-B je dilezity cytokin regulujici z&#t, jeho bugéna produkce jeiisns
kontrolovana a pro syntézu a sekreci aktivni podabkif je vyzadovano ¢kolik signati.

Prvni z nich je nutny k expresi genu pro Ig-1Jedna se o té&fh vSechny
testované mikrobialni produkty. Transkripci genuo ptL-18 vyvolava i frada
nemikrobialnich pod¥ta (cytokiny, oxid Kemkiity, azbest, C-reaktivni protein, stresové
faktory jako UV z&eni a mnohé dalSi), ne vSechny jsou ale dastate pro naslednou
translaci, nap vy z&eni, kyselina retinovd nebo slozky komplementu,ojaB5a ci
faktor H, vedou pouze k zvySené hladmRNA pro IL-13 v buice (Dinarello, 1996).

Bylo ukazano, Ze jako receptory, které stoji n&dpikas signalnich drafiidicich
expresi genu pro ILfl, slouzi receptory TLR, NOD1 a NOD2 (z angl., notite-
binding oligomerization domain-containing protei)1

TLR jsou transmembranové receptory, které pomotaeglularnicasti bohaté na
aminokyselinu leucin, LRR (z angl. leucine-rich eafs), rozeznavaji struktury
charakteristické pro patogeny (PAMP, z angl. patimegssociated molecular pattern).
Cytozolickacast receptoru TLR obsahuje doménu TIR (Toll/IL-teggtor), ktera vaze
adaptorové proteiny.émito adaptorovymi proteiny mohou byt MyD88, TRIFRAM a
Mal neboli TIRAP. Adaptorové proteiny dale vazi ktiveuji dalSi molekuly signélnich
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drah, nap kinazy z rodiny MAPK. Na konci signalni drahyzjeahrnuje adaptorové
proteiny MyD88 a TRIF, jsou transkeipi faktory NFxB a AP-1 (aktivani protein 1).
Tyto faktory zahajuji transkripci gérpro prozastlivé cytokiny wetn IL-1p. V piipact
drahy obsahujici pouze adaptor TRIF mohou byt kiménimi faktory také IRF (faktory
regulujici interferon), tyidi transkripci interferom typu 1 (IFNe/B) (Akira et al., 2006;
Creagh and O'Neill, 2006).

Cytoplazmatické receptory NOD1 a NOD2 taktéZz obgakiast LRR, kterd
rozeznava signaly DAMP (z angl. danger-associatetecular pattern). Jako doména
vazajici adaptory slouzi doména CARD (z angl. cespacruitment domain)j¢s kterou
se vaze serin/threoninova kinaza RICK (znama také RIP2). Aktivace této kinazy dale
vede k aktivaci NReB a transkripci genu pro ILBL Zatim nezndmym mechanismem jsou
po aktivaci receptdgr NOD aktivovany také kinazy zrodiny MAPK (Uematsund
Fujimoto, 2010). Signalni drahy receptoru TLR4, ND®NOD2 jsou shrnuty na obr. 2.
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Obr. 2: Signalizace fFes receptory TLR4, NOD1 a NOD2Po vazk ligandu (nap. lipopolysacharidu) na
receptor TLR4 (v komplexu s proteiny CD14 a MD2)zghajena hdl signalizace zahrnujici adaptorové
molekuly MyD88 a TRIF, protein TAKI¢leny rodiny MAPK (ERK, JNK, a p38) a transkig faktory
NF-xB a AP1, nebo signalizace zahrnujici adaptorovolekutu TRIF a transkrigni faktor IRF. Po vazb
ligandu na receptor NOD1 nebo NOD?2 je aktivovar&hdrzahrnujici kindzu Rip2 a transknp faktor NF-
kB. Vazba transkrignich faktofi na DNA v disledku vede k produkci cytokinPodle Liet al, 2012.
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3.4.2 Maturace pro-interleukinu-1

Po UspsSné transkripci a translaci se 1B-¥ buice nachazi ve forénprekurzoru,
pro-interleukinu-B (pro-IL-1B). Tato forma IL-PB jeS€ neni aktivni a musi byt déle
maturovana. Maturace zahrnujép&ni prekurzoru o hmotnosti 31 kDa na 17 kDa aktivn
formu, ktera je sekretovana ziiy. Maturace pro-IL-g se d@je dwma mechanismy.

Prvni z nich je mechanismus zavisly na kaspazethyde nezavisly na kaspaze-1.

3.4.2.1 Stépeni pro-interleukinu-1 B kaspazou-1

Kaspaza-1 spolu s ostatnimi kaspazamii et rodiny cytoplazmatickych proteaz,
které S¥pi své substraty za aminokyselinou aspartatem. &asjsou studovany zejména
v souvislosti s apoptézou bty nekteré z kaspaz (lidska kaspaza-1, -4, -5 a -12lse
Ucastni i Skpeni a sekrece prozéhvych molekul, a byvaji proto nazyvany prozéivé
kaspazy (Nadiret al.,, 2006).

Kaspaza-1 je prvni objevend kaspaza. Nachazi sgoplaznt fagocytickych
burék ve formg¢ neaktivniho zymogenu — prokaspazy-1. RwblfZeni vice molekul
prokaspaz-1 k s@bse prokaspazy-1 sam&si a vytvdi aktivni heterodimer slozeny ze
dvou 10 kDa a dvou 20 kDa podjednotek. Funkce aktkaspazy-1 zahrnuje i&gteni
prekurzoru IL-B na jeho aktivni formu (Thornberegt al, 1992).

Dulezitym krokem v autokatalytické aktivaci kaspazyel vytvaeni velkého
makromolekularniho komplexu, ktery se nazyva inagm (hmotnost okolo 700 kDa).
Inflamazém funguje jako leSeni, jez vaze molekulykpspaz-1, vzajendrje piblizuje, a
prispiva tak k jejich aktivaci. Nejlépe prozkoumamspy inflamazomy NLRP1, NLRP3
(nazyvany také NALP3 nebo cryopyrin) (z angl. notlde-binding oligomerization
domain, leucine rich repeat and pyrin domain-caormg protein 1/3) a NLRC4 (z angl.
nucleotide-binding oligomerization domain, leucineh repeat and CARD domain-
containing protein 4) (Lamkandét al,, 2007).

Vzhledem k tomu, Ze se objevily studie, které patyirroli NLRP3 v patogenezi
nekterych autoimunitnich a autoinflamatornich onemtoéna v nedavné dektaké prvni
naznaky jeho mozn&asti v patogenezi celiakie, v datfisti se bududnovat struktie a
aktivaci pra¥ tohoto typu inflamazomu (Pontillet al, 2011; Shavet al, 2011).

Podstatnowésti inflamazému NLRP3 je protein NLRP3, receptoodiny NLR
(z angl. NOD-like receptor). Protein NLRP3 obsattijeilezité casti. Stedovoucasti je
doména NACHT, fes kterou jsou vytiény oligomery a vazany nukleotidy. C-konec je

tvoren LRR. Na N-konci se nachazi doména obsahujicinp@eYD). Dilezitou
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adaptorovou molekulou inflamazomu NLRP3 je protew$C (z angl. apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspageitment domain — CARD). ASC se
jednak vaze fes svoji doménu PYD k PYD dom&mNLR, a jednak se svoji doménou
CARD véaze na CARD doménu prokaspazy-1. Protein ARI9 slouZi jako adaptor mezi
receptorem NLR a prokaspazou-1 (Pegtral, 2009), jak je uvedeno na obr. 3.

NLRP3
LRR [
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ASC
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Prokaspaza 1

Obr. 3: Struktura inflamazému NLRP3. Inflamazém NLRP3 se sklada z receptorového protRibRP3,

adaptorového proteinu ASC a prokaspazy-1. Podladmzand Schroder, 2010.

Inflamazém se v DC a makrofazich vyskytuje v neaktforne. Aby tedy mohlo
dojit k maturaci pro-IL-g kaspazou-1, musi bka obdrzet signal, ktery povede
k sestaveni inflamazomu. AZ po obdrzeni tohoto&igproteiny NLRP3 oligomerizuiji,
vazi adaptorové proteiny ASC a ty zpreskuji vazbu a aktivaci prokaspaz-1 (obr. 4).
Jako signaly, jez vedou k sestaveni inflamazomly, psokdzany PAMP bakterii, hub a
vira (Cravenet al, 2009; Duncaret al, 2009; Hiseet al, 2009; Ichinoheet al, 2009;
Kumaret al, 2009; Martinoret al, 2004; Mishreet al, 2010; Rajaret al, 2011). Jednat
se ale nmiZze i o produkty vlastnich bgik organismu spojené s bitmym poskozenim
nebo stresem (DAMP) a o exogenni latky, jako jsag.radjuvancia (Eisenbartét al,
2008; Ghaemi-Oskouie and Shi, 2011; Nienal, 2011; Pazéet al, 2011; Rajamaket
al., 2010).
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Obr. 4: Aktivace inflamazému NLRP3. V klidovych DC nebo makrofazich je inflamazém niaaki, tedy
jeho jednotlivé proteiny nejsou vazany. Po obdrzgighalu PAMP nebo DAMP dochazi k seskupeni
proteini NLRP3, ASC a prokaspaz-1 do inflamazomového korwpleoz umot#uje autokatalytickou
aktivaci kaspazy-1. Aktivni kaspéza-18git pro-IL-13 na aktivni IL-B, ktery je uvohovan z buiky.

Prevzato a upraveno z Tschopp and Schroder, 2010.

Ackoli je zndmo mnoho signalvedoucich k sestaveni inflamazému, malo se vi o
molekularnich mechanismech tohoté&ed Nekteré latky se sice mohou vazairpo na
LRR oblast, ale nezda séilg pravdpodobné, Ze by vSechny PAMP a DAMP s velmi
rozdilnymi strukturami mohly #imo interagovat s receptory NLR. Vice prawddobna
se jevi moznost, Zze vSechny signaly vedou ktndmu stresu a naslednému uvolin
vnitrobure¢nych DAMP, které aktivuji inflamazom n#mo, tedy bez interakce s NLR.
Navrzeny byly ti nasledujici modely aktivace inflamazomu (Zambetttl, 2012).

Prvni model je zaloZen na uviovani draselnych iofitz buiky. Bylo ukazano, Ze
vazba extracelularniho adenosin-5"-trifosfatu (A)kanal P2X7, ktery se nachazi na
cytoplazmatické membréra je selektivni pro kationty, vyvolava jeho diewi a rychlé
uvolovani draselnych iofitz buiky. Ztrata draselnych iofitje nahrazovana vtokem
vapenatych iorit do buiky. Podobny dinek na hladinu draselnych idnt buice maji i
nekteré bakterialni toxiny. Ty funguji dujako ionofory (nap nigericin), které usnaidiji
pienos iont skrz membranu, nebo vyttgi péry v cytoplazmatické membrarfnag.
toxiny maitotoxin, listeriolyzin O, aerolyzin), goisobuji tudiz uvalovani draselnych
iontd z buiky. Pokles koncentrace draselnych fontbuice nasled& vede k sestaveni

inflamazému a aktivaci kaspazy-1 (Frecée al, 2007; Perregaux and Gabel, 1994;

28



Pétrilli et al, 2007). Inhibice uvalovani draselnych iofitz buiky vysokou koncentraci
extracelularnich draselnych idntbrani aktivaci inflamazomu. Stejntak nedochazi
k aktivaci inflamazému, pokud jsou blokovany sigrialdrahy spugné otewenim
draselnych kanal ¢i vznikem draselnych péar(Lamkanfi et al, 2009; Pétrilliet al,
2007).

Vazba ATP na protein P2X7 ackieré bakterialni produkty (nigericin a
maitotoxin) kron& uvoliovani draselnych iofit z buiky zpisobuji také aktivaci
pannexinu-1. Pannexin-1 vytfav burééné membrad velky por, kterym se mohou
dostavat#izné molekuly do btky a naopak. Bkteré studie fedpokladaji, Zze pannexin-1
zprostedkovavéa pinik bakterialnich¢asti do biky a nasledné sestaveni inflamazému,
coZ je pro aktivaci kaspazy-1, maturaci pro-fd sekreci IL-B nezbytné (Kannegangi
al., 2007; Pelegrin and Surprenant, 2006; Pelegrith Sarprenant, 2007). Uvedené
mechanismy aktivace inflamazomu v zavislosti nackemtraci draselnych iointv buice
jsou shrnuty na obr. 5.

Presny mechanismus, jimz nizka koncentrace draseloydiv buice umoauje
skladani inflamazému, neni znam. Je mozné, Ze hldivnna aktivaci inflamazému maji

obecrt celkové zniny v iontovém prosedi uvnit bunky (Jin and Flavell, 2010).
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Obr. 5: Model aktivace inflamazému NLRP3 zalozeny a poklesu koncentrace draselnych iorit

Al

—_

)

v bunce.Bakterialni toxiny vytvéeji v buré¢né membra& por, kterym z bisky unikaji draselné ionty. Také
vazba extracelularniho ATP na kanal P2Xdsqgbuje jeho otéeni a uvabovani draselnych iofitz buiky.
Pokles draselnych iointv buice umoiuje aktivaci inflamazému. Zaroiievazba ATP na P2X7 #gobuje
formovani pannexinu-1. Pannexin-1 tv@or, kterym do biky vstupuji molekuly obsahujici DAMP a

PAMP, coz také podporuje aktivaci inflamazémie\Rato a upraveno z Tschopp and Schroder, 2010.
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Druhy model je zalozen na lysozomalni nestabilPokud DC a makrofagy
fagocytuji castice, jako jsou krystaly soli kyseliny tuwvé, azbestové aidmenné
krystaly, ¢i hlinikové soli, doch&zi k aktivaci inflamazémuwtd velké krystaly zpsobuji
rozpad lysozorin Z poruSenych lysozoinse nasledh uvoliuje proteaza katepsin B
(obr. 6) a bylo ukazano, Ze inhibice katepsintiaBt&né sniZuje aktivaci inflamazému a
uvolovéani IL-13 z burgk. Také amyloid3 (bilkovina, jez se nachazi v neurondlnich
placich u Alzheimerovy choroby a praymbdobre ma roli v patogenezi této choroby)
vyvolava lysozomalni nestabilitu, aktivaci katepsiB a inflamazému NLRP3. Kroin
krystali a velkych ¢astic zmisobuje aktivaci katepsinu B, také nigericin (bailei
ionofor). Mechanismus propojeni katepsinu B a méaému NLRP3 ale neni znam. Dale
bylo ukdzano, Ze poruSeni celistvosti lysohojimym mechanismem neZ krystaly a
velkymi casticemi také zpsobuje aktivaci inflamazému. Je tedy pr&wodobné,
Ze aktivaci inflamazomu vyvolavaji jednotlivé latke@imo tak, Ze zfisobuji poruSeni a
vyliti obsahu lysozorin (Halle et al, 2008; Hentzet al, 2003; Hornungt al, 2008).

Na druhou stranu u mySich makrofiaderivovanych z prekurzdrz kostni deng
(BMDM, z angl. bone marrow-derived macrophage) alBMpostradajicich katepsin B
byla aktivace kaspazy-1 a sekrece p{o stimulaci krystaly kyseliny néové, solemi
hliniku a hemazoinem (malarickym pigmentem) n&ana. Je tedy mozné, Ze pouZzité
inhibitory katepsinu B nejsou zcela selektivni ak#iéovou roli hraje jina lysozomalni
protedza nez katepsin B (Dostettal, 2009).
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Obr. 6: Model aktivace inflamazému NLRP3 zaloZzeny a lysozomalni nestabili€&. Fagocytéza

Inflamazém

krystalickych a velkyckastic zfisobuje poruSeni lysozomalni membrany a wmilkatepsinu B. Katepsin
B se gimo nebo zprosgtdkovar podili na aktivaci inflamazému.i®zato a upraveno z Tschopp and
Schroder, 2010.

30



Treti model aktivace inflamazému NLRP&dpoklada roli ROS v tomto procesu.
Bylo ukazano, Ze ATP, nigericin i krystalické latksgzbestové aikemenné krystaly)
v buiice vyvolavaji produkci ROS. Pokud jsou ROS pouZgecifickych latek v hice
vychytany nebo je inhibitory blokovana NADPH oxidageden z hlavnich zdijROS
v makrofazich), nedochazi k aktivaci inflamazomworba ROS jetasto doprovazena
uvolovanim draselnych io@it z buiky, ale propojeni &chto dvou dju zatim neni
objasréno (Dostertet al, 2008; Pétrilliet al., 2007; Sorbara and Girardin, 2011).

Otazkou #astava, co je zdrojem vySSi produkce ROS #deu a jakym
mechanismem zajifji aktivaci inflamazomu. Navic ne vSechny latkyer vyvolavaji
tvorbu ROS v biice, zfisobuji aktivaci inflamazému (Tschopp and Schro@6d,0). Ri
stimulaci makrofag krystaly kyseliny mdové a azbestu, je za zdroj ROS povaZovana
NADPH oxidaza (Dosteret al, 2008). Jiné studief@dpokladaji, ze hlavnim zdrojem
jsou mitochondrie. To je podpeno moznym vysitlenim aktivace inflamazémuwiinkem
ROS, jez zahrnuje interakci proteinu TXNIP (z antjlioredoxin-interacting protein)
s proteinem NLRP3. V klidovych Biach je TXNIP vdzan na TRX (thioredoxin). Po
stimulaci bugk nag. krystaly kyseliny méové dochazi k zvySeni hladiny ROS \ibe,
coz usti v uvolani TXNIP od TRX a vazb TXNIP na NLRP3. Chybi-li TXNIP, je
aktivita kaspazy-1 sice sniZzena, ale nikoli &pM aktivaci inflamazému ROS tak budou
mit uplatréni i jiné drahy (Zhotet al, 2010). Popsané mechanismy aktivace inflamazému
v dusledku vySSi produkce ROS vitme jsou znazokmy na obr. 7.

DalSi studie naopak ukazuje zcela jinyiggb, jak ROS ovliiuji produkci IL-18.
Inhibice tvorby ROS v hice snizuje expresi pro-ILB1 coz vede k fedpokladu, ze ROS
krome¢ aktivity kaspézy-1 ovliiuji také prvni signal Zjsobujici expresi prekurzoru 131
(Asehnounest al, 2004).

Je zapakbi dalSich vyzkuin aby se zjistilo, zdadktery z uvedenych model
muze edstavovat hlavni mechanismus aktivace inflamazdrali. v tom, ktery model
se v danémijipact uplatni, zcela jigthraje typ buwk, typ stimulu, délka a jiné podminky
stimulace. Zda se, Zze samotné sniZzeni koncentnaseldych iont v buice neni pro
aktivaci inflamazomu dostateé, navic i ostatni dva modely maji nedostatkytudiz
mozné, Ze jednotlivé drahy se vzajenavliviiuji a Ze biiky reaguji na &aky spolény

rys vSechdchto model, ktery je spojen s néjznivou situaci, v niz se bka nachazi.
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Obr. 7: Model aktivace inflamazomu NLRP3 zalozeny a zvySené produkci reaktivnich kyslikatych

Inflamazém

intermediata v bunce. Fagocyt6za krystalickych a velkych latek, stejako molekuly DAMP (nap
ATP), vyvolavaji v biice zvySenou produkci ROS. VySSi hladina ROS umjgZ aktivaci inflamazomu.
Jeden z moznych mechanisnie, Ze ROS vyvolavaji uvotni proteinu TRX od proteinu TXNIP, ten se

nasleds pifimo vaze na NLRP3 a aktivuje inflamazoénie¥zato a upraveno z Tschopp and Schroder, 2010.

Na rozdil od dendritickych bék a makrofag stai u monocyh pro sekreci IL-B
pouze prvni signal, tedy ten, ktery vede k exppstiL-13. Druhy signal zpsobujici
skladani inflamazému a aktivaci kaspazy-1 jiz sHigch krevnich monocgtneni nutny,
neba’ tyto buiky jiz maji kaspazu-1 aktivni. Nicmén v tomto gipact je aktivita
kaspazy-1 zavisla na seskupeni inflamazomovycleimot jejich zablokovani inhibuje
aktivitu kaspazy-1 a maturaci ILB1Také u monocyt se pro usgsnou sekreci IL-f zda
byt nutna zvySend hladina ROS a/nebo snizena Rkladiaselnych ioiit v buice
(Hewinsonet al, 2008; Neteat al, 2009; Neteat al, 2010; Tasset al, 2009).

Kromé¢ konstitutivni aktivace kaspazy-1 je dalSi moZnaticipou toho, zZe
monocyty nevyzZaduji 2. signal, pozorovani, Ze skamel monocyt bakteridlnim
lipopolysacharidem (LPS) (na rozdil od stimulace kmofagi) vede k uvalovani
endogenniho ATP. ATP se naslédraZze na kanal P2X7, cozZ je nezbytné pro naslednou
maturaci a sekreci ILfil(Neteaet al, 2009; Picciniet al, 2008). Podle jiné studie jsou
maturace a uvabvani IL-13 z monocyt zavislé na uvaglovani endogenniho ATP a jeho
vazk® na protein P2X7 pouzetipkratkodobé (3 hod) stimulaci. Naopak plouhodobé
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(24 hod) stimulaci je maturace a ukavani IL-13 podle autak studie nezavislé jak na
ATP, tak na kanélu P2X7 (Wasdd al, 2010).

Mozné vys¥tleni, pr& se monocyty a makrofagy lisi v aktwitnflamazému a
kaspazy-1, nabizi jejich dloha v imunitnim systérujejich vyskyt v organismu.
Monocyty cirkulujici krvi se &n¢ s patogeny nesetkavaji. Aktivni kaspaza-1 jim
umoziuje rychle reagovat na nebezpé podsity, pokud by se v organismu vyskytly.
Naopak u makrofdg které se nachazeji v mistech exponovanyitdnym vrgjsSim
podrétam a mikrolim (plice, steva), neni Zadouci, aby na kazdy takovyto gbdn
reagovaly produkci prozétivych cytokini. Makrofagy obdrzi druhy signal, ktery
umozni maturaci a sekreci Il31pouze pokud dojde k lokalni infekdipoSkozeni bugk
(Neteaet al, 2009).

3.4.2.2 Draha nezavisla na kaspaze-1

Kromé kaspazy-1 rwze byt pro-IL-B S€pen do své aktivni formadou dalSich
protedz. Z rodiny kaspaz by v maturaci pro-lL+hohla byt zapojena také kaspaza-5 a
kaspaza-8 (Burnet al, 2003; Maelfaitet al, 2008). Jinak se jedndqulevsSim o proteazy
neutrofili, jako je elastaza a katepsin G, proteindza Foteazy mastocyt chymaza a
granzym A. Ty 3ipi pro-IL-18 sice extraceluldin(prekurzory mohou byt uvodny naf.
z monocyli a makrofag v mist zarétu) a na jiné pozici nez kaspaza-iesio jsou tyto
formy IL-1B biologicky aktivni (Coeshotet al, 1999; Gumaet al, 2009; Hazudat al
1990; Irmleret al, 1995; Mizutaniet al, 1991). Dale bylo ukazano, Ze pro-1B-je
Sttpen také trypsinem, chymotrypsinem, kolagendzamétaloproteindzami a také
bakterialnimi enzymy (Blaclet al, 1988; Hazudeet al, 1990; Kapuret al, 1993;
Schonbeclet al, 1998). Mista gpeni pro-IL-B jsou znazoréna na obr. 8.

Katepsin G
Chymaza
Chymotrypsin
Elastaza
(Y113)

dum C (269)
Kaspaza-1 Granzym A
(D116) (R120)

Obr. 8: Maturace pro-interleukinu-IL-1 B nezavisla na kaspaze-INa 269 AK dlouhém prekurzoru IL-

Stafyl. proteaza
(E111)

Proteinaza-3
(V114)

N m—

1B jsou znazorény aminokyseliny a jejich pozice rozeznavané przded, jez jsou schopné pro-Il31

maturovat. Fevzato a upraveno podle Dinaredibal., 2011.
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3.4.3 Uvolnovani interleukinu-1 B z bunky

Pro-IL-1B je syntetizovan v butném cytozolu bez sekmei signalni sekvence,
coz znemotuje jeho sekreci drdhou zahrnujici endoplazmatiekékulum a Golgiho
aparat (Rubartellet al, 1990). Dnes je znamakolik moZnosti, jak je IL-f uvoliovan
z burek (obr. 9), ktera z nich je hlavni, je ale statedgmétem badani.

Prvni navrhy byly zaloZeny nargusta¢ uvoliovani IL-13 ve chvili, kdy je
poskozena buftnd membrana, bezcéasti specifické seksai drahy (Hogquistet al,
1991).

Jiny mechanismus vychazi z poznatku, Ze Rraytozolu ntize byt pro-IL-B
kaspazou-1 maturovan takée v sekieh lysozomech. Nasledna exocyt6za s@&keh
lysozomi uvoliuje IL-18 z buiky. Proces exocytdzy sekrdch lysozond je u monocyi
spustén stimulaci busk ATP a vyZaduje pokles koncentrace draselnych misha
koncentrace vapenatych idnt buice a aktivaci fosfolipazy C a A2 (Andret al, 2004).

Jinou moznosti je odvrhovani mikraké z cytoplazmatické membrany.
V prvotnich studiich seifpdpokladalo, Ze mechanismus toho#gede u monocyt a DC
zavisly na receptoru TLR, proteinu P2X7 a jeho ratei s ATP. PozgSi prace ale
ukazuji, Ze pro odvrhovani &é& s IL-18 je u monocyi dost&ujici pouze signal ies
receptor TLR, ficemz ATP sekreci nasledrmpouze zvysuje. Vazba ATP na P2X7 bez
stimulace receptoru TLR u monoaytvede k nespecifickému odvrhovani ¢ka
z membrany, kdy tyto W&y neobsahuji IL-g (MacKenzieet al, 2001; Pizziranet al,
2007; Warcet al, 2010).

DalSi variantu festavuje uvalovani IL-13 z makrofag piimo skrz
cytoplazmatickou membranu (Brough and Rothwell, 7200

Predstava uvalovani IL-13 popsana u BMDM je zaloZena na maturaci pro{iL-1
kaspazou-1 v cytozolu v blizkosti endozioniPo naplgni endozom IL-1p se formuji
multivezikularni €liska, ktera nasle@nfuzuji s cytoplazmatickou membranou a ungpi
IL-1B ven ve vécich, ozn&ovanych jako exozomy (Qet al, 2007).

V posledni dob se také objevuji vyzkumy, které ukazufimou roli kaspazy-1
v sekreci bilkovin postradajicich signalni sekvematim vSak nebyly zatfeny na IL-B
(Keller et al., 2008; Nickel a Rabouille, 2009).
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Al Kaspiza-l fwol'rmokvénimultwe;nkulérnich 4 =
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Cytoplazmatickd membréna
. J/ Lvalngni
\l/ Odvrhovani axozému
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Translokace
skrz membranu Extraceuldrn prostar

Obr. 9: Mechanismy uvokiovani IL-1p z buiiky. (1) Uvoliovani IL-13 skrz cytoplazmatickou membranu.

(2) Uvoliovani  IL-18 v mikrov&cich odvrhovanych z cytoplazmatické membrany. (@nfovani
multivezikularnich &lisek s IL-1B a sekrece exozoinjez uvohuji IL-18 z buiky. (4) Maturace a sekrece
IL-1p v sekrénich lysozomech. Podle Nickel a Rabouille, 2009.

3.4.4 Vyznam interleukinu-1 B u autoimunitnich onemocn éni

IL-1B je dilezitym regulatorem imunitnich rekci, které orgamis chrani p
infekci patogef,, na druhou stranu je vSak znamé i jeho negativaiolpeni
u autoimunitnich onemoéni. NejvyznamgyjSi roli ma IL-18 u akut@ ¢i chronicky
zaretlivych autoimunitnich chorob (tzv. autoinflamatorohoroby), jako je familiarni
sttedomdska horéka, Muckle-Wells syndrom (MWS), novorozenecky maystémovy
zaretlivy syndrom (NOMID), hyperlgD syndrom, ale takéspecifické gevni zasty a
jiné. Fredpoklada se, Ze &ahto onemocEni nejsou fitomné autoreaktivni T hiky,
nedochazi k produkci autoprotilatek a Ze za pategienemoci jsou naopak odpmné
Spatr fungujici buiky prirozené imunity pimo fidici zartlivou odpowd (monocyty,
makrofagy). Mezi mutované geny objevené u automdtornich chorob p&tmimo jiné i
geny @imo nebo nefimo regulujici IL-B (Dinarello, 2011). U &kterych z &chto

onemocgni (konkrétr juvenilni idiopaticka artritida, MWS a NOMID) bylokazano, ze

35



monocyty ziskané z krve paciénpo aktivaci sekretuji &Si mnozstvi IL-B nez
monocyty zdravych déaéc (Gattorno et al, 2007; Pascualet al, 2005). Také
u mononuklearnich bék vyizolovanych ze s$évnitkark pacientt s nespecifickymi
strevnimi zagty (Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida) byla pawana zvysena
spontanni i stimulaci vyvolana sekrece Ik-(Mahida et al, 1989; Reineckeet al,
1993). Podle genetickych studii se navic patoge@@pbnovy choroby zda byt spojena
receptory NOD a NLR (Cummingg al, 2010; Hugoet al, 2001).

Uginky pasobeni IL-B, popsané vyse, apobuji i nekontrolované dlouhodobé
sekreci IL-B patologickou imunitni reakci.tPpodani latek, které blokuji signalizaci IL-
1B, dochazi u paciefit s autoinflamatornim onemoamim k Gtlumu  projeu
hyperaktivované imunitni reakce a remisi onendaénTo doklada, Ze IL{ ma zasadni
roli v celém procesu (Furst, 2004; Pasatadl, 2005).

ProtoZze se ale névukazuje, Ze u dkterych z autoinflamatornich nemoci jsou
piitomné autoprotildtky a v patogenezi jsou zapojemyiky adaptivni imunity,
jednozné&nou hranici mezi autoinflamatornimi a autoimunithichorobami nelze it.
Navic kazdé autoimunitni onemaen do jisté miry doprovazi patologicky zénda se
proto rovréz predpokladat, ze ILfA bude hrat dlezitou ulohu wadé autoimunitnich
onemocgni, tedy etre celiakie (Kastneet al, 2010).

V piipact IL-1B v souvislosti s celiakii byly publikovany nasleitijvysledky
studii. Séra odebrana pacigmt s neléenou celiakii obsahuji zvySenou hladinu
prozartlivych cytokini véetré IL-1p (Fornariet al, 1998; Manavalaret al, 2010).

U PBMC a monocyt izolovanych z krve pacieints nelénou celiakii byla po stimulaci
gliadinem pozorovana vyssi sekrece R-fieZ u budk izolovanych z krve zdravych
dardi (Harris et al, 2008). Korelace jednotlivych jednonukleotidovypblymorfismi
(SNP, z angl. single nucleotide polymorphism) vg&ddujicim IL-B (ani IL-1a a IL-
18) nebyla s vyskytem celiakie u jejich nodit@lotvrzena. AvSak s@asny vyskyt SNP
na dvou tznych pozicich v genu pro ILBInebo sotiasny vyskyt SNP v genu pro 131
2008; Ruedeaet al, 2005). Byl nalezen také SNP v genu pro NLRP8rykse zda byt
predispozini pro celiakii (Pontilloet al, 2010; Pontillcet al, 2011).

Tyto studie ukazuji, Zze ILfL by mohl byt v patogenezi celiakie zapojen.
Dosavadni poznatky jsou ale omezené pouze na wddena data. Jak ktivou roli
hraje a jaké fesné mechanismy a signalni drahy se @pjawv regulaci jeho exprese a

maturace znamo neni.
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4 Experimentalni €ast
4.1 Material

4.1.1 Pristroje
Burkerova konirka, MeoptaCR

Centrifuga BR 4i, Jouan, Francie

Centrifuga EBA12, Hettich Zentrifugen, SRN

Centrifuga Multispeed IEC CL31R, Thermo ELECTRONRIDRATION, USA

CGO;, inkubator MCO-15AC, SANYO, Japonsko

Digitalni vahy HM120, A&D Instruments, USA

Invertovany mikroskop IX 71, Olympus, Japonsko

Magneticka mich&ka MICRO STIRRER, VELP® SCIENTIFICA, ltalie

Magneticka michgka MM2A, Laboratorni fistroje Praha’R

Microplate Reader ELx800™, BioTek, USA

Mrazici box (-80 °C), SANYO, Japonsko

Laminarni box ANTARES 72, STERIL-ANTERES, Itélie

Laminérni box BIOCYT 150, Esi Flufrance, Francie

Lednice a mrazadk BKF 403, Vestfrost, Dansko

Lednice a mrazék, Amica, Polsko

pH metr 3510, Jenway, Velk& Britanie

Pritokovy cytometr LSR II, BD Biosciences, USA

Pristroj pro detekci luminiscence LAS-1000 (Luminisce Analyzing System),
Fuji, Japonsko

Pumpa na michani gradientu Peristaltic Pump P-1H&4&thcare, Velka Britanie

Termostat Tempette Heating system TE-8D, Technkkagritanie

Trepaka Duomax 1030, Heidolph, SRN

Trepaka OS-10 Orbital Shaker, Biosan, USA

Trepaka Vibramax 110, Heidolph, SRN

Ultrasonikator Soniprep 150, MSE, Velka Britanie

Vodni lazé Techne Shaking Bath SB-16, Techne, Velka Britanie

Vortex CVLab, GILSON, USA

Zatizeni pro elektroforézu Mini-PROTEAN® 3 Cell, BicaR, USA

Zatizeni pro Western blot Mini Trans-Blot® Cell, BiaR, USA
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Zdroj nagti EC6000-90, E-C Apparatus Corporation, USA
Zdroj nagti PowerPac™ Universal, Bio-Rad, USA

4.1.2 Seznam pouzitych chemikalii

30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu (pémakrylamid/bisakrylamid 29 : 1),
Bio-Rad, USA

3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB), Sigma-AldridbSA

Adenosin-5'-trifosfat (ATP), Sigma-Aldrich, USA

Antibiotika (roztok 100x koncentrovany, 10 000 U/panicilin, 10 mg/mi
streptomycin), Sigma-Aldrich, USA

Bovinni sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich, USA

Bromfenolova mot] Sigma-Aldrich, USA

Citronan sodny dihydréat, LachenGR

Coomassie Brilliant Blue G250, Serva, SRN

Dihydrogenfosfor&nan sodny monohydrat, Lachent®R

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS), Serva, SRN

Ethanol absolutni, Merk, SRN

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), Sigma-AldrictlSA

Fetalni bovinni sérum (FBS), Lonza, Svycarsko

Ficoll-Paque™ Plus, GE Healthcare, Velk& Britanie

Fyziologicky roztok v injekni vod (0,9% NaCl), Ardeapharm&R

Gliadin (z pSeniného glutenu), Sigma-Aldrich, USA

Glycerol, LachemaR

Glycin, Lach-NerCR

Granulocytarni, monocytarnistovy faktor (GM-CSF), dar Laborat®
molekularni biologie bakterialnich patogeRoc. Petra Seba, MBU
AVCR

Hydrogenfosforénan disodny dodekahydrat, Lacher@®

Hydrogenuhkitan sodny, Lachem&R

Hydroxid sodny, Lach-Ne€R

Chlorid draselny, Lachem&R

Chlorid sodny, Lach-Nef;R

Izopropanol, Lachem&,R
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Kit na detekci aktivni kaspazy-1 — Green FLICA™ @ase 1 Assay Kit,
ImmunoChemisty Technologies, USA

Kit na detekci chemiluminiscence - Super signaltvi@sto max. sensitivity
substrate, Thermo Scientific, USA

Kit na detekci IL-b — Human IL- ELISA MAX™ Deluxe, BioLegend, USA

Kit na detekci IL-B — Human IL-B ELISA MAX™ Deluxe, BioLegend, USA

Kit na detekci IL-B — Mouse IL-B ELISA MAX™ Standard, BioLegend, USA

Kit na detekci TNFa — DuoSet Human TNEk; R&D Systems, USA

Kit na pripravu celobu&nych lyzati — Nuclear Extract Kit, Aktive Motif, Belgie

Kit na stanoveni koncentrace bilkovin — BCA™ Prot&ssay Kit, Thermo
Scientific, USA

Kyselina citronova monohydrat, Lachent®R

Kyselina chlorovodikova, Lachem@R

Kyselina octova, Lach-Ne€,R

Kyselina sirova, Lachem&R

L-glutamin, Sigma-Aldrich, USA

Lipopolysacharid (LPS) Escherichia coli0111:B4, Ultra Pure, InvivoGen, USA

Lipopolysacharid (LPS) 3higella flexneriSigma-Aldrich, USA

Lyzacni pufr — Cell Lysis Buffer (10X), Cell Signalinge€hnology, USA

Methanol, Lach-NerCR

Neesencialni aminokyseliny (100x koncentrovanéycBiom, SRN

N,N-dimethylformamid (DMFA), Pent&,R

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), Sen&RN

Pepsin-agar6za, MP Biomedicals, Francie

Peroxid vodiku 30%, Lachem@R

Persiran amonny (APS), Lacheri®

Poly(2-hydroxyethylmethakrylat) (polyHEMA), Sigmdekich, USA

Ponceau S, Serva, SRN

Proteinovy SDS-PAGE standard (barevny, s Sirokymsabem), Bio-Rad, USA

Pyruvat sodny (100 mM roztok), Sigma-Aldrich, USA

Regeneréni pufr na membrany — Restore™ Plus Western Blip@@hg Buffer,
Thermo Scientific, USA

RPMI-1640 médium, Lonza, Svycarsko

Tris, Serva, SRN
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Tris-Pufr (1 M roztok, pH 6,8), AppliChem, SRN
Tris-HCI (1,5 M roztok, pH 8,8), Bio-Rad, USA
Trypanova mot] Sigma-Aldrich, USA

Tween 20, Duchefa, Nizozemsko

Uhli¢itan sodny, Lachem&R

Voda pro injekce, Fresenius Kabi, SRN
B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich, USA

4.1.3 Pouzité bu Aky

4.1.3.1 Lidské PBMC a monocyty

Lidské PBMC a monocyty byly izolovany z krve 35 jgendii s neléenou celiakii
a 10 zdravych datfc Odker krve byl proveden do zkumavek s citratem sodngh prani
srazeni krve. Krevni vzorky paciérg celiakii poskytla nasledujici praco¥ist

VSeobecna fakultni nemocnice v Praze, Gastroewogioka ambulance 4. interni
kliniky, Doc. MUDr. Milo$ Dva:ak

Poliklinika Zeleny Pruh, Praha 4 - Branik, Gastteevlogickd ambulance,
MUDr. Daniela Tamova

Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Gastroasitggicka ambulance,

as. MUDr. Iva Hoffmanova

4.1.3.2 Mysi BMDC

MySi BMDC byly pipraveny z prekurzdr ziskanych vyplachem kostnirea
stehenni a holenni kosti mysi. MySi poskytl MaxrnlaInstitute of Immunobiology and
Epigenetics. Jednalo se o mySi kmene C57BL/6 a CAIB(slouzici jako kontroly)
postradajici funéni proteiny MyD88, TRIF, NLRP3, ASC, IL-1R (na paiaC57BL/6),
TLR2, TLR4 a TLR2/4 (na pozadi C57BL/10).

4.1.4 Seznam pouzitych inhibitor G

Inhibitor kaspazy-1, Z-YVAD-fmk, Santa Cruz Biotewiogy, USA

Inhibitor draselnych kané) quinidine, Sigma-Aldrich, USA

Inhibitor draselnych kanélkizenych vazbou ATP a aktivace inflamazomu
NLRP3, glybenclamide, Sigma-Aldrich, USA

Inhibitor kanalu P2X7, KN-62, Sigma-Aldrich, USA

Inhibitor ROS, N-Acetyl-L-cystein, Sigma-Aldrich,SA
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4.1.5

4.1.6

Inhibitor aktivace transkrimiho faktoru NF<B, TPCK, Sigma-Aldrich, USA
Inhibitor kinazy ERK, UO126, Cell Signaling Techagl, USA

Inhibitor kinazy JNK, SP600125, Sigma-Aldrich, USA

Inhibitor kinazy p38, SB203580, Sigma-Aldrich, USA

Seznam pouzitych protilatek

Neutraliz&ni mysi monoklonalni protilatka IgA proti lidskemitR2,
InvivoGen, USA

Neutraliz&ni mySi monoklonalni protilatka IgG1 proti lidskémuR4,
InvivoGen, USA

MySi monoklonalni protilatka proti lidskému ILBAL-1F2, R&D Systems, USA

Krali¢i polyklondlni protilatka proti lidskému&tenému IL-B (D116),
Cell Signaling Technology, USA

Krali¢i polyklonalni protilatka proti lidské kaspaze-1-19),
Santa Cruz Biotechnology, USA

Krali¢i polyklonalni protilatka proti podjednotce pl10diet kaspazy-1 (C-20),
Santa Cruz Biotechnology, USA

Krysi monoklonalni protilatka proti mySimu ILBAL-1F2, R&D Systems, USA

Krali¢i polyklonalni protilatka proti beta-aktinu, AbcatdSA

Osli protilatka konjugovana sénovou peroxidazou proti mysimu IgG (H+L),
Jackson ImmunoResearch, USA

Kozi protilatka konjugovana génovou peroxidazou proti kr&imu 1gG (H+L),
Cell Signaling Technology, USA

Kozi protilatka konjugovana sdénovou peroxidazou proti krysimu I1gG (H+L),

Cell Signaling Technology, USA

Pripravovana kultiva énich média

Kompletni RPMI-1640 médium na kultivaci lidskych B a monocyi:

RPMI-1640 médium
FBS (inaktivované 30 min, 56 °C) 10 % (v/v)

L-glutamin 2 mM
Streptomycin 10@g/ml
Penicilin 100 U/ml
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Kompletni RPMI-1640 médium na kultivaci mySich BMDC
RPMI-1640 médium
FBS (inaktivované 30 min, 56 °C) 10 % (v/v)

L-glutamin 2mM
Neesencialni aminokyseliny (100x) 1 % (v/v)
Pyruvéat sodny 1mM
B-merkaptoethanol 50M
GM-CSF 20 ng/ml
Streptomycin 10@g/ml
Penicilin 100 U/ml

4.1.7 Pripravované roztoky a pufry

Barvici roztok pro SDS-PAGE:
Coomassie Brilliant Blue G250 1,25¢g

Kyselina octova 50 ml
Methanol 225 ml
dH,O 225 ml

Blotovaci pufr:

Glycin 11,52 g

Tris 2449

Methanol 160 mi

dH,O doplnit do celkového objemu 800 ml

Citratovy pufr (pH 4,2):

Citronan sodny dihydrat 2,94 ¢
dH,O doplnit do 100 ml

Pridavkem 1M kyseliny citronové se upravi pH na 4,2.

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE:

Methanol 400 ml
dH,O 500 ml
Kyselina octova 100 ml
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PBS (10x koncentrovany) (pH 7,2—7,4):

NaCl 90 g

NaH,POy- H0 29

NaHPO,- 12H20 12 g

dH,O doplnit do celkového objemu 1000 m|

Pridavkem 1 M NaOH se upravi pH na 7,2 az 7,4.
Pred pouzitim séedi na 1x koncentrovany.

Promyvaci pufr na metodu ELISA (pH 7,2-7,4):
PBS (pH 7,2-7,4)
Tween 20 0,05 % (v/v)

Roztok Ponceau S:

5% kyselina octova
Ponceau S 0,1 % (w/v)

Redici roztok na metodu ELISA (pH 7,2—7,4):
PBS (pH 7,2-7,4)
BSA 1% (w/v)

Separani gel na SDS-PAGE elektroforézu:

5% gel:

dH,O 5,7 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml
30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 1,65 mi
10% (w/v) SDS 10Qu
10% (w/v) APS 5Qu
TEMED S5ul
20% gel:

dH,O 0,75 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 6,6 ml
10% (w/v) SDS 10Qu
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10% (w/v) APS 5Qu
TEMED 5ul

Na pumg pro michéni gradientovych gete smichanim 2,3 ml roztoku pro 5%
gel a 1,8 ml roztoku pro 20% gelfiravi 5-20% gradientovy
polyakrylamidovy gel.

Skladovaci pufr na pepsin-agarézovy gel (pH 4,5):
dH,0O 50 ml
NacCl 430 mg
99% CHCOOHfedna 1/100 29,5l
Pridavkem koncentrované GBOOH se upravi pH na 4,5.

Substratovy roztok na metodu ELISA:

Citratovy pufr 100 ml
TMB roztok 100 mi
Peroxid vodiku 30% 40l

TBS (10x koncentrovany) (pH 7,6):

NaCl 8049
Tris 24,2 ¢
dH,O doplnit do celkového objemu 1000 mi

Pridavkem HCI se upravi pH na 7,6.
Pred pouzitim séedi na 1x koncentrovany.

TBST (pH 7,6):
1x konc. TBS (pH 7,6)
Tween 20 0,2 % (v/iv)

TMB roztok:
TMB 40 mg
DMFA 27 ml
dH,O 73 ml

TMB se rozpusti v DMFA a skiénou pipetou vnese do destilované vody.
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Tris-glycinovy pufr (5x koncentrovany) (pH 8,3):

Tris 159

Glycin 729

SDS 59

dH,O doplnit do celkového objemu 1000 ml

Pred pouzitim séedi na 1x koncentrovany.

Uhli¢itanovy pufr na metodu ELISA (pH 9,5):

NaHCQ 8,49
NaCOs 3,60
Destilovana voda doplnit do celkového objemu 1600

Vzorkovy pufr na SDS-PAGE elektroforézu (5x koncenany):
1 M Tris-Pufr, pH 6,8 3 ml

SDS 1lg
Glycerol 5 ml
B-merkaptoethanol 2 mi

Bromfenolova motl 25 mg

Zaostovaci gel na SDS-PAGE elektroforézu (5%)

dH,O 6,1 ml

1 M Tris-Pufr, pH 6,8 2,5ml

30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 1,3 ml

10% (w/v) SDS 10Qd

10% (w/v) APS 5Qu

TEMED 10pl
4.2 Metody

4.2.1 Priprava gliadinovych fragment G enzymatickym §t épenim

Gliadin byl intenzivnimitepanim (pokojova teplota, 1-2 hodiny) rozgast 0,1M
HCI (pH 1,8) tak, aby kori@a koncentrace gliadinu byla 10 mg/ml. Kép&ni gliadinu

na gliadinové fragmenty byl pouzit pepsin-agarézaysi, ktery byl uchovavan ve
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skladovacim pufru ip 4 °C. Po centrifugaci pepsin-agar6zového geluskiadovacim
pufru (4000 rpm, 5 min, 20 °C) byl skladovaci pofistragn, gel byl promyt 10 mi
destilované vody a centrifugovan (4000 rpm, 5 r@il°C). Promyti destilovanou vodou
bylo opakovano celkentikrat. Poté byl gel promyt 10 ml roztoku 0,1M H®&romyti
HCl bylo opakovano aft celkem fikrat. Nasledd bylo k5 ml promytého pepsin-
agar6zového gelutigldno 7 ml roztoku gliadinu o koncentraci 10 mg/anlspoléné
inkubovano za intenzivnihotepani pi 37 °C po 45 min. $peni bylo zastaveno
centrifugaci (4000 rpm, 5 min, 4 °C) a odebraniatoku Stpeného gliadinu od pepsin-
agarozového gelu. Roztokégeného gliadinu byl ap centrifugovan (4000 rpm, 5 min
4 °C), aby se odstranil zbyly gel. Naslédoyl roztok S¢peného gliadinu rozden do
alikvét a uchovavanip-20 °C. Pro vSechny stimulace byl pouzit pouzpdty gliadin.
Pro vyloweni kontaminace LPS byly vzorkyépeného gliadinu testovany E-toxate
testem, ktery provedl RNDr. Zd&k Zidek, DrSc. z UEM AVYR. Pro pokusy byly
pouzity pouze ty, které &y obsah LPS nizSi nez je detek limit (2 pg/ml).

4.2.2 Priprava bun ék

4.2.2.1 Izolace lidskych PBMC

Lidské PBMC byly ziskany gradientovou centrifugéoie, odebrané paciemh

s neléenou celiakii a zdravym danm do zkumavek obsahujicich citrat sodny, jez brani
srazeni krve. #blizné 20 ml krve bylo neectno 10 ml PBS, navrstveno na 15 ml roztoku
Ficoll-Pague™ Plus a centrifugovano (1800 rpm, 3, mt °C). Centrifugaci na
ficollovém gradientu doSlo k rozteni jednotlivych krevnich slozek. Odebran byl just
bily prstenec nad roztokem Ficoll-Paque™ Plus olyseh periferni mononuklearni
buiky (zejména monocyty a lymfocyty). PBMC byly nasiediikrat promyty 20 ml
PBS, i centrifugaci (10 min, 4 °C) byly rpm postupsniZzovany na nasledujici hodnoty:
po prvnim promyti 1200 rpm, po druhém promyti 10® a po tetim promyti 800 rpm.
Po poslednim promyti byl odstian PBS, PBMC byly resuspendovany v 10 ml
kompletniho RPMI média a sgitany v Blrkero¢ komirce. PBMC v poZzadované

koncentraci byly nasazeny do 24 jamkové akgt{TPP, Svycarsko) a stimulovany.

4.2.2.2 lzolace lidskych monocyt G z PBMC

Odctleni lidskych monocyt od zbylych PBMC bylo provedeno pomoci jejich
adherence na plastovy povrch. Lidské PBMC, v koimjiie RPMI médiu nasazené do

24 jamkové destky (TPP, Svycarsko) v koncentraci 2 x°1bunsk na jamku, byly
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nechany fi 37 °C, 5% CQ po 2 hodiny adherovat k plastiku. Neadherentrikiplyly
odstragny odséatim média a promytim jamek 0,5 ml PBS. Keaglhtnim monocym
bylo do kazdé jamkyfidano 100ul nového kompletniho RPMI média. Nasledoyly

bunky stimulovany.

4.2.2.3 lIzolace a diferenciace mySich BMDC

MySi BMDC byly pipraveny diferenciaci budnych prekurzak z kostni derg.
Z usmrcené mysSi byly vypreparovany stehenni a mblkosti. Kosti byly omyty PBS a
papirovym ubrouskem nawenym v ethanolu byly odstréamy zbytky svaloviny.
Nasledr® byly odstizeny kloubni hlavice a kosti byly vyplachnuty vzd$ ml PBS.
Bunééna suspenze bylargfiltrovana ges filtr s pory o rozreru 70 um (BD Bioscience,
USA) a centrifugovana (1200 rpm, 30 min, 4 °C). &dstragni PBS byly buiky
resuspendovany v 30 ml kompletniho RPMI pro mySilBMa speitany v Blrkerog
komarce.

Buiiky byly nasazeny na 90mm Petriho misky (GAMAR) v koncentraci
4 x 16 bursk/10 ml kompletniho RPMI pro mysi BMDC. Bky byly inkubovany 7 dni
pii 37 °C a 5% CQ@ Tieti den inkubace bylo k Bkam do kazdé Petriho miskyigano
10 ml kompletniho RPMI pro my3i BMDC. Sesty denubéice bylo z kazdé misky
odebrano 10 ml média sitkami a centrifugovano (1200 rpm, 10 min, 4 °C).eRel
burgk byla resuspendovana v 10 ml kompletniho RPMI prgsi BMDC a vracena
k zbylym buikam na Petriho misky. Sedmy den byly diferencovBMDC uvolréné
v médiu sebrany. Misky byly oplachnuty proudem RPMEdia, aby se uvolnily
prichycené biiky. Burgé¢na suspenze byla centrifugovana (1200 rpm, 10 fmig), po
odstragni média byly BMDC pevedeny do 30 ml kompletniho RPMI média pro mysi
BMDC a spaitdny v Burkero¥ komirce. BMDC v poZzadované koncentraci byly
nasazeny do 24 jamkové deékii (TPP, Svycarsko) a stimulovany.

4.2.2.4 Stanoveni koncentrace bun ék v Burkerov é kom tirce

Bunééna suspenze byla smichana v objemovémeporh : 1 s Trypanovou med
a nanesena na Burkerovu kimku. Bylo spd@itano mnozstvi buik ve 12 polich a
stanoven pimérny paiet burgk na jedno pole.

Celkovy pa@et burgk v 1 ml () byl urcen podle vzorce:
n =50 x 18 x primeérny pa‘et burgk na jedno pole
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4.2.3 Stanoveni cytokinové sekrece ELISA testem

4.2.3.1 Stimulace bun ék

PBMC byly nasazeny do 24 jamkové désji (TPP, Svycarsko) v mnozstvi 2 x
10° bursk na jamku a byly stimulovany v celkovém objemu 40Rompletniho RPMI.

Monocyty, ziskané z PBMC nasazenych do 24 jamkoestcdy (TPP,
Svycarsko) v mnoZstvi 2 x 1®urtk na jamku, byly stimulovany v celkovém objemu
200 ul kompletniho RPMI média.

PBMC a monocyty byly stimulovany gliadinem (24 h8d,°C, 5% CQ) tak, aby
jeho vysledna koncentrace byla 50, 100 a 2%®nl. Jako negativni kontrola byly pouzity
buiky inkubované pouze v kompletnim RPMI médiu, jakozipvni kontrola byly
pouzity buiky inkubované s LPS o vysledné koncentraci 100 hg/m

Ve vybranych pokusech byly lidské PBMC nejprve 1diha preinkubovany
(37 °C, 5% CQ) s neutralizani protilatkou proti lidskému TLR2 (konc. 1@/ml) nebo
TLR4 (konc. 10ug/ml), nebo nasledujicimi inhibitory: SB203580 (kodOuM),
SP600125 (konc. 20M), UO126 (konc. 1@M), TPCK (konc. 2uM), Z-YVAD-fmk
(konc. 10uM), quinidine (konc. 10@M), KN-62 (konc. 1uM), glybenclamide
(konc. 100uM), N-Acetyl-L-cystein (NAC, konc.30 mM), nebo lylinkubovany
v kompletnim RPMI médiu s 50 mM KCI. Nasledmyl piidan gliadin o vysledné
koncentraci 100ug/ml a buiky byly inkubovany 24 hodin (37 °C, 5% GO Jako
kontrola slouzily biiky inkubované pouze v kompletnim RPMI médiu, nky
inkubované v kompletnim RPMI médiu s inhibitory beisledné stimulace gliadinem a
buiky inkubované v kompletnim RPMI médiu s DMSO, ktbsdo pridano ve stejném
objemu jako byly davany jednotlivé inhibitory, nebimhibitory byly rozpu&iny praw
v DMSO (s vyjimkou NAC, ktery byl rozpu&t ve vod).

Po 24 hodinach byly od bg&k odebrany supernatanty na analyzu cytokinové
sekrece ELISA testem. Supernatanty byly ulozer§0Ov°C.

Mysi BMDC byly nasazeny do 24 jamkové désyi (TPP, Svycarsko) v mnozstvi
1 x 10 burtk na jamku a byly stimulovany v celkovém objemu llkempletniho RPMI
média pro mysi BMDC.

MySi BMDC byly stimulovany gliadinem (24 hod, 37,°8% CQ) tak, aby jeho
vysledna koncentrace byla 50, 100 a 280ml a na posledni 2,5 hodiny inkubace bylo
piidano ATP (vysledna konc. 2 mM). Jako negativni tkmla byly pouZzity buky
inkubované pouze v kompletnim RPMI médiu pro my8MIEC a buiky inkubované
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v kompletnim RPMI médiu pro mysi BMDC pouze s AT&ko pozitivni kontrola byly
pouzity buiky inkubované s LPS o vysledné koncentraci 100 hg/tmiiky inkubované
s LPS a ATP fidanym na posledni 2,5 hodiny stimulace.

V nekterych gipadech byly BMDC nejprve 1 hodinu preinkubovany (g€,
5% CQ) s inhibitorem Z-YVAD-fmk (konc.10uM), nasled& byl pridan gliadin
o vysledné koncentraci 1Q@/ml a buiky byly inkubovany 24 hodin (37 °C, 5% GO
kdy na posledni 2,5 hodiny inkubace bylddano ATP (vysledna konc. 2 mM). Jako
negativni kontrola byly pouzity lky inkubované pouze v kompletnim RPMI médiu pro
mySi BMDC a biiky inkubované v kompletnim RPMI médiu pro mysSi BMPpGuze
s ATP, dale biikky inkubované v kompletnim RPMI médiu pro mySi BMB@hibitorem
Z-YVAD-fmk bez nasledné stimulace gliadinem anky inkubované v kompletnim
RPMI pro mySi BMDC médiu s DMSO.

Po 24 hodinach byly od bk odebrany supernatanty na analyzu cytokinové
sekrece ELISA testem. Supernatanty byly ulozer§0Ov°C.

Optimélni délka stimulace a koncentrace pouZityéied byly vybrany
z proveden&asové a koncentai kalibrace. Pro vylateni negativniho vlivu pouzitych
inhibitord na Zivotnost buk bylo provedeno adfeni Zivotnosti buék na piitokovém

cytometru.

4.2.3.2 ELISA test

Sekrece IL-& a IL-1B lidskymi PBMC a monocyty byla stanovena pomocu kit
ELISA MAX™ Deluxe (BioLegend, USA), ktery jiz obsawal vSechny roztoky na
redni protilatek a vzork, blokovaci roztok a substratovy roztok (slozenbyhe
vyrobcem uvedeno). Do kazdé jamky 96 jamkové degt(NUNC MaxiSorp, Thermo
Scientific, USA) bylo napipetovano 1Q0 protilatky (Capture) n@dné 1 : 200
v fedicim roztoku (Coating Buffer) a desth se nechala inkubovatgs noc fi 4 °C.
Desticka bylactyrikrat promyta 30Qul promyvaciho roztoku na jamku a nasledhyla i
pokojové teplat 1 hodinu blokovana 20@ blokovaciho roztoku na jamku (Assay
Diluent). VSechny jamky desky byly opst ¢tyfikrat promyty promyvacim roztokem a
nasledd bylo naneseno 10d vzorki a standardu na jamku. D&k se vzorky byla
inkubovana 3 hodiny ve 37 °C. Poté byla ddstictyrikrat promyta a nechala se 1 hodinu
pii pokojové teplat inkubovat se 10Ql detekéni protilatky zné&ené biotinem na jamku,
fe€né 1 : 200 wedicim roztoku (Assay Diluent). Dedta byla ot ¢tyrikrat promyta a

inkubovana 1 hodinu ip pokojové teplat se 100ul roztoku avidinu konjugovaného
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s k'enovou peroxidazou na jamkigdného 1 : 1000 wedicim roztoku (Assay Diluent).
Destitka byla gtkrat promyta a naslednbylo do kazdé jamky naneseno 1Q0
substratového roztoku (Substrate solution). Redlta zastavenai@lanim 100ul 2M
H,SQO,. Absorbance vzork a standardu byla ziftena @i 450 nm (ELx800™, BioTek,
USA). Nangiené hodnoty byly zpracovany s pouzitim Gen5 softwar

Sekrece TNFe lidskymi PBMC byla stanovena pomoci kitu DuoSetntdun
TNF-o (R&D Systems). Do vSech jamek 96 jamkové d&gti(NUNC MaxiSorp,
Thermo Scientific, USA) bylo napipetovano L@Oprotilatky (Capture) n@edné v PBS
na koncentraci 4,(g/ml a destika se nechala inkubovatgs noc p pokojové teplat.
Druhy den byla destka promytaitikrat 400ul promyvaciho roztoku na jamku a naslédn
byla blokovana 30Ql fediciho roztoku na jamku 1 hodinti paboratorni teplat Poté
byla desitka fiikrat promyta a do jednotlivych jamek bylo nanesd®ul vzorku a
standardu. Destka byla inkubovana 2 hodinyipgookojoveé teplad, trikrat promyta a p
laboratorni teplat 2 hodiny inkubovana se 1Q0 detekéni protilatky na jamku, riedné
v fedicim roztoku na koncentraci 350 ng/ml. Naséebiyla destika tikrat promyta a do
kazdé jamky bylo fidano 100 pul roztoku streptavidinu konjugovaného i®Rovou
peroxidazoujedného 1 : 200 vedicim roztoku. Desika byla inkubovana 20 minut ve
tmé pri laboratorni teplat Po tech promyti bylo do kazdé jamky naneseno 100
substratového roztoku. Reakce byla zastaveigamm 50pul 2M H,SO,. Absorbance
vzorka a standardu byla ztiena i 450 nm (ELx800™, BioTek, USA). Natfené
hodnoty byly zpracovany s pouzitim Gen5 softwaru.

Sekrece IL-B mySimi BMDC byla stanovena pomoci kitu ELISA MAX™
Standard (BioLegend, USA). Do v3ech jamek 96 jamdkdesitky (NUNC MaxiSorp,
Thermo Scientific, USA) bylo napipetovano 1fl0protilatky (Capture) ni@dné 1 : 200
v uhlicitanovém pufru a desta byla inkubovana fies noc i 4 °C. Destéka byla
Ctyrikrat promyta 300ul promyvaciho roztoku na jamku a naslédyyla @i pokojové
teplo€ 1 hodinu blokovana 208 fediciho roztoku na jamku. Dedta byla étyrikréat
promyta a do kazdé jamky bylo naneseno {i0@zorku nebo standardu. Po 2 hodinové
inkubaci @i pokojové teplot byla destika c¢tyrikrat promyta a do jednotlivych jamek
bylo piidano 10Qul detekni protilatky zn&ené biotinem na jamkuiedné 1 : 200
v fedicim roztoku. Destka byla inkubovana 1 hodinuigpokojové teplot a poté opt
Ctyrikrat promyta a inkubovana 30 minuti pokojové teplot se 100ul roztoku avidinu
konjugovaného siknovou peroxidazou na jamkigdného 1 : 1000 wedicim roztoku.

Destika byla @tkrat promyta a naslednbylo do kazdé jamky naneseno 1Q0
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substratového roztoku. Reakce byla zastavei@mpm 100ul 2M H,SOy. Absorbance
vzorki a standardu byla ztiena @i 450 nm (ELx800™, BioTek, USA). Natiené
hodnoty byly zpracovany s pouzitim Gen5 softwaru.

4.2.4 Stanoveni protein U pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém

gelu a Western blotu

4.2.4.1 Stimulace bun ék
Lidské PBMC a mysi BMDC byly nasazeny do 24 jamkalesttky (TPP,

Svycarsko) v koncentraci 1 x ABursk/ml piisluného kompletniho RPMI média.

Lidské PBMC byly nejprve 1 hodinu preinkubovany (&, 5% CQ)

s nasledujicimi inhibitory: SB203580 (konc. i), SP600125 (konc. 20M), UO126
(konc. 10uM), TPCK (konc. 25uM), Z-YVAD-fmk (konc. 10uM), quinidine
(konc. 100uM), KN-62 (konc. 1QuM), glybenclamide (konc. 100M), NAC,
(konc. 30 mM), nebo byly inkubovany v kompletnim MRP médiu s 50 mM KClI,
nasledg byl pridan gliadin o vysledné koncentraci 106/ml a buiky byly inkubovany
24 hodin (37 °C, 5% C£). Jako kontrola slouZily biky inkubované pouze v kompletnim
RPMI médiu a biiky inkubované v kompletnim RPMI médiu s inhibitdrgz nésledné
stimulace gliadinem.

MySi BMDC byly stimulovany 24 hodin gliadinem o Vgdné koncentraci
100ug/ml. Jako kontrola slouzily kiky inkubované pouze v kompletnim RPMI médiu
pro BMDC. Nasled& byly odebrany butné supernatanty (uloZzeny do -80 °C) a zdkun
byly pfipraveny bugcné lyzaty.

Optimalni délka stimulace a koncentrace pouzityéied byly vybrany
z proveden&asové a koncentai kalibrace. Pro vylateni negativniho vlivu pouzitych
inhibitord na Zivotnost buk bylo provedeno asfeni Zivotnosti bugk na patokovém

cytometru.

4.2.4.2 P¥iprava bun éénych lyzat G

K ptipraw celoburcnych lyzati z lidskych PBMC byl pouzit kit Nuclear Extract
Kit (Aktive Motif, Belgie), ktery obsahoval inhilot fosfataz, PBS, lyzai pufr,
dithiothreitol (DTT) a inhibitor proteédz (sloZemztoki nebylo vyrobcem uvedeno).

24 jamkova destka s PBMC (s jiz odebranymi supernatanty) byla ténés na
led a do kazdé jamky byfkiplan 1 ml chlazeného roztoku PBS/inhibitor fosfataanky
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byly seSkrabany aipneseny do vychlazenych zkumavek. Jamky byly opldtgh0,5 ml
roztoku PBS/inhibitor fosfataz, ktery bytigan k buikam do zkumavek. Zkumavky byly
centrifugovany (10 min, 1200 rpm, 4 °C). Po odsirnveSkerého supernatantu byly
bunky resuspendovany ve 30 chlazeného kompletniho ly&aiho pufru (lyzéni pufr,
100 mM DTT, 1 % (v/v) inhibitor protedz) na 1 x°1@BMC. Poté byla suspenze
vortexovana, 15 minut ponechartapat na ledu, naslediopst vortexovana (30 s) a 10x
protazena inzulinovou i$katkou s jehlou (0,33 x 12 mm) (Chiran@R). Nakonec byly
vzorky centrifugovany (14 000 rpm, 20 min, 4 °Cyw@pernatanty (celobttné lyzaty)
sebrany a uloZzeny do -80 °C.

Pro gipravu celobu&nych lyzat z mysSich BMDC byl pouZit lyzani pufr — Cell
Lysis Buffer (10x) (Cell Signaling Technology, USA)Ox koncentrovany lyzai pufr
byl na‘etn vodou na 1x koncentrovany a dofino PMSF (vysledna konc. 1 mM) a
inhibitor proteaz (1 %, v/v) (Aktive Motif, Belgie) Vyrobcem uvedené slozeni
1x koncentrovaného lyzaiho pufru: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM Nacl,
1 mM NaEDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2,5mM pyrofosfat sodnyl mM -
glycerofosfat, 1 mM N&/O,, 1 pg/ml leupeptin.

24 jamkova destka s BMDC (s jiz odebranymi supernatanty) byla uémis na
led a do kazdé jamky bykipan 1 ml chlazeného roztoku PBS/inhibitor fosfataktive
Motif, Belgie). Buiky byly seSkrabany aipneseny do vychlazenych zkumavek. Jamky
byly oplachnuty 0,5 ml roztoku PBS/inhibitor fosiat ktery byl pidan k buikam do
zkumavek. Po centrifugovani zkumavek (10 min, 1808, 4 °C) a odstrami veSkerého
supernatantu byly kiky resuspendovany ve 44 chlazeného kompletniho ly&aiho
pufru (1x konc. lyzani pufr, 1 mM PMSF, 1 % (v/v) inhibitor prote4z) ha 16 BMDC.
Nasled@ byly vzorky vortexovany, 10 minut ponechaniedat na ledu a kratce
sonikovany. Nakonec byly vzorky centrifugovany (D rpm, 20 min, 4°C) a
supernatanty (celoba#né lyzaty) sebrany a uloZzeny do -80 °C.

4.2.4.3 Stanoveni koncentrace protein U

Koncentrace protein v burgénych lyzatech byla stanovena metodou BCA,
s pouzitim kitu BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Stiéic, USA), ktery obsahoval
vSechny roztoky a standard. Metoda je zaloZensedakci néd’natych iont na me’né
bilkovinami. Sil kyseliny bicinchoninové (BCA) naslednmédné ionty chelatuje za

vzniku ¢erveného zbarvenCinidlo pridavané k stanovovanym vzdink se pipravuje
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smisenim roztoku A (roztok soli BCA) a roztoku BArok siranu rd’natého), a to
v objemovém porru 50 (A) : 1 (B). Stanoveni se provadi spektraimtricky.

Do 96 jamkové destky (GAMA, CR) bylo k 10pul vzorku a standarduiddici
fada BSA o koncentraci v rozmezi 31,35-20QQul) ptidano 200ul ¢inidla piipraveného
z roztoki A a B a destika se nechala 30 minut inkubovat 7 °C. Poté byla z#itena
absorbance vzotk a standardu ip 562 nm (ELx800™, BioTek, USA). Natiené
hodnoty byly zpracovany s pouzitim Gen5 softwaru.

4.2.4.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS -PAGE)

Z bure¢nych lyzafti pripravenych z lidskych PBMC a mySich BMDC byl odebréa
takovy objem vzorku, aby vSechny obsahovaly stepmé@zstvi bilkovin (1Qug u lyzat
z lidskych PBMC, 2Qug u mySich BMDC). Ze supernaténbdebranych od béhk pied
jejich lyzovanim, bylo odebrano vzdy 20. Odebrané vzorky bylyied nanesenim na
polyakrylamidovy gel smichany s 5x koncentrovanymorkovym pufrem pro SDS-
PAGE, v objemovém poénu 5 dili vzorku na 1 dil 5x koncentrovaného vzorkového
pufru, 5 minut zataty na 100 °C a kratce centrifugovany. Vzorky andtad byly
naneseny na gel, sestavajici z 5% zawgsatiho gelu a 5-20% gradientoveho sefrte
gelu. Elektroforéza (Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-RadSA) probihala v progdi Tris-
glycinového pufru, p nastaveném konstantnim proudu 35 mA na dva dg&bgmiseni
proteini v gelu bylo vizualizovano obarvenim gelu v bamicioztoku pro SDS-PAGE

s Coomassie Brilliant Blue G250.

4.2.45 Western Blot

Proteiny z bu&tnych lyzati a bur¢nych supernatafitrozctlené v gelu pomoci
SDS-PAGE byly peneseny na nitrocelulézovou membranu (GE Healthcsiska
Britanie) metodou Western blot v ugadani wet-blotting (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-
Rad, USA). Do kazety byly poskladany vSechny sloZendvée (predem naméené
v blotovacim pufru): porézni houtbly, dva filtratni papiry, membrana, gel, dva fikrd
papiry a porézni houtka. Kazeta byla umi&ta do blotovaciho tanku a zalita blotovacim
pufrem. Renos proteih na membranu probihal 1 hodindi pastaveném konstantnim
proudu 250 mA. Poté byla membrana vyjmuta a oplaihroztokem TBST. Pro kontrolu
pienosu proteith byla membrana obarvena roztokem Ponceau S. Membrda nasledh
oplachnuta destilovanou vodou a zbyly roztok Ponc@dyl vymyt tepanim membrany
v TBST. Membrana byla 1 hodinuippokojové teplat blokovana 5% (w/v) roztokem
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odtwenéného mléka v TBST. Poté byla membratikrat promyta intenzivnimigpanim
v TBST (10 min, pokojova teplota) a inkubovan@gpnoc fi 4 °C za staléhoi¢pani
s 10 ml primarni protilatkyedéné v 5% roztoku BSA v TBST, konkrétrddini protilatek
je uvedeno v tabulce 1. Druhy den byla membrananpta tepanim v TBST (10 min,
pokojova teplota) a inkubovana se sekundarni gt&bl konjugovanou s‘&novou

peroxidazourednou v 5% roztoku odtinéného mléka v TBST, konkrétriedni je

uvedeno v tabulce 1.

Pro vizualizaci proteiin s navazanou primarni a sekundarni protilatkouployizit
chemiluminiscetini substrat (Super signal west femto max. senjftaubstrate, Thermo
Scientific, USA). Signal byl detekovan néigiroji LAS-1000 (Luminiscence Analyzing
System, Fuji, Japonsko) a naslédwyl analyzovan v programu AIDA 1000/1D Image
Analyzer software, verze 3.28.

V nekterych gipadech byla membrana regenerovana 15 ml regeriboapufru
na membrany — Restore™ Plus Western Blot StripBinffer (Thermo Scientific, USA)
(20 min, pokojova teplota) a po promyti intenzivrtiepanim v TBST (10 min, pokojova

teplota) blokovana a nasledimkubovana s jinou primarni protilatkou.

Tab. 1:Redkni protilatek na Western blot

Primérni protilatky

_ . Redkni v 5%
Protilatka proti:
BSAv TBST
Lidskému IL-/IL-1F2 (R&D Systems) 1:500
Lidskému &penému IL-B (D116) (Cell Signaling Technology) 1:1000
Lidskeé kaspaze-1 (A-19) (Santa Cruz Biotechnology) 1:1000
Podjednotce p10 lidské kaspazy-1 (C-20) (Santa Brotzechnology)| 1 : 200
MySimu IL-1B/IL-1F2 (R&D Systems) 2g9/ml
Beta-aktinu (Abcam) 1:1000
Sekundarni protilatky konjugované i&hkovou peroxidazou
_ . Redkni v 5%
Protilatka proti:
mléku v TBST
MysSimu 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch) 1:20 00
Krali¢imu IgG (H+L) (Cell Signaling Technology) 1:20®M0
Krysimu IgG (H+L) (Cell Signaling Technology) 10@0
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4.2.5 Stanoveni aktivace kaspazy-1 pr uatokovou cytometrii

4.25.1 Stimulace bun ék

Dno jamek 24 jamkové deskly (TPP, Svycarsko) bylo potaZzeno 4% roztokem
polyHEMA v ethanolu, aby se zabranilo adherencickudo kazdé jamky bylo nasazeno
5 x 1¢ lidskych PBMC v 0,5 ml kompletniho RPMI média. iy byly stimulovany
16 hod (37 °C, 5% C§) gliadinem o vysledné koncentraci koncentraci 1agml.
Nasledr byly zpracovany pro analyzutgokovou cytometrii. Jako kontrola byly pouzity
buiiky inkubované pouze v RPMI médiu.

Optimalni délka stimulace byla vybrana z proved&asdvé kalibrace.

4.2.5.2 Analyza pr ttokovou cytometrii

Ke stanoveni aktivace kaspazy-lufpkovou cytometrii byl pouzit Green
FLICA™ Caspase 1 Assay Kit (ImmunoChemisty Techg@s, USA), ktery obsahuje
fluorescekiné znaeny inhibitor kaspazy-1, FAM-YVAD-fmk. Inhibitor jeschopny
prostupovat butnou membranou a v b&mém cytozolu se kovalentivazat na aktivni
kaspazu-1. Nenavazany inhibitor difunduje 2l a nasled&é je odmyt. Zmgieny
fluorescekini signal tak odpovida mnoZzstvi aktivni kaspazy-dusce v dok pridani
inhibitoru.

Lidské PBMC byly po stimulaci sebrany z 24 jamkaesttky, dno jamek bylo
oplachnuto 0,5 ml kompletniho RPMI média, kteréobgidano k sebranym likam. Po
centrifugaci (10 min, 4 °C, 1200 rpm) bylyitky ponechany v 290l kompletniho RPMI
meédia, zbytek byl odstr&n. Nasleds byly buiky inkubovany 1 hodinu ve (37 °C,
5% CQ) s 30x koncentrovanym roztokem Green FLICA™ (Imwo@hemisty
Technologies, USA). &hem inkubace byla bétna suspenze dvakrat promichana. Po
inkubaci byly buiky pireneseny na led, dvakrat promyty 1 ml promyvacilzota (Wash
Buffer, obsazeny v kitu) a centrifugovany (10 minC, 1200 rpm). Poté byly b&me
pelety resuspendovany ve 1Q0 PBS, do vybranych jamek bylofigano 10 pl
Hoechst 33258 barvy, pro rozliSeni zZivych a mrtviehek, a aktivace kaspazy-1 byla
stanovena pitokovou cytometrii (LSR I, BD Biosciences, USA)ata byla analyzovana
FlowJo softwarem, a to nasledujicimigpbem (obr. 10).

Nejprve byly ze vSech naffenych dat vybrany pouze ty, které odpovidaly
singletovym biikam (vybirano ve vyneseni forward scatter heig®GH) proti forward
scatter area (FSC-A)), ze singletovych &uibyly dale vybrany pouze Zivé tky, tj.
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Hoechst 33258 negativni, (vybirano ve vyneseni Hete®3258 proti FSC-A). Z Zivych
burgk byly vybrany monocyty (vybirano dle side scatieea (SSC-A) proti FSC-A). U
vybrané populace singletovych Zivych mondcybyla analyzovana mira aktivace
kaspazy-1 (vybirano dle negativni kontroly, tj. Bkinnkubovanych bez fluorescam

znaeneho inhibitoru kaspazy-1, ve vyneseni SSC-A pidiC-A).

singlety ivé buiky monocyty (20,5 %) Fitc pozitivni monocyty

256K 256K |

192K 192K

3 128K |
2

9

@ 128K |
7]

Hoechst 33258-A

64K 64K -

T T T T ) T T — T T T T
64K 128K 192K 256K 64K 128K 192K 256K 64K 128K 192K 256K

FSC-A FSC-A FSC-A

Obr. 10: Vybér bunék p¥i stanoveni aktivace kaspazy-1 pitokovou cytometrii.
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5 Vysledky

5.1 Gliadin indukuje sekreci IL-1 B alL-1az PBMC a monocyt i
ziskanych z periferni krve pacient @ s nelé éenou celiakii

Jiz diive bylo ukazano, ze gliadinégeny pepsinem a trypsinem indukuje sekreci
IL-18 z PBMC a monocyit (Harris et al, 2008). Pro osteni €chto vysledk byly
izolovany PBMC a monocyty (4.2.2.1 a 4.2.2.2) zfpemni krve pacient s neléenou
celiakii a zdravych dééca stimulovany tznymi koncentracemi (50, 100 a 2R@/ml)
Sttpeného gliadinu (4.2.1) po 24 hodin. Jako konttofy pouzity buiky stimulované
LPS (100 ng/ml). Naslednbylo v burgénych supernatantech stanoveno mnozZstvi
sekretovaného IL{1, k tomuto @elu byl pouZzit ELISA test (4.2.3).

Jak ukazuje obr. 11 A, PBMC a monocyty padidredravych dant kultivované
pouze v médiu (bez stimulace gliadinem) sekretowalyatrna mnozstvi ILAL Stimulace
Sttpenym gliadinem vedla k vyraZivyssi sekreci IL-g z PBMC a monocyit ziskanych
z krve celiak na rozdil od bugk zdravych dank, u kterych bylo po stimulaci &enym
gliadinem zjis¢no pouze mirné zvySeni sekrece [b.-Rozdily v mnozZstvi sekretovaného
IL-1B8 u burgk stimulovanych iznymi koncentracemi &eneho gliadinu nebylyipis
vyrazné. Gliadinem indukovana sekrece B0 monocyt a PBMC ziskanych z krve
celiaki byla srovnatelna.

V buré¢nych supernatantech bylo ELISA testem (4.2.3) stano také mnozstvi
IL-1a (vysledky jsou shrnuty na obr. 11 B). iy kultivované pouze v médiu
nesekretovaly téwit zadny IL-Jn, po stimulaci &penym gliadinem byly na&ieny mirrg
vy8Si hodnoty IL-& v buréénych supernatantech od PBMC zdravych déara
signifikantre vySSi hodnoty v bufinych supernatantech od PBMC paciestceliakii.
Pritom vySSi sekrece IL«dlbyla stanovena v bétnych supernatantech od PBMC nez od
monocyfti. Sekrece IL-& vykazovala mirnou zavislost na koncentragp&hého gliadinu
pouZzitého p stimulaci burk.

Zaroveh byla stanovena vySSi koncentrace obou cytokim burgénych
supernatantech od PBMC a mondcyacientt s celiakii po stimulaci LPS oproti
hodnotam nagtenym u zdravych daiic

Tyto vysledky potvrzuji Hive publikovana data, Ze gliadin u PBMC a monbdcyt
ziskanych z krve celidk indukuje sekreci IL-f na rozdil od PBMC a monodyt
ziskanych z krve zdravych dérdNavic jsme zde ukazali, Ze gliadin u PBMC a mgtioc
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ziskanych z krve celidkna rozdil od PBMC a monodytziskanych z krve zdravych
darar indukuje také sekreci ILel ProtoZze hodnoty ILfl sekretovaného z gliadinem
stimulovanych monocyt a PBMC pacierit s celiakii byly srovnatelné, byly v dalSich

pokusech nadéale pouzivany pouze PBMC.

A

2500

[ Zdravi darci: monocyty *
B33 Zdravi darci: PBMC
20001 == Pacienti: monocyty
Il Pacienti: PBMC

1500 o N

*%

IL-1B (pg/ml)

10001

5001

Bunky Gliadin 50 Gliadin 100 Gliadin 250 LPS 100

ailil Il
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[ Zdravi darci: monocyty sk
E=23 Zdravi darci: PBMC
800 =X Pacienti: monocyty

I Pacienti: PBMC

600

IL-1a (pg/mil)
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200"

Neméfeno

Bunky Gliadin 50 Gliadin 100 Gliadin 250 LPS 100

Obr. 11: Gliadin indukuje sekreci IL-1p a IL-la z PBMC a monocyti ziskanych z periferni krve
pacienti s nel&enou celiakii. PBMC a monocyty izolované z krve celiaka zdravych dafc byly
stimulovany &penym gliadinem o koncentraci 50, 100 a 3&fml po 24 hodin. Jako kontrola byly
pouzity buiky inkubované pouze v médiu bez gliadinu @ikyustimulované LPS (100 ng/ml). V b&inych
supernatantech byla stanovena koncentrace3I[A} a IL-10 (B) pomoci ELISA testu. Naghené hladiny
cytokini jsou uvedenyako ptimérné hodnoty koncentrace + hodnotéedhi chyby piméru (SEM) ze
stimulaci bugk 35 pacient s celiakii a 10 zdravych ddrcMira signifikance rozdilu hodnot na&tenych

u burek pacientt oproti zdravym darfam je vyjadena jako * nebo **, kde * odpovida P < 0,05; **
odpovida P < 0,01 (neparametricky dvousrglyy Mann-Whitney test).
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5.2 Gliadin indukuje expresi a maturaci pro-IL.-1 8 u PBMC
ziskanych z periferni krve pacient & s nelé éenou celiakii

Protoze IL-B se v buikach neexprimuje konstitutiénDinarello, 1996), réla by
byt zvySena sekrece ILB1 pozorovana po stimulaci gliadinem, spojena seSengu
expresi a maturaci pro-ILB1v buice. Tento pedpoklad jsme aiili pomoci metody
Western blot (4.2.4).

PBMC izolované z krve pacieints celiakii a zdravych daicbyly 24 hodin
stimulovany Stpenym gliadinem (konc. 100Qg/ml) a nasled& z nich byly gipraveny
celoburgéné lyzaty. Proteiny obsazené v lyzatech byly &emly na polyakrylamidové
elektroforéze a ieneseny na nitrocelul6zovou membranu, kter4d bylkeubavana
s protilatkou proti IL-B rozeznavajici jak prekurzorovou, takggnou formu IL-B.
Podobr byla specifickou protilatkou pouze protégené fornd IL-1B detekovana tato
Sttpend forma v supernatantech odebranych od stimojohaburk.

Podle pedpoklad se potvrdilo, Zze 8peny gliadin indukoval expresi a maturaci
pro-IL-1B, a to v lyzatechifpravenych z PBMC pacieints celiakii, kde byla detekovana
jak prekurzorovd forma (pro-ILfl 31 kDa), tak $pend forma (17 kDa).
V supernatantech potom byla detekovargpeita forma (obr. 12). V lyzatech z PBMC
zdravych dané naopak bylo detekovano pouze malé mnoZzstvi prbglLS€pena forma

nebyla detekovana ani v lyzatech ani&unych supernatantech (obr. 12).

Pacient Zdravy darce

Bunéiny lyzat
Aktin —-l —q
Bunécny lyzat
Pro-IL-1p (31 kDa) . e

IL-1B (17 kDa) —
Buné&cny supernatant
IL-1p (17 kDa) apm—
Gliadin 100 pgiml - + - +

Obr. 12: Gliadin indukuje expresi a maturaci pro-IL -1 u PBMC ziskanych z periferni krve pacient

s nel&enou celiakii. PBMC izolované z krve celidka zdravych dafc byly stimulovany Stpenym
gliadinem o koncentraci 100g/ml po 24 hodin. Ftomnost pro-IL-B a IL-18 v burg¢nych lyzatech byla
detekovana pouzitim specifické protilatky proti oravané i nematurované foémL-1p. Sekretovana
Stpena forma IL-B v buréénych supernatantech byla detekovana pomoci spetiffirotilatky proti
maturované forg IL-1p. Detekce aktinu byla pouzita pro kontrolu nanedmnicéného lyzatu na gel pro
SDS-PAGE. Jedna se o reprezentativni obrazek z&vistych experimeiit
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5.3 Maturace pro-IL-1 B u PBMC ziskanych z periferni krve
pacient g s nelé ¢enou celiakii stimulovanych gliadinem je
zprost redkovana kaspazou-1

Je zndmo, Ze kaspdaza-1 je jeden z protditery mize zaji¥ovat maturaci pro-IL-
1B na jeho aktivni formu (Thornberrgt al, 1992). Proto byla v nasledujicim kroku
ovérena w@ast kaspazy-1 v maturaci pro-113;jehoz exprese byla vyvolana gliadinem, a
dale schopnost gliadinu indukovat aktivaci kaspazy-

Nejprve byla zkouméanacast kaspazy-1 v maturaci a sekreci R-pouzitim
specifického inhibitoru kaspazy-1, Z-YVAD-fmk. Tentnhibitor se vaze do aktivniho
mista kaspazy-1, a tim brani vazb S€peni pro-IL-B. PBMC ziskané z periferni krve
pacienfi s celiakii byly proto nejprve inkubovany s inhdsgm Z-YVAD-fmk
(o koncentraci 1@M) po dobu 1 hodiny a naslegbyly 24 hodin stimulovany &enym
gliadinem (konc. 10Qug/ml). V buré¢nych supernatantech byla stanovena koncentrace
IL-18 ELISA testem (4.2.3). Jak je ukazano na obr. 13 pfeinkubace PBMC
s inhibitorem Z-YVAD-fmk inhibovala sekreci ILfLu burék stimulovanych gliadinem,
ale nengla vliv na sekreci IL-& a TNF ¢, které nejsou kaspazou-1 maturovany.

Tyto vysledky byly potvrzené také metodou Westetat §4.2.4). | v tomto
piipadt byly PBMC ziskané z krve paciéns celiakii a zdravych daicpreinkubovany
s inhibitorem kaspazy-1, Z-YVAD-fmk, (o koncentratDuM) po dobu 1 hodiny a
nasledd byly 24 hodin stimulovany &enym gliadinem (konc. 10Qg/ml). Poté byly
v lyzatech specifickou protildtkou detekovany pkei a maturovany IL-§ a
v burg¢nych supernatantech maturovana forma plL-lak ukazuje obr. 13 B, v lyzatech
z PBMC ziskanych z krve paciént celiakii preinkubace s inhibitorem Z-YVAD-fmk
snizila mnozZstvi detekované maturované formy pl-&niz by n&la vyrazny vliv na
expresi pro-IL-B. Pokud byly PBMC fed stimulaci $penym gliadinem preinkubovany
s inhibitorem Z-YVAD-fmk, bylo v bu&nych supernatantech detekovano vyegamizsi
mnoZstvi maturované formy ILB1

U PBMC zdravych dakc bylo detekovano pouze malé mnozZstvi pro-f_iiez
vyrazného vlivu Z-YVAD-fmk na jeho expresi. ena forma nebyla detekovana ani
v lyzatech ani bustnych supernatantech, jak ukazuje obr. 13 B.

Mirn¢ snizena exprese pro-I31po pisobeni inhibitoru Z-YVAD-fmk u bugk
pacienti i zdravych daré stimulovanych gliadinem je pragpodobré zpisobena tim, Ze
inhibitor Z-YVAD-fmk brani maturaci pro-IL-f na IL-18, tudiZ neni tato aktivni forma
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ani sekretovana a néire dochéazet k parakrinni a autokrinni signalizéespeceptor IL-
1R, ktera u bugk také aktivuje expresi pro-1LfL
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B IL1e
1500 HE TNF<
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Gliadin 100 pgiml - - + + - - .-+ o+
ZYVADfmk 10pM - + -+ - - -+ .+

Pacient Zdravy darce

Bunécny hzat
Aktin —-“ —--—I

Buné&cny hzat
ProdL-1B (31 kDa) . . e
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IL-1f (17 kDa) —
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IL-16 (17 kDa) -——
Gliadin 100 pgiml - + + . . + + R
Z-YVAD-fmk 10 uM - - + + . . + +

Obr. 13: Maturace pro-IL-1 u PBMC ziskanych z periferni krve paciené s nel&enou celiakii
stimulovanych gliadinem je zprostedkovana kaspazou-1.PBMC izolované z krve celidk byly
stimulovany Stpenym gliadinem o koncentraci 1Q§/ml po 24 hodin, &teré vzorky byly preinkubovany
s inhibitorem kaspéazy-1, Z-YVAD-fmk, o koncentraéi0 uM. Jako kontrola byly pouzity biky
inkubované pouze v médiu a ity inkubované v médiu s inhibitorem Z-YVAD-fmk beztimulace
gliadinem. (A) V buiénych supernatantech byla stanovena koncentrace,IUttloa a TNFe pomoci
ELISA testu. Nanstené hladiny cytokif jsou uvedenyako prtimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM
ziskané stimulaci bék 10 pacient s celiakii a 10 zdravych d&rcMira signifikance rozdilu hodnot
nantrenych u buik stimulovanych &penym gliadinem oproti hitkam stimulovanym 8penym gliadinem
v pritomnosti Z-YVAD-fmk je vyjadena jako ***, kde *** odpovida P < 0,001 (neparamgty
dvouvykérovy Mann-Whitney test). (B) Maturace pro-ll3-1na IL-13 v burgénych lyzatech byla
detekovana pouzitim specifické protilatky proti oravané i nematurované foémL-1p a sekretovana
Sttpend forma IL-B v burs¢nych supernatantech byla detekovana pomoci spegiffrotilatky proti
maturované forth IL-13 metodou Western blot. Detekce aktinu byla poupta kontrolu naneseni

burgéného lyzatu na gel pro SDS-PAGE. Jedna se o reqaaai obrazek z 5 nezavislych experimient
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ProtoZze kaspaza-1 je aktivni pouze pokud dojdentoSgpeni jeji neaktivni
formy, tj. zymogenu prokaspazy-1 (45 kDa), na letener sloZzeny ze dvou 10 kDa a
dvou 20 kDa podjednotek (Thornbemy al, 1992), byla dale tena schopnost gliadinu
aktivovat kaspazu-1.

Aktivace kaspazy-1 dinkem gliadinu byla stanovena metodou Western blot
(4.2.4). PBMC ziskané z krve pacigéns celiakii a zdravych daicbyly 24 hodin
stimulovany &tpenym gliadinem (konc. 10Qg/ml). Poté byla v fipravenych lyzatech
detekovana specifickou protilatkou kaspaza-1 veméorneaktivniho zymogenu,
prokaspazy-1, a v bgdnych supernatantech byla specifickou protilatkotekievana
10 kDa podjednotka kaspazy-1, pl0. Jak jectvia obr. 14, jiz v bunych
supernatantech PBMC inkubovanych pouze v médiu gdjepinotka pl0 kaspazy-1
detekovatelna. iesto @&inkem gliadinu dochazi k mirnému zvysSeni jejiho éstei v
burgcnych supernatantech od PBMC z krve cdliakikoli vSak v supernatantech od

PBMC z krve zdravych daiic MnozZstvi prokaspazy-1 seigkem gliadinu neréni.

25
Pacient Zdravy darce [ zdravy darce
Buncny lyzét S 204 E@Pacient  *
Aktin | e——— o ] a
8 1.5
: Buné&cny hzat @
Prokaspaza-1 — - o
(45 kDa) - d @ 1.0
o
. Bun&ény 0.5
Kaspaza-1 p10 ""'""\ S— w— o pematant
0.0
Gliadin 100 pgimi - + - + Gliadin 100 pg/ml -+ -+

Obr. 14: Gliadin indukuje aktivaci kaspazy-1. PBMC izolované z krve celigka zdravych déaic byly
stimulovany Stpenym gliadinem o koncentraci 10@/ml po 24 hodin. Jako kontrola byly pouzityrity
inkubované pouze v médiu. Prokaspaza-1 wtuoych lyzatech a podjednotka pl0O aktivni kaspazy-1
v burgénych supernatantech byly detekovany pouzitim sipégith protilatek metodou Western blot.
Detekce aktinu byla pouzita jako kontrola. Jedné seprezentativni obrazek ze 3 nezavislych expariim
Ziskana data byla dale analyzovana v programu AlBlAdnoty signalu detekované podjednotky pl10
aktivni kaspazy-1 v binych supernatantech PBMC stimulovanych gliadinerty mprmalizovany na
hodnoty signalu detekované podjednotky pl0 wbmyich supernatantech bikninkubovanych pouze v
médiu. Graf zobrazuje fimérné hodnoty ndsobného zvyseni (Fl) detekovanéha@stviopodjednotky p10
kaspazy-1 u butk stimulovanych gliadinem oproti Bkdm inkubovanym pouze v médiu + hodnota SEM
ze 3 nezavislych experiméntMira signifikance hodnot FI detekovaného mnozgiutljednotky pl10
kaspazy-1 u butk stimulovanych &penym gliadinem oproti kontroldm je vyjésha jako *, kde *
odpovida P < 0,05 (neparametricky dvousrglyy Mann-Whitney test).
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Dale byla aktivace kaspazy-1¢igkem gliadinu uwtena pomoci pitokové
cytometrie (4.2.5). K tomutoc¢élu byl pouzit fluorescamé znaeny inhibitor kaspazy-1,
FAM-YVAD-fmk, ktery prostupuje bu&nou membranou a v b&mém cytozolu se
kovalent vaze na aktivni kaspazu-1. PBMC ziskané z krveiepéic s celiakii a
zdravych darg byly 16 hodin stimulovany &enym gliadinem (konc. 100g/ml), poté
byly buiky 1 hodinu inkubovany s fluoresca® znaenym inhibitorem kaspézy-1,
FAM-YVAD-fmk a nasled® byly analyzovany na ptokovém cytometru. Jako kontrola
byly pouzity buiky inkubované v médiu bez stimulace. Z vyskediyplyva, Ze gliadin
zvySil u burkk pacientt s celiakii aktivaci kaspazy-1 viméru o 220 % + 73 % oproti
kontrole. U bugk zdravych dant zvySila stimulace gliadinem aktivaci kaspazy-100%3
+ 9% oproti kontrole. Na obr. 15, jsou ukazanytdgsamy zobrazujici posun
fluorescekini intenzity (kterd odpovida aktivaci kaspazy-1) nooyth stimulovanych
gliadinem oproti kontrole a graf n&menych hodnot aktivace kaspazy-1 vyguych
v procentech gimérné fluorescetni intenzity (MFI) + hodnota SEM.

Ze vSech vySe uvedenych vyslédike usoudit, Ze gliadin aktivuje kaspazu-1 a ta

se poté podili na maturaci pro-113-i1 PBMC ziskanych z krve paciérg celiakii.
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Obr. 15: Gliadin indukuje aktivaci kaspazy-1. PBMC izolované z krve celidka zdravych daic byly
stimulovany Stpenym gliadinem o koncentraci 1@@/ml po 16 hodin. Jako kontrola byly pouzitytiy

kultivované pouze v médiu. Aktivace kaspazy-1 bgksledd analyzovdna na piokovém cytometru.
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Ukazan je reprezentativni histogram zobrazujiciupoiuorescetni intenzity monocyit stimulovanych
gliadinem oproti kontrole od dvou paciérg celiakii a od jednoho zdravého darce. Graf zrid@ge pimer

nantrenych hodnot MFI v % + hodnota SEM v % ziskanychlymou bugk 10 pacient a 5 zdravych
dardi. Mira signifikance rozdilu hodnot na&ienych u budk stimulovanych $penym gliadinem oproti
kontrolam je vyjagena jako ** nebo *** kde ** odpovidad P < 0,01 a **odpovidad P < 0,001

(neparametricky dvouvyiovy Mann-Whitney test).

5.4 Produkce IL-1 B indukovana gliadinem u PBMC ziskanych
z periferni krve pacient 4 s nelé éenou celiakii je zavisla na
uvol Aovani draselnych iont a a produkci ROS

Dulezitym krokem v autokatalytické aktivaci kaspazyje vytvaeni velkého
makromolekularnino komplexu — inflamazému. Inflaiaz se v DC a makrofazich
vyskytuje v neaktivni forf a pro svoji aktivaci (seskupovani jednotlivych teiod do
komplexu) vyzaduje obdrzeni signalu. Mezi navrzenymodely aktivace inflamazomu
jsou mimo jiné vazba exogenniho ATP na kanal P2XToZiujici uvokhovani draselnych
iontd z buiky, a zvySena produkce ROS wige. | kdyZz v monocytech je kaspaza-1
piitomna jiz v aktivni form, stale je jeji aktivita zavisla na seskupeni mi@omovych
proteini. Pro uspsSnou sekreci IL-§ z monocyi (stejré jako u DC a makrofdg se zda
byt nutna zvySend hladina ROS a/nebo snizena Rkladiaselnych ioiit v buice
(Hewinsonet al, 2008; Neteat al, 2009; Neteat al, 2010; Tasset al, 2009).

Abychom utili, zda gliadinem vyvolana sekrece 1131z PBMC pacierit
s celiakii je z&visla na sniZeni koncentrace dngsél ionfi v buice, byly PBMC
izolované z krve paciets celiakii stimulovany 8penym gliadinem (konc. 100g/ml)

v médiu, jez obsahovalo 50 mM koncentraci draséingati (pouzit 50 mM KCI). Jak je
ukazano na obr. 16 A, v b&tnych supernatantech od PBMC inkubovanych v médiu
s 50 mM koncentraci draselnych ibrtyla ELISA testem (4.2.3) stanovena signifika&ntn
nizsi koncentrace ILfl neZz u PBMC stimulovanych pouzei@nym gliadinem. Pro
potvrzeni &chto vysledk byly PBMC izolované z krve pacians celiakii ged stimulaci
Stpenym gliadinem 1 hodinu preinkubovany s inhibitoredraselnych kanal —
quinidinem (pouzitd koncentrace 10@®1) a inhibitorem uvaiovani draselnych iofita
inflamazému NLRP3 — glybenclamidem (pouzitd konesg 10QuM). Jak je ukdzano na
obr. 16 A, v buiénych supernatantech od PBMC inkubovanych v médnhibitory
quinidinem a glybenclamidem byla ELISA testem @) 2stanovena také signifikartn

nizSi koncentrace ILfinez u PBMC stimulovanych pouze&m@nym gliadinem.
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Protoze bylo navrzeno, Ze aktivace inflamazomuedingsni ionty u monocyt by
mohla byt zfisobena uvalovanim endogenniho ATP, které svoji vazbou na kB2X7
vyvola jeho otekeni, pouzili jsme inhibitor ot¢eného kanalu P2X7, KN-62. Na rozdil
od vySe uvedenych inhibitbmevedla prestimulace PBMC izolovanych z krve padie
s celiakii s inhibitorem KN-62 (pouzitd koncentrat@ uM) ke sniZzeni sekrece ILB1
vyvolané gliadinem (obr. 16 A).

Stejné vysledky byly ziskany i metodou Western Mo2.4). V lyzatech z PBMC
vyizolovanych z krve celiak které byly nejprve 1 hodinu prestimulovany v mesiKCl
(pouzitad koncentrace 50 mM) nebo s inhibitory ggdimem (pouzita koncentrace 1(AM)

a glybenclamidem (pouZzitd koncentrace u®) a néasledd 24 hodin stimulovany
Sttpenym gliadinem (konc. 10Qug/ml), nebyla specifickou protildtkou detekovéana
Sttpena forma IL-B. Ale v lyzatech z PBMC, které byly nejprve 1 hadprestimulovany

s inhibitorem KN-62 (pouzitd koncentrace 1) a nasleda byly 24 hodin stimulovany
Sttpenym gliadinem (konc. 10@g/ml), byla maturovana forma ILB1 detekovana
(obr. 16 B).

Tyto vysledky ukazuji, Zze uvibbvani draselnych iofitje nutné pro maturaci pro-
IL-1B a sekreci IL-B vyvolanou gliadinem u PBMC z krve celigkale zarove ukazuiji,

Ze v tomto dji neni zapojen kan&lzeny vazbou ATP — P2X7.
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Obr. 16: Maturace pro-IL-1B a sekrece IL-B indukovana gliadinem je zavisla na uvaiovani
draselnych ionti z buiiky. PBMC izolované z krve celidkbyly nejprve 1 hodinu stimulovany v médiu
s 50 mM KCI nebo v médiu s inhibitory glybenclamidé100uM), quinidinem (10QuM) nebo KN-62 (10
uM) a nasled# byly stimulovany $tpenym gliadinem o koncentraci 108/ml po 24 hodin. Jako kontrola
byly pouzity buiky inkubované pouze v médiu aitky inkubované v médiu s 50 mM KCI a inhibitory bez
stimulace gliadinem. (A) V buinych supernatantech byla stanovena koncentrace lheinoci ELISA
testu. Narmfené hladiny cytokifh jsou uvedenyjako prfimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM
ziskané stimulaci PBMC 10 paciéns celiakii. Mira signifikance rozdilu hodnot n&enych u buik
stimulovanych $penym gliadinem oproti kikam stimulovanym 8penym gliadinem v fitomnosti 50 mM
KCI nebo jednotlivych inhibitar je vyjadena jako ***, kde *** odpovida P < 0,001 (neparanky
dvouvykErovy Mann-Whitney test). (B) Vifpravenych bu&nych lyzatech byla specifickou protilatkou
detekovana ifitomnost obou forem ILfl Detekce aktinu byla pouzita pro kontrolu nanedmnt¢ného

lyzatu na gel pro SDS-PAGE. Jedna se o reprezentatbrazek ze 3 nezavislych experinient

Abychom utili, zda gliadinem vyvolana sekrece II3-1u PBMC pacierit
s celiakii je zavisla také na zvysSené hladrOS v buice, byly PBMC izolované z krve
pacienti s celiakii ped stimulaci #penym gliadinem (konc. 106g/ml) 1 hodinu
preinkubovany s inhibitorem NAC (koncentrace 30 mktgry v buice vychytadva ROS.
Jak je ukazano na obr. 17, byla v &tmych supernatantech od PBMC stimulovanych
Sttpenym gliadinem v médiu s NAC stanovena ELISA tes({é.2.3) signifikant& nizsi
koncentrace IL-f neZ v buiénych supernatantech od PBMC stimulovanych pouze
Sttpenym gliadinem.

Tyto vysledky byly o¥teny také metodou Western blot (4.2.4) (obr. 17).
V lyzatech z PBMC, které byly nejprve 1 hodinu piresilovany s inhibitorem NAC
(pouzita koncentrace 30mM) a nasledn24 hodin stimulovany &benym
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gliadinem (konc. 10Qug/ml), nebyla specifickou protilatkou detekovangpéha forma
IL-1B. Navic bylo u PBMC stimulovanych gliadinem titpmnosti NAC detekovano
mensi mnoZstvi pro-IL{1, coZ je v souladu s pozorovanimi, Zze ROS mohoiviowat
signal zmisobujici expresi prekurzoru ILB1(Asehnouneet al 2004). Tyto vysledky
ukazuji, Ze hladina ROS v PBMC celiatvliviiuje produkci IL-B vyvolanou gliadinem.

1500 CIMédium Gliadin 100 pg/ml - + + -

I Gli 100 pg/mi NAC30mM - - + +

10001 Pro-IL-1p (31 kDa) ..

IL-1P (pg/ml)

5001 . IL-1p (17 kDa) -
L ..o
0 T

Buriky NAC 30 mM

Obr. 17: Produkce IL-1p indukovana gliadinem je zavisla na hladi ROS v buice. PBMC izolované
z krve celiak byly nejprve 1 hodinu stimulovany v médiu s inbiibem NAC (30 mM) a nasledrbyly
stimulovany Stpenym gliadinem v koncentraci 1Q@/ml po 24 hodin. Jako kontrola byly pouzityriy
inkubované pouze v médiu aitky inkubované v médiu s inhibitorem NAC bez stinngdagliadinem.
(A) V bung¢nych supernatantech byla stanovena koncentrac@ fiefinoci ELISA testu. Na&iené hladiny
cytokini jsou uvedenyjako priimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM ziskané EohiPBMC
10 pacient s celiakii. Mira signifikance rozdilu hodnot n&enych u buik stimulovanych &penym
gliadinem oproti bitkam stimulovanym 8penym gliadinem v iitomnosti NAC je vyjatena jako *, kde *
odpovida P < 0,05 (neparametricky dvoutrglyy Mann-Whitney test). (B) Vipravenych bu&nych
lyzatech byla detekovandipmnost obou forem IL{L Detekce aktinu byla pouzita pro kontrolu naneseni

burgéného lyzatu na gel pro SDS-PAGE. Jedn4 se o repaaami obrazek ze 3 nezavislych experinient

5.5 Gliadinem indukovana exprese pro-IL-1 8 u PBMC ziskanych
z periferni krve pacient a je fizena signalnimi drahami,
v nichZ jsou zapojeny kinazy rodiny MAPK a transkri peni
faktor NF- kB
Je znamo, Ze v expresi proZ#ivych cytokini (véetrg IL-1p) se uplatuji kinazy
rodiny MAPK a transkripni faktor NFxB (Akira et al, 2006; Creagh and O'Neill, 2006).
Navic v naSi laborato bylo jiz diive ukadzano, ze v signalnich drahach spoy$h

gliadinem, jez v @isledku vedou k aktivaci monoéyt PBMC a DC, hraje roli prav
transkrigni faktor NFxB a také skteré kindzy rodiny MAPK (Cinové&t al, 2007;
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Chladkovaet al, 2011; Jelinkovét al, 2004; Palova-Jelinkowt al, 2005). Proto bylo
dale analyzovano, zda jsou NMB- a kinazy rodiny MAPK zapojeny také v gliadinem
fizené expresi pro-ILfLu PBMC izolovanych z krve celiék

K tomuto &elu byly PBMC izolované z krve paciéns celiakii ged stimulaci
Stpenym gliadinem (konc. 100g/ml) nejprve 1 hodinu preinkubovany s nasledujicim
inhibitory: inhibitor NF«xB, TPCK (pouZitd koncentrace 28/), ktery stabilizuje kB-a
(bureény inhibitor NF«B) proti degradaci; dale inhibitor kinazy p38, SB280 (pouzita
koncentrace 1QM); inhibitor kinazy JNK, SP600125 (pouzitd konaawce 20uM); a
inhibitor kinazy ERK, UO126 (pouzita koncentracepdd). Nasledr bylo v burgénych
supernatantech stanoveno mnoZzstvi sekretovanéh$, llk-tomuto @elu byl pouzit
ELISA test (4.2.3). Jak je ukdzano na obr. 18 Ajbite transkripniho faktoru NF<B a
stejrg tak kazdé z testovanych kinaz rodiny MAPK vedlaidnifikantnimu poklesu
mnoZstvi sekretovaného IlB1u PBMC stimulovanych &benym gliadinem oproti
buikam stimulovym pouze &enym gliadinem.

Zda dochazi skute¢ k ovlivnéni exprese pro-IL{1 bylo stanoveno metodou
Western blot (4.2.4). | v tomtoripact byly PBMC izolované z krve paciens celiakii
pied stimulaci $penym gliadinem (konc. 10Qg/ml) nejprve 1 hodinu preinkubovany
s inhibitory TPCK (pouzita koncentrace ghl), SB203580 (pouzit4 koncentrace i),
SP600125 (pouzitd koncentrace i) a UO126 (pouzitd koncentrace {iB1). Nasledr
byl v pripravenych lyzatech specifickou protilatkou dete&opro-IL-13. Jak je ukazano
na obr. 18 B, inhibice transktipiho faktoru NF<B a steji tak kazdé z testovanych
kindz rodiny MAPK vedla k vyraznému poklesu exprpseIL-18.

Celkow tyto vysledky ukazuji, Ze v expresi pro-l[3;1kterou u PBMC z krve
celiaki vyvolava gliadin, se uplatije jak transkripni faktor NF«xB, tak jednotlivi
¢lenoveé rodiny MAPK — kinadzy p38, ERK i JNK.
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Obr. 18: V draze rFidici expresi pro-IL-1p vyvolanou (Einkem gliadinu jsou zapojeny kinazy rodiny
MAPK a transkrip ¢ni faktor NF-kB. PBMC izolované z krve celidkbyly nejprve 1 hodinu stimulovany
v médiu s inhibitory SB203580 (1M), SP600125 (2@.M), UO126 (10uM) a TPCK (25uM) a néasled#
byly stimulovany Stpenym gliadinem o koncentraci 1Q@/ml po 24 hodin. Jako kontrola byly pouzity
buiiky inkubované pouze v médiu aitky inkubované v médiu s inhibitory bez stimulaceéadjnem.
(A) V bung¢nych supernatantech byla stanovena koncentrac@ fiefinoci ELISA testu. Na&iené hladiny
cytokini jsou uvedenyjako priimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM ziskané EohiPBMC
10 pacient s celiakii. Mira signifikance rozdilu hodnot n&enych u buik stimulovanych &penym
gliadinem oproti bitkdm stimulovanym 8penym gliadinem viftomnosti jednotlivych inhibitar je
vyjadiena jako ** nebo ***, kde ** odpovidd P < 0,01 a**odpovidda P < 0,001 (neparametricky
dvouvykerovy Mann-Whitney test). (B) Vifpravenych bu&nych lyzatech byla specifickou protilatkou
detekovéana ifitomnost pro-IL-B. Detekce aktinu byla pouzita pro kontrolu nanedrmiéného lyzatu na

gel pro SDS-PAGE. Jedna se o reprezentativni obrZz8 nezavislych experimént
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5.6 Pro sekreciIL-1 B u mySich BMDC stimulovanych gliadinem
je vyZzadovana kaspaza-1 a proteiny NLRP3 a ASC
Predchozi vysledky ukazuji, Ze gliadin u PBMC izoloyeh z periferni krve

pacienti s celiakii vyvolava expresi, maturaci a sekreellfi, pificemz maturace a sekrece
vyZzaduje kaspazu-1. Dal$@st studie roz#ijici tyto poznatky byla vypracovana na
mysSich bukach, protoZze u tohoto modelu bylo mozné vyuZitodgh kterou pedstavuji
mySi kmeny postradajici vybrané funk proteiny.

Nejprve bylo o¥ieno, zda i vtomto modelu vyvolava stimulace dkugliadinem
sekreci IL-B a zda je maturace a sekrece [-2avisld na kaspaze-1. Z prekurizor
z kostni derg mySi kmene C57BL/10 byly ifpraveny dendritické hiky (BMDC)
(4.2.2.3). DC a makrofagy pro sekreci IB-tyZaduji krond signalu pro expresi pro-IL-
1B jeS€ druhy signal aktivujici inflamazom. Proto byly BMIDkrome 24 hodinove
stimulace &tpenym gliadinem (konc. 10@y/ml), stimulovany také 21,5 hodinypenym
gliadinem a nésle@n2,5 hodiny ATP (pouzitd koncentrace 2 mM). Provpeni Ulohy
kaspazy-1 byly BMDC fed stimulaci $penym gliadinem také 1 hodinu inkubovany se
specifickym inhibitorem kaspazy-1, Z-YVAD-fmk (poit& koncentrace 1@M). Jako
kontrola byly pouzity BMDC stimulované 24 hodin LP@00 ng/ml) a BMDC
stimulované 21,5 hodiny LPS sigavkem ATP (2 mM) na 2,5 hodiny. Poté byla
v burg¢nych supernatantech ELISA testem (4.2.3) stanokemaentrace IL-f. Jak je
patrné z obr. 19, beziigani ATP gliadin vyvolavd u mySich BMDC pouze noiun
sekreci IL-B, naopak vysokd koncentrace IB-lbyla stanovena v bgtnych
supernatantech BMDC stimulovanyckpg#nym gliadinem spolu s ATP (stejné vysledky
byly nantteny také u kontrol — BMDC stimulovanych LPS a LR®Ils s ATP). Tato
data potvrzuji skutmost, ze BMDC pro sekreci ILBlvyZaduji 2. signal, ktery jim
stimulace pouze gliadinem nezdjife v dostatéené mfe. Preinkubace s inhibitorem Z-
YVAD-fmk zpusobila velmi vyrazné sniZzeni sekrece k- BMDC stimulovanych
gliadinem spolu s ATP. Zthto vysledk lze usoudit, Ze gliadin u mySich BMDC

indukuje sekreci IL-f a tento dj je zavisly na kaspaze-1.
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Obr. 19: Pro sekreci IL-1p u mySich BMDC stimulovanych gliadinem je vyZzadovaa kaspaza-1Mysi
BMDC byly stimulovany pouze &enym gliadinem o koncentraci 10@/ml po 24 hodin nebo &enym
gliadinem 21,5 hodiny a naslefi#,5 hodiny 2 mM ATP, &které vzorky byly preinkubovany s inhibitorem
kaspazy-1, Z-YVAD-fmk, o koncentraci 4@M. Jako negativni kontrola byly pouzity fky inkubované
pouze v médiu a hitkky inkubované pouze v médiu s inhibitorem Z-YVAD¥mebo s ATP bez stimulace
gliadinem. Jako pozitivni kontrola byly pouzityitky stimulované LPS (100 ng/ml) po 24 hodin aiky
stimulované LPS 21,5 hodiny s ATP (2 mM)idanym na posledni 2,5 hodiny. V kgnych
supernatantech byla stanovena koncentraceBlpamoci ELISA testu. Na#étiené koncentrace ILBLjsou
uvedeny jako ptimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM ze 4 nedawiskxperimernit. Mira
signifikance rozdilu hodnot natienych u budk stimulovanych &penym gliadinem s ATP oproti
hodnotdm nagfenym u bugk stimulovanych $penym gliadinem s ATP iftomnosti Z-YVAD-fmk je
vyjadiena jako **, kde ** odpovida P < 0,01 (neparamédyidvouvylErovy Mann-Whitney test).

K autokatalytické aktivaci kaspazy-1 je vyzadovarahy byla vazana do
proteinového komplexu, inflamazému. Existuji stydigeré potvrzuji roli inflamazomu
NLRP3 v patogenezi gkterych autoimunitnich a autoinflamatornich onendot¢na
nedavno se objevily také prvni ndznaky jeho mozm@stilv patogenezi celiakie (Pontillo
et al, 2011; Shavet al, 2011). Také naSe vySe uvedené vysledky (matwaekrece IL-
1B indukovana gliadinem u PBMC celiakzavisi na uvalovani draselnych iofita
produkci ROS) a také skutsost, Ze inhibitor glybenclamide, ktery fungujeqgakhibitor
draselnych kandl fizenych vazbou ATP a aktivace inflamazomu NLRP3Zarmal
sekreci IL-B u PBMC stimulovanych gliadinem, roli inflamazé6mu.RP3 podporuiji.
Proto jsme se rozhodli &kt Gcast inflamazomu NLRP3 v gliadinem indukované
maturaci a sekreci IL£L

K tomuto &elu byly vyuZzity buiky mySiho kmene C57BL/6, které postradaly
funkeni proteiny z komplexu inflamazému NLRP3, konkegpmotein NLRP3 nebo ASC.
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Jako kontrola byly pouzity kiky mysiho kmene C57BL/6 s divokymi formami (WT,
z angl. wild type) fisluSnych gefn

BMDC byly stimulovany 24 hodin &enym gliadinem (konc. 100g/ml) nebo
nejprve 21,5 hodiny §enym gliadinem a nasleéi2,5 hodiny ATP (pouzitd koncentrace
2 mM). Poté byla v bugnych supernatantech ELISA testem (4.2.3) stanovena
koncentrace IL-f.

Jak je ukdzano na obr. 20, u BMDC postradajicictkdini protein NLRP3 nebo
ASC byla namifend koncentrace ILBL vyrazré nizSi, a to jak v buiEnych
supernatantech BMDC stimulovanych pouzeép&hym gliadinem, tak v bétnych
supernatantech BMDC stimulovanyckpgnym gliadinem spolu s ATP, oproti hodnotam
nanefenym v supernatantech WT lkitn Tyto vysledky ukazuji, Ze pro sekreci 1B-1

u BMDC stimulovanych gliadinem, jsou nutné proteiiyRP3 a ASC.
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Obr. 20: Pro sekreci IL-1p u mysich BMDC stimulovanych gliadinem jsou nutné pteiny NLRP3 a
ASC. BMDC (izolované z mysSiho kmene C57BL/6dba divokymi formami pisluSnych ge@n (WT), nebo
postradajici funéni protein NLRP3 (NLRP3) &i protein ASC (ASC)) byly stimulovany pouze &enym
gliadinem o koncentraci 10Qg/ml po 24 hodin nebo &enym gliadinem 21,5 hodiny a naslédn
2,5 hodiny 2 mM ATP. Jako kontrola byly pouzitytiy inkubované pouze v médiu aitky inkubované
v médiu s ATP bez stimulace gliadinem. V Bemych supernatantech byla stanovena koncentrace IL-1
pomoci ELISA testu. Na#iené koncentrace ILEljsou uvedenyako ptimérné hodnoty koncentrace +
hodnota SEM ze 3 nezavislych experinteritlira signifikance rozdilu hodnot na&tenych u WT buék
stimulovanych &penym gliadinem nebo&tenym gliadinem s ATP oproti hodnotam rigemym u busk
NLRP3" a ASC" stimulovanych &penym gliadinem nebo &tenym gliadinem s ATP je vyj&eha jako
* nebo **, kde * odpovida P < 0,05 a ** odpovidé&r,01 (neparametricky dvouv§tovy Mann-Whitney
test).
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5.7 V draze Fidici expresi pro-IL-1 B u mySich BMDC
stimulovanych gliadinem se uplat  Auje signalizace receptory
TLR, jez zahrnuje proteiny MyD88 a TRIF

Je zndmo, Ze v expresi proZlivych cytokind (véetnd IL-1B) se uplaiuje
signalizace receptory TLR (Akirat al, 2006; Creagh and O'Neill, 2006). Navic se
v predchozicasti naSi prace potvrdilo, Ze v expresi pro-fLgdb stimulaci PBMC celiak
hraji roli kinazy rodiny MAPK a transkrimi faktor NF«B, tedy proteiny, které jsou
souwésti signélnich dratizenych pra¥ receptory TLR. Rozhodli jsme se proto zditnna
Ulohu dalSich protein které se upléuji v signalizaci receptory TLR. Mezi tyto proteiny
pati adaptoroveé proteiny Myd88 a TRIF (Akieaal, 2006; Creagh and O'Neill, 2006).

K tomuto &elu byly vyuZzity buiky mySiho kmene C57BL/6, které postradaly
funkeni proteiny MyD88, TRIKI IL-1R. Bunky postradajici funéni protein IL-1R byly
zarazeny z dvodu, Ze protein MyD88 slouzi jako adaptorova molak kromg
signalizace receptory TLR, také v signalizaci récsgm IL-1R (O'Neill, 2008). Jako
kontrola byly pouzity WT biiky mySi kmene C57BL/6.

BMDC byly stimulovany 24 hodin &enym gliadinem (konc. 100g/ml) nebo
nejprve 21,5 hodiny §enym gliadinem a nasle&i2,5 hodiny ATP (pouzitd koncentrace
2 mM). Poté byla v buignych supernatantech ELISA testem (4.2.3) stanovena
koncentrace IL-f. Jak je patrné z obr. 21 A, u BMDC postradajiciichkeni protein
MyD88 nebo TRIF byla na#tiena koncentrace ILBL vyrazré nizSi, a to jak
v burg¢nych supernatantech BMDC stimulovanych pouzépeitym gliadinem, tak
v burg¢nych supernatantech BMDC stimulovanyckpgnym gliadinem spolu s ATP,
oproti hodnotdm nagiienym v supernatantech WT kikn Naopak sniZeni koncentrace
IL-1B nebylo pozorovano v bgdnych supernatantech BMDC postradajicich fumk
protein IL-1R.

Zda skuténé¢ dochazi k ovliveni primo exprese pro-ILfl, bylo stanoveno
metodou Western blot (4.2.4). BMDC byly stimulové®¥ hodin Stpenym gliadinem
(konc. 100 pg/ml). Nasledd byl v pripravenych lyzatech specifickou protilatkou
detekovan pro-IL-f. ProtoZe v lyzatechijpravenych z BMDC postradajicich fusrd
protein MyD88 nebyl detekovan zadny pro-IB;llze usoudit, Ze protein MyD88 se
vyznamré podili na expresi pro-ILfl V lyzatech pipravenych z BMDC, jeZ postradaly
funkeni protein TRIF, bylo detekovano snizené mnozsteilp-1p oproti mnozstvi pro-
IL-1p detekovaného u lyzatz WT burgk, coZz naznéuje, Ze i protein TRIF hraje
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v expresi pro-IL-B urcitou roli. Naopak u lyzdi pripravenych z BMDC postradajicich
funkeni protein IL-1R bylo detekovano nesnizené mnoZzgteilL-13, to naznduje, Ze
protein IL-1R nehraje v expresi pro-1l3L BMDC stimulovanych gliadinem vyznamnou
roli. Vysledky jsou shrnuty na obr. 21. Vysledkgkané obma metodami naziaji, Zze
v expresi pro-IL-B u BMDC stimulovanych gliadinem, seiie uplatiovat signalizace

receptory TLR, jez zahrnuje proteiny MyD88 a TRIF.
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Obr. 21: Pro expresi pro-IL-1 u mySich BMDC stimulovanych gliadinem jsou nutné mteiny
MyD88 a TRIF. BMDC (izolované z mySiho kmene C57BL/6das divokymi formami pisluSnych gef
(WT), nebo postradajici fudki protein Myd88 (Myd88) nebo protein TRIF (TRIF) &i protein IL-1R
(IL-1R7)) byly stimulovany pouze &enym gliadinem o koncentraci 1Q@/ml po 24 hodin nebo
Spenym gliadinem 21,5 hodiny a naslédd5 hodiny 2 mM ATP. Jako kontrola byly pouZityily
inkubované pouze v médiu aitky inkubované v médiu s ATP bez stimulace gliadiné®) V burgénych
supernatantech byla stanovena koncentracelpeimoci ELISA testu. Na#tiené koncentrace ILfljsou
uvedeny jako piimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM ze 3 negébiskxperiment Mira
signifikance rozdilu hodnot natifenych u WT buék stimulovanych $penym gliadinem nebo &enym
gliadinem s ATP oproti hodnotdm nafenym u butk Myd88" a TRIF" stimulovanych &penym
gliadinem nebo 8penym gliadinem s ATP je vyjéeha jako * nebo **, kde * odpovida P < 0,05 a **
odpovida P < 0,01 (neparametricky dvousrgdyy Mann-Whitney test). (B) Vifpravenych bu&nych
lyzatech byla specifickou protilatkou detekovariédgmnost pro-IL-B. Detekce aktinu byla pouzita jako

kontrola. Jedné& se o reprezentativni obrdzek zz8uislych experimefit
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V poslednic¢asti jsme se za#ili na roli konkrétnich receptérTLR — TLR2 a
TLRA4, které byly jiz dive v souvislosti s celiakii zkoumany (Junlegral, 2009; Thomas
et al, 2006).

K tomuto &elu byly vyuzity butky mysSiho kmene C57BL/10, které postradaly
funkeéni proteiny TLR2, TLR4 nebo TLR2 i TLR4 zaravelako kontrola byly pouzity
WT buiky mySi kmene C57BL/10.

BMDC byly stimulovany 24 hodin &enym gliadinem (konc. 100g/ml) nebo
nejprve 21,5 hodiny §enym gliadinem a nasleéi2,5 hodiny ATP (pouzitd koncentrace
2 mM). Poté byla v buignych supernatantech ELISA testem (4.2.3) stanovena
koncentrace IL-f. Jak je patrné z obr. 22 A, u BMDC postradajicichkeni protein
TLR2 byla nangiend koncentrace ILBLmirné nizsi (rozdil nebyl signifikantni), ale jen
v burg¢nych supernatantech BMDC stimulovanyckpgnym gliadinem spolu s ATP,
oproti hodnotdm na#siienym v supernatantech WT hikn nikoli v burg¢nych
supernatantech BMDC stimulovanych pouze¢pd&hym gliadinem. U BMDC
postradajicich funini protein TLR4 byla nagtend koncentrace ILBLvyrazre niZsi, a to
jak v supernatantech bEin stimulovanych pouze &ienym gliadinem, tak
v supernatantech bgik stimulovanych &penym gliadinem spolu s ATP, oproti
hodnotdm nagtenym v supernatantech WT hikn Zcela minimalni koncentrace IL31
byla nangtena v buticnych supernatantech BMDC postradajicich oba dnhlroteiny
(TLR2 i TLR4).

Zda skutén¢ dochazi k ovlivani piimo exprese pro-IL{l, bylo stanoveno
metodou Western blot (4.2.4). BMDC byly stimulové®¥ hodin Sfpenym gliadinem
(konc. 100 pg/ml). Nasleds byl v pripravenych lyzatech specifickou protilatkou
detekovan pro-IL-g. Jak ukazuje obr. 22 B, v lyzatechigpavenych z BMDC
postradajicich fundni proteiny TLR2 i TLR4 nebyl detekovan zadny pteilp.

V lyzatech pipravenych z BMDC, jeZ postradaly fuftk protein TLR4, bylo detekovano
vyrazreé snizené mnozstvi pro-ILBloproti mnozstvi pro-IL-f detekovaného u lyzét
z WT burék. Naopak u lyzdt pripravenych z BMDC postradajicich fultk protein
TLR2 bylo detekovano neziméné mnozstvi pro-IL-§ v porovnani s mnozstvim pro-IL-
1B detekovanym u lyzatz WT burgk.

Tyto vysledky podporuji if@dpoklad, Ze receptor TLR4 hraje roli v gliadinem
indukované expresi a sekreci I[3:1U burek, které postradaly furtki protein TLR2, sice
nedoSlo k ovliveéni exprese pro-IL1 po stimulaci gliadinem, ipsto protein TLR2

pravdépodobré n¢jakou roli v expresi pro-IL- hraje. To naznauji vysledky ziskané ze

75



stimulace buék postradajicich oba fulki proteiny TLR2 i TLR4, kde je exprese pro-IL-
1B zcela potléena, na rozdil od WT bgk a burgk bez funkniho proteinu TLR4, kde je

sice exprese pro-ILflsniZena, nikoli vSak zcela.
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Obr. 22: V draze ridici expresi pro-IL-1p u mySich BMDC stimulovanych gliadinem se uplatuje
signalizace receptory TLR. BMDC (izolované z mySiho kmene C57BL/6 ds divokymi formami
prislusnych get (WT), nebo postradajici futtki protein TLR2 (TLRZ) nebo protein TLR4 (TLRY) ¢i
oba proteiny TLR2 i TLR4 (TLR2/4)) byly stimulovany pouze &enym gliadinem o koncentraci 100
pg/ml po 24 hodin nebo &enym gliadinem 21,5 hodiny a naslédh5 hodiny 2 mM ATP. Jako kontrola
byly pouzity buiky inkubované pouze v médiu a itky inkubované v médiu s ATP bez stimulace
gliadinem. (A) V bukicnych supernatantech byla stanovena koncentracep Ipdmoci ELISA testu.
Naméiené koncentrace ILBLjsou uvedenyjako pmtimérné hodnoty koncentrace + hodnota SEM ze 3
nezavislych experimeinit Mira signifikance rozdilu hodnot ngtenych u WT bugk stimulovanych
$tpenym gliadinem nebo&tenym gliadinem s ATP oproti hodnotam rigemym u busk TLR2", TLR4"

a TLR2/4" stimulovanych &penym gliadinem nebo&tenym gliadinem s ATP je vyj&eha jako *, kde *
odpovida P < 0,05 (neparametricky dvoutrglyy Mann-Whitney test). (B) Viipravenych bu&nych
lyzatech byla specifickou protilatkou detekovariétgmnost pro-IL-B. Detekce aktinu byla pouzita pro
kontrolu naneseni b#tného lyzatu na gel pro SDS-PAGE. Jedna se o repiaiaani obrazek ze 3

nezavislych experimeint
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Vysledky podporujici roli signalizace receptory T4Ra TLR2 u busk
stimulovanych gliadinem ziskané stimulaci mySich BM byly owifeny na PBMC
izolovanych z krve paciefits celiakii, a to pouzitim protilatek, které bloksjgnalizaci
receptory TLR2 a TLRA4.

PBMC ziskané z periferni krve celiakbyly proto nejprve inkubovany
s neutralizanimi protilatkami proti TLR2 nebo TLR4 (o koncerdird 0 ug/ml) po dobu
1 hodiny a naslednbyly 24 hodin stimulovany &enym gliadinem (konc. 100g/ml).
V burgénych supernatantech byla ELISA testem (4.2.3) stam@ koncentrace ILAL Jak
je ukazano na obr. 23, preinkubace PBMC s neus&aizorotilatkou proti TLR2 nesfia
na sekreci IL-f u burgk stimulovanych gliadinem vliv, naopak preinkuba@BMC
s neutralizani protildtkou proti TLR4 inhibovala sekreci Il31u burgk stimulovanych
gliadinem, a to 0 70 % oproti PBMC stimulovanym pe@tpenym gliadinem. Podobné
vysledky byly zjisény také u buék stimulovanych LPS (konc. 100 ng/ml).

Tyto vysledky potvrzuji roli receptoru TLR4 v signé&ch drahéchidicich expresi
pro-IL-1p u PBMC stimulovanych gliadinem.
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Obr. 23: V draze ridici expresi pro-IL-1p u PBMC z krve celiaki stimulovanych gliadinem se
uplatiiuje signalizace receptory TLR. PBMC izolované z krve celidk byly stimulovany &fpenym
gliadinem o koncentraci 10Qg/ml po 24 hodin, &které vzorky byly preinkubovany s neutralina
protilatkou proti TLR2 nebo TLR4 o koncentraci f§/ml. Jako kontrola byly pouzity kiky inkubované

v médiu s LPS (pouzitd koncentrace 100 ng/ml). ¥&boych supernatantech byla stanovena koncentrace
IL-1p pomoci ELISA testu. Na#iiené hladiny cytokif jsou uvedenyako ptimérné hodnoty koncentrace
IL-1B v % + hodnota SEM v % ziskané ze stimulacidhuh pacieni s celiakii. Mira signifikance rozdilu
hodnot narenych u buik stimulovanych &penym gliadineméi LPS oproti butkdm stimulovanym
Stpenym gliadinenti LPS v @gitomnosti neutralizénich protilatek je vyjatena jako ** nebo ***, kde **
odpovida P < 0,01 a *** odpovida P < 0,001 (nepaaicrky dvouvylrovy Mann-Whitney test).
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6 Diskuze

IL-1p je vyznamny prozaslivy cytokin, ktery je produkovan kikami imunitniho
systému fi infekci organismu, ale takéripzaretlivych a autoimunitnich onemoeénich.
U strevnich autoimunitnich onemaani je IL-18 dulezitym mediatorem gtvniho zastu
Gcastnici se jak jeho iniciace, tak amplifikace. Z&y& hladina IL-g byla stanovena
v sérech paciefits nespecifickymi gevnimi zagty i s celiakii. Stanovena koncentrace
IL-1B v sérech paciefitnavic korelovala s mirou z&n (Fornariet al, 1998; Ligumsky
et al, 1990).

Nedavna studie ukazala, Ze u Bkirkteré byly izolovany z periferni krve paciént
s celiakii a nasledrnbyly stimulovany &tpenym gliadinem dochazi veétgi mie k sekreci
IL-1B v porovnani se stefnpripravenymi a stimulovanymi kikami od zdravych daic
(Harris et al, 2008). Tyto vysledky byly nejprve v ramci tétcape potvrzeny a navic
rozSteny o stanoveni sekrece dalSiho vyznamn#ééwa rodiny IL-1 — IL-h. IL-1a je
vice nez IL-B produkovéan celogadou imunitnich i neimunitnich bék, a dokonce také
T bunkami (Zubiageet al, 1991; Zuhiga-Pfluckest al, 1995), coz by mohlo vystiovat
vysSi koncentraci IL-d stanovenou v kultivamim médiu PBMC nez v kultivaim médiu
monocyt stimulovanych gliadinem (obr. 11 B). Také funkoldto cytokinu jsou &Asti
odlisné od ILB (nag. jeho prekurzor je jiz aktivni a nemusi bygpgn a funguje jako
regulator transkripce géh Do budoucna by bylo ji&t zajimavé zjistit, jakymi
mechanismy IL-& prispiva k patogenezi celiakie.

V naSi praci byla zvySena sekrece Ik{lozorovana u bwk zdravych dant po
stimulaci gliadinem. U PBMC a monodyizolovanych z krve celiakvSak byla sekrece
priblizné 2-3 vySSi (obr. 11 A). V porovnani s rozdilnou ouir sekrece IL-d&

u populaci monocyt a PBMC byla sekrece ILBLu monocyli srovnatelna se sekreci
stanovenou u PBMC. Tato data potvrzuji vysledkyridaa spol. (2008), Ze hlavnim
zdrojem IL-1B u celiakie jsou monocyty.

Vzhledem ktomu, Ze IL{l se v buikach neprodukuje konstitutign dalo se
predpokladat, Ze sekrece I113-Jo stimulaci PBMC gliadinem je spojena s vysSiregp
pro-IL-18 a naslednou maturaci pro-1I3-1Nejprve byl tedy tento ipdpoklad owien.
Ziskané vysledky potvrdily, Ze gliadin u PBMC izeémych z krve paciefits celiakii
vyrazre indukoval expresi pro-ILf}, jeZ byla spojena s naslednou maturaci profilal
sekreci IL-B (obr. 12).
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V ramci této prace jsme se tedy dale #aélinna to, které mechanismy se ¥jidh
exprese, maturace a sekrece LLelPBMC stimulovanych gliadinem upiaii.

Nejprve byla zkouména ¢ast kaspazy-1 v maturaci pro-l1l31u PBMC
stimulovanych gliadinem. Pouzitim specifického toru Z-YVAD-fmk bylo
prokazano, Ze maturace pro-IB;1 jehoZz exprese je vyvolana gliadinem, je
zprostedkovana kaspazou-1 (obr. 13).

V nedavné dobbyly publikovany vysledky studii, dle kterych s#éz Ze kaspaza-
1 se v krevnich monocytech nachazi jiz v aktivnimk® (Neteaet al, 2009). Tyto
vysledky byly v ramci naSi prace potvrzeny (obr). I3ale jsme proto chli ovéiit, zda
gliadin vyvolava je&t dalSi aktivaci kaspazy-1 nad tuto bazalni hladid@k metoda
Western blot (obr. 14), tak analyza Bknna piatokovém cytometru s vyuZitim
fluorescekiné¢ znaeného inhibitoru kaspazy-1 (obr. 15) prokazaly sctost gliadinu
aktivovat kaspazu-1 u PBMC z krve paciestceliakii. A’koli metodou Western blot
nebylo detekovano zvySeni aktivace kaspazy-1 u PBiM@vych dank, analyza na
priaitokovém cytometru ukazala, Ze i u PBMC zdravyctcigtiadin jistou dalSi aktivaci
kaspazy-1 indukuje. Je prajgbdobné, Ze zvySeni aktivace kaspazy-1 gliadin&BMC
zdravych dant, které se podle analyzytpokovou cytometrii pohybovalorlizné okolo
30 % (u pacierit v praiméru okolo 220 %) oproti nestimulovanym itkém, nebylo pro
detekci metodou Western blot dostat@ a tato metoda neni pro detekci takto nizké
aktivace dostatm¢ citliva.

Dale jsme se za#ili na &je ovliviwjici aktivitu kaspazy-1. Vychéazeli jsme
z prace Netea a spol. (2009), ve které bylo pozorowmirné zvyseni aktivace kaspazy-1
nad bazalni hladinu poapobeni LPS na krevni monocyty. Dle jejickegpokladu je
sekrece IL-B z monocyl bez nutnosti obdrzeni exogenniho 2. signélu urrekrong
konstitutivni aktivace kaspazy-1 navic také westinim endogenniho ATP. Toto ATP se
nasledd vaze na kanal P2X7 na cytoplazmatické membidmek. Navazani ATP na
kanal P2X7 vyvola jeho otéeni, coz vede k poklesu koncentrace draselnychiiont
v buice, a to je pro aktivaci kaspazy-1 nezbytné. Jegjielpoklad vychazi z pozorovani,
Ze LPS indukoval po 4 hodinové stimulaci monécyivohovani endogenniho ATP a
sekreci IL-B bylo mozné inhibovat oxidovanym ATP — inhibitoreiraselného kanalu
P2X7.

ProtoZe i my jsme potgobeni gliadinu na PBMC pozorovali zvySenou akiivac
kaspazy-1, zastili jsme se na vliv koncentrace draselnych tomtbuice a roli kanalu

P2X7 vtomto procesu. Vysledky naSi studie ukazig, maturace a sekrece IB-1
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u PBMC pacient stimulovanych gliadinem je zavisla na usolani draselnych ioft
z buiky. Pokud byly biiky inkubovany a stimulovany gliadinem v médiu, Eter
obsahovalo 50 mM koncentraci draselnych dofyla maturace a sekrece IB-Lyrazreé
snizena. Snizeni maturace a sekrecepllziisobilo i pouziti inhibito#i, které blokuji
uvolovani draselnych iofatz buaky (obr. 16). AvSak pouziti inhibitoru draselného
kanalu P2X7, jez jgizen vazbou ATP, maturaci a sekreci Ig-fio stimulaci PBMC
gliadinem nesniZilo (obr. 16). Zda se tedy, Zedjtiam indukovand maturace a sekrece
IL-18 z PBMC sice vyZaduje pokles koncentrace draseliy# v buice, ale nemusi se
tak dit progtednictvim P2X7 kanalu a ATP. Na rozdil od studi¢ddea spol. (2009) byly
PBMC stimulovany gliadinem 24 hodin. Je tedy mozhé,sekrece IL{1 u PBMC
stimulovanych gliadinendi LPS je zavisla na uvabvani endogenniho ATP a jeho vazb
na kanal P2X7 pouzeigkratkodobé stimulaci.

Provedli jsme proto gfeni sekrece IL{f1 u PBMC ti pacient s celiakii po 3 a
24 hodinové stimulaci gliadinem a LPS (data neukdraPo 3 hodinové stimulaci
samotnym gliadinem byla detekovana zcela miniméiniadna sekrece ILBL Pokud
bylo na za¥recnych 30 minut stimulacefglano ATP, bylo detekovano vyrazmavySené
mnozstvi IL-B v buréénych supernatantech. Pouziti inhibitoru KN-62 zcptalailo
zvySenou sekreci ILfl vyvolanou pidanim ATP. Po 24 hodinové stimulaci samotnym
gliadinem byla sekrece ILBldetekovana, alefigani ATP na zawetnych 30 minut
stimulace nezjsobilo dalSi vyrazné zvySeni sekrece [R.-IObdobné vysledky byly
ziskany i stimulaci butk LPS. Tato data tedy nazZnhgi, Ze &koli maturace a sekrece IL-
13 z PBMC celiak stimulovanych 24 hodin nejsou zavislé na ATP a P2Xpipad
kratkodobé stimulace by tomu tak mohlo byt.

Tato data jsou shodna s pozorovanimi jiné skupgie.jejich vysledk je sekrece
IL-18 u PBMC stimulovanych LPS a dalSimi ligandy TLRapioil zavisla na ATP a
jeho vazk na kanal P2X7 pouzerikratkodobé (3 hod) stimulaci. Pouziti inhibitdfiN-
62 u dlouhodobé stimulace hiknnesnizilo sekreci IL{1 (Wardet al, 2010).

Jiné studie provedené na krevnich monocytech yikaauv aktivaci inflamazému
a maturaci a sekreci ILBlhraje roli redevsSim redoxni stav uvhibuiky (Hewinsonet
al. 2008; Tasset al, 2009). Vysledky jedné Z¢hto studii ukazuji, Ze stimulace ligandy
receptoét TLR vyvolava vyssi produkci ROS v monocytech, mhezbytné pro maturaci
a sekreci IL-B (Tassiet al, 2009). U pacieiits celiakii byla potvrzena zvySena produkce
ROS po stimulaci gliadinem versvnich epitelialnich hikach a MDDC (Bergamet al.,
2008, Lucianiet al, 2010). Vysledky naSich pokiugprokazuji roli ROS v sekreci ILEL
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u monocyt stimulovanych gliadinem. Pouziti NAC (inhibitor ) zpisobilo vyrazné
snizeni detekovaného mnozstvi Ig-1 kultivacnim médiu PBMC vyizolovanych z krve
celiaki a stimulovanych gliadinem (obr. 17). Navic bylaRBMC stimulovanych
gliadinem v pitomnosti NAC detekovana i nizSi exprese pro-f-(obr. 17). Tyto
vysledky jsou v souladu s pozorovanimi, Ze ROS inefwji pouze aktivitu inflamazomu,
ale také aktivuji transkripci gérizenych NF«B, v¢etné genu pro IL-B (Asehnouneet
al, 2004).

Celkow tedy tato data podporuji skatest, Ze kaspaza-1 se u PBMC padient
s celiakii i zdravych dafc nachazi v aktivované forna i stimulaci PBMC
gliadinovymi peptidy je moZna jeji dalSi aktivacdrySenad koncentrace sekretovaného
IL-13 v kultivatnim médiu PBMC izolovanych z krve celiakoproti hodnotam
stanovenym u PBMC od zdravych dase zda byt dana jednak zvySenou expresi pro-IL-
1B, a jednak vyssi aktivaci kaspazy-1 po stimulaeidghem. Maturace a sekrece IB-je
zavisla na hladin draselnych iorit a zvySené produkci ROS v PBMC po stimulaci
gliadinem. Je znamo, Ze produkce ROS a sniZzendehktmace draselnych iant
v makrofazich a DC umagji seskupovani proteininflamazému NLRP3, a tim aktivaci
kaspazy-1. Jaky je alggsny mechanismus jejiciiaku u monocyi neni znamo. Stegn
jako u makroféad a DC jsou vSak tyto&e nezbytné pro maturaci a sekreci Ip-Bylo
by proto zajimavé déale &fit, jaky vliv ma hladina draselnych ionta ROS v biice
piimo na aktivitu kaspazy-1, afipadré zda tyto mechanismy oviiwji aktivitu
konstitutivre aktivni kaspazy-1 nebol/i aktivitu kaspazy-1 vyvala stimulaci gliadinem.

V dalsi ¢asti prace jsme ukazali, Ze také u mySich BMDC gkrexe IL-B
vyvoland stimulaci gliadinem spolu s ATP zavisld akdivaci kaspazy-1 (obr. 19). Ze
stanovené sekrece IlB31vyvolané stimulaci BMDC gliadinem, ktera je srotglad se
sekreci IL-B vyvolanou LPS, aiedkézn¢ provedenych pokusse zda, Ze stimulace
gliadinem bez druhého signélu, napTP, nevyvolava u BMDC aktivaci kaspazy-1 nebo
ne v dostattné mte pro detekci pouzitymi metodami. distajimavé by bylo srovnéni
Gcinka gliadinu na MDDC gpravené z bk zdravych dant a pacient s celiakii, které
se v mechanismech aktivace kaspazy-1 podobaji my&mDC. Zda by nafiklad
nedoSlo k aktivaci kaspazy-1 u MDDC paciestceliakii stimulaci pouze gliadinem bez
nutnosti dodani exogenniho druhého signalu.

Na mysSich BMDC postradajicich vybrané fankproteiny bylo navic zjigho, Ze
gliadinem vyvolana sekrece ILBJje zavisla také na proteinu NLRP3 a ASC (obr. 20),

tedy receptorovém a adaptorovém proteinu inflamazdhRP3. Celko¥ tedy tyto
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vysledky potvrzuji roli inflamazému NLRP3 v sekrdti-13 u BMDC stimulovanych
gliadinem a spolu s daty ziskanymi analyzou PBM{ak& nazn&uji i pripadnou roli
inflamazému NLRP3 v gliadinem vyvolaném 2#ivém procesu u pacieittrpicich
celiakii.

Kromé signalnich drah, které se upgiafi v maturaci pro-IL-B, jsme se zas#fili
také na signélni drahy, ktei&i expresi pro-IL-§ u PBMC a BMDC stimulovanych
gliadinem. U PBMC bylo pouzitim specifickych inhitit ukazéno, Ze v drahéch, jgdi
expresi pro-IL-B po stimulaci gliadinem, se uptafji kindzy z rodiny MAPK, konkréth
kindzy ERK, JNK a p38. Zcela kbvou roli ma také transkrépi faktor NFxB (obr. 18).
Tyto vysledky odpovidaji obecnérquista¢ aktivace genové exprese pro&imych
cytokina (Akira et al, 2006; Creagh and O'Neill, 2006), a navic podpaliive ziskané
vysledky v naSi laborato Ty ukazuji, Ze stimulace gliadinem tgobuje aktivaci
signalnich drah, jez vidledku vedou k aktivaci monoéyt PBMC a DC. Vé&chto
drahach jsou zapojeny transkiip faktor NFkB a protein p38 (Cinové&t al, 2007;
Chladkovéet al, 2011; Jelinkovat al, 2004; Palova-Jelinkowt al, 2005).

Je znamo, ze v expresi pro-ll3-5e uplatuje signalizace receptory TLR a NOD
(Akira et al, 2006; Creagh and O'Neill, 2006; Uematsu andnkatip, 2010). Ees jaky
receptor ale fsobi gliadin neni znamo. Kraimranskrigniho faktoru NF«B a proteinu
p38 v3ak bylo ukdzano zapojeni i dalSich molekslgnalnich drahach aktivovanych
u imunitnich butk stimulovanych gliadinem. Mezi tyto molekuly fatadaptorovy
protein MyD88 (Thomaset al, 2006). NasSe vysledky ziskané stimulaci BMDC
postradajicich proteiny MyD88i TRIF ukazuji, Ze exprese a sekrece [L1 BMDC
stimulovanych gliadinem je pdrzavisla na adaptorovém proteinu MyD88 a v mengé mi
také na adaptorovém proteinu TRIF (obr. 21).

Ackoli jsou MyD88 a TRIF dlezité adaptorové molekuly zajiStujici signalizaci
mezi povrchovymi receptory TLR a transkunipm faktorem NFR¢B, nebyla ve dvou
studiich potvrzena role TLR2 ani TLR4 jako receptpro gliadin (Nikulinaet al, 2004;
Thomaset al, 2006). Jejich vysledky vydwji roli TLR4 v aktivaci BMDC a sekreci
cytokini Gcinkem gliadinu. Naopak ve studii Junker a spolokaur2009 autb deklaruiji,
Ze u BMDC, jez postradaji futki receptor TLR4, nedochazi po stimulaci gliadinem
k sekreci prozastlivych cytokini na rozdil od stanovené sekrece u WT daurNavic
inhibice receptoru TLR4 u MDDC pacidns celiakii pouZzitim neutralizai protilatky
proti TLR4 ma shodny inhibni efekt na sekreci cytokin coz podle autdrcini z TLR4
receptor pro gliadin u béhk prirozené imunity (Junkest al, 2009).
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NasSe vysledky, ziskané ze stimulace mySich BMDCtradsjicich funkni
receptor TLR2 nebo TLR4 nebo oba receptoryas@, se shoduji s tvrzenim Junker a
spol. (2009), tedy Ze receptor TLR4 hraje roli ywostedkovani dinka gliadinu na
BMDC. Koncentrace sekretovaného IB-1po stimulaci gliadinem u BMDC
postradajicich funini TLR4 byla vyraza snizena oproti hodnotdm nafenym u WT
burék. Také bylo detekovano vyragisnizené mnozstvi pro-ILBlv buré¢nych lyzatech
pripravenych z BMDC TLRZ stimulovanych gliadinem oproti lyZéah pripravenym z
WT BMDC (obr. 22). Takeé vifjpadc BMDC postradajicich furki TLR2 byla sekrece
IL-18 mirné snizena oproti hodnotam nafmnym u WT bugk (obr. 22). Akoli bylo
u lyzati piipravenych z BMDC TLRZ stimulovanych gliadinem detekovano mnozstvi
pro-IL-1B srovnatelné s mnozstvim stanovenym u yziipravenych z WT BMDC, zda
se, zZe receptor TLR2 médity vliv v Ucincich gliadinu na biky. To je patrné z vysledk
ziskanych ze stimulace mySich BMDC, které postiaolag funkni receptory — TLR2 i
TLR4. U tchto BMDC byla detekovana zcela minimalni sekrelcell po stimulaci
gliadinem oproti hodnotdm naitenym u WT buik. Navic byla narffenéd koncentrace
IL-1B nizsi nez koncentrace ILBInanerend u BMDC TLRZ stimulovanych gliadinem.
Také mnozstvi pro-ILf bylo u BMDC TLR2/4" stimulovanych gliadinem zcela
minimalni oproti mnozstvi pro-IL{1detekovaného u TLR4(obr. 22). Je tedy mozné, ze
receptory TLR2 a TLR4 ip aktivaci signalnich draliidicich expresi pro-IL{1 u burgk
stimulovanych gliadinem kooperuji je jejich signalizace vzajendrcasténé zastupna.
Interakce receptér TLR2 a TLR4 jiz byla potvrzena v aktivaci signahni kaskad
vyvolanych tiznymi molekulami, jako jsou biglykan, protein tefpliho Soku — HSP 60
nebo kyselina hyaluronova (Jiaagal, 2005; Schaefeat al, 2005; Vabulagt al, 2001).
Mechanismus kooperace TLR2 a TLR4 byl alésgocasti vysétlen tak, Ze dkteré
signalni drahy, které jsou aktivované vazbou ligand receptor TLR4, jsou zavislé na
piitomnosti funkniho receptoru TLR2 (Goaet al, 2012).

Podobné vysledky byly ziskany také ze stimulaci EBidolovanych z periferni
krve pacieni s neléenou celiakii. Zde #o pouziti neutralizéni protilatky proti TLR4
vyrazny vliv na sekreci ILf1 u PBMC stimulovanych gliadinem. Po stimulaci PBMC
gliadinem v pitomnosti neutralizeni protilatky proti TLR4 dosahovala néiena
koncentrace IL-g v kultivacnim médiu 30 % koncentrace Il3-1stanovené u PBMC
stimulovanych pouze gliadinem. Pouziti neutralidaprotilatky proti TLR2 v dané
koncentraci naopak netho vyrazny vliv na sekreci IL{1 u PBMC stimulovanych

gliadinem (obr. 23). V dalSich pokusech je nutn@évpst optimalizaci pokus predevsim
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vyzkouSet #izné koncentrace obou protilatek. Zajimavé srovbarjisté prineslo pouziti
obou neutralizénich protilatek spol@¢. ProtoZze ani vifjpact pouZiti neutralizéni
protilatky proti TLR4 nebyla inhibice sekrece I3-10plna, je pravébodobné, Ze
v burg¢né signalizaci v odpadi burék na stimulaci gliadinem se upiafi i jiné
receptorove proteiny.

Role obou receptarbyla zkoumanaiznymi skupinami a i podle jejich vysledlk
je mozné pedpokladat zapojeni TLR4 i TLR2 v patogenezi céfiaBylo ukazano, Ze
sttevni mukozni bikky pacientt s celiakii vykazuji zvySenou expresi receptdilLR2 i
TLR4 (Szebeniet al, 2007). Steja tak zvySena exprese receftofrLR2 i TLR4 byla
stanovena u APC ziskanych z krve padiemteliakii (Csetet al 2011). Publikovany
byly také vysledky studie, podle kterycltast autoprotilatek proti tké@vé
transglutaminaze, které jsou pro pacienty s celigkické, se vaze na receptor TLR4 na
povrchu monocyt, cozZ vyvolava jejich aktivaci (Zanoet al., 2006).

V neposledniad jsou velmi podstatné i objevy z nedavné doby,&moukazuji
na to, Ze nejenom exprese pro-lp-lale také exprese proteinu NLRP3 je nezbytnym
krokem, ktery umoiuje aktivaci inflamazému u mySich BMDC. Hlavni mialdou, ktera
genovou expresi proteinu NLRPR®Ii, byl u€en transkripni faktor NF«xB. A navic bylo
ukazano, ze BMDC postradajici fumé TLR4 nebo najednou &bmolekuly MyD88 a
TRIF nejsou po fisludné stimulaci schopné syntetizovat protein NBRE€Z podporuje
predstavu vyznamné ulohy signalni kaskady TLR4/MyD&F/NF«B v aktivaci
inflamazému. Bylo by zajimaveé ¢kit, zda i gliadin kron§ exprese genu pro ILB1
stejnou signalni kaskadaidi i expresi proteinu NLRP3 (Bauernfeiatial, 2009).

Jak uZ bylo zmi#gno v tvodnich kapitolach, IFM-je jeden z nejvyznangsich
cytokini, ktery se podili na patogenezi celiakie. ZvySem@Zstvi bugk produkujicich
IFN-y bylo stanoveno jak v intestinalnich bioptatechik taperiferni krvi pacierit
s celiakii (Hanssoret al, 1999; Lahatet al, 1999). Navic bylo na vybranych liniich
intestinalnich epitelidlnich bgk ukdzano, Ze se citlivost receptoru TLR4 Kk
jeho ligandim zvySuje pra¥ v prostedi IFNy (Suzukiet al, 2003). Pokud se tedy
skute&n¢ potvrdi role TLR4 jako receptoru pro gliadin, reikde potom mozné vystleni
zvySené exprese a sekrece Rl burek pacient s celiakii: IFNy, ktery je produkovan
lymfocyty pacient s celiakii, by zvySoval citlivost monodyt jinych APC k ligandm
receptoru TLR4, tedy i gliadinu. Vidledku by tak u butk pacient s celiakii dochazelo
(na rozdil od butk zdravych dank) k zvySené syntéze pro-IL3la proteinu, jez je

nezbytny pro jeho maturaci — NLRP3, jejichZ expresézena prav receptory TLR4.
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7 Souhrn

Cilem pgredkladané diplomové prace bylo u mondcst mononuklearnich bek

periferni krve izolovanych od paci@éns celiakii stanovit produkci ILdl a IL-13 po

stimulaci bugk S&penym gliadinem (vyznamnou sloZzkou lepku) a datdét unolekuly a

mechanismy, které se v expresi, maturaci a sekretf uplatiuji.

1)

2)

PBMC a monocyty izolované z krve paciird celiakii po stimulaci penym
gliadinem sekretujiifiblizné 2—3 krat vySSi mnozstvi ILela IL-1 oproti buikam
zdravych dang. Srovnatelna sekrece ILB1u gliadinem stimulovanych PBMC a
monocyt ziskanych z krve paciehpodporuje zji&tni, Ze hlavnim zdrojem ILfl
u celiakie jsou monocyty. Stanoveni vySSi sekréeka u PBMC neZz u monocit
naznguje, Ze tento cytokin v odpeégi na stimulaci gliadinem produkuji i dalSi

buiky imunitniho systému.

Gliadin vyvolava u PBMC celiakvyraznoude novosyntézu pro-IL-§. V draze,
ktera expresi pro-IL{1 fidi, jsou zapojeny kinazy rodiny MAPK — p38, JNK a
ERK, a transkripni faktor NFxB. Jako jeden z moznych recefitagliadinu byl
navrzen TLR4. Na mySich BMDC byla potvrzena roleepon TLR2 a TLR4 a
adaptoét MyD88 a TRIF v tomto &i. U PBMC celiaki se na maturaci pro-ILfL
podili kaspaza-1. Kaspaza-1 se u PBMC nachazigktivovaném stavu a gliadin
navic zmisobuje jeji dalSi aktivaci, a to veétsi mie u pacient neZ u zdravych
déarai. Gliadinem indukovana maturace a sekrece fijelzavisla na uvabvani
draselnych iorit z PBMC a zvySené produkci ROS uwnidurgk. V gliadinem
indukované maturaci a sekreci I[3-¥Sak nebyla potvrzena role kanalu P2X7, jez
je fizen vazbou ATP. Na mySich BMDC bylo navic zji&t, Ze gliadinem
vyvoland sekrece ILflje zavisla kroms kaspazy-1 také na proteinu NLRP3 a
ASC, proteinech inflamazomu NLRP3. Celkotedy tyto vysledky nasdcuji
mozné roli inflamazému NLRP3 v gliadinem vyvolan&aretlivém procesu u

pacienti trpicich celiakii.
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