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Uvod

Epitelialni bufiky plic nezajiStuji pouze mechanickou bariéru proti
inhalovanym Skodlivym substancim, ale jedna se o metabolicky velmi aktivni
buriky s bohatou sekretorickou aktivitou. Nyni se ukazuje, Ze epitelialni buriky
plic jsou velmi dobfe integrovany do imunitniho systému plic a pravé pomoci
cytokin reguluji fadu imunitnich reakci. Cytokinové interakce epitelialnich
bunék maji vyznam v patofyziologii fady plicnich onemocnéni, na ktera
v nékterych pfipadech neexistuje uc€inna Ié¢ba, a proto je tato oblast intenzivné

studovana.

Zadanim této prace je: zpracovani literarnich Udaju o cytokinovych interakcich
epitelidlnich bunék v dychacim ustroji a jejich vyznam v imunitnich a

imunopatologickych reakcich v plicnim parenchymu.



Abstrakt

Epitelialni bunky dychacich cest jsou strategicky umistény na rozhrani
organizmu s okolnim prostfedim, a tak hraji kliCovou roli v obranném systému.
Epitelialni buriky nezajistuji pouze mechanickou bariéru proti vlivu potencialné
Skodlivych inhalovanych substanci, ale jedna se o metabolicky velmi aktivni
buriky s bohatou sekretorickou aktivitou. V reakci na rlznorodé stimuly napf.
lipopolysacharid produkuji fadu puUsobkl: cytokiny, antimikrobialni peptidy.
Epitelialni buiky jsou zejména vyznamnym zdrojem chemokinl (pf. IL-8, TSLP,
RANTES). Podle souCasnych poznatk( epitelialni burnky ovliviiuji rovnovahu
Th1/Th2/Th17 lymfocytd, pomoci prozanétlivych cytokint amplifikuji zanétlivé
procesy a Cinnost efektorovych bunék. Epitelialni buriky Fidi pfisun imunitnich
bunék do loZiska poskozeni a podilli se na reparacnich procesech. Porucha
téchto cytokinovych regulaci mize vyustit v rozvoj riznych plicnich onemocnéni
jako je napfiklad astma a chronicka plicni obstrukéni nemoc. Z tohoto dtvodu
je tato oblast intenzivné studovana, aby se hledaly nové cile moznych

terapeutickych zasaha.
Abstract

The airway epithelial cells is strategically positioned at the interface with
environtment, and thus plays a key role in host defence system. Epithelial cells
do not provide only a mechanical barrier against the influence of potentially
harmfull substances, but these cells are metabolic very active with an extensive
secretory activity. Epithelial cells generate a large number of cytokines,
especially chemokines (eg. IL-8, TSLP, RANTES), antimicrobial peptides in
response to variety of stimuli eg. lipopolysacharide. Epithelial cells are involved
in the balance of Th1/Th2/Th17 cells. Another relevance of epithelial cell is, that
they amplify inflammatory processes and activity of effectory cells by
inflammatory cytokines. Substantial new evidence indicates an importace of
epithelial cells in their direction of recruitment immunity cells to the site of
damage and they are involved in the reparation processes. Disorder of these
cytokine regulations can be implicated in the development of diverse lung
diseases such as eg. asthma or chronic obstructive pulmonary disease. Hence
this field is intensively studying, so that could be find new targets of possible

therapeutic interventions.



1. Imunita respiraéniho systému

Plice jsou nejrozsahlejSim povrchem téla, ktery je v kontaktu s vnéjSim
prostfedim. Jejich odhadovana plocha kolem 100m? pfichazi kazdy den do
interakce s pfiblizné 10 000 litry inhalovaného vzduchu (Wang et al., 2008).
Obrana lidského organismu proti mikrobim je zjednoduSené zajiStovana na
tfech urovnich: 1) anatomické a fyziologické bariéry 2) pfirozena imunita a 3)

adaptivni imunita.

1.1 Pfirozena imunita

Jednotna reakce imunitniho systému lidského organizmu byva tradicné
rozdélovana do dvou vétvi. Na imunitu pfirozenou (vrozenou, nespecifickou) a
adaptivni (ziskanou, specifickou). Pfirozena imunita poskytuje pocatecni
ochranu pfed mikroorganismy a zaroven stimuluje imunitu ziskanou. Pfirozena
imunita je zajiStovana jak burikami hematopoetického i nehematopoetického
puvodu (napfiklad epitelialni buriky), tak humoralni slozkou. Hematopoetickymi
burikami jsou fagocytujici burky, kterymi jsou neutrofily nebo makrofagy, dale
bazofily, mastocyty, NK buriky, eozinofily a dalSi. Epitelialni buriky tvofi sliznice
respiracniho, gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu a neplni pouze pasivni
funkci fyziologickych membran, ale aktivné interaguji s obéma typy imunity.
K posileni této bunélné obranyschopnosti ma pfirozena imunita k dispozici
jesté fadu humoralnich pusobku jakymi jsou napfiklad slozky komplementu, C-
reaktivni protein, antimikrobialni peptidy jako jsou napfiklad kolektiny a

defensiny (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.1.1 Bunky plicniho parenchymu

Epitelialni bunky

Bronchialni dychaci cesty jsou lemovany pseudostratifikovanym epitelem.
Pseudostratifikovany epitel je slozen z bazalnich, sekretorickych a fasinkovych
bunék. Epitelialni buriky jsou pfizpusobeny k obrané respiracni sliznice fadou
mechanismu. Jednim z nich je mukociliarni clearance. Intenzita a efektivita
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mukociliarni clearance je urCena charakterem a mnoZstvim hlenu a také
strukturou a funkci ciliarniho aparatu respiracni sliznice (Coraux et al., 2005).
Respiracni hlen je komplexem sekretu, pfiemz vindukovaném sputu bylo
identifikovano 191 rlznych proteind. Hlavni slozkou téchto sekretd jsou
molekuly mucinu, které zesitovanim vytvafi viskoelasticky gel. Mimo jiné
hlenova bariéra chrani epitelialni povrch pfed dehydrataci. (Swindle et al.,
2009).

Epitelialni bunky produkuji protizanétlivé, antibakterialni a antioxidacni
molekuly. Druha linie obrany je zajisténa mezibunécnymi spoji, které vytvareji
efektivni bariéru proti inhalovanym patogenum a dalS§im $kodlivym Cinitelim. |
pres tento efektivni obranny systém je epitel dychacich cest €asto porusen
neustalym kontaktem s vnéjSim prostfedim, v némz jsou viry, mikroorganismy a
riizné polutanty. PoSkozeni epitelialni integrity se maze liit, od ztraty epitelialni
impermeability nasledkem otevfeni tight junctions, az po C¢astecné nebo
kompletni obnazeni bazalni membrany. Tyto zmény ve struktufe a funkci epitelu
se uplatfiuji v patogenezi mnoha respiracnich onemocnéni: chronicka
bronchitida, astma, chronicka plicni obstrukéni nemoc (CHOPN), cysticka
fibr6za (Coraux et al., 2005).

Endotelialni bunky

Endotelialni buriky hraji dudlezitou roli v regulaci obrannych reakci proti
noxam a moduluji zanétlivé reakce. Mimo fyzikalni bariéru aktivované
endotelové buriky moduluji povrchovou expresi adheznich molekul a pUsobi
agonisticky na faktor aktivujici desticky (PAF). Endotelidlni bunky také
syntetizuji a sekretuji fadu mediatort regulujicich zanétlivé a imunitni reakce.
Jedna se napfiklad o cytokiny (IL-1B, IL-6, TGF-a, TGF-B) a chemokiny (IL-8,
RANTES, MIP-1). Na povrchu endotelialnich bunék se nachazi adhezni
molekuly (P-selectin, E-selectin, ICAM-1,-2, VCAM, CD44, 31 integriny)
s vazbami pro rozdilné populace leukocytl, dale jsou zde rlstové faktory a
receptory pro rlUstové faktory a cytokiny. Endotelové burnky také aktivné

reorganizuji svlj cytoskelet a méni povrchovou expresi adheznich molekul, aby
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reagovaly na transmigraci leukocytl a vaskularni permeabilitu bé&hem
zanétlivych procesu (Chavakis et al., 2004, Kawkitinarong et al., 2004)

Fibroblasty

Vedle své strukturni funkce jsou fibroblasty aktivnimi u€astniky obrannych
mechanismu (Kahler et al., 2001). Hlavni funkci plicnich fibroblastd je udrzeni
tkanové integrity. Plicni fibroblasty reaguji na zanét a jina poSkozeni uvolnénim
extracelularnich matrixovych proteind (kolagen |, Il, IV; fibronektin). Tim
prispivaji k remodelaci dychacich cest, dale maji vyznam v mistni regulaci
imunitnich déju a zanétlivych reakci napfiklad produkci IL-1a,-B; TGF-q;
destiCkového rustového faktoru (PDGF). PDGF vykazuje fibrogenni aktivitu a
podobné jako TGF-f stimuluje procesy podilejici se na opravé poskozené
tkané, chemotaxi a proliferaci fibroblastl, proliferaci bunék hladkého svalstva a

syntézu kolagenu ( Holgate, 2007; Sacco et al., 2004).

1.1.2 Imunitni bunky

Specifické populace leukocytd majici odlisné funkce v imunité plic madzeme
rozdélit na: makrofagy, dendritické bunky, lymfocyty, neutrofily, eozinofily a

mastocyty.

Makrofagy

Makrofagy maiji kliCovy vyznam jak v pfirozené€, tak adaptivni imunité a tvofi
rozhodujici mediatory zanétlivych procesd. Makrofagy se uvoliuji z kostni
difené jako nezralé monocyty, po cirkulaci v krevnim fecisti migruji do plic, kde
podstupuji finalni diferenciaci na alveolarni makrofagy (AM). AM syntetizuji
cytokiny, chemokiny, rustové a angiogenni faktory za ucelem podpory
obrannych mechanismu plic. AM zneSkodruji patogeny produkci reaktivnich
kyslikovych a dusikatych radikalt a prezentuji jejich antigeny cytotoxickym T-
lymfocytim. AM maiji pleiotropni fyziologicky efekt, ktery je vyjadfen prezentaci
antigenu, cilenou bunénou cytotoxicitou, remodelaci tkané, regulaci zanétu,
indukci imunity, trombd6zou a rdznymi formami endocytézy (Siveen a Kuttan,
2009).

12



.....

MCP-1 z AM je zvySen pfi hypoxii a zplsobuje degranulaci mastocytu, timto
poskytuje dikaz, Zze MCP-1 je zanétlivy mediator (Schiable et al., 2010). Zfejmé
nejdéle znamou vilastnosti AM je fagocyt6za inhalovanych castic a
mikroorganismu. Fagocyt6za umoznuje pohlceni inhalovanych partikuli, které
jsou pak v makrofazich transportovany proximalnim smérem a pomoci
mukociliarniho transportu odstranovany z nizSich etazi dychacich cest. Tento
jak na ocisté dychacich cest od inhalovanych ¢astic, tak i na zajiStovani sterility
plicnich sklipku (Stfiz, 2007).

U astmatu AM sekretuji IL-1, IFN-y, TNF-a, IL-6, CCL2, CCL3, CXCLS, coz
ma za nasledek aktivaci a regulaci pfisunu dalSich zanétlivych bunék. IL-6 se
ucastni diferenciace makrofagli. Schopnost AM sekretovat bioaktivni lipidy,
reaktivni molekuly kysliku, NO a nitraty ovliviuje cévni tonus hladkych svalq,
bronchialnich epitelialnich bunék a pravdépodobné tonus bronchialni hladké
svaloviny. Na strané druhé AM pusobi imunoregulaéné indukci reverzibilniho
stavu T-lymfocytové anergie béhem lokalni antigenni stimulace. AM mohou
také inhibovat zanét produkci prostaglandinu E2 a IL-10. Sekrece
prostaglandinu E2 a IL-10 mUze byt poSkozena u astmatu (Bloemen et al.,
2007).

Dendritické bunky

Dendritické buriky (DC) jsou profesionalni antigen prezentujici buriky (APC)
vytvarejici most mezi vrozenou a ziskanou imunitou bud’ bunéénymi interakcemi
nebo sekreci prozanétlivych a imunoregulac¢nich cytokini. DC jsou aktivované
pfimo patogeny via Toll-like receptory (TLR) nebo mediatory, které jsou

produkovany napfiklad epitelialnimi burikami.

DC jsou specialnim subsetem leukocytl se schopnosti upozornit imunitni
systém na pfitomnost infekce a jsou zodpovédné za aktivaci a kontrolu
adaptivni imunity. V pfipadé adaptivni imunity jsou aktivované DC rozhoduijici
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pro prezentaci peptidid a proteinG T a B lymfocytim. Na strané druhé
specializované subsety DC  pojmenované jako tolerogenni DC
zprostfedkovavaji potlaceni antigenné specifickych reakci indukci regulaénich T

lymfocytd (Treg) (Gregori, 2010).

Migwiv s

bunék, ale vytvafi heterogenni populace, které vznikaji ze vzdalenych
hematopoetickych linii kostni dfené a jsou charakterizovany specializovanymi
funkcemi v imunitnim systému. V lidském organismu se nachazi dvé hlavni a
svoji podstatou odliSné subpopulace DC: myeloidni dendritické buriky (mDC) a
plazmacytoidni dendritické bunky (pDC). Subpopulace mDC a pDC se od sebe
liSi cytokinovymi aktivatory, znaky a funkci. mDC zachycuji antigen (AQ)
v periferii a posunuji ho z oblasti T lymfocytl do mist pfirozené imunity. Tento
proces vyzaduje nékolik déju v€etné up regulace hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) tfidy Il a exprese kostimulacnich molekul, stejné jako sekreci
cytokind. Na regulaci danych déju se podili rozpoznani patogent TLR. pDC
tvofi sloZku pfirozené imunity (v kontrasu s mDC) a jsou uzpUsobeny k produkci
interferonu a (INFa) (Gregori, 2010).

Neutrofily

Neutrofily vznikaji v kostni dfeni a jsou dominantnimi granulocyty
v cirkulaci. Jsou nepostradatelnymi burikami pfirozené imunity fagocytézou
patogenl a uvolfiovanim antimikrobialnich molekul. Mohou syntetizovat fadu
produktl: lipidy (LTA4, LTB4, PAF, tromboxan), cytokiny (IL-183, IL-6, TNF-q,
TNF-B, CXCL 8), proteazy (elastaza, colagenaza, matrixova metalloproteinaza),
antimikrobialni produkty (laktoferin, myeloperoxidaza, lyzozym) a reaktivni

kyslikové meziprodukty (Bloemen et al., 2007).

Migrace neutrofill do dychacich cest je vyznamnou funkci pfirozené
imunity. Neutrofily se bézné nachazeji v dychacich cestach zdravych jedincu.
Nicméné zvySena infiltrace dychacich cest neutrofily se objevuje u respiracnich
onemocnéni jako je astma, kde neutrofily vyznamné pfispivaji k zanétu
produkci prozanétlivych mediator v€éetné cytokinl, chemokind, proteaz (Baines

14



et al.,, 2009). Neutrofily maji vyrazny podil na aktivaci a regulaci pfisunu
makrofagu do mista zanétu. Jakmile dojde k aktivaci neutrofild generuji razné
chemotaktické faktory atrahujici monocyty/ makrofafy a DC. Aktivované
neutrofily uvolfuji rozlicné chemokiny (IL-8), které odvadi monocyty/ makrofagy
do mista zanétu. Naproti tomu makrofagy uvolnénim TNF-a, IL-13 a
granulocytarniho makrofagového kolonie stimulujiciho faktoru (GM-CSF)
v misté zanétu nebo infekce zvysuji preziti neutrofild. Uvedena data znaci, ze
neutrofily a makrofagy si v misté infekce navzajem pomahaji a kooperuji
(Kumar a Sharma, 2010).

Dokonce i pfi absenci plicniho zanétu, se neutrofily koncentruji v plicnich
kapilarach v porovnani s krvi v systému. Zanétlivé stimuly jako jsou bakterie
v plicich nebo v krvi zvySuji po€et neutrofild v plicnich kapilarach. Nasledkem
akumulace neutrofild v plicnich kapilarach dochazi k jejich zachyceni, adhezi
k endotelialnim burfikdm a k prolongaci zadrzeni neutrofill. V pfipadé, Ze jsou
v alveolarnim prostoru mikroby, neutrofily se vystéhovavaji z plicnich kapilar do

intersticia smérem k loZisku zanétu (Mizgerd, 2002).

Permanentni neutrofilie je implikovana v patologii chronickych plicnich
onemonéni jako je CHOPN a cysticka fibr6za. SouCasna terapie u téchto
chronickych onemocnéni je neuspokojiva a jednim z moznych terapeutickych
cili by mohlo byt fizené odvadéni neutrofill z mista zanétu (Snelgrove et al.,
2011). Klasickym chemoatraktantem pro neutrofily je motiv glutamové kyseliny,

leucinu a argininu, ktery obsahuji chemokiny (Rot a von Andrian, 2004).

Mastocyty

Mastocyty (zirné buriky) jsou lokalizovany po celém téle v tésné blizkosti
epitelialnich povrchd, krevnich cév, nervu, Zlaz, ale nevyskytuji se v krevnim
obéhu. Mastocyty se tvofi z pluripotentni kmenové buriky a dozravaji ve
tkanich. Mastocyty jsou dulezitymi elementy v pfirozené imunité pro schopnost
detekovat zmény ve svém prostfedi a komunikovat s okolnimi burkami.
Mastocyty maiji na svém povrchu fadu receptorl, k vysokoafinitnim patfi FceRl,;
receptor pro IgE, dale TLR (TLR-1, TLR-2, TLR-6 a TLR-4), v kombinaci
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s dalSimi receptory umoznuji mastocytim rozeznat potencialni patogeny a
generovat specifické odpovédi. Mastocyty jsou aktivovany mnozstvim stimulu:
imunoglobulinem E (IgE) s nebo bez antigenu, 1gG, slozkami komplementu,
neuropeptidy, cytokiny, mikrobialnimi produkty a fyzikalnimi vlivy (teplo, chlad,
tlak) (Ryan a Fernando, 2009).

Mastocyty maji vyznam u alergickych onemocnéni a uvolfiuji produkty
schopné atrahovat eozinofily napfiklad IL-5, IL-13, CCL-3 a metabolity kyseliny
arachidonové (Ryan a Fernando, 2009). Mastocyty jsou dlouho spojovany
s astmatem, Casna alergicka reakce nasledujici po inhalaci alergenu je zavisla
pravé mastocytech. Dnes vime, Ze mastocyty jsou pfitomny nejen v epitelu
dychacich cest a pod sliznicemi, ale i v hlubSich etazich dychacich cest

dulezitych pro vznik astmatu (Holgate, 2008).

Bazofily

Bazofily se tvofi z progenitort kostni dfené a prestupuji do krevniho Ffecisté
jako zralé buriky. Z krevniho obé&hu bazofily pronikaji v pribé&hu zanétlivé
odpovédi do perifernich tkani a podileji se na rozvoji pozdni faze akutni
alergické reakce. Bazofily stejné jako mastocyty exprimuji na povrchu specificky
receptor FceR1 a jsou aktivovany pfemosténim protilatek IgE navazanych na
receptory antigenem. Nové udaje potvrzuji, Zze bazofily maji na adaptivni Th2
odpovéd mnohem vétsi vliv, nez se predpokladalo. Napfiklad po sekundarni
expozici antigenu zvySuji bazofily aktivované cestou FceR1 tvorbu protilatek
interakci s B lymfocyty a uvolnénim IL-4 a IL-6. Z daného faktu vyplyva, ze
bazofily hraji roli v protilatkové imunitni odpovédi podminéné imunologickou

paméti (Colgan a Hankel, 2010).

Bazofily jsou cirkulujici zanétlivé bunky a pfi ur€itych imunitnich reakcich se
akumuluji v tkanich. Objeveni bazofilniho specifického znaku bazogranulinu
umoznilo jejich identifikaci v dychacich cestach astmatikd. Jejich presny
vyznam u astmatu neni znam, ale pravdépodobné pfi infiltraci doprovazi

eozinofily (Holgate, 2008).
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Eozinofily

Eozinofily, dal8i bunky vznikajici v kostni dfeni, jsou vnimany jako
efektorové buriky alergickych reakci a také funguji v eliminaci parazitd. IL-3,
GM-CSF a eotaxin 1-3 jsou rozhodujici pro ¢asny vznik eozinofild z CD34"
prekurzorovych bunék kostni dfené a spolu s IL-5 jsou zodpovédné za jejich
dozravani a migraci do dychacich cest. Eozinofily jsou bohatym zdrojem
granulovych bazickych proteind (hlavni bazicky protein, eozinofilova
peroxidaza, eozinofilni kationicky protein) a maji také schopnost vytvaret
eikosanoidy (prostacyklin, cysteinylové leukotrieny). Pfispéni eozinofili k
tkafiové remodelaci je zvyraznéno jejich schopnosti syntézy TGF-B a
podporovat tak proliferaci fibroblastl, syntézu kolagenu a zrani myofibroblast
(Holgate, 2008).

Eozinofily jsou hlavnim zdrojem cysteinylovych leukotrient, pfedevSim
LTC4, ktery plUsobi jako mocny prozanétlivy mediator, bronchokonstriktor a
induktor glandularni sekrece. Eozinofily uvolfuji nékolik cytokinl, v&etné
cytokinG stimulujicich jejich proliferaci a zvySuijicich jejich adhezi k endotelu: IL-
1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, CXCLS, IL-10, IL-11, IL-12, CCL3 a CCL5, TNFa, TGFB,
TGFa . Dané cytokiny mohou podporovat pfisun a aktivaci eozinofild pomoci

autokrinniho mechanismu (Bloemen et al., 2007).
Existuje dlkaz, Zze zvySena sekreci GM-CSF epitelialnimi burikami,

fibroblasty, hladkou svalovinou a zanétlivymi burikami v astmatickych dychacich

cestach je alternativni cestou pro preziti eozinofild (Holgate, 2007).
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Obr. 1 Pfirozena a adaptivni imunita (Stfiz, 2007)

1.2 Adaptivni (ziskana, specificka) imunita

Adaptivni imunita je pfedstavovana lymfocyty v krvi a lymfatickém systému,
které maji schopnost zvySovat antigenem navozenou specifickou imunitni
odpovéd spojenou s vyvojem dlouhodobé paméti. U&innost adaptivni imunity
lezi ve schopnosti vytvafet biliony raznych antigennich receptor(
z mnohocetnych genovych segmentd. Adaptivni a vrozena imunita jsou uzce
spojeny, protoZze vrozena imunita definuje fenotyp nasledné antigenné
specifické adaptivni imunity. Optimalni imunitni funkce je vysledkem souhry

imunoregulaénich mechanismu obou typl imunity (Kato a Schleimer, 2007).

1.2.1 B lymfocyty
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Humoralni imunita plic je zprostfedkovana protilatkami, které tam prevazné
pronikaji z krevniho fecisté. Producenty protilatek jsou B lymfocyty. Zraly B
lymfocyt je aktivovan po setkani s epitopy Ag, které jsou rozeznany povrchovou
protilatkou. Hlavni obranny mechanismus proti enkapsulovanym mikrobim je

nezavisly na T lymfocytech, protoze B lymfocyty jsou aktivovany pfimo.

Protilatky reagujici na vétSinu smiSenych antigenu jsou zavislé na pomoci T
lymfocytd. Podminkou je souhra mezi APC, B a T lymfocyty. Typicka je aktivace
fagocytdézou antigenu obvykle makrofagem nebo DC. APC po zpracovani
antigenu provadi expresi jeho peptidovych fragmenti na povrch APC ve spojeni
s molekulami hlavniho histokompatibilniho systému (MHC). Nyni muize byt
komplex antigenu a molekuly MHC rozpoznan receptorem T lymfocytu (TCR)
na povrchu Ilymfocytd. Th Ilymfocyty rozeznavaji peptidové antigeny
s molekulami MHC II. tfidy (Moore et al., 2001).

Jakmile se TCR navazal ke komplexu MHC tfidy Il. s peptidem na APC,
dalSi vazba se uskuteCni prostfednictvim CD4 molekuly na Th lymfocytech
k molekule MHC tfidy Il. O tom se mluvi jako o kostimulaci a je nasledkem
dalSich aktivacnich signalt uvnitf Th lymfocytd. Nyni maji Th lymfocyty na
povrchu novou molekulu, znamou jako CD40 ligand (CD40L). CD40L se vaze
k CD40 molekule na B lymfocytech. Aktivacni kaskada uvnitf B lymfocytd,
jejimz vysledkem je exprese cytokinovych receptord na B lymfocytech, je
zpusobena pravé vazbou CD40 B lymfocytd s CD40L na Th lymfocytech.
Aktivované Th lymfocyty sekretuji cytokiny, které se mohou vazat na B
lymfocytyy a pIlné aktivovat produkci protilatek B lymfocytl. Cytokinova
kaskada, ktera je vytvofena mezi Th a B lymfocyty se liSi v zavislosti na
podstaté antigenu. Tyto cytokinové signaly indukuji B lymfocyty k proliferaci a
k terminalni diferenciaci na plazmatické buriky tvofici protilatky (IgM, 1gG, IgA,
IgE) nebo se mohou stat bunkami pamétovymi (Moore et al., 2001).

V poslednich dekadach se zjistilo, Ze B lymfocyty nejsou jen producenty

protilatek (do vyznamu jejich dulezitosti byla davana hlavné tvorba IgE

v patogenezi alergického onemocnéni). B lymfocyty maji vS8ak mnoho na
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protilatkach nezavislych funkci: jednaji jako APC, produkuji cytokiny a uvolfiuji
exozomy (Samitas a Lotvall, 2010).

1.2.2 T lymfocyty

Lymfocyty jsou kliCovymi Ciniteli v regulaci imunitniho systému a
zprostfedkovani specifické imunitni odpovédi. T lymfocyty jsou schopny
rozeznat a zahajit imunitni odpovéd vuc€i velkému poctu cizich antigend,
pfiCemz ignoruji komponenty vlastniho téla. Receptor T lymfocytd ma
schopnost rozpoznat antigen spojeny s komplexem MHC proteini na povrchu
APC. Podle exprimovanych diferenciaénich znakd na povrchu T lymfocytu Ize
funkéné odlisit subpopulace bunék napf. CD4" pomocné T lymfocyty a CD8"
cytotoxické T lymfocyty. VétSina T lymfocytl v plicich ma charakter pamétovych
bunék (Stfiz, 2007).

Pomocné Th lymfocyty jsou funkéné Clenény podle schématu, které cytokiny
produkuji. Béhem stimulace obdrZzené prostfednictvim APC ThO prekurzorové
lymfocyty se mohou stat Th1, Th2 nebo Th17 lymfocyty v zavislosti na prostfedi
pritomnych cytokind. Tyto subpopulace lymfocytu produkuji odlisné spektrum
sekretovanych cytokind, a proto také maji rozdilné efektorové vlastnosti (Junior
et al., 2010).

Lymfocyty Th1 produkuji velké mnozstvi IL-2, ktery indukuje proliferaci T
lymfocytd (autokrinné), a také indukuje proliferaci a zvySuje schopnost
cytotoxicity CD8" T lymfocytd. Daldim cytokinem exprimovanym ve velkém
objemu je INF-y. Existuje zde pozitivni zpétna vazba, kdy INF-y pusobi na ThO
lymfocyty a indukuje jejich polarizaci k Thl diferenciaci a inhibuje drahu Th2
(Junior et al., 2010). Th1 lymfocyty se uplatiiuji jako efektorové buriky v obrané
proti intracelularnim parazitim a stimulaci tvorby protilatek 1gG2 napomahaji
antibakterialni imunité. Tyto buriky jsou zodpovédné za reakce pozdni
precitlivélosti (Stfiz, 2007).
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Druhou subpopulaci Th lymfocyta jsou Th2 lymfocyty produkujici IL-4, IL-5, IL-
13, IL-6 a IL-10. Odpovédi Th2 jsou spojeny s alergii a infekcemi. IL-4 indukuje
zménu imunoglobulinové tfidy B lymfocytl na IgE a IL-5 indukuje produkci a
aktivaci eozinofilu. | v tomto pfipadé je zde pfitomna pozitivni zpétna vazba, kdy
draha Th2 inhibuje Th1 (Junior et al., 2010). Th2 lymfocyty také aktivuji
mastocyty a naopak inhibuji ¢innost makrofagu. Nékteré z Th2 cytokinl, napf.
IL-4 a IL-13 mohou mit i pfimy prozanétlivy ucinek napf. indukce adhezivnich

molekul nebo chemokinl (Stfiz, 2007).

IL-12 ﬂ7 FL=18 ﬂ
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%

IL-4,IL-13| 1L-5

E 2

FNy IL-

makrofdg mastocyt ﬂ eozinofil

’ TVOI"b;l protildtek ‘

Obr. 2 Funkce Th1 a Th2 lymfocyta (Stfiz, 2007)

Existuje pfedpoklad, Zze ostra polarizace mezi Th1 a Th2 je relativné vzacna
a nachazi se zde cela fada prfechodl. V tomto pfipadé jsou T lymfocyty
schopny produkovat sou€asné jak nékteré Th1, tak i Th2 cytokiny v zavislosti
na typu stimulace, stavu imunitniho systému nebo na fazi imunitni reakce (Stfiz,
2007).

V plicich muzeme dale prokazat lymfocyty Th17 pFedstavujici relativné
novy subtyp T lymfocytll vyznamnych pro ochranu pfed infekci intracelularnimi
mikroorganismy. Th17 lymfocyty produkuji IL-22, IL-26 a cytokiny rodiny IL-17.

Interleukiny rodiny IL-17 jsou mocnymi induktory zanétu a produkuji dalSi
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prozanétlivé cytokiny (Junior et al., 2010). IL-17 podporuje produkci IL-8 a tim
chemotaxi neutrofill (Aujla, 2011).

Regulaéni T lymfocyty (Treg), dfive nazyvané supresorové T lymfocyty maji
vyznam v imunologické toleranci a limituji imunitni reakce zprostfedkované T
lymfocyty. Treg lymfocyty reguluji imunitni reakce produkci protizanétlivych
cytokint IL-10 a TGF-(3, expresi inhibicnich molekul CTLA4, sniZzenim regulace
MHC II. tfidy a kostimulacnich molekul CD80 a CD86 na APC. Treg lymfocyty
exprimuji TLR a aktivace téchto TLR mulze 2zvySit nebo snizit
imunosupresorovou aktivitu, timto zplsobem poskytuji spojeni mezi vrozenou a

adaptivni imunitou (Mullane, 2011).

2. Epitelialni bunky respira¢niho traktu

Epitelialni bunky tvofi komplexni fyzikalni bariéru proti vlivu potencialné
Skodlivych inhalovanych substanci a mikrobialnim patogenum. Hraji kliCovou
roli v iniciovani a zvySovani obrannych mechanismd, produkuji obranné
molekuly a cytokiny vreakci na respirani viry, bakterie, houby a rdzné

polutanty (Kato a Schleimer, 2007).

2.1 Epitel a pfirozena imunita

Pfirozena imunita je schopna pomoci membranovych a solubilnich
receptort identifikovat zakladni znaky povrchovych a nitrobunécnych molekul
patogennich mikroorganismu oznacovanych jako molekuly PAMP (pathogen
associated molecular patterns). Receptory, kterymi pfirozena imunita
identifikuje nebezpeéné vzory mikroorganismu, se oznacuji jako PPR (patogen
pattern receptors). PPR receptory jsou exprimovany na fadé efektorovych
bunék pfirozené imunity pfedevS§im na makrofazich a DC, ale i na B
lymfocytech. Tyto tfi typy bunék slouzi jako profesionalni APC. Signalni
receptory PPR indentifikuji nebezpeéné vzory PAMP a aktivuji signalni systém
NFkB, ktery indukuje expresi gent pro prozanétlivé cytokiny a geny pro nékteré
kostimulacni molekuly (Bérubé et al., 2008).
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Prvni udaje o existenci tohoto typu receptoru PPR byly ziskany
genomickou analyzou modelového organismu Drosophila melanogaster.
Systém oznafeny u drosofily jako systém Toll, kéduje transmembranoveé
proteiny s velkou extracelularni doménou, obsahujici sekvence bohaté na
leucin. U savcu byly tyto receptory oznaceny Toll-like receptory (TLR).
Nitrobuné&cny signalni systém je spoleCny pro ruzné receptory TLR, které
identifikuji odliSné sloZky mikrobialnich PAMP. Epitelialni bufiky exprimuji na
povrchu PPR, mezi néz patfi TLR, nukleotidové-spojené oligomerizované
domény (NOD)-like receptory a receptory aktivovatelné proteinazami (PAR)
(Kato a Schleimer, 2007). V sou€asnosti je znamo 12 TLR a vice jak 20 (NOD)-
like receptortl (Bérubé et al., 2008).

Epitelialni bunky dychacich cest maji na povrchu hlavné TLR 2-6. TLR2
rozeznava bakterialni komponenty jako lipoprotein, peptidoglykan, lipoteichovou
kyselinu, virovy obal spalni¢ek a lidského cytomegaloviru. TLR3 rozezna virové
dvojvlakno RNA. TLR4 rozpoznava lipopolysacharid (LPS) gramnegativnich
bakterii a protein z respiracniho syncycialniho viru. TLR5 rozeznava flagellin,
ktery je sloZzkou bakterialnich flagel. Tyto partikularni TLR jsou strategicky
rozmistény na epitelialnich bunkach a rozpoznavaji mikroorganismy, které se
Casto vyskytuji na mukoéznim povrchu a mohou ohrozit organismus cClovéka
v pocate€ni expozici. Epitelidlni buriky spousti reakci, ktera vede k eliminaci
mikroorganismlU obvykle bez potfeby uc€asti adaptivni imunitni odpovédi.
(Turvey et al., 2010).

2.1.1 Protizanétlivy ucinek epitelialnich bunék

Vyznam epitelidlnich bunék v pfirozené imunité je znam od doby, kdy
Alexander Flemming podal zpravu (r.1922), ze lyzozym a dalSi mukodzni
substance zamezuji rastu bakterii a dalSich mikroorganizmi (Schleimer et al.,
2007).

Pfednimi antimikrobialnimi produkty, které jsou sekretované konstitutivné
a/nebo indukované epitelialnimi burikami k ochrané pred infekcemi jsou
lyzozym, laktoferin, defensiny, kolektiny, pentraxiny, LL-37, sérovy inhibitor
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leukocytarnich proteaz (SLPI) a sérovy amyloid A. Tyto molekuly mohou byt
rozdéleny do enzym(, permeabilizujicich peptidd, opsoninl, proteazovych
inhibitord, toxickych malych molekul a makromolekul, které spojuji a neutralizuji

potencionalni patogeny (Kato a Schleimer, 2007).

2.1.2 Solubilni mediatory produkované epitelialnimi bunikami

Elafin a SLPI jsou €leny rodiny proteint sekretovanych na sliznicich, hraji
klicCovou roli vudrzovani homeostazy a pfi zanétlivych procesech.
Mechanismem ucinku je rozruSeni mikrobialni bunécné membrany podobné

jako u defensinu (Sallenave et al., 2000).

Lyzozym se zda byt hlavnim enzymem pfimo zodpovédnym za rozruseni
peptidoglykanové stény grampozitivnich bakterii, zatimco jiné proteiny se
ucastni odstranéni infekce grampozitivnich bakterii odliSnym zpUsobem
(Palaniyar et al., 2002).

Antimikrobidlni peptidy jsou na zakladé struktury klasifikovany do tfi skupin:

defensiny, kolektiny a katelicidiny.

Defensiny

Defensiny se déli do tfi skupin na o, B a 6. U ¢lovéka se nachazi pouze a a
B defensin. B defensiny jsou hlavné sekretovany epitelialnimi burfikami, z nichz
nékteré mohou byt indukovany jako odpovéd na rGzné stimuly: bakterialni a
virova infekce, IL-1, TNF a LPS (Sorensen et al., 2005).

Defensiny mimo antimikrobialni vlastnosti poskytuji obranné mechanismy,
jakymi jsou vazba bakterii epitelialnimi bufkami, cytotoxicita, produkce
cytokinli. Funguji jako chemoatraktanty pro monocyty a nevyzralé DC pomoci
jejich CCR6 receptort a tak propojuji pfirozenou a adaptivni imunitu (Soruri et
al., 2007). Defensiny maiji za nasledek pokles zanétlivé odpovédi zvySenou
produkci SLPI uvolnénym z epitelialnich bunék dychacich cest a dale inhibici

komplementové kaskady (Aarbiou et al., 2004). Experimentalné bylo zjisténo,
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Ze pfi expozici epitelialnich bunék IL-4 a IL-13 dochazi k vyraznému poklesu
antimikrobialni aktivity bunék a potlaceni antimikrobialni aktivity lidského
peptidu Pdefensinu2, ale na strané druhé nemaji vliv na aktivitu fdefensin1 a
LL-37 (Kato a Schleimer, 2007).

Kolektiny

Jednim z dulezitych obrannych mechanismd zajiStovanych epitelialnimi
burikami je produkce surfaktantu pneumocyty Il. typu. Plicni surfaktant je smés
lipidd a protein tvofici pohyblivou kapalnou fazi pokryvajici velky povrch
alveolarniho epitelia a udrzujici minimalni povrchové napéti uvnitf plic, aby bylo
zabranéno jejich kolapsu béhem respirace. RozliSujeme 4 hlavni proteiny
specifické pro surfaktant: proteiny A, B, C, D. Proteiny B a D snizuji povrchovou
tenzi, A a D patfi do skupiny kolektint pfispivajici k surfaktantové homeostaze a
plicni imunité. Kolektiny A a B maji fadu antivirovych, antibakterialnich a
antifungalnich vlastnosti napfiklad zesiluji fagocytézu makrofagy. Zvysuji
rezistenci alergennich zmén a plicni hypersenzitivity: inhibici vazby IgE ke
specifickym alergenlm, supresi uvolnéni histaminu z bazofili a mastocytu
(Kishore et al., 2006; Stfiz, 2007). Surfaktantovy protein D efektivné opsonizuje
apoptotické burniky a napomaha jejich odstranéni alveolarnimi makrofagy (Litvak
et al., 2010).

Katelicidiny

LL-37 jako jediny lidsky katelicidin je peptid se Sirokym spektrem
antimikrobialni aktivity plsobici synergisticky s lyzozymem a laktoferinem
(Tjabringa et al., 2003). LL-37 je uskladnén jako prekurzor ve specifickych
granulich a je také sekretovan mastocyty a epitelialnimi bunkami. Jeho obranné
aktivity zahrnuji indukci cytokinové a chemokinové exprese epitelialnimi
bufikami; pfimou interakci DC na tvorbé Th1 lymfocytl; neutralizaci LPS;
chemotaxi pro neutrofily, eozinofily, mastocyty T lymfocyty, degranulaci

mastocytd (Durr et al., 2006).
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Epitelialni buriky dychacich cest mimo zprostfedkovani a aktivaci pfirozené

imunity také reguluji specifickou imunitu interakci s DC, T a B lymfocyty.

2.2 Interakce epitelialnich bunék s dendritickymi burikami

DC patfi mezi nejsilngjSi APC a jsou v plicich lokalizovany pod epitelialni
vrstvou dychacich cest. Epitelialni bunky dychacich cest a DC maji na svém
povrchu PPR zahrnujici TLR, (NOD)-like receptory a receptory RIG (retinoic
inducible gene receptory) schopné rozeznat povrchovou charakteristiku
patogenu a iniciovat pfirozenou imunitu. Po zachyceni antigenu DC se peptidy
Ag dostavaji do uzlin v mediastinu a jsou predloZzeny molekulam MHC II. tfidy.
Naivni nezménéné CD4'T lymfocyty se vazi k proteinim MHC II. tfidy a po
kostimulaci podstupuji proliferaci a diferenciaci na Thl, Th2, Th9, Th17 nebo T
regulacni (Treg) lymfocyty indukujici fenotyp v zavislosti na cytokinovych

signalech (Mullane, 2011).

2.3 Interakce epitelialnich bunék s B lymfocyty

Epitelialni bunky pfispivaji humoralni imunité aktivnim transportem
imunoglobulinG z lamina propria na luminalni povrch. Epitelialni bunky se
podileji na bunécné imunité fyzickymi interakcemi s cytokiny a chemokiny a
samy cytokiny a chemokiny produkuji. Homeostaza uvnitf dychacich cest je
udrzovana prostredky aktivni suprese vrozené a pfirozené imunity uvolnénim

IL-10 a TGF-B regulaénimi T lymfocyty a DC.

PFfi poruseni homeostazy napfiklad pfi expozici patogent v dychacich
cestach vytvafi humoralni imunita dal8i stupen ochrany. Protilatky IgA, IgG a
IgM, které jsou epitelialnimi burikami exportovany na luminalni povrch
dychacich cest, obali invazivni patogeny, ¢imz je umoznéno jejich nasledné
odstranéni mukociliarnim transportem nebo jejich rozpoznani a usmrceni

burikami s Fc receptorem (Swindle et al., 2009).

Nedavné studie dosly k zavéru, Ze vétSina alergenné specifickych protilatek
IgE a izotypUl IgA je produkovana v dychacich cestach a systémova senzitizace
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je zvelké C&asti zprostfedkovana rozSifenim imunoglobulind z mukézniho
povrchu do cirkulace. Dfive se pfedpokladalo, Ze produkce IgE je pevné
regulovana, aby se zabranilo nebezpeli anafylaxe =z dlvodu vysoké
koncentrace cirkulujicich IgE. Dnes je zfejmé, Ze antigenné specifické B
lymfocyty jsou aktivovany a podstupuji izotopovy pfesmyk v dychacich cestach.
Soucasné prace naznacuji, ze epitelialni pisobky mohou aktivovat B lymfocyty
k produkci IgG a IgM béhem imunitni odpovédi na patogeny (Schleimer et al.,
2007).

2.4 Interakce epitelialnich bunék s T lymfocyty

Epitelialni buiky exprimuji chemokinovy receptor CXCR3, na ktery se vazi
chemokiny CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10), CXCL11 (I-TAC) a indukuji migraci
Th1 lymfocytl do mukdzy. Receptory CXCR3 jsou indukovany Th1 cytokinem
INF-y, interferony tfid (typt) | a Ill, dvouvidaknovou RNA, respiracnimi viry,

bakterialni infekci.

Indukce Th2 Ilymfocytd epitelialnimi  bufikami se uskuteCriuje
prostfednictvim receptoru CCR8 a chemokinu CCL1(I-309), receptoru CCR4 a
chemokiny CCL17 (TARC), CCL22 (MDC). CCL1 je jediny chemokin
interagujici s receptorem CCRS8 exprimovanym na Th2 lymfocytech a Treg.
Produkce CCL1 v epitelialnich bunkach je indukovana Th2 cytokiny IL-4 a IL-13
a také INF-y. Receptor CCR4 je mimo epitelialni buriky vyjadfeny také na Th2
lymfocytech pro epitelialni produkty CCL17 a CCL22. Produkce CCL17 je
indukovana IL-4, IL-13 a TGF-B. TNF je schopen zesilovat oba typy zanétlivé
odpovédi jak Th1 tak Th2. Epitelialni buiiky interaguji s T lymfocyty také expresi
povrchovych molekul a cytokint (Kato a Schleimer, 2007).

3. Cytokiny

3.1 Charakteristika cytokint

Cytokiny Ize definovat jako humoralni faktory, které zajistuji mezibunécnou

komunikaci v ramci imunitniho systému a interakci mezi imunitnim systémem a
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dalSimi soustavami v organismu. Cytokinova signalni sit udrzuje télni

homeostazu.

Vétsina cytokind ma molekulovou hmotnost v rozmezi 15-25 kDa. Cytokiny
jsou produkovany aktivovanymi bunikami a jsou funkéni po navazani na
specifické membranové receptory bunék, které maji byt plsobenim cytokinl
ovlivnény. Uginek cytokinG je ve vétSing pfipadd pleiotropni, tzn. Zze jeden
cytokin vykazuje fadu fyziologickych ucinku. Rozdilné cytokiny mohou mit
stejné nebo podobné pusobeni. Cytokiny pusobi na buriku, ktera dany cytokin
produkuje (autokrinni plsobeni) nebo pusobi na kratké vzdalenosti od
produkéni buriky (parakrinni pusobeni), mohou v3ak vykazovat i aktivitu
systémovou. DalSi vlastnosti cytokinu je synergie tj. rizné cytokiny stimuluji
rizné cilové bunky ke stejné reakci a antagonismus tj. rizné cytokiny mohou

mit na stejnou cilovou bunku ucinky opacné.

Cytokiny samy o sobé& nejsou schopny vést k uplné aktivaci cilové buriky,
pro bunku v8ak predstavuji dodatecné aktivacni signaly, které se spolupodileji
na bun&&né aktivaci a regulaci bunééného cyklu. Uginkem cytokini na buriky
imunitniho systému pak tyto bunky produkuji dalSi cytokiny. Timto zptusobem je
modulovana a zesilovana signalni aktivita v ramci imunitniho systému. DalSi
funkci cytokinu je regulace exprese povrchovych, kostimulaénich a akcesornich
molekul. Pusobi zmény bunéného cytoskeletu, nékteré cytokiny indukuji
apoptézu bunek. Cytokiny vyznamné reguluji zanét, proliferaci a diferenciaci
bunék imunitniho systému, podili se na cilené migraci rozlicnych bunécnych

populaci imunitniho systému (Krejsek a Kopecky, 2004)

Cytokiny mohou byt na zakladé svych funkci rozliSeny do nasledujicich

skupin:

3.2 Chemokiny

Chemokiny jsou malou skupinou chemotaktickych cytokind s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 8-10 kDa. Chemokiny jsou rozdéleny do Ctyf podrodin
podle hlavni pozice bud jednoho nebo dvou cysteinovych zbytkl lokalizovanych
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blizko N terminalniho proteinu: CXC, CC, C a CXXC. Protoze mnoho
chemokinO ma vice nez jedno jméno, byla vroce 1999 ustanovena nova
nomenklatura. Chemokiny byly oCislovany podle poradi, kdy byly objeveny a byl
pfidan L ligand (CXCL, CCL, CL a CXXCL). Mimoto, Zze chemokiny atrahuji
leukocyty, maiji dalSi funkce: stimuluji myelopoézu, rast tumoru, angiogenezi a
chovaji se jako imunomodulatory (reguluji T lymfocyty i antigen-prezentujici
funkce) (Teran, 2000).

Chemokiny zprostfedkovavaji svou Cinnost specifickymi receptory. Jedna se
o transmembranovy receptor, ktery sedmkrat pronikd cytoplazmatickou
membranou bunky v cytoplazmé a je asociovan s G proteinem. Receptory jsou
rozdéleny do podrodin podle tfidy ligandu. Chemokiny jsou produkovany a jejich
receptory jsou exprimovany na porvchu leukocytli, mastocytl, fibroblastd,
epitelialnich a endotelialnich bunék. ROzné typy bunék maji odlisné
chemokinové receptory. Receptory se poji ke specifickym ligandim a
chemokinové ligandy se mohou vazat k mnoha receptorim. Chemokiny jsou
implikovany u fady onemocnéni napf. astma pro svoji schopnost modulovat

pFisun a aktivaci celé skaly odliSnych bunéénych typu (Murray et al., 2006).

Chemokiny maji vyznamnou ulohu v koordinaci pfirozené i adaptivni
imunity. Reguluji pohyb nezralych Iymfoidnich bunék, recirkulaci zralych
naivnich T a B lymfocytld. Chemokiny zajistuji i migraci APC zahrnujici jak DC,
tak i bunky z linii monocytu/mikrofagu. Chemokiny zvysuji afinitu a aviditu p; a
B. integrind na povrchu leukocytl k endotelialnim receptorGm zahrnujici
intracelularni adhezivni molekulu 1 a 2 a vaskularni bunéCnou adhezivni
molekulu 1 (Kopecky J. a Kopecky O., 2010).

3.3 Cytokiny regulujici krvetvorbu

Patfi sem strukturné a funk&né heterogenni cytokiny pusobici na rliznych
stupnich vyvoje krevnich elementl. Cytokin SCF (stem cell factor) stimuluje
proliferaci kmenovych bunék krvetvorby a jejich uvolnéni do krve. IL-3 je
vyznamny faktor podporujici rist prekurzort pro ruznorodé hematopoetické
buriky: DC, erytrocyty, granulocyty (pfedevsim bazofily), makrofagy, mastocyty
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a lymfoidni buriky. Hlavnim zdrojem IL-3 jsou T lymfocyty, ale u pacientl
s alergickym zanétem ma IL-3 také puvod v eozinofilech a mastocytech
(Krejsek a Kopecky, 2004).

GM-CSF podporuje maturaci DC, neutrofild a makrofagu. GM-CSF spolu
s dalSimi koloniemi stimulujicich faktord podporuje produkci krevnich desticek a
erytrocytt. GM-CSF je aktivujici faktor pro dozravani granulocytl a
mononuklearnich fagocytl. V plicich ma GM-CSF vyhradni postaveni pro
maturaci AM vcCetné jejich exprese matrixovych metaloproteinaz a reaktivnich
kyslikatych Castic a zpracovani surfaktantovych protein. V pfipadé imunity
alergii GM-CSF sdili vlastnosti s IL-3 a IL-5 tj. inhibuje apoptézu eozinofilt a tim
prodluzuje preziti eozinofill v misté alergického zanétu (Commnins et al.,
2009).

3.4 Interferony — regulacni a efektorové plisobeni

Interferony maji svlj nazev odvozeny ze své schopnosti interferovat
s ristem virQ. Interferony I. typu jsou INFa, INFB a INFw jsou produkovany
jadernymi burikami téla po pfedchozi stimulaci napfiklad virovou infekci. Na
protivirové obrané se ucastni aktivaci nitrobunéénych enzymatickych systémd.
Vyznamny je také jejich antiproliferativni (cytostaticky) a imunomodulaéni
ucinek. INFa zahrnuje pfiblizné 20 cytokinl produkovanych predevsim
leukocyty. Plsobenim INF( jsou indukovany protizanétlivé cytokiny, které tlumi
nezadouci imunopatologickou reaktivitu zprostfedkovanou subsetem Thl. INFy
je produkovan hlavné Thl lymfocyty po antigenni stimulaci. INFy vykazuje
imunomodulacéni, protinadorové ucinky a hraje ustfedni roli v obrané proti

mikrobim (Krejsek a Kopecky, 2004).

Vyznamnym zdrojem INFa jsou mDC, které reflektuji jejich aktivaci virovou
RNA Toll-like receptory 3-4. Antivirova aktivita interferond typu 1. je
zprostfedkovana jejich schopnosti inhibovat virovou replikaci uvnitf virem
infikovanych bunék, chrani neinfikované bunky pfed infekci a stimuluje
antivirovou imunitu cytotoxickymi (CD8) T lymfocyty a NK burikami. INF-a ma
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dalSi vyznamné aktivity v€etné up regulace tfidy I. MHC a zprostfedkovani

antitumorové aktivity.

INFy je jedinym ¢&lenem tvoficim Il. typ interferond. INFy je homodimer
produkovan zejména T lymfocyty, NK bunkami a mensi mirou makrofagy. INF-y
vykazuje nevelkou antivirovou aktivitu a jeho pavod z T lymfocytd napovida, Ze
je vice interleukinem nez interferonem. INFy je nejvyznamnéjSim cytokinem
zodpovédnym za bunécné zprostfedkovanou imunitu. INFy pfedstavuje
charakteristicky cytokin, ktery je produkovan Th1 burikami, ale takeé
cytotoxickymi T lymfocyty a NK burikami. INFy zprostfedkovava zvyseni
exprese tfidy | a Il MHC a stimuluje prezentaci antigent a produkci cytokinu
APC. INFy stimuluje funkce mononuklearnich fagocyti a stejné jako ostatni

interferony inhibuje replikaci vird (Commins et al., 2010).

3.5 Cytokiny regulujici T a B lymfocytarni systém

Jedna se o heterogenni skupinu cytokinl. Prototypem je IL-2 produkovany
pomocnymi T lymfocyty po jejich antigenni stimulaci a plsobici autokrinné na
CD4" T lymfocyty. IL-2 je vyznamnym aktivaénim podnétem pro subpopulaci
tlumivych cytotoxickych T lymfocytd, NK bunék a predstavuje druhy signal pro

aktivaci a diferenciaci B lymfocyta.

Pomocné T Iymfocyty se ¢leni na subsety na zakladé spektra
produkovanych cytokin a funkénich odliSnosti. Subsety CD4" T lymfocytl
(Thl, Th2 a Thl7) vyzravaji ze spolecné prekurzorové bunky ThO v zavislosti
na fadé faktort. Vyznamny je vliv konkrétniho cytokinového mikroprostiedi, ve
kterem se aktivovana ThO bunka nachazi. Lymfocyty Th 17 viz kapitola T
lymfocyty. Vyzravani do subsetu Thl stimuluje IL-12, ktery je produkovan
predevSim monocyto-makrofagovymi bunkami. Pro subset Th1 je typicka
produkce INFy a TNFa. Th1 T Ilymfocyty jsou odpovédné za bunkami

zprostfedkovanou specifickou imunitu.
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Vyzravani do subsetu Th2 zajiStuje mikroprostiedi obsahujici IL-4 a IL-13.
Pro Th2 je charakteristicka produkce IL-4, IL-5 a IL-13. UdrZovani normalniho
Pojeti T lymfocytl s odliSnou produkci cytokin mizeme nalézt i u subpopulace
tlumivych cytotoxickych CD8" T Ilymfocytd. Navic je vyclenéna skupina T
lymfocytd znacena jako subset Treg. Jednim z podtypd Treg jsou Th3 bunky,
které po antigenni stimulaci produkuji transformujici rastovy faktor p (TGFp) a
IL-10. Pusobi pfedevSim proti aktivité subsetu Th1a produkuji protizanétlivé

cytokiny (Krejsek a Kopecky, 2004).

3.6 Pluripotentni prozanétlivé cytokiny

Do této skupiny patfi mimo jiné IL-1 a IL-6. Proteiny, které jsou strukturné a
vyvojové pfibuzné interleukinu 1 jsou fazeny do tzv. rodiny interleukinu 1 ( IL-
la, IL-1B, IL-1RA, IL-18, IL-33 a dalSi). IL-1 je produkovan aktivovanymi
monocyto-makrofagovymi bunkami i dalSimi jadernymi bunkami téla. IL-1
indukuje zvySeni teploty organizmu a pusobi jako aktivaéni faktor pro T
lymfocyty. IL-6 je produkovan predevSim T a B lymfocyty, monocyty i dalSimi
jadernymi burikami a reguluje diferenciaci a proliferaci B lymfocytll a syntézu
protilatek. IL-6 zpusobuje zvySeni koncentrace proteind akutni faze zanétu
(Dinarello, 1997; Male et al., 1996).

3.7 Rodina tumor nekrotizujicich faktoru

Dulezitym podnétem pro jejich produkci je LPS vazici se na krevni
bilkovinu LBP (Lipopolysacharide Binding Protein). Vznikly komplex reaguje
diky membranové molekule CD14 s makrofagem a vysledkem je uvolnéni
prozanétovych cytokind v€etné TNFa. TNFa ma mnohé ucinky napfiklad:
indukuje expresi na adheznich molekulach endotelovych bunék a leukocytd,
indukuje zvySenou teplotu, fidi ranné faze zanétu, zvySuje prokoagulaéni
aktivitu endotelovych bunék, stimuluje katabolické procesy v organismu. TNFa

je produkovan subsetem Th1l T lymfocytd. TNFp je produkovan T a B lymfocyty.
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TNFB ma analogické ucinky jako TNFa i strukturni podobnost (Krejsek a
Kopecky, 2004).

3.8 Transformuijici rastové faktory

Transformujici rastovy faktor B (TGFB) plsobi na proliferaci a diferenciaci
riznych télnich bunék, expresi integrinovych molekul reguluje adhezi bunék
(Krejsek a Kopecky, 2004). TGFB pFedstavuje rodinu peptidi pravdépodobné
s nejvyraznéjSim pleiotropnim efektem, ktery vykazuje jak stimulacni tak
inhibiéni acinky. TGFB je vyznamny stimulant fibrézy, podporuje hojeni a
utvareni jizev. TGFB inhibuje B Ilymfocyty a Th/cytotoxické lymfocyty.
(Commnins, 2009).

4. Cytokiny produkované epitelialnimi bunkami plic

4.1 TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa)

TNF  predstavuji dva homologni proteiny pochazejici hlavné
z mononuklearnich fagocytt (TNF-a) a lymfocytd (TNF-B). TNF-a je produkovan
makrofagy, neutrofily, mastocyty, T a B lymfocyty, NK burikami, endotelem a
epitelialnimi bufikami. TNF-a se tvofi reakci na bakterie, viry, cytokiny, imunitni
komplexy, komplementovou slozku C5a a reaktivni kyslikové Castice. TNF-a je
mocny modulator imunitnich reakci, indukuje adhezni molekuly, dalSi cytokiny,
aktivuje neutrofily a lymfocyty. TNF-a pUsobi jako induktor antitumorové imunity
pfimym cytotoxickym efektem na rakovinové bunky; zplsobuje septicky Sok
(Male et al., 1996; Commins et al., 2006).

TNF-a hraje vyznamnou roli v mnoha zanétlivych onemocnénich plic:
bronchialni asthma, chronicka bronchitida, CHOPN, syndrom dechové tisné
dospélych, akutni plicni selhani (Matera et al., 2009). TNF-a je zakladni
mediator zanétlivé kaskady u fady chorob, a proto slouzi jako marker progrese
nebo prognézy u urlitych onemocnéni napf. pneumonie nebo cysticka fibréza
(Martinez-Garcia, 2008).
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TNF-a je prozanétlivy multifunkéni Thl cytokin, vykazujici rozhodujici ulohu
v iniciaci, udrzovani a progresi astmatického zanétu dychacich cest. TNF-a je
uskladnén v granulich a uvolnén reakci na alergicky stimul z mastocytl a
makrofagl via IgE-zavisly mechanismus. Jiné bunky pfispivajici k patogenezi
astmatu jsou také zdrojem TNF-a: eozinofily, epitelialni bufiky a T lymfocyty.
Studie prokazaky, Ze mRNA TNF-a je vy3Si u astmatickych subjektd nez u

kontrol, a také po expozici alergenu (Morjaria et al., 2006).

U astmatického onemocnéni se TNF-a ucastni zanétu, remodelace a
pravdépodobné bronchialni hyperresponzivity (Bradley, 2008). TNF-a zesiluje
astmaticky zanét aktivaci transkripénich faktord NFkB, AP-1 a dalSich. Up
regulace exprese TNF-a byla detekovana u AM, mastocytd a bronchialnich
epitelidlnich bunék. TNF-a indukuje expresi mnoha genu v epitelialnich
bunkach v€etné cytokinl: IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF; chemokin(: eotaxin,
CCL2, RANTES; adheznich molekul (ICAM-1), extracelularnich matrixovych
glykoproteinl (tenascin), neuropeptidi (endothelin-1), mucint (Matera et al.,
2009).

TNF-a zpUsobuje pfechodnou bronchialni hyperresponzivitu, protoze
snizuje expresi M2 muskarinového receptoru a podporuje pfisun eozinofill
obsahujicich hlavni bazicky protein, ktery je M2 antagonistou. Siroce je
akceptovano, ze hyperreaktivita dychacich cest muze byt zpusobena dysfunkci

muskarinovych M2 receptort (Matera et al., 2009).
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Existuje predpoklad, ze TNF-a hraje centralni roli v patogenezi CHOPN.
TNF-a je produkovan AM, neutrofily, T lymfocyty, mastocyty a epitelialnimi
bufkami po kontaktu s riznymi polutanty véetné cigaretového koufe. Na
zvifecich modelech se ukazalo, Ze TNF-a indukuje patofyziologické zmény
spojené s CHOPN (bunécny zanétlivy infiltrat v plicich, plicni fibréza, emfyzém)
a indukci exprese IL-8 zvySuje chemotaxi a migraci neutrofild. In vivo byly
nalezeny zvysené hladiny TNF-a v indukovaném sputu a v bronchoalveolarni
tekutiné pacientl se stabilni CHOPN v porovnani s kontrolami (Matera et al.,
2009).

TNF-a a IL-1B byly identifikovany jako kliCové cytokiny v iniciaci zanétlivé
kaskady béhem exacerbaci perzistujiciho astmatu a tézké CHOPN. Mdzeme se
domnivat, ze TNF-a a/nebo jeho receptor mohou byt terapeutickym cilem pro
redukci zanétu u astmatu a CHOPN (Matera et al., 2009).
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4.2 Rodina interleukinu 1
4.2.1 Interleukin 1 beta (IL-1B)

IL-1B je pleiotropni cytokin patfici do rodiny interleukinu 1. Clenové rodiny
interleukinu 1 maji hlavni vyznam v ¢asné imunitni a zanétlivé reakci, ktera
nasleduje po poskozeni tkané nebo infekci. IL-1 ma vyrazné prozanétlive
pusobeni, zpusobuje horecku, akutni fazi zanétu, anorexii a somnolenci (Netea
et al., 2010). Mezi buriky produkujici IL-1B patfi mononuklearni fagocyty,
endotelialni a epitelialni buriky, keratinocyty, neutrofily a dalSi. IL-13 stimuluje
produkci cytokin TNF-a, IL-6 a IL-8 a aktivuje T lymfocyty zvySenim produkce
IL-2 a exprese receptoru pro IL-2 (Borish a Steinke, 2010). IL-1B indukuje
ovlivnéni Th17 adaptivni imunity. (Netea et al., 2010).

Klasicti ¢lenové rodiny interleukinu 1: IL-1a, IL-1B a IL-18 hraji vyznamnou
roli vimunitnich regulacich a zanétlivych procesech indukci exprese mnoha
efektorovych  proteinl  jako jsou cytokiny/chemokiny a  matrixové
metaloproteinazy (Barksby et al., 2007). IL-1 ucinkuje synergisticky s TNF-a a
tim aktivuje prozanétlivé reakce u Siroké Skaly bunék. DalSimi funkcemi IL-1[3
jsou zvySeni exprese adheznich molekul a podpora diapedézy (Netea et al.,
2010).

IL-18 byl nalezen ve zvySeném mnozstvi v dychacich cestach astmatiku.
IL-18 v epitelialnich bunkach dychacich cest reguluje komplementaci tight
junction. IL-1B indukuje migraci endotelialnich bunék pravdépodobné vyvolanim
zmény slozeni matrixovych receptorli. IL-1B ma ucast v Casné fazi zanétlivé
reakce a méni responzivitu dychacich cest astmatickych pacientl (existuje stale
vice dukazl, ze IL-1 pfimo a samostatné moduluje konstrikéni a relaxacni

reakce v dychacich cestach) (White et al., 2008).

Mechanismy, kterymi IL-13 méni strukturu a funkci dychacich cest
astmatikl jsou relativné dobfe znamy. IL-1B indukuje uvolnéni cytokini napf.
RANTES, GM-CSF. IL-1B zvySuje chemotaxi eozinofill, jejich preziti a aktivaci.
Dale IL-1B spousti uvolnéni IL-9, ktery je rustovym faktorem T lymfocytl a
mastocytd. IL-1 indukuje eozinofili v dychacich cestach, hyperreaktivitu
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dychacich cest a metaplazii poharkovych bunék. Navic IL-1B stimuluje uvolnéni
fibroblastovych rastovych faktord napf. PDGF, ktery zvySuje proliferaci
fibroblasti a syntézu kolagenu, €imz pfispiva k remodelaci dychacich cest
(Yang et al., 2004). Mimo jiné IL-1p a TNF-a jsou aktivatory transkripce IL-33 ve
fibroblastech (Barksby et al., 2007).

4.2.2 Interleukin 18

IL-18 je prozanétlivy cytokin, Clen rodiny IL-1, jehoz produkce pochazi
hlavné z epitelialnich bunék (keratinocyty, epitelialni bunfky dychacich cest) a
z APC (makrofagy, DC). IL-18 a IL-33 jsou dva interleukiny rodiny IL-1
vyvolavajici produkci proalergennich cytokinl typu Th2, které indukuji produkci
IgE a vytvareji tak charakteristickou reakci dychacich cest u astmatu. Zajem o
ucinky IL-18 v alergii byl podpofen zjisténim, Ze mastocytovy proteolyticky
enzym chymaza pfeménuje pro-IL-18 na mensi formu IL-18 (Goetzl, 2008). IL-
18 je vyznamny regulator jak Th1 tak Th2 cytokinové produkce. ZvySena
sekrece IL-18 byla zaznamenana u pacientu trpicich alergii. IL-18 sam silné

indukuje IgE a alergicky zanét (EI-Mezayen a Matsumoto, 2003).

K aktivatorim IL-18 patfi LPS, exotoxiny z grampozitivnich bakterii a rizné
mikrobialni produkty. IL-18 také indukuje nizké hladiny INF-y, ale v pfitomnosti
kostimulant( se produkce zvySi napf. pouzitim LPS. IL-18 stimuluje T lymfocyty
k produkci IL-2, GM-CSF a TNF-a. Obecné lze fici, ze schopnost IL-18

indukovat rlizné cytokiny zavisi na bunéé&ném cili (Dinarello, 1999).

IL-18 sdili biologické vlastnosti s IL-12 jako je stimulace produkce INF-y,
posileni cytotoxické aktivity NK bunék, stimulace Th1 bunécéné diferenciace. IL-
18 ma vyznamnou ulohu v Th1 zprostfedkované imunité ve spolupraci s IL-12.
T lymfocyty a NK buriky produkuji INF-y nasledkem synergismu IL-18 a IL-12
(Akira, 2000).

Interleukin-18 (IL-1B) a IL-18 jsou dulezitymi prozanétlivymi cytokiny na
jedné strané aktivujici monocyty, makrofagy, neutrofily a na strané druhé
indukuji Th1 a Th17 adaptivni imunitu. Jsou sekretovany jako neaktivni
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prekurzory a jejich zpracovani zavisi na stépeni proteazami. IL-1B, IL-18, TNF,
INFy aktivuji neutrofily a makrofagy k fagocyt6ze patogend a uvolfiuji toxické
kyslikaté a dusikaté radikaly (Netea et al., 2010).

U IL-18 byla poprvé rozpoznana jeho indukce T lymfocytové sekrece INF-y
a potlaceni T lymfocytové generace IL-4 v pfitomnosti IL-12. Informace
pfedpoklada hlavni aktivitu IL-18 v normalni hostitelské obrané proti
riznorodym mikrobialnim infekcim, ktera spociva v indukci a amplifikaci reakce
Thl typu. V souladu stémito nalezy je zjisténi, Ze supresorové CD8" T
lymfocyty interaguji s DC, aby vyvolaly sekreci IL-18 a IL-12, ktera synergicky

zvySi diferenciaci bunék typu Th1 a timto zpusobem inhibuje typ Th2.

V kontrastu s tim, IL-18 projevuje dualni efektorové role bufikami Th2 typu
u alergickych onemocnéni a astmatu v souc€innosti s dalSimi cytokiny. Za prvé
IL-18 s IL-12 podporuiji diferenciaci bunék Th2 typu a tvorbu cytokinu typu Th2
pomoci CD4" T lymfocytl a NK bunék. Mastocyty a bazofily exprimuji receptory
pro IL-18, na které se IL-18 navazi a nasledné pak IL-18 spole¢né s IL-3
produkuji vysoké hladiny cytokinl typu Th2. Za druhé IL-18 a IL-12 zpUsobuji
v dychacich cestach reakce imitujici astma. Podani IL-18 a IL-12 do dychacich
cest mysi vyvolda CD4" T lymfocytovou a na IL-13 zavislou eozinofilni infiltraci
dychacich cest, hyperresponzivitu, hypersekreci hlenu a metaplazii
poharkovych bunék (Goetzl, 2008).

4.2.3 Interleukin 33

Plicni epitel je nachylny k poSkozeni patogeny, znecisténému vzduchu,
proteazové aktivité alergenl. VSechny tyto vlivy podporuji poSkozeni epitelu a
maji za nasledek produkci IL-33 (Lloyd, 2010). IL-33 byl identifikovan databazi
prohledavajici lidsky genom, ktera pouzila profil odvozeny z kompilace jinych
¢lenu rodiny IL-1. IL-33 je produkovan mnoha typy bunék a tkani: srdce, mozek,
Zaludek, slezina, bronchialni epitelialni bunky, fibroblasty, buriky hladkého
svalu, keratinocyty, makrofagy a DC (Borish a Steinke, 2011). Exprese IL-33
v epitelialnich bunkach je pozitivné regulovana zanétlivymi stimuly napf. TNF
nebo LPS (Smith, 2009).
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Receptor pro IL-33 stejné jako u jinych s IL-1 pfibuznych cytokinUl je tvofen
heterodimerni molekulou skladajici se z ST2 a IL-1receptoru pomocného
proteinu. Jsou tvofeny dva hlavni genové produkty ST2: transmembranova
forma ST2 (ST2 nebo ST2L) a solubilni forma ST2 (sST2). ST2 je povazovana
za funkéni slozku pro indukci bioaktivit IL-33 (Oboki et al., 2011).

Receptor IL-33 ST2 je exprimovan na Th2 lymfocytech, eozinofilech,
mastocytech a bazofilech. IL-33 pfimo aktivuje eozinofily v dychacich cestach.
Degranulace mastocytu v reakci na IL-33 nastava az po primarni aktivaci IgE,
ktera zvySuje expresi ST2 na mastocytech (Botturi et al., 2011). Mastocyty
pfimo reaguji na stimulaci IL-33 produkci cytokini a chemokina. Tento efekt je

zvySen, kdyz IL-33 je v kombinaci s druhym stimulem napf. TSLP (Smith,
2009).
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Obr. 4: Poskozeni epitelialnich bunécnych vrstev ma za nasledek nekrozu a
uvolnéni IL-33. IL-33 mlZze pusobit na mnohé typy bunék, pfi¢emz vysledkem je

maturace a migrace téchto bunék a uvolnéni prozanétlivych faktorl v misté
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zanétu. sST2 zfibroblastl muze vazat IL-33, a tim ztlumi imunitni reakci a
chrani pfed jejim propuknutim nebo mulze vést kzaniku zanétu. Vlevo
nekontrolovatelna kontinualni produkce IL-33 koncCi alergickym zanétem, ktery

je charakteristicky pro astma (Borish a Steinke, 2011)

IL-33 potencuje nejenom produkci cytokind typu Th2, ale i Th1 - INF-y. IL-
33 chemoatrahuje Th2 lymfocyty, ale ne Thl. IL-33 ma schopnost sam
indukovat produkci cytokinu typu Th2 typu a chemokinl u bazofilt, mastocytu a
Th2 lymfocytl. Dale IL-33 muze pfimo indukovat produkci IL-8 a superoxidu. U
eozinofild IL-33 zvySuje produkci IL-3, IL-5 nebo GM-CSF zprostfedkovanou IL-
8 (Oboki et al.,, 2011). IL-33 ma zpusobilost ovlivnit vyzravani DC a jejich
aktivitu (Borish a Steinke, 2011). IL-33 stimuluje DC k produkci IL-5, IL-6 a
CD4'T lymfocyty k produkci IL-13 (Botturi et al., 2011). IL-33 (stejné jako TSLP)
je nyni uznan za epitelialné-mezenchymalni cytokin manipulujici zanétlivé

a/nebo imunitni reakce (Oboki et al., 2011)

Nékteré linie dikazu predpokadaji, ze IL-33 se chova jako alarmin/DAMP.
DAMP (,damage associate molecule patterns®) jsou endogenni prozanétlive
faktory uvolnéné nekrotickymi bufikami v poskozenych tkanich b&éhem traumatu
a/nebo infekce. DAMP vyvolava lokalni a/nebo systémovy zanét zalarmovanim
bunék ziskané imunity, které pak predstavuji endogenni nebezpecny signal
(Oboki et al., 2011).

Kdyz byla provedena endobronchialni biopsie a epitelialni bunky byly
kultivovany in vivo, byla zjisténa zvySena exprese IL-33 v epitelialnich burnkach
individui s bronchialnim astmatem v porovnani se zdravymi jedinci. Tyto nalezy
byly dale potvrzeny hodnotami hladin IL-33, které byly zvétSeny
v bronchoalveolarni tekutiné astmatikl ve srovnani s kontrolami (Borish a
Steinke, 2011). Narusta pocet genetickych dukazl ve spojitosti mezi IL-33/ST2
a rozvojem astmatu. Geneticka analyza nasla propojeni v polymorfismu IL-33 a
ST2 geny s astmatem a alergenné pfibuznymi rysy. Celogenomova asociacni

studie s vice nez 10 000 astmatiky ukazala spoijitosti s IL-33 (Lloyd, 2010).
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IL-33 se zda byt atraktivnim kandidatem pro terapeutickou intervenci,
protoze pfedstavuje molekulu schopnou regulovat imunologické aktivity u
astmatu a alergickych onemocnéni. IL-33 patfi mezi nejCastéji uvolnéné
signalni molekuly a mulze zorganizovat pfisun bunék zodpovédnych za
onemocnéni. Neregulovana aktivita IL-33 ma za nasledek aktivaci Th2
lymfocytl, mastocytll, DC, eozinofill a bazofili, ktera nakonec vede ke zvyseni

exprese mediatoru definujicich onemocnéni (Borish a Steinke, 2011).

4.3 Interleukin 6

IL-6 byl poprvé poznan jako signal pochazejici z T lymfocytu, ktery
indukoval zrani plazmatickych bunék z B lymfocyt. Nasledné byl objeven jeho
vyznam ve stresové reakci na infekci vedouci k produkci proteind akutni faze,
jako je C- reaktivni protein a sérovy amyloidovy protein-A. IL-6 je
nejvyznamnéjSim induktorem proteind akutni faze a s IL-1 poji IL-6 dalSi
schopnost - indukce horeCky. NejpodstatnéjSim zdrojem IL-6 jsou
mononuklearni fagocytujici buriky, jiné bunky produkujici IL-6: T a B lymfocyty,
fibroblasty, endotelialni a epitelidlni buriky, keratinocyty, hepatocyty, burky
kostni dfené. IL-6 zprostifedkovava aktivaci, rust a diferenciaci T lymfocytl. Pod
vlivem IL-6 se B lymfocyty diferencuji na zralé plazmatické buriky sekretujici

imunoglobuliny (Nelson a Martin, 2000; Commins et al., 2010).

IL-6 je pleiotropni cytokin, ktery je spole¢né s IL-1B a TNF-a povazovan za
znak probihajiciho zanétu vice nez jako regulacni cytokin s moznosti modulovat
imunitni reakce. Existuje predpoklad, ze IL-6 je vyznamny pro urCeni typu
adaptivni imunity zejména diferenciaci efektorovych CD4" T lymfocytd. IL-6
podporuje Th2 diferenciaci CD4" T lymfocytd, ale potladuje diferenciaci Thl
nezavislou cestou. IL-6 inhibuje vyvoj T reg. Vyznam IL-6 v diferenciaci Th17 je
ponékud kontroverzni. Nékteré studie tvrdi, ze IL-6 neni dullezity pro vyvoj
Th17, zatimco jiné uvadéji synergii IL-6 s IL-13 pro podporu diferenciace Th17.
IL-6 muze byt klicovym faktorem pro stanoveni rovnovahy jestli CD4" T

lymfocyty se stanou Treg nebo zanétlivymi Th17 lymfocyty (Neveu et al., 2010).
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V porovnani s cytokiny IL-1B a TNF-a je IL-6 stale povazovan za uziteCny
nespecificky zanétlivy marker u Fady onemocnéni spojenych s imunitou.
Jednoduchou regresni analyzou u pacientd s intermitentnim astmatem byla
zjisténa pfima korelace hladiny IL-6 se statutem plicniho onemocnéni. Hladiny
IL-6 v indukovaném sputu pacientl s intermitentnim alergickym astmatem byly
vyrazné zvétSeny v porovnani s kontrolnimi subjekty a ani jedna hodnota z IL-
18, TNF-a a MCP-1 nebyla zvySena. Vysledky byly zjistény pfi nepfitomnosti
zjevné eozinofilie a neutrofiie. Zesilena produkce IL-6 detekovana

v mikroprostfedi plic nebyla nasledkem zanétlivé reakce (Neveu et al., 2010).

TGF-B v bronchialnich epitelialnich bufkach zvysSuje IL-6 a inhibuje IL-8
produkci v astmatickych i neastmatickych burnkach, pficemz TGF-f vyznamné
indukuje IL-6 u astmatikd (Ge et al., 2010). In vitro IL-17 stimuluje bronchialni
epitelialni buriky k uvolnéni IL-6 (Lindén, 2001).

Vzestup produkce hlenu plicniho epitelia u astmatu maze pUsobit obstrukci
dychacich cest ustici ve zvy8eny odpor k proudicimu vzduchu. Plice pouzivaji
homeostaticky mechanismus udrzujici rovnovahu produkce hlenu s jeho
odstranénim z dychacich cest. Jakékoliv poruseni homeostazy muze vést
k plicni dysfunkci. PFitomnost IL-6 indukuje sekreci hlenu v astmatickych
dychacich cestach, tento efekt mize byt nasledkem regulace exprese IL-13
interleukinem 6. IL-13 indukuje metaplazii hlenovych bunék v plicich. V in vitro
studiich se ukazalo, ze IL-6 pfimo indukuje genové hleny Muc5AC a Muc 5B
v lidskych epitelialnich burikach, a proto nemizeme vyloucit moznost pfimého
vlivu IL-6 na produkci hlenu epitelialnimi burikami béhem alergického zanétu
dychacich cest (Neveu et al., 2009).

IL-6 je sekretovan v poCatku mnoha druhd zanétu riznymi typy bunék, a
tak hraje roli ttméF ve vSech formach plicnich onemocnéni zahrnujici infekci
nebo zanét. PfestozZe je IL-6 Casto klasifikovan jako prozanétlivy cytokin, studie
produkce TNF, IL-1 a MIP-2; pokles oddé&lovani neutrofill; zvySeni hladin IL-1
receptorového antagonosty (IL-1ra) a solubilniho receptoru TNF (TNFsr);
stimulace produkce metaloproteinazovych inhibitord; redukce produkce
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intrabunécnych superoxidl; pokles degradace tkanové matrix a inhibice

bunécné apoptozy ( Ward, 2006).

4.4 Interleukin 32

IL-32 je nedavno popsany cytokin produkovany T lymfocyty, NK bunkami,
monocyty a epitelialnimi burikami. IL-32 ma typické funkce prozanétlivého
cytokinu. IL-32 stimuluje monocyty k produkci prozanétlivych cytokinu jako je IL-
1B, IL-6, TNF-a a chemokinu. Prozanétlivé cytokiny maji schopnost indukovat
dalSi prozanétlivé cytokiny a vedou tak k reciproCni cytokinové indukci.
Lokalizovana reciproka indukce muze zpUsobit chronicky zanét a zvysit tak
zavaznost onemocnéni (Hong et al., 2009). V epitelialnich burikach muze byt

exprese IL-32 pozorovana pusobenim IL-1p a IFNy (Commins et al., 2010).

IL-32 mUze indukovat IL-8, TNF-a a IL-1B. IL-32 ma svou prozanétlivou
funkci roli v patogenezi CHOPN, infekci Mycobacterium tuberculosis. Mimoto
byla zaznamenana up regulace IL-32 v plicich pacientt s CHOPN, ktera
korelovala se zavaznosti onemocnéni (Ko et al., 2011). V sou€asné dobé IL-32
postrada sekvencni homologii k znamym rodinam cytokin. Existuje Sest
izoforem IL-32 (a, B, v, O, € a ). VSechny izoformy jsou biologicky aktivni, ale
rekombinantni izoforma IL-32y ma nejvétSi biologickou aktivitu, produkuje
prozanétlivé cytokiny in vivo a in vitro. IL-32 byl indukovan Mycobacterium
tuberculosis a Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin stejné jako
pomoci LPS nebo dalSich mykobakterii. Navic produkce IL-32 M. tuberculosis

je zavisla na endogennim INF-y (Jeong et al., 2011).

4.5 TGF-B (transformuijici rastovy faktor beta)

Transformujici faktor beta (TGF-B) byl objeven pro svoji schopnost
Jtransformovat® krysi fibroblasty pfi védecké studii ristového faktoru z desticek
(PDGF) a epidermalnich rastovych faktorll (EGF, TGF-a) v roce 1983. TGF-f
patfi do skupiny cytokinu, ktera se kolektivhé nazyva ,TGFB superrodina®. Jeji
Clenové reguluji epitelialni bunécny rust, diferenciaci, motilitu, organizaci a
tumorogenezi. Do superrodiny TGF také patfi inhibiny a aktiviny, molekuly
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majici vyznam v embryonalnim vyvoji, reparaci poskozeni, formovani kosti. U
savcu jsou v soucasnosti identifikovany tfi izoformy TGF-B. V8echny tfi izoformy
(TGF-B 1-3) vykazuji velkou podobnost ve své aminokyselinové struktuie (Chin
et al., 2003).

TGF-B je pleiotropni cytokin s celou $kalou Gginkd. Ugastni se modulace
zanétu, opravy poskozeni, imunitni homeostazy a tolerance. Poprvé byl objeven
jako rustovy faktor fibroblastl, jeho prvni netransformuijici roli byla podpora
reparace poskozeni zvySenim syntézy kolagenu a angiogenezi. V konecné fazi
bylo zjisténo, ze silné potlacuje proliferaci lymfocytl a aktivované lymfocyty
TGF-B produkuji. Dnes vime, Ze v podstaté kazda bunka ma potencial
produkovat TGF-B a ma odpovidajici odezvu na TGF-B. TGF-f muze ovlivnit

veskery biologicky systém testovany in vivo a in vitro (Taylor, 2009).

V in vivo a v in vitro studiich bylo prokazano, ze TGF- mUze mit jak funkci
prozanétlivého cytokinu tak i protizanétliveého cytokinu na zanétlivé bunky. Ba T
lymfocyty po aktivaci LPS mohou uvolnit TGF-B. Autokrinni nebo parakrinni
aktivace zanétlivych bunék TGF-B indukuje uvolnéni prozanétlivych cytokin(
TNFa a IL-1 makrofagy. Protizanétlivy efekt TGF-B se uplatni v inhibici
proliferace T a B lymfocytd, indukci deaktivace makrofagl a inhibice preziti a
diferenciace eozinofili. Ohledné prozanétliveho efektu TGF-B indukuje
chemotaxi eozinofilG, makrofagl, B lymfocytl, monocytu, neutrofilll, mastocyta.
Mimoto TGF-B zvySuje prezivani makrofagu, eosinofili a T Ilymfocytd
(Duvernelle et al., 2003).

TGFp reguluje homeostazu lymfocytu, inhibuje Th1 a Th2 imunitni reakce,
dale inhibuje tvorbu IgE a podporuje produkci IgA. TGF-B ovliviuje liniovou
specifitu subsetu efektorovych T lymfocytd. Podili se na diferenciaci CD4"T
lymfocytd bud na Th 17 nebo Treg lymfocyty v zavislosti na pfitomnosti IL-6, IL-
12, kyseliny retinové, IL-23, IL-10. Zda se, ze TGF-B ma potencial
reprogramovat diferencované Th lymfocyty do nového funkéniho subsetu
produkujici IL-9. TGF-B pravdépodobné reguluje adhezivnich vlastnosti
epitelialnich bunék vedouci k poSkozeni epitelialni vrstvy (Lloyd a Hawrilowicz,
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2009). TGF-B v epitelialnich bunkach zvétSuje hyperplazii poharkovych bunék a

sekreci hlenu a snizuje adhezi k bazalni membrané (Ge et. Al., 2010).

Za hlavni regulator remodelace dychacich cest u astmatikl je povazovana
zvySena tvorba TGF-B. Hojna exprese receptoru TGF-B a receptorové-
ligandova signalizace podporuje syntézu extracelularni matrix (ECM) a
preménu fibroblastl a hladké svaloviny dychacich cest na myofibroblasty. DalSi
z cest jak TGF-B podporuje remodelaci je indukce zanétlivych mediatoru
strukturnich bunék. TGF-B ma pfimy uCinek na kontraktilitu hladkého svalstva
dychacich cest, ¢imz mUze zménit jejich vnimavost. Mimoto rozsahla exprese
TGF-B v plicich zpUsobila vazné fibrozy s charakteristickymi usazeninami
pretvofené ECM (Murdoch a Lloyd, 2010). TGF-B muze indukovat apopticky
nebo antiapopticky efekt na epitelialni buriky, pfiCemz zalezi na cesté aktivace
(Halwani et al., 2010).

TGF-B stimuluje bufiky mezenchymalniho plvodu a silné inhibuje epitelialni
proliferaci. Indukuje apoptézu, kontroluje morfogenezi prostfednictvim ukladani
extracelularni matrix a remodelace. TGF-B stimuluje syntézu kolagenu,

fibronektinu, proteoglykanu (Chin et al., 2003).

Patologicka konverze epitelialnich bunék na fibroblasty (epitelialné
mezenchymailni pfechod - EMT) byla demonstrovana in vivo v plicnich
alveolarnich epitelialnich bunkach typu Il. In vitro byl prokazan EMT u
primarnich bronchialnich epitelialnich bunék za pouziti stimulace TGF-p1 a pfi
pfidani TNF-a doSlo ke zvySeni efektu TGF-B1. Epitelialné mezenchymaini
pfechod je transdiferenciace epitelidlnich bunék na bunky mezenchymaini.
Béhem EMT procesu epitelialni buriky jsou odstranény z bunécné polarity a
jsou remodelovany adhezni kontakty epitelialni burika-bunka stejné jako bunka-
matrix. Nasledkem téchto zmén jsou epitelialni bunky pfeménény na motilni
fibroblasty dale az na myofibroblasty. Transdiferencované bunky jsou schopny

migrovat bazalni membranou do dalSich oblasti v tkani (Camara a Jarai, 2010).

TGF-B zaujima vyznamnou pozici v syntéze a akumulaci kolagenu i
fibronektinu v plicich (Arribillaga et al., 2011). TGF-f ma centralni ucinek na
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regulaci plicniho zanétu a fibrozy. Bylo prokazano, ze TGF-B je indukovan u
idiopatické plicni fibrozy (IPF). Hlavni sloZkou ECM bazalni membrany plic je
kolagen IV a laminin, ale napfiklad u IPF plicni bazalni membrana je narusena
a dochazi k vzestupu exprese kolagenu I, lll a fibronektinu (Camara a Jarai,
2010). TGF-B se uplatiiuje v patologickém hojeni alveolarnich lézi u IPF.
Indukuje transkripci kolagenu typu | a fibronektinu ve fibroblastech. Pfi€inou
fibroprodukce u IPF mulze byt nerovnovaha imunitni odpovédi ve smyslu
prevahy Th2 typu (Vasakova, 2009).

4.6 GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor)

GM-CSF (granulocytarni makrofagovy kolonie stimulujici faktor) byl
puvodné definovan svoji schopnosti tvorby granulocytovych a makrofagovych
kolonii z prekurzorovych bunék jako vysledek proliferace a diferenciace. GM-
CSF mlzeme povazovat zejména za regulatora kontroly vSech stadii maturace
u granulocytové a makrofagové linie populaci (Hamilton, 2002). GM-CSF je
hlavni faktor pro preziti a aktivaci hematopoetickych bunék, ktery instruuje
vSechny vyzralé makrofagy, eozinofily a neutrofily, je znam jako pleiotropni

cytokin (Jeong et al., 2011).

GM-CSF je jednim znejmocnégjSich aktivatort DC, které jsou
nejvyznamnéj§imi APC pro aktivaci a diferenciaci naivnich T lymfocytd.
Epitelialni bunky a alveolarni makrofagy mohou produkovat znaéné mnozstvi
GM-CSF v reakci na rGzné stimuly a tim vytvari vztah mezi pfirozenou imunitou
mukdzniho systému (makrofagy, dendritické buriky, epitelialni a mezenchymalni
bunky) a adaptivni imunitou, v niz mohou ovlivnit jeji iniciaci, vyvoj a zachovani
(Ritz et al., 2002).

Exprese GM-CSF je =zvySena v bronchialnich epitelialnich bunkach
astmatikd. Vzestup produkce GM-CSF je zpusoben prozanétlivym cytokinem IL-
18 (Newton et al., 2001). U astmatik(l byl popsan genovy polymorfismus GM-
CSF, coz predpoklada alespon jeden z genetickych zakladi pro odliSnou

expresi. U zanétlivych onemocnéni dychacich cest je vysoka exprese GM-CSF
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charakteristicka pro astma. GM-CSF nebyl detekovan ve sputu pacientu
s CHOPN (Ritz et al., 2002).

GM-CSF jako vyznamny faktor pro preziti a funkci T lymfocytu a eozinofill
pfispiva k samoudrzeni imunitné-zanétliveho prostfedi u astmatu. PoSkozeni
epitelialnich bunék environmentalnimi inzulty vede k atypii reparacnich procesu.
Rustové faktory produkované epiteliem zpuUsobuji proliferaci a diferenciaci
mukoznich mezenchymalnich bunék, ktera vede ke ztlusténi stén dychacich
cest nasledkem zvétSené matrixové produkce a proliferace hladké svaloviny.
Béhem tohoto chronického procesu se bronchialni epitel stava znacné aktivnim
zdrojem rustovych faktort véetné GM-CSF. Podlozni mezenchymalni buriky se
diferencuji na myofibroblasty a hladka svalovina je také vyznamnym zdrojem
GM-CSF (Ritz et al., 2002).

4.7 Interleukin 25

IL-25 patfi do rodiny IL-17, je produkovan bronchialnimi epitelialnimi
bunkami, AM, eozinofily a mastocyty. Na rozdil od jinych IL-17 cytokin( existuje
ve dvou izoforméach. Receptor pro IL-25 je na povrchu CD4" Th2 pamétovych
bunék. Slouzi jako koreceptor pro IL-17B a IL-25 s vétSi afinitou k IL-25. Jeho
exprese je regulovana DC v pfitomnosti TSLP. IL-25 pro indukci Th2 cytokinu
potfebuje obsadit dva receptory: IL-17RB a IL-17RA. IL-25 pusobi pfimo na
CD4" T lymfocyty k zprostfedkovani Th2 imunitni odpovédi. IL-25 pusobi
induk¢né na alergickou hyperresponzivitu u mysi. Dale indukuje produkci TSLP

autokrinnim zpusobem (Botturi et al., 2011).

IL-25 zvySuje odpovéd typu Th2 pamétovymi T lymfocyty. Mimoto IL-25
pusobenim na eozinofily zvySuje uvolfovani jejich prozanétlivych mediatorl
(Corrigan et al., 2011). Provedené studie jak u lidi, tak na mysSich ukazuji
kliCovou roli IL-25 v patogenezi alergickych onemocnéni plic. V pokusech na
mySich nadprodukce IL-25 v plicnim epitelu indukovala hyperplazii epitelialnich
bunék, hypersekreci hlenu, infiltraci dychacich cest eozinofily a makrofagy,
regulaci smérem ke zvySeni chemokini spojenych s typem 2 imunitni reakce.
Naproti tomu neutralizace IL-25 zeslabila alergicky zanét, zredukovala
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eozinofily a CD4" T lymfocyty v plicich. IL-25 deficientni mysi ukazaly
signifikantni utlum alergického zanétu charakterizovany redukci Th2 a Th9

cytokinu (Reynolds et al., 2010).

4.8 Chemokiny

4.8.1 Interleukin 8 / CXCLS8

IL-8 je ¢lenem CXC chemokind. Tento chemokin je hlavnim mediatorem
zanétlivych reakci a je sekretovan nékolika typy bunék: monocyty, T lymfocyty,
neutrofily , NK burikami, endotelialnimi burikami, fibroblasty a epitelialnimi
bufikami. Produkce IL-8 neni konstitutivni, ale inducibilni prozanétlivymi
cytokiny jako je IL-1 a TNF-a. Navic sekrece IL-8 muze byt indukovana
bakteriemi (pf. Pseudomonas aeruginosa), bakterialnimi produkty (pf. LPS),

viry, virovymi produkty, faktory zivotniho prostfedi (Mukaida, 2003).

IL-8 byl prvnim z popsanych prozanétlivych chemokint, ktery atrahuje a
aktivuje imunitni a zanétlivé bunky. IL-8 je pfisuzovano mnoho odliSnych
biologickych efektl v&etné téch, které souvisi s neutrofily: aktivace zanétlivych
bunék a chemotaxe, zvySeni bunécné odheze k endotelialnim bunkam, podpora
angiogeneze, modulace uvolnéni histaminu. Vedle neutrofilt IL-8 aktivuje dalSi
zanétlivé bunky: T a B lymfocyty, bazofily, IL-2 aktivované NK burnky a GM-CSF

a IL-3 stimulované eozinofily (Hay a Sarau, 2001).

IL-8 funguje nejenom jako chemoatraktant, ale i jako mocny angiogenni
faktor. IL-8 si zachovava svou biologickou aktivitu dokonce v pfitomnosti
vyznamnych zmén v pH a odolava mirné proteolytické degradaci v porovnani
s jinymi znamymi chemotaktickymi faktory. Nasledkem muaze byt prodlouzena
aktivita in vivo pro odvadéni neutrofill do mista akutniho zanétu. IL-8 pusobi

jako hlavni chemoatraktant pro neutrofily v plicich (Murugan a Peck, 2009).

IL-8 hraje roli v patogenezi CHOPN, protoZze zvySené hladiny IL-8 byly
zaznamenany v indukovaném sputu u kufakd cigaret s CHOPN. ZvySené
mnozstvi IL-8 je spojeno se zvySenym pocétem aktivovanych neutrofil(l. Tento
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fakt byl pozdéji potvrzen v jiné studii, ve které byli pacienti premedikovany anti-
IL-8 neutralizujici protilatkou ziskané ze sputa pacientl s CHOPN. Vysledkem
studie vindukovaném sputu byla na koncentraci zavisla inhibice neutrofilni
chemotaxe (Murugan a Peck, 2009).

Eotaxin a IL-8 jsou vysoce exprimovany v plicich pacientu s perzistentnim
astmatem a vtomto pofadi mohou zesilit preziti eozinofili a neutrofild. U
astmatikl bylo zaznamenano zvyraznéné prezivani eozinofili (Murray et al.,
2006). ZvySené hladiny IL-8 a IL-6 nachazime v dychacich cestach u pacientu
s astmatem. Bronchialni epitelialni buriky jsou mocnym zdrojem IL-6 a IL-8. Pfi
stimulaci lidskych bronchialnich epitelialnich bunék TGFB1 byla zvySena
produkce IL-6, ale inhibovana IL-8 jak u astmatickych tak i u neastmatickych
bunék. Nicméné TGF indukoval vyrazné vice IL-6 u astmatickych bunék (Ge et
al., 2010).

IL-8 je zapojen v patogenezi syndromu dechové tisné dospélych (ARDS) a
onemocnéni akutniho zanétu plic (ALl), u kterych je charakteristicka masivni
infiltraci neutrofild v plicich. V bronchoalveolarni lavazi pacient ARDS byla
zaznamenana zvySena hladina IL-8 a mnozstvi korelovalo s vyvojem ARDS.
Zanétlivé mediatory a bunky hraji kliCovu roli v patogenezi ARDS a ALI. ARDS
a ALl jsou onemocnéni charakterizovana zvySenou permeabilitou alveolarné-
kapilarni bariéry, influxem neutrofild, vaznym alveolarnim poskozenim.
Atelektaza, plicni edém, porusena vyména plynu vede k alveolarni a systémové
hypoxii vyZadujici pouziti mechanické ventilace s vysokou koncentraci kysliku
(Wendel et al., 2008). Jmenovité sepse je jednim z hlavnich rizikovych faktor( a
vyskytuje se pfiblizné u 40% pfipadd ARDS/ALI. Zanétlivé mediatory a burky
hraji kliCovou roli v patogenezi ARDS/ALI (Wendel et al., 2008, Bao et al.,
2009).

Plicni emfyzém je hlavni morfologickou zménou u CHOPN a je spojen

s abnormalni zanétlivou reakci na stimuly. Za rozvoj emfyzému se v sou€asné

dobé udava vznik nerovnovahy mezi tkanovym poskozenim a reparaci. Narusta

poCet dukazu, ze tkanova schopnost opravy plicnich fibroblastl, které jsou

zodpovédné za regeneraci a udrzbu ECM, je snizena u pacientd s CHOPN.

Snizena proliferace fibroblastu byla pozorovana u CHOPN v porovnani pacientt
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s normalni funkci plic. LPS tvofi prozanétlivou komponentou bunécné stény
gramnegativnich bakterii a je impulsem pro rozvoj rozlicnych plicnich
onemocnéni v¢etné CHOPN. Chronicky zanét ma pravdépodobné hlavni
vyznam v patogenezi emfyzému u CHOPN a LPS je vSudypfitomny zanétlivy
stimul. Vin vitro studiich lidskych plicnich fibroblastid bylo zjisténo, ze LPS
muze inhibovat proliferaci fibroblastl pfinejmensim produkci IL-6 a IL-8 (Zhang
et al., 2011).

U IPF je vyznamnym déjem angiogeneze, ktera doprovazi fibroplazii a
ukladani ECM. Proces je regulovan angiogennimi a angiostatickymi faktory.
Chemokin IL-8 je angiogennim faktorem majici roli v angiogenezi u IPF i
v rozvoji fibrozy u alergické alveolitidy ze zevnich alergent (EAA). Koncentrace
IL-8 v bronchoalveolarni tekutiné koreluji s rozsahem fibrozy jak u IPF tak EAA
(Sterclova et al., 2009).

4.8.2 TSLP (thymic stromal lymphopoietin)

TSLP je produkovan epitelialnimi burfikami bronchl, mastocyty a bazofily.
TSLP je mocny induktor a aktivator DC typu 2, coz poskytlo dukaz, ze epitelialni
buriky jsou kliCovym faktorem v maturaci DC. Témito mechanismy epitelialni
buriky maji potencial kontrolovat typ a rozsah maturace DC, aktivaci T
lymfocytll a diferenciaci B lymfocytd. TSLP zvySuje u DC aktivaci, preziti a
expresi Th2 lymfocytd. Mimoto DC ovlivnéné TSLP maiji schopnost instruovat
naivni CD4" T lymfocyty k produkci proalergennich cytokinl IL-4, IL-5, IL-13 a
TNFa. DalSi schopnosti DC ovlivnénych TSLP je aktivace a expanze naivnich
CD8'T lymfocyt a indukce jejich diferenciace na buriky produkujici IL-5- a IL-
13 (Grunig et al., 2005).

IL-1B8 a TNFa synergizuji s IL-4 a IL-13 pro indukci TSLP epitelialnimi
bunikami. Dvouvlaknova RNA produkovana vyrazné béhem replikace rinovirll je
TLR3 ligandem a zvySuje TSLP sekreci epitelialnimi burikami, které jsou
aktivovany Th2 cytokiny. Ligandy TLR2, TLR4, TLR8 a TLR9 mohou také
indukovat TSLP (Botturi et al., 2011).
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Stimulace lidskych mastocyta v in vitro studiich IL-13, TNF-a v pfitomnosti
TSLP silné zvySila produkci prozanétlivych cytokin IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13
stejné jako chemokinu ucastnici se patogeneze alergickych onemocnéni.
Ziskané informace naznacuji, Zze aktivace mastocytl a DC zplUsobena Th2
diferenciace po stimulaci TSLP =zesiluji alergicky zanét dychacich cest.
V souladu stim blokace endogenniho TSLP, ktery je uvolnén aktivovanymi
epitelidlnimi  burfikami, inhibuje produkci IL-13 mastocyty. Uvedena data
predpokladaji, ze TSLP muze usnadnit komunikaci mezi mastocyty a

epitelialnimi bunkami (Rochman a Leonard, 2008).

Zanétlivé cytokiny IL-12 a TNF-a jsou schopny indukovat rychlou produkci
TSLP v bronchialnich epitelialnich burikach zplsobem zavislym na NFkB (Lee
et al., 2007). Zanétlivé cytokiny IL-1B3, TNF-a, IL-4, IL-13, IL-25, respiracni viry,
houbové proteazy jsou znamé faktory v rozvoji astmatu nebo exacerbace jiz
existujiciho onemocnéni a zaroven indukuji expresi TSLP. V rozsahlych
genomovych studiich lidskych populaci byly nalezeny genové polymorfismy
TSLP spojené s astmatem. V fizeni zanétu typu Th2 TSLP pusobi v soucinnosti
s cytokiny IL-25 a IL-33. Data ukazuji, Ze TSLP ma vyznamnou ulohu v iniciaci
alergickych onemocnéni. Nicméné jeho role v progresi onemocnéni musi byt
dale vyjasnéna stejné jako dulezitost TSLP pfi normalni imunitni homeostaze.
Tento fakt bude vyznamny pro stanoveni, zda blokada TSLP v terapii

alergickych onemocnéni mize byt tolerovana (Ziegler, 2010).

51



Lymph Node

% )
AIIergen ‘4] —>'> Q'—V/A}y

SRS Naivel| —» | TH2
Virus = Immature Mature \ . \TCe M
i W @ mDC / mDC\ e
g Mast Cell 1 1
IL-4
IL 5 IL-8 IL-5
IL-13 Eotaxin-2 IL-13
GM-CSF TARC TNF-a
IL-6 MDC No IL-10
Innate Allergic Inmune Response Adaptive Allergic Inmune Response

IgE Production
Eosinophilia
Mucus Production
Fibroblast Proliferation

Obr. 5 Patofyziologie TSLP v alergickém zanétu. Alergenni nebo virové
inzulty aktivuji epitelialni buriky. TSLP zahdji inicialni fazi alergické reakce
aktivaci nevyzralych DC, které produkuji IL-8, eotaxin 2 a dalSi chemokiny
TARC a MDC. Kostimulaéni mastocyty produkuji IL-5 a IL-13 stejné jako GM-
CSF a IL-6. mDC aktivované TSLP se pfeménuji na zralé DC a migruji do
odvodnych lymfatickych uzlin, aby iniciovaly fazi adaptivni imunity pfi alergické
reakci. DC aktivované TSLP exprimuji OX40L. OX40L aktivuje diferenciaci
alergenné specifickych naivnich CD4" T lymfocytt na zanétlivé Th2 lymfocyty.
Th2 lymfocyty produkuji IL-4, IL-5 a IL-13. Zanétlivé Th2 lymfocyty migruji zpét
do mista zanétu diky lokalni produkci TARC a MDC. Th2 cytokiny IL-4, IL-5, IL-
13 a TNFa, které jsou produkovany zanétlivymi Th2 lymfocyty iniciuji alergicky

zanét aktivaci produkce IgE, eozinofilii a produkci hlenu (Liu, 2007).

Hypotéza, Ze epitelialni bariéra se ucCastni zahajeni alergické reakce byla
podpofena dikazem TSLP, ktery reprezentuje kliCovou molekulu na rozhrani
epitelialni bunfika-DC pro iniciaci alergického zanétu. Prozanétlivé cytokiny IL-1[3
a TNF-a spousti silnou produkci TSLP epitelidlnimi burikami dychacich cest
(synergizuji s IL-4 a IL-13). TSLP dava schopnost DC indukovat zanétlivé Th2
lymfocyty a expandovat, dale aktivovat alergenné specifické Th2 pamétové
lymfocyty. TSLP nestimuluje mDC k produkci Th1 polarizovaného cytokinu IL-
12 nebo prozanétlivych cytokin TNF-a, IL-18 a IL-6. TSLP aktivuje mDC

k produkci fady odliSnych chemokini v€etné eotaxinu 2, IL-8. Uvedené nalezy
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predpokladaji, ze jednim z nejvyznamnéjSich znaki TSLP je navozeni
schopnosti mDC indukovat imunitni odpovéd typu 2 pfi ztraté schopnosti
produkce Th1 polarizovanych cytokini. Odpovéd typu Th2 vede k alergii a
atopii. Z pohledu molekularnihno mechanismu, kterym DC aktivované TSLP
indukuji alergickou reakci je kliCovou molekulou OX40 ligand. OX40 ligand je
molekula na DC indukovana TSLP. Z tohoto didvodu TSLP a OX40L mohou
reprezentovat vyznamné cile pro intervenci iniciace alergické zanétlivé reakce
(Wang a Liu, 2009).

Epitelialni bunky astmatickych pacientd maji zvySenou expresi TSLP
v porovnani se zdravymi jedinci. TSLP stimuluje produkci Th2 cytokinl jako je
IL-13. TSLP up reguluje expresi IL-13 jak v kontrolnich burikach, tak v burikach
astmatickych pacientd (Simlali et al.,, 2010). IL-13 v patogenezi astmatu
vykazuje zanétlivy profil, ma schopnost podporovat tvorbu a formovani hlenu a

napomaha remodelaci u modell hlodavcl (Holgate a Davies, 2009).

Stimulace pomoci TSLP indukovala v bronchialnich epitelialnich burikach
proliferaci a zvySila reparacni proces pomoci produkce IL-13. EGF je rustovy
faktor epitelialnich bunék a nékolik studii prokazalo vztah mezi IL-13 a
receptorové signaliza¢ni drahy EGF (EGFR), ve které je aktivace EGFR
nezbytna pro epitelialni reparaci. U epitelialnich bunék astmatikut jsou tyto drahy
poruseny zejména pfitomnosti aktivnéjsi formy TGF-8 ve sronani se zdravymi
subjekty. TGF-B muze vysvétlovat, Zze i pres vySSi produkci TSLP a IL-13
epitelialnimi  burfikami astmatickych pacientli, nedochazi u nich k takové
proliferaci a reparaci jako u kontrolnich bunék zdravych jedinct (Semlali et al.,
2010).

4.8.3 RANTES (regulated upon activation normal T-cell expressed and

secreted)

RANTES/CCL5 je kliCovy prozanétlivy cytokin patfici do skupiny CC-
chemokind. RANTES u savcu predstavuje maly protein Citajici 68 aminokyselin
o hmotnost pfiblizné 8kDa. Siroka $kala bunék RANTES produkuje: lymfocyty,
makrofagy, fibroblasty, krevni desti¢ky, bufky hladkého svalu, endotelialni a
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epitelialni buriky. Vedle chemotaxe RANTES zprostiedkovava stimulaci T
lymfocytl. RANTES indukuje migraci leukocytl vazbou na specifické receptory
(CCR1, CCR3, CCR4, CCR5) a podporuje infiltraci leukocyty v misté zanétu.
(Arathy et al., 2011, Appay a Jones, 2001).

RANTES byl prvni chememokin identifikovan jako silny eozinofilni
atraktant. Nejprve byly popsany atrahujici vlastnosti pro lymfocyty a monocyty.
Dukaz, ze RANTES puUsobi jako chemoatraktant v alergickém zanétu in vivo
ukazala studie, pfi niZ neutralizace RANTES receptorovym antagonistou (Met-

RANTES) vyznamné inhibovala pfisun lymfocytl a eozinofilt (Teran, 2000).

Bazalni produkce RANTES nebo eotaxinu je minimalni, ale zvétSuje se
expozici stimulu, jakymi jsou respiracni viry, TNF-a nebo INF-y. TNF-a indukuje
na koncentraci zavislym zpusobem produkci RANTES v broncialnich
epitelialnich bunkach. TNF-a a IL-1 zvySuji sekreci RANTES v eptitelialnich
bunkach a fibroblastech. INF-y indukuje RANTES synergicky s TNF
v epitlelialnich a endotelialnich burikach. Genova exprese RANTES se zda byt
odliSné regulovana v zavislosti na typu bunék a pouzitém stimulu (Casola et al.,
2002).

Studie prokazaly, ze RANTES ma ulohu v nékolika onemocnéni dychacich
cest. U bronchiolitidy hladiny RANTES Kkoreluji s vaznosti onemocnéni.
RANTES se Uzce poji se ziskavanim bunék pro formulaci granulomd u
tuberkulézy. RANTES spole¢né sCCL3 je wvyznamny v patogenezi
granulomatdzniho zanétu a alveolitidy u sarkoidoézy, zde exprese RANTES
koreluje s pribéhem onemocnéni. ZvySené hladiny RANTES nachazime
v plicich pacientu s astmatem (Thomas et al., 2006).

Podle teorie je pravé zanét u CHOPN hlavnim mechanismem limitujicim
proudéni vzduchu a mnoho zanétlivych mediatord bylo prokazano ve sputu
pacient trpicich CHOPN. Pacienti s astmatem a CHOPN ¢&asto trpi
exacerbacemi. BEhem exacerbace jsou hladiny chemokinu RANTES znaéné
zvySeny v epitelialnich burikach dychacich cest a jsou doprovazeny vzrastajici
eozinofilii (Bérubé et al., 2008).
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4.8.4 Eotaxin

Eotaxin je CC chemokin atrahujici eozinofily aktivaci CCR3 chemokinového
receptoru. Eotaxin u astmatu aktivuje leukocytové chemokinové receptory, které
tvofi souc€ast leukocytové extravazace regulované prostfednictvim selektind,
integrini a sekreci chemokinu. Epitelialni bufky produkuji eotaxin po stimulaci
cytokiny a jeho exprese v dychacich cestach u senzitivnich jedinci je
indukovana po expozici alergenu. Po alergenni expozici je eotaxin produkovan
epitelialnimi  bufkami v misté akumulace eozinofild. Hladiny eotaxinu
v dychacich cestach pfimo souvisi s jejich senzitivitou ke kontraktilnim stimulim
a s pfitomnosti eozinofill u pacientd s mirnym astmatem (Lilly et al., 1999).
Exprese eotaxinu v dychacich cestach jde ruku vruce s pfitomnosti
eozinofilniho infiltratu (Yadav et al., 2010). Eotaxin stimuluje uvolnéni
reaktivnich kyslikovych c¢astic stejné jako indukci integrind na eozinofilech
(Rankin et al., 2000).

ZvySena exprese eotaxinu byla zjisténa u atopického i neatopického
astmatu. Bylo prokazano, ze zvySené hladiny eotaxinu koreluji s diagnézou
astmatu. Eotaxin 1 je produkovan mimo eptilelialni bunky také plicnimi
fibroblasty, burkami hladkého svalu, endotelialnimi bufkami, alveolarnimi
makrofagy, eozinofily, lymfocyty. Na strané druhé eotaxin atrahuje eozinofily,

Th2 lymfocyty, bazofily, thymocyty.

TNF-a a IL-4 stimuluji transkripci genu pro eotaxin v epitelialnich burikach
dychacich cest a plicnich fibroblastech. Promotor genu pro eotaxin obsahuje
prekryvajici shodné €asti pro transkripéni faktory nuklearniho faktoru (NF)xB a
pro signalni transduktor a aktivator transkripce (STAT)-6 pravdépodobné
zprostredkujici odpovédi na TNF-a a IL-4. IL-13 hraje vyznamnou roli v etiologii
bronchialni hyperreaktivity a zfejmé také podporuje produkci eotaxinu (Pease a
Williams, 2001).

55



Receptorem pro eotaxin-1(CCL11), eotaxin-2(CCL24) a eotaxin-3(CCL26)
je pouze CCR3 (CC chemokinovy receptor 3). CCR3 je na povrchu bunék
uCastnicich se alergického zanétu tj. eozinofily, bazofily a Th2 lymfocyty
(Pease a Williams, 2001). Chemokinovy receptor CCR-3 by mohl byt
terapeutickym cilem, protoZze ma schopnost pfitahovat eozinofily a je
exprimovan Th2 burikami a jeho ovlivnénim by snad bylo mozné zabranit vzniku
astmatu (Folli et al., 2008).

Eotaxin kooperuje s IL-5 pfi indukci pfisunu eozinofili. IL-5 podporuje
mobilizaci eozinofill z kostni dfené zatimco eotaxin odvadi eozinofily do tkané.
Kinetika uvolfovani eotaxinu v bronchoalveolarni tekutiné astmatiki po expozici
alergenu je podobna jako u RANTES, MIP-a a MCP-1. Eotaxin 2 a eotaxin jsou
funkéné podobné, ale strukturné odlisné. Vykazuji 39% identitu na urovni
aminokyselin a kompletné se [iSi v N koncové oblasti. In vitro eotaxin pUsobi
chemotaxi eozinofill. Eotaxin 2 plsobi také chemotakticky pro bazofily a
indukuje uvolnéni histaminu a leukotrienu (LTC4) u IL-3 aktivovanych bazofild.
ZvySena mRNA exprese eotaxinu 2 byla zaznamenana v bronchialni biopsii od
atopickych a neatopickych astmatik(. Eotaxin 3 vykazuje 36% a 32% shodu
S eotaxinem a eotaxinem 2 v tomto poradi. Také eotaxin 3 atrahuje bazofily.
Navic IL-4 a IL-3 indukuji expresi eotaxinu 3 v endotelialnich bunkach. Nicméné
eotaxin 3 je 10x méné silny v aktivaci eozinofill a bazofili nez dva dfive

zminéné eotaxiny (Teran, 2000).

Eotaxin-1 vykazuje profibrogenni aktivitu na fibroblasty v plicich. Eotaxin-2
podporuje proliferaci fibroblasti a syntézu kolagenu. Naproti tomu eotaxin-3

stimuloval migraci fibroblastd (Kohan et al., 2010).

4.8.5 CCL2 / MCP-1

MCP-1 (monocytovy chemoatraktantovy protein) je silny atraktant pro
monocyty patfici mezi CC chemokiny. Byl to prvni objeveny CC chemokin. Gen
pro CCL2 je lokalizovan na chromozomu 17 a jeho exprese mulze byt
indukovana raznymi mediatory: PDGF, IL-1, IL-4, vaskularnim endotelialnim
ristovym faktorem (VEGF), LPS a IFN-y.
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CCL2 je produkovan ruznymi typy bunék konstitutivné nebo po indukci
cytokind, rastovych faktort €i oxidativniho stresu. CCL2 exprimuji epitelialni a
endotelové buriky, fibroblasty, astrocyty, mikroglie a buriky hladkého svalu.
CCL2 odvadi monocyty, pamétove T lymfocyty a DC do mista infekce nebo

poskozené tkané (Yadav et al., 2010).

CCL2 interaguje sreceptorem spojenym s G proteinem na povrchu
leukocytd. MCP-1 se vaze kreceptoru CCR, a CCRj;. Vazba k receptoru
CCR11 nezpusobuje zvySenou intracelularni mobilizaci kalcia, ktera je dilezita
pro chemotaxi. MCP-1 ma nizkou afinitu k receptoru CCR1;. CCL2 odvadi
leukocyty na misto zanétu nebo infekce, vedle toho zeslabuje zanét inhibici
produkce prozanétlivych cytokinl. ZvySené mnozstvi CCL2 bylo zaznamenano
u alergického astmatu (Yadav et al., 2010). CCL2 muZe zeslabovat zanét na
zakladé své schopnosti inhibovat produkci prozanétlivych cytokinl (van Zoelen,
2011).

4.8.6 CCL20 / MIP-3a

Epitelialni buriky produkuji vyznamné mnozstvi CCL20 v reakci na stimuly
v€etné zanétlivych cytokint a okolnich €astic. CCL20 je jediny chemokin, ktery
interaguje s receptorem CCRG, ktery je exprimovan na nevyzralych DC. Mohl
by odvadét DC do dychacich cest, ¢imz by propojoval pfirozenou a adaptivni
imunitu. CCL20 ma antimikrobialni aktivitu podobnou B-defensinim (Schutyser
et al., 2003; Proud a Leigh, 2011).

4.8.7 CCL3/ MIP-1a

CCL3 je chemotakticky pro lymfocyty, monocyty a eozinofily. Epitelialni
exprese CCL3 nasleduje po indukci virovou infekci. Vzestup hladiny CCL3 je
pfitomen v sekretech dychacich cest u subjektd s virové indukovanymi
exacerbacemi astmatu (Proud a Leigh, 2011). CCL3 spolu s CCL2 byl

identifikovan jako profibroticky mediator (Isozaki et al, 2011).
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4.8.8 CCL13/MCP-4

CCL13 pusobi chemotakticky na monocyty, pamétové T lymfocyty,
eozinofily a bazofily. ZvySena epitelialni exprese byla zaznamenana u astmatu
(Proud a Leigh, 2011).

4.8.9 CCL28

CCL28 je novy CC chemokin exprimovany v mukéznich tkanich. CCL28
vykazuje chemotaktickou aktivitu pro eozinofily a CD4" a CD8" T lymfocyty
prostfednictvim CCR3 a CCR1 receptorll. Asociace CCL28 s eotaxinovym
receptorem CCRS3 predurCuje jeho roli v eozinofilni infiltraci. IL-1B a TNF-a
indukuji na NFkB zavislou expresi CCL28 ve vysoké mife. Udaje informuji o
potencialni uloze CCL28 vurCeni povahy zanétu dychacich cest po
mikrobialnim insultu (O’Gorman et al., 2006). Ackoli konstitu¢ni exprese CCL28
je nizka, v in vitro podminkach je indukovana prozanétlivymi cytokiny (Proud a
Leigh, 2011).

4.8.10 CX3CL1/ fractalkine

Chemokin CX3CL1 interaguje s receptorem CX3CR1 nachazejicimsena T
lymfocytech, monocytech, NK burikach a mastocytech. INF-y zvySuje epitleliaini
expresi CX3CL1. Nicméné adheze mononuklearnich bunék k INF-y
stimulovanych epitelialnich bunék je CasteCné inhibovana protilatkami
k CX3CL1. Epitelialni exprese CX3CL1 se zvétSuje po pusobeni alergenu u
astmatickych subjektt. Hladiny CX3CL1 v bronchoalveolarni tekutiné subjektu
se zanétlivym onemocnénim dychacich cest korelovaly s poltem

mononuklearnich bunék v bronchoalveolarni lavazi (Proud a Leigh, 2011).

CX3CL1 syntetizuji pfedevSim endotelialni bufiky. CX3CL1 indukuje adhezi
a migraci leukocytl. Rozpustna forma CX3CL1 udajné vyuziva svij
chemotakticky efekt pro monocyty, NK buriky a T Ilymfocyty. Existuje
predpoklad, ze plicni fibroblasty jsou vyznamnym bunécnym zdrojem CX3CLA1,
ktery mGze hrat roli v plicnim zanétu a fibréze (Isozaki et al., 2011).
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Zaver

Podle soucasnych poznatkl epitelialni bunky reguluji cinnost Fady
imunitnich bunék. Epitelialni bunky ovlivhuji rovnovahu Th1/Th2/Th17, pomoci
prozanétlivych cytokind (napf. IL-18, TNF-a) amplifikuji zanétlivé procesy a
¢innost efektorovych bunék, fidi pfisun imunitnich bunék do loZiska poskozeni.
Epitelialni buniky dychacich cest jsou zejména vyznamnym zdrojem chemokint
(pf. IL-8, RANTES) regulujicich pfisun zanétlivych bunék do mista poskozeni.
Dale se epitelialni buriky podileji na reparacnich procesech. Z fady zjisténych
biologickych funkci cytokinG Ize napfiklad uvést, Ze stimulace bronchialnich
epitelialnich bunék pomoci TSLP zvySuje reparacni proces, ale na strané druhé
byly reparacni drahy bunék astmatikl poruSeny pfitomnosti aktivnéjsi formy
TGF-B. IL-33 je signalni molekulou, ktera je schopna zorganizovat pfisun bunék
zodpovédnych za onemocnéni, konkrétné u astmatu a alergickych onemocnéni,
tudiz dalSi dalSi vyzkum IL-33 je nutny pro ovéfeni, zda-li by se IL-33 mohl stat
interleukinen vhodnym pro terapeutickou intervenci. Porucha cytokinovych
regulaci muze vyustit v rozvoj rlznych plicnich onemocnéni, a proto je tato
oblast intenzivné studovana, aby se hledaly nové cile moznych terapeutickych

zasahu.
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