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Inflamasom NLRP3 je multiproteinski kompleks, ki nastane kot odgovor na
razli¢ne indikatorje celicnega stresa npr. prisotnost zunajcelicnega ATP, mikrobnih
komponent in kristalov. Kompleks sestoji iz senzorskega proteina NLRP3,
adaptorja ASC in prokaspaze-1, ki se samoaktivira in pretvarja citokinske
prekurzorje v njihove zrele oblike. Pri boleznih kot so kriopirinopatije,
nevrodegenerativne bolezni in azbestoza je inflamasom NLRP3 pretirano aktiviran
bodisi zaradi mutacij v genu NLRP3 bodisi zaradi prisotnosti amiloidnih plak ali
kristalov, ki delujejo kot aktivatorji inflamasoma in prispevajo k napredovanju
bolezni. Mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3 ostaja preteZzno nepojasnjen,
zato ni poznanih veliko tar¢nih inhibitorjev inflamasoma NLRP3. Na podlagi
kristalnih zgradb proteinov, udelezenih v inflamasomu, in regij NLRP3 s
patoloskimi mutacijami smo nacrtovali dve vrsti kandidatnih peptidnih inhibitorjev
sestave inflamasoma NLRP3. Z imunsko-encimskimi testi in z Western prenosom
smo pokazali, da nekateri na¢rtovani peptidi v koncentracijski odvisnosti inhibirajo
izloCanje IL1PB in aktivacijo kaspaze-1. Nekateri izmed peptidov so specifi€no
inhibirali tvorbo inflamasoma NLRP3 in niso imeli ucinka na druge inflamasome.
Nacrtovani peptidi ponujajo vpogled v mehanizem sestave inflamasoma NLRP3 in
predstavljajo osnovo za razvoj novih terapevtskih pristopov k boleznim, v katerih je
udelezen inflamasom NLRP3.
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NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex which forms within cells in
response to various triggers e.g. extracellular ATP, microbial components and
crystals. The complex consists of a sensor protein NLRP3, adaptor protein ASC
and procaspase-1, which self-activates and converts cytokine proforms into their
mature forms. In diseases such as cryopyrinopathies, neurodegenerative diseases
and asbestosis NLRP3 inflammasome is over-activated either due to the mutations
in the gene encoding NLRP3, or due to the presence of amyloid plaques and
crystals, that act as inflammasome activators and worsen the prognosis of the
disease. The mechanism of the inflammasome activation is poorly understood and
inhibitors targeting early steps of the inflammasome assembly are lacking. Based
on the available structures of the proteins that comprise the inflammasome and on
the NLRP3 regions, carrying pathological mutations we designed two groups of
putative inhibitory peptides. Using immunoenzymatic tests and Western blotting
we showed that several of the designed peptides inhibit the release of IL1p and the
activation of caspase-1 in a concentration-dependent manner. Furthermore, we
found that some of the peptides specifically inhibited the NLRP3 inflammasome
and not other inflammasomes. Designed peptides provide an insight into the
mechanism of NLRP3 inflammasome assembly as well as the basis for the
development of novel therapies of diseases connected to NLRP3 overactivation.
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Molekulski vzorci, znacilni za patogene mikroorganizme

(angl. Pathogen-associated molecular patterns)

Fosfatni pufer s soljo (angl. Phosphate buffered saline)

Fenazin metosulfat (angl. Phenazine methosulfate)

Angl. Pyrin-only protein

Komercialno ime rekombinantnih makrofagov (angl. RawBlue)
Relativne fluorescencne enote (angl. Relative fluorescence units)
Reaktivne Kisikove zvrsti (angl. Reactive oxygen species)

Angl. Small heterodimer partner
N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin

Dejavnik tumorske nekroze (angl. Tumor necrosis factor)

Tris (hidroksimetil)-aminometan

Vrtljaji na minuto
2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolni-5-karboanilid
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1UvOD
1.1 OZADJE

Iskanju terapevtikov za zdravljenje bolezni kot so Alzheimerjeva bolezen, sladkorna
bolezen tipa Il, putika in ateroskleroza se v biomedicinskih raziskavah posveca ¢edalje
vecja pozornost predvsem zaradi narascanja starajoce se populacije, ki je najbolj dovzetna
za tovrstne bolezni in zaradi velikega druzbeno-ekonomskega bremena, ki ga predstavljata
zdravljenje in nega bolnikov. Stevilne §tudije poro¢ajo, da v patofizioloskem ozadju teh
navidez popolnoma razli¢nih bolezni ti¢i skupen dejavnik — aktiviran inflamasom NLRP3.
Inflamasom NLRP3 je multiproteinski kompleks, ki se obi¢ajno sestavlja znotraj
mieloidnih celic kot odziv na vdor patogenov v organizem in preko encima kaspaze-1
sprozi zorenje glavnega proinflamatornega citokina IL1f. Inflamasom NLRP3 je obicajno
nepogresljiv obrambni mehanizem organizma, ki je sposoben ucinkovito zatreti infekcijo.
Pri zgoraj omenjenih boleznih in pri nekaterih boleznih, ki so posledica mutacij v genu za
NLRP3 (periodi¢ni vroc¢inski sindromi v povezavi s kriopirinom) pa je inflamasom NLRP3
aktiviran v sterilnem stanju in prispeva k napredovanju bolezni, zato je aktualno iskanje
ustreznih inhibitorjev tega inflamasoma.

1.2 OPREDELITEV PROBLEMA

Vecina znanih inhibitorjev inflamasoma NLRP3 zavira pozne stopnje v procesu
sestavljanja inflamasoma NLRP3, saj so ti mehanizmi razmeroma dobro poznani.
Inhibicija inflamasoma NLRP3 v poznejsih stopnjah njegovega sestavljanja je
problemati¢na, saj poleg inflamasoma NLRP3 obstajajo tudi drugi inflamasomi, ki se v
poznejsih stopnjah sestavljajo na podoben nacin kot inflamasom NLRP3, niso pa udeleZeni
v patofiziologijo bolezni. Obstojeci inhibitorji inflamasoma NLRP3 torej inhibirajo tudi
druge inflamasome, s tem pa zmanjSujejo specifinost zdravljenja in povzrocajo
imunokompromitiranost bolnikov. Glede na to, da se inflamasomi med seboj razlikujejo v
nacinu aktivacije, je smiselno tar¢e za inhibicijo iskati na tej, zgodnejsi stopnji sestavljanja
inflamasoma, vendar mehanizmi, po katerih stresne molekule aktivirajo inflamasom
NLRP3, ostajajo pretezno neraziskani. Iz tega razloga terapevtiki, ki bi zavirali sestavljanje
inflamasoma NLRP3 v njegovih zametkih, e niso v uporabi.
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1.3 CILJI NALOGE

Vodilna ideja pri¢ujo¢e magistrske naloge je zasnovati inovativne peptidne inhibitorje, ki
bi specificno inhibirali zgodnje stopnje sestavljanja inflamasoma NLRP3. V ta namen smo
zasnovali dve vrsti peptidov: peptide, ki posnemajo motive iz interakcijskih regij proteinov
inflamasoma in peptide, ki posnemajo regije NLRP3, kjer se pojavljajo patoloSske mutacije,
ki povzrocajo periodi¢ne vrocinske sindrome v povezavi s kriopirinom.

Cilj naloge je bil izmed kandidatnih peptidnih inhibitorjev identificirati tiste, ki inhibirajo
inflamasom NLRP3. To smo zeleli pokazati na ravni izloCenih citokinov IL1f, IL18 in
encima kaspaze-1. Zanimalo nas je tudi, kateri peptidi specifi¢no inhibirajo inflamasom
NLRP3 in ¢e izkazujejo kaksen vpliv na signalno pot NFkB.

1.4 HIPOTEZE
Delovne hipoteze te raziskave so bile:

e Peptidi iz regij, kjer prihaja do interakcij med proteini inflamasoma, bodo inhibirali
sestavljanje inflamasoma NLRP3 (tvorbo aktivne kaspaze-1 in proizvodnjo IL-1p).

e Peptidi iz regij NLRP3, kjer se pojavljajo patoloske mutacije, bodo bodisi aktivirali
inhibirali ali pa ne bodo imeli vpliva na aktivacijo inflamasoma NLRP3.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 INFLAMASOM
2.1.1 Potek inflamasoma

Inflamasom je kompleks ve¢ proteinov, ki se sestavi v mieloidnih in drugih celicah ob
prisotnosti indikatorjev celi¢nega stresa kot so ekstracelularni ATP, bakterijski toksini ali
kristali. Sestavljen je iz senzorskega proteina NLR (angl. NOD-like receptor), iz
adaptorskega proteina ASC (angl. Apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD) in iz prekurzorja katalitskega proteina kaspaze-1 (Schroder in Tschopp, 2010).

Tvorjenje inflamasomskega kompleksa je pogojeno z dvema signaloma (Gross in sod.,
2011). Prvi signal predstavlja aktivacija Toll-u podobnih receptorjev (TLR, angl. Toll-like
receptors), ki jo sprozijo razli¢ni molekulski vzorci, znacilni za patogene mikroorganizme
(PAMP, angl. Pathogen-associated molecular patterns). Preko TLR se aktivira
transkripcijski faktor NFkB, ki sprozi prepisovanje citokinskih prekurzorjev proIL1p in
prolL18. Hkrati se sprozi tudi prepisovanje NLR, prvega ¢lena v sestavi inflamasoma, ki
zaznava indikatorje celicnega stresa in druge aktivatorje inflamasoma. Zaznava teh
molekul predstavlja drugi signal, potreben za aktivacijo inflamasoma (Slika 1).

Ob prisotnosti obeh signalov pride do zaporedne interakcije in oligomerizacije ve¢
proteinov, ki se povezejo v inflamasom (Lu in sod., 2014). Senzorski protein NLR se
poveze z adapterjem ASC, ta pa s prokaspazo-1. Aktivna kaspaza-1 nastane iz prokaspaze-
1 (45kDa), in sicer z avtokatalitsko odcepitvijo in povezavo dveh domen p10 (10kDa) in
dveh domen p20 (20kDa) v tetramer. Kaspaza-1 nato cepi citokinske prekurzorje prolL13
(31 kDa) in prolL18 v njune zrele razliice IL1P (17 kDa) in IL18 (18 kDa) (Slika 1).
Citokini se izlo¢ajo iz celic in zunaj celice preko specifi¢nih receptorjev potencirajo vnetje
s pritegovanjem imunskih celic na mesto vnetja (Dinarello, 2005).

Obstaja ve¢ vrst inflamasomov, ki se med seboj razlikujejo po tipu senzorskega proteina in
udelezbi proteina ASC v inflamasomski verigi. V tej magistrski nalogi se osredotocamo na
inflamasom NLRP3 s senzorskim proteinom NLRP3 (angl. NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 3), ki je najbolj raziskan in za katerega je poznanih tudi najve¢
aktivatorjev.
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Slika 1: Sestavljanje inflamasoma

2.1.2 Mehanizmi aktivacije inflamasoma NLRP3

Nabor razli¢nih molekul, ki lahko aktivirajo inflamasom NLRP3, vztrajno raste, neznano
pa ostaja, po kakSnem kljucu jih senzorski protein NLRP3 zaznava. Aktivatorje
inflamasoma NLRP3 lahko po kemijskih lastnostin razdelimo na vodotopne in
partikularne. Med topne sodijo nigericin (Mariathasan in sod., 2006), ATP (Perregaux in
Gabel, 1994), imidazokvinolin (Muruve in sod., 2008) in reaktivne kisikove zvrsti (ROS,
angl. Reactive oxygen species) (Cruz in sod., 2007) med partikularne pa Kkristali
aluminijevih soli (Hornung in sod., 2008), urata (Martinon in sod., 2006), azbesta (Dostert
in sod., 2008) in holesterola (Duewell in sod., 2010), nanodelci SiO, (Hornung in sod.,
2008) ter amiloidne plake (Halle in sod., 2008). Poleg topnosti se aktivatorji med seboj
razlikujejo tudi po izvoru in funkciji, vecini pa je skupno, da so indikatorji celi¢nega stresa
(Rathinam in sod., 2012). Prisotnost zunajceli¢nega ATP je na primer indikator poSkodbe
celic in tkiv, kristali in proteinski agregati v telesu pa so pogosto povezani z bolezenskim
stanjem, npr. putiko ali Alzheimerjevo boleznijo v primeru kristalov urata in amiloidnih
plakov, azbestozo v primeru azbesta oz. hiperholesteremijo v primeru holesterolnih
kristalov.
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Predlaganih je bilo veC razlicnih mehanizmov aktivacije inflamasoma. Najpreprostejsi
mehanizem predpostavlja zaznavo aktivatorja preko direktne vezave na senzorsko regijo
proteina NLRP3 (Gross in sod., 2011). Tak je namre¢ standardni model zaznave pri
receptorjih, ki vsebujejo regijo, bogato z levcinskimi ponovitvami (LRR, angl. Leucine-
rich repeats), med katere spada tudi NLRP3. Ta model tezko pojasni veliko fizikalno in
kemijsko raznovrstnost aktivatorjev inflamasoma NLRP3. Bolj verjetno je, da inflamasom
NLRP3 aktivira nek citoplazemski intermediat, ki se sintetizira kot splosSni odziv na
razlicne aktivatorje (Hornung in sod., 2008). Primer tak$nega intermediata so ROS, za
katere so ugotovili, da se pri aktivaciji inflamasoma NLRP3 z veéino aktivatorjev V
citosolu nahajajo v povecéani koncentraciji (Cruz in sod., 2007, Dosert in sod., 2008). ROS
v citosolu so indikatorji metabolnega stresa celice, ki lahko nastopi zaradi okuzbe, zaradi
poskodbe celice ali pa zaradi akumulacije okvarjenih mitohondrijev, ki poleg tega, da
generiragjo ROS, v citoplazmo spros¢ajo Se en aktivator inflamasoma NLRP3 -
mitohondrijsko DNA. Strateska lokacija NLRP3 v blizini mitohondrijev nakazuje, da bi
NLRP3 lahko zaznaval ROS, vendar to¢en mehanizem zaznave ostaja nepojasnjen. (Zhou
in sod., 2011).

Po drugem predlaganem mehanizmu naj bi topni aktivatorji inflamasoma NLRP3
povzrocili izstop kalija iz celice, kar naj bi aktiviralo inflamasom NLRP3. Muiioz-Planillo
in sod. (2013) so namre¢ pokazali, da je zniZanje koli¢ine kalija v citosolu zadosten pogoj
za aktivacijo NLRP3 tudi ob odsotnosti aktivatorjev. Izstop kalija iz citoplazme lahko
povzrocijo bakterijski ionofori, kot je nigericin, ki tvorijo pore na celicni membrani ali
ekstracelularni ATP preko kationskega kanala P2X7. Ni povsem jasno ali NLRP3 zaznava
kalijeve ione direktno ali pa nizka koncentracija kalija v citosolu spremeni intracelularno
okolje in s tem povzroc¢i spremembo v konformaciji NLRP3 (Rathinam in sod., 2012).

Tretja teorija sloni na raziskavi Hornunga in sod. (2008) in pojasnjuje mehanizem
aktivacije inflamasoma NLRP3 preko partikularnih aktivatorjev oz. kristalov. Pokazali so,
da NLRP3 ne zaznava kristalne oz. proteinske strukture direktno, temve¢ ga aktivira
poskodba lizosomov. Celice namre¢ kristale fagocitirajo, ti pa povzrocijo otekanje in
poskodbo fagolizosomov, pri cemer se v citoplazmo sprostijo lizosomalne proteaze kot je
katepsin B in nekako aktivirajo NLRP3. Po tej teoriji bi moral biti v citosolu prisoten nek
substrat za katepsin B, ki v cepljeni obliki aktivira inflamasom, vendar ga doslej $e niso
identificirali (Rathinam in sod., 2012).

2.1.3 Zgradba proteinov inflamasoma NLRP3

Protein NLRP3, ki ima senzorsko vlogo v inflamasomu NLRP3, je sestavljen iz regije
LRR, oligomerizacijske domene NACHT oz. NBD (angl. Nucleotide binding domain) in
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interakcijske domene PYD. Adaptor ASC, ki predstavlja interakcijski most med NLRP3 in
prokaspazo-1, je sestavljen iz dveh interakcijskih domen - PYD in CARD. Prokaspaza-1 je
sestavljena iz interakcijske domene CARD in katalitske domene, ki se odcepi kot kaspaza-
1 in katalizira aktivacijo citokinov. Poleg vloge v inflamasomu ima pomembno vlogo tudi
v procesih piroptoze in apoptoze (Schroder in Tschopp, 2010).

Vsi proteini, ki sestavljajo inflamasom NLRP3, so v neaktivnem stanju v celici prisotni kot
monomeri, ob prisotnosti aktivatorjev inflamasoma pa oligomerizirajo. V izogib spontanim
interakcijam in oligomerizaciji so proteini inflamasoma v neaktiviranem stanju prostorsko
lo¢eni. NLRP3 se nahaja v endoplazmatskem retikulumu, ASC pa v celi¢nem jedru (Bryan
in sod., 2009). Inflamasom se sestavlja v perinuklearnem prostoru, med mitohondriji in
endoplazmatskim retikulumom. Pred aktivacijo inflamasoma je torej potrebna translokacija
proteinov NLRP3 in ASC v perinuklearni prostor (Misawa in sod., 2013). Nekatere $tudije
kazejo, da kompartmentalizacija poteka tudi na stopnji sinteze citokinov (Dinarello in sod.,
2005). Citokinski prekurzorji naj bi se skupaj s kaspazo-1 zapakirali v sekretorne lizosome,
kjer se zgodi cepitev v zrele citokine. Ti naj bi se nato iz mieloidnih celic izloc¢ali z
eksocitozo.

2.1.4 Interakcije med proteini inflamasoma NLRP3

Proteini se v inflamasom povezujejo preko homotipnih interakcij med domenami PYD ali
CARD (Lu in sod., 2014). Oba tipa domen gradi motiv iz Sestih antiparalelno povezanih a-
vija¢nic, imenovan domena smrti (DD, angl. Death domain). Domeno DD znacilno
vsebujejo proteini, ki so udelezeni pri vnetjih ali apoptozi. Preko domen PYD se povezeta
NLRP3 in ASC (interakcije PYD-PYD), preko domen CARD pa ASC in prokaspaza-1
(interakcije CARD-CARD) (Slika 2).

Interakcije PYD-PYD in CARD-CARD pretezno temeljijo na elektrostatskem privlaku
med nasprotno nabitimi predeli na domenah PYD oz. CARD vezavnih partnerjev. Te
domene imajo namre¢ jasno definirane pozitivno in negativno nabite predele. Domena
PYD proteina ASC ima na primer na vijacnicah H2 in H3 pozitivno nabite stranske
skupine, na vija¢nicah H1 in H4 pa negativno nabite stranske skupine (Srimathi in sod.,
2008). Domena PYD NLRP3 ima izrazit negativni predel na vijaénicah H1 in H2. V teh
nasprotno nabitih predelih NLRP3 in ASC naj bi potekala njuna interakcija.

Ne le povezovanje vezavnih partnerjev, tudi oligomerizacija monomerov posameznega
proteina inflamasoma temelji na elektrostatskih interakcijah med domenami PYD in
CARD. Pri oligomerizaciji domen CARD proteina ASC se na primer povezeta pretezno
negativni nabit vijacnici H1 in H4 prvega monomera ASC s pretezno pozitivno nabitima
vija¢nicama H2 in H3 drugega monomera ASC (De Alba, 2009). Tovrstna asimetri¢na
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interakcija puS¢a pri vsakem monomeru po dve prosti vijacnici za vezavo drugih
monomerov, kar omogoc¢a neomejeno oligomerizacijo.

NLRP3Y
PYD =N8D~ | |

ASC LRR
CARH ) e
_p10 HIEH- CARD)

Slika 2: Interakcije PYD-PYD in CARD-CARD med proteini znotraj inflamasoma NLRP3
(Blander, 2014)

V kontekstu medproteinskih interakcij so Lu in sod. (2014) podali podroben
tridimenzionalen model sestave inflamasoma NLRP3. Po zaznavi drugega signala
potrebnega za aktivacijo inflamasoma NLRP3 oligomerizira v svoji domeni NACHT oz.
NBD. Oligomerizacija NLRP3 je klju¢nega pomena za nadaljno sestavo inflamasoma.
Domene PYD oligomeriziranega senzorja NLRP3 predstavljajo platformo, okoli katere se
nalagajo domene PYD monomerov ASC (Slika 3). Zaradi neposredne blizine ob nukleaciji
monomeri proteina ASC oligomerizirajo v domenah CARD, pri ¢emer se tvori struktura v
obliki diska (Slika 3). Podobno kot prej NLRP3, sedaj oligomeriziran ASC predstavlja
ogrodje, okoli katerega se lahko nalagajo in oligomerizirajo molekule prokaspaze-1. Pri
tem se tvorijo dolgi radialni filamenti od katerih se avtoprotolitsko odcepljajo molekule
kaspaze-1 (Slika 3).

Filamenti prokaspaze-1

Slika 3: Inflamasomski kompleks (Lu in sod., 2014: 1202)
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Inflamasomski kompleksi so vidni pod mikroskopom kot tockasti agregati (angl. Specks).
V vsaki celici je na¢eloma po en agregat, vendar pod mikroskopom lahko izgledajo celice
prepredene s fibrilami, ki izhajajo iz agregata. Franklin in sod. (2014) so ugotovili, da se ti
agregati po piroptozi sprostijo v ekstracelularno okolje, kjer ohranijo sposobnost pretvorbe
prolL1p v zrelo obliko, vendar za to potrebujejo prokaspazo-1. Prokaspaza-1 in prekurzorji
citokinov se akumulirajo tudi zunaj celic z aktiviranim inflamasomom, zato lahko agregati
vr$ijo zunajceli¢no proizvodnjo IL1P. Agregati se sicer ne izlocajo aktivno, dokler je celica
Se ziva, ampak potem ko odmre. Poleg zunajceli¢ne dejavnosti agregatov iz odmrlih celic,
lahko le-ti ponovno preidejo nazaj v celice s fagocitozo. Pri tem sprozijo poSkodbe
lizosomov, se sprostijo v citoplazmo celic in tam vodijo nalaganje novih molekul ASC in
prokaspaze-1. Agregati lahko na tak nafin mocno ojacajo inflamasom, saj predstavljajo
drugi signal v aktivaciji inflamasoma (Franklin in sod., 2014).

2.1.5 Drugi inflamasomi

Do sedaj so bili odkriti inflamasomi NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP12, NLRC4 in AIM2,
ki se med seboj razlikujejo po tipu senzorskega proteina in po udelezbi proteina ASC v
inflamasomski verigi (Schroder in Tschopp, 2010). Najbolje raziskani so inflamasomi
NLRP3, NLRC4 in AIM2. Inflamasom NLRC4 aktivira bakterijski flagelin. Flagelin pride
v citosol v sklopu sekrecijskega sistema raznih virulenénih bakterij, ki injicirajo flagelin v
celice z iglastim proteinom T3SS. Znotraj celic flagelin najprej zaznajo proteini NAIP
(angl. Neuronal apoptosis inhibitory protein), ki se nato povezejo s senzorjem NLRC4
(Lucena Lage in sod., 2014). Senzorski protein NLRC4 vsebuje domeno CARD, zato se
lahko brez adaptorja ASC poveze s prokaspazo-1 (Slika 4). Ceprav udelezba ASC v
inflamasomu NLRC4 ni kritiéna za aktivacijo inflamasoma, prisotnost ASC poveca
kapaciteto tvorbe IL1B (Miao in sod., 2006). Proteini NAIP poleg flagelina lahko
zaznavajo tudi komponente bakterijskega sekrecijskega sistema npr. T3SS (Lucena Lage in
sod., 2014).

AIM2 je posebnez med inflamasomi. Aktivira ga virusna ali bakterijska dvoverizna DNA
(dsDNA, angl. Double stranded DNA) (Hornung in sod., 2009). Senzorski protein vsebuje
domeno PYD, zato je za sestavo inflamasoma potrebna prisotnost ASC. V nasprotju s
senzorji NLR, ki svojih aktivatorjev verjetno ne zaznavajo z neposredno vezavo, se AIM2
aktivira z direktno vezavo dsDNA. AIM2 se tako kot drugi senzorji nahaja v citoplazmi,
tako da lahko zaznava citosolno DNA, ki je pogosto posledica okuzbe z virusi ali
spros¢anja mitohondrijske DNA ob okvari mitohondrijev.
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Slika 4: Sestava inflamasomov NLRP3, AIM2 in NLRC4

2.2 MEHANIZMI INHIBICIJE INFLAMASOMA NLRP3

2.2.1 Vzgibi za iskanje inhibitorjev inflamasoma NLRP3

Inflamasom je obicajno nepogresljiv del naravne imunosti. Preko sinteze glavnega
proinflamatornega citokina IL1P lahko potencira imunski odziv in ucinkovito eliminira
patogene mikroorganizme v gostitelju. Zaradi jakosti odziva, ki ga sproZi, je klju¢no, da se
aktivira le ob prisotnosti signalov, ki so indikatorji infekcije. Celice z razli¢nimi
intrinzi¢nimi in ekstrinzi¢nimi procesi strogo regulirajo inflamasom na ravni transkripcije,
lokalizacije, zorenja ter sekrecije proteinov in produktov inflamasoma (Schroder and
Tschopp, 2010).

Prekomerna aktivacija inflamasoma NLRP3 v sterilnem stanju gostitelja lahko povzroci
avtoimunske bolezni npr. periodi¢ne vro¢inske sindrome v povezavi s kriopirinom (CAPS,
angl. Cryopyrin-associated periodic syndromes) med Kkatere sodijo druzinski
avtoinflamatorni  sindrom povzro¢en z mrazom (FCAS, angl. Familial cold
autoinflammatory syndrome), Muckle-Wellsov sindrom (MWS, angl. Muckle-Wells
syndrome) in multisistemska bolezen z zacetkom pri novorojencku (NOMID, angl.
Neonatal onset multisystem inflammatory disease) (Abderrazak in sod., 2015). Ti so
posledica genskih mutacij na senzorskem proteinu NLRP3, zanje pa so znacilni periodi¢ni
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pojavi koznih izpuscajev, vroCine ter vnetja pljuc in sklepov, povzroc¢ajo pa tudi okvaro
sluha in ledvic.

Poleg genskih mutacij je prekomerna aktivacija inflamasoma NLRP3 lahko tudi posledica
kroni¢ne izpostavljenosti molekuli, ki jo inflamasom NLRP3 prepozna kot stresni signal
(Abderrazak in sod., 2015). Amiloidne plake pri Alzheimerjevi bolezni, patoloska oblika
prionskega proteina pri Creutzfeld-Jakobovi bolezni, azbestna vlakna pri azbestozi, kristali
holesterola pri hiperholesteremiji so primeri molekul in delcev, ki se dolgotrajno kopiéijo v
telesu in stimulirajo aktivacijo inflamasoma NLRP3 v sterilnem stanju. Prekomerno
aktiviran inflamasom NLRP3 prispeva k slabsanju prognoze teh bolezni. Pri
nevrodegenerativnih boleznih aktiviran inflamasom NLRP3 na primer v mozganih sprozi
vnetje, ki je toksi¢no za nevrone (Heneka in sod., 2012).

Pri zdravljenju bolezni, povezanih z deregulirano aktivacijo inflamasoma NLRP3, je torej
kljucnega pomena zajezitev njegove aktivacije. Obstojeca zdravila za tovrstne bolezni
vkljucujejo antagoniste receptorja ILIR npr. anakinra in IL1B-nevtralizirajo¢a protitelesa
npr. kanakinumab (Coll in sod., 2015). Ta zdravila ne inhibirajo neposredno inflamasoma
NLRP3, ampak ucinke ILIB. ILIB je koncni produkt aktivacije vec razlicnih
inflamasomov, tudi tistih, ki niso udeleZzeni v patologijo zdravljene bolezni. Bolniki,
zdravljeni s takSnimi zdravili, so zato v primeru okuZbe zmozni le Sibkega antimikrobnega
odziva. Poleg imunokomprimitiranosti bolnikov je inhibicija na nivoju citokinov
problemati¢na, ker ne preprecuje piroptoze celic z aktiviranim inflamasomom, saj se
inflamasom v celicah Se vedno sestavlja. Ti problemi odpirajo obetavno raziskovalno niSo
- iskanje oz. nacrtovanje tarnih terapevtikov, ki bi specifino inhibirali sestavo
inflamasoma NLRP3 v zgodnjih fazah njegovega sestavljanja. V nadaljevanju sledi
pregled znanih inhibitorjev inflamasoma NLRP3 in mehanizmov inhibicije inflamasoma
NLRP3, po katerih se pri nac¢rtovanju inhibitorjev lahko zgledujemo.

2.2.2 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z endogenimi inhibitorji

2.2.2.1 Proteini POP in COP

Inflamasomi so pri ¢loveku regulirani z endogenimi regulatorji. Glavni in najbolje
okarakterizirani endogeni regulatorji cloveskega inflamasoma so proteini PYD-only (POP,
angl. Pyd-only proteins) in CARD-only (COP, angl. Card-only proteins). Proteini POP oz.
COP so sestavljeni iz ene interakcijske domene PYD oz. CARD. Obe domeni imata
podobno sekundarno strukturo (Stehlik in Dorfleutner, 2007). Veéina genov za proteine
POP o0z. COP se nahaja blizu skupaj na kromosomu, kar nakazuje, da so nastali z genskimi
duplikacijami nekega PYD oz. CARD kodirajo¢ega gena. Doslej so poznani trije ¢loveski
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proteini POP - POP1, POP2 in POP3, izmed katerih POP1 in POP2 inhibirata inflamasom
NLRP3 ter pet ¢cloveskih proteinov COP - Iceberg, COP1/Pseudo-ICE, INCA, caspase-12
in NOD2-S, ki vsi inhibirajo inflamasom NLRP3 (Preglednica 1).

Kot regulatorji inflamasoma proteini POP in COP delujejo tako, da se vezejo na PYD oz.
CARD vsebujoce proteine, udelezene v inflamasom, in preprecijo medproteinske
interakcije, potrebne za sestavo inflamasoma. Tako kot na domenah PYD in CARD
proteinov, ki sestavljajo inflamasom, so tudi na proteinih POP in COP jasno razlo¢ne
pozitivno in negativno nabite povrSine (Srimathi in sod., 2008), kar nakazuje, da tudi
vezava proteinov POP in COP na tar¢ne proteine temelji na elektrostatskih interakcijah.
Protein Iceberg iz druzine proteinov COP se na primer veze na prokaspazo-1 in zasede
njeno interakcijsko mesto z ASC.

Inhibicija ni nujno vedno kompetitivne narave. POP1 se na primer domnevno veze na ASC
na drugem mestu kot domena PYD NLRP3, saj imata razli¢en elektrostatski naboj
(Srimathi in sod., 2008). Vezava na eno od teh mest naj bi povzroéila konformacijsko
spremembo v drugem vezavnem mestu in tako inducirala disociacijo s tega mesta.

2.2.2.2 Protein SHP

Nedavno je bil odkrit nov endogeni negativni regulator ¢loveskega inflamasoma NLRP3 -
protein SHP (angl. Small heterodimer partner), ki inhibira inflamasom na stopnji tvorbe
ROS (Yang in sod., 2015). S celi¢no frakcionacijo so pokazali, da SHP inflamasom
NLRP3 regulira preko prostorske relokacije komponent inflamasoma. Inflamasomski se v
primeru izni¢enega gena za SHP sestavlja v perinuklearnem prostoru, torej v obi¢ajnem
ambientu inflamasomske aktivacije. V primeru prisotnosti SHP pa se SHP veZe S
proteinom NLRP3 in se translocira v notranjost mitohondrijev, s ¢imer NLRP3 ni ve¢
dostopen za nadaljno sestavo inflamasoma. Poleg regulacije na ravni prostorske
razporeditve proteinov inflamasoma ima SHP tudi vlogo pri vzdrzevanju homeostaze
mitohondrijev. Po translokaciji v mitohondrije SHP tudi inhibira generiranje ROS in
spros¢anje mitohondrijske DNA v citosol, s tem pa zajezi aktivacijo inflamasoma NLRP3.

2.2.3 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z mikrobnimi proteini

Mikroorganizmi so idealen model za proucevanje in nacrtovanje inflamasomskih
inhibitorjev, saj so razvili $tevilne mehanizme, s katerimi lahko zaobidejo gostiteljev
imunski sistem. Nekateri mikroorganizmi, npr. virusi iz druzine PoX, sintetizirajo
homologe cloveskih proteinov POP, ki motijo interakcije PYD-PYD med senzorjem
NLRP3 in adapterjem ASC (Johnston in sod., 2005).
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Poleg motenja interakcij mikrobi lahko sintetizirajo inhibitorje, ki posnemajo kaspazni
substrat in tako blokirajo inflamasom na stopnji zorenja citokinskih prekurzorjev. Primer
taksnih inhibitorjev so homologi serpinov, ki jih sintetizirajo virusi Myxoma in Vaccinia
(Young in sod., 2000). Serpini so v osnovi inhibitorji serinskih proteaz, vendar delujejo
tudi na cisteinske proteaze, kot je kaspaza-1. Serpini se vezejo v aktivno mesto proteaze in
ireverzibilno spremenijo njeno konformacijo, pri ¢emer se popaci njeno aktivno mesto.

Na stopnji kaspaze-1 inflamasom inhibira tudi bakterija Mycobacterium tuberculosis,
povzrociteljica tuberkuloze. Ugotovili so, da se ob okuzbi z Mycobacterium tuberculosis v
okviru gostiteljeve naravne imunosti sprozi sinteza veine citokinov razen
najpomembnejSega proinflamatornega citokina IL1f3 (Master in sod., 2008). Izkazalo se je,
da Mycobacterium tuberculosis izraza gen za cinkovo metaloproteazo zmpl. Ko bakterijo
fagocitirajo makrofagi, da bi jo razgradili v fagolizosomu, cinkova metaloproteaza preko
inhibicije kaspaze-1 po zaenkrat neznanem mehanizmu zavre zorenje fagosomov v
fagolizosome.

Zgoraj omenjeni mikrobni inhibitorji delujejo v poznejsih fazah sestave inflamasoma, ki so
skupne ve¢ tipom inflamasomov, zato ne inhibirajo specificno inflamasoma NLRP3.
Izjema pri tem je protein Orf63, ki ga sintetizira virus KSAH (angl. Kaposi's sarcoma-
associated herpesvirus) (Gregory in Damania, 2011). Pokazali so, da se protein Orf63 veze
na senzorska proteina NLRP1 in NLRP3. Orf63 je homologen domeni LRR senzorjev
NLR, zato sta Gregory in Damania (2011) na primeru inflamasoma NLRP1 podala model
mikrobne inhibicije inflamasoma, kjer Orf63 posnema delovanje LRR. NLRP1 je v
odsotnosti patogenov avtoinhibiran, ker je njegova domena LRR upognjena nazaj in
prekriva NLRP1, s tem pa onemogoca sestavo inflamasoma. Ob vezavi aktivatorjev pa se
konformacija NLRP1 odpre in omogoci povezavo NLRP1 z ostalimi proteini inflamasoma.
Orf63 naj bi v aktiviranem stanju inflamasoma deloval podobno kot LRR in prekril
NLRP1, s tem pa prepreceval sestavljanje inflamasoma.

Poleg Orf63 inflamasom NLRP3 specifi¢no inhibira tudi protein V, ki ga sintetizira virus
ospic (Komune in sod., 2011). S koimunoprecipitacijskimi testi so pokazali, da se protein
V veze na senzor NLRP3, vendar pa za razliko od Orf63 protein V ni homolog NLRP3,
zato se verjetno veze na manj ohranjene domene NLRP3.
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2.2.4 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z metaboliti in majhnimi molekulami

Stevilne spojine naravnega izvora, za katere so poznani zaviralni u¢inki na razvoj bolezni,
v zahodni medicini obravnavamo s skepso, najveckrat zaradi nezadostne raziskanosti
nezazelenih ucinkov. Nedavne raziskave so pokazale specifi¢en inhibitorni potencial
nekaterih rastlinskih metabolitov na patoloska stanja, v katerih je udeleZen inflamasom
NLRP3. Inhibitorni vpliv na aktivnost kaspaze-1 so na primer pokazali za Sikonin iz
rastline Lithospermum erythrorhizon (Slika 5) (Zorman in Hafner-Bratkovi¢, v recenziji).

OH O
O‘ Z
OH O OH

Slika 5: Kemijska struktura Sikonina

Pri inhibiciji inflamasoma se prepoznava tudi pomen produktov ¢loveskega metabolizma.
Youm in sod. (2015) so pokazali, da ketonsko telesce B-hidroksibutirat, ki kot alternativni
vir ATP nastaja ob stradanju, specifi¢no inhibira inflamasom NLRP3. Prav tako so
pokazali, da B-hidroksibutiratu sorodni metaboliti npr. butirat in acetoacetat, ki tudi
nastajajo od stradanju, ne inhibirajo inflamasoma NLRP3. Mehanizem inhibicije $e ni
pojasnjen, je pa jasno, da inhibicija ni povezana s procesi, ki potekajo med stradanjem, npr.
z redukcijo pri oksidativnem stresu ali avtofagijo.

Stevilne majhne organske molekule bolj ali manj specifi¢no inhibirajo inflamasom
NLRP3. Med specificne inhibitorje inflamasoma NLRP3 sodijo diarilsulfonilureo
vsebujoce spojine kot je antagonist cisteinil-leukotrienskega receptorja gliburid, ki se
uporablja za zdravljenje diabetesa tipa Il (Lamkanfi in sod., 2009) in molekula MCC950,
za katero so Coll in sod. (2015) pokazali, da v nanomolarnih koncentracijah inhibira
izlo¢anje IL1B ob aktivaciji z razlicnimi aktivatorji inflamasoma NLRP3. Mehanizma
njenega delovanja niso razjasnili, pokazali pa so, da inhibicija ne poteka preko modulacije
pretoka kalija niti ne preko inhibicije oligomerizacije NLRP3 ali interakcij med proteini
inflamasoma.

Nespecifiéno inflamasom NLRP3 inhibirajo tudi naravna protivnetna spojina partenolid
(Juliana in sod., 2010), sinteti¢ni inhibitor kinaze IxB Bay 11-7082 (Juliana in sod., 2010)
in zdravilo za malarijo artemisinin (Shi in sod., 2013). Med inhibitorje inflamasoma
NLRP3 naj bi sodil tudi dimetil sulfoksid (DMSO), ki se zaradi svoje amfifilnosti pogosto
uporablja kot topilo v biokemijskih raziskavah in kot sestavni del konénih formulacij
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farmacevtskih uc¢inkovin. Znano je, da DMSO inhibira pot NFkB, glede inhibitornega
vpliva na inflamasom pa si studije niso enotne (Xing in Remick, 2005).

Preglednica 1 : Pregled inhibitorjev inflamasoma NLRP3

Inhibitor Izvor Tarca Mehanizem inhibicije
Proteini POP POP1 Endogeni ASC, PYD Inhibicija interakcij med
Stenlik in Dorfleutner, 2007:  pQP2 ¢loveski NLR, PYD proteini inflamasoma
7995 T ..
inhibitorji

Proteini COP Iceberg Endogeni Prokaspaza-1, Inhibicija interakcij med
Stenlik in Dorfleutner, 2007:  COP1/Pseudo-ICE  ¢loveski CARD proteini inflamasoma
7995 S

INCA inhibitorji

Caspase 12

NOD2-S
Protein SHP Endogeni NLRP3, PYD Prostorska relokacija
Yang in sod., 2015 ¢loveski inhibitor proteinov inflamasoma
B-hidroksibutirat Metabolit v NLRP3 ?
Youm in sod., 2015 procesu stradanja
Zmpl Mycobacterium Kaspaza-1 Inhibicija zorenja
Master in sod., 2008 tuberculosis fagolizosomov
Homologi serpinov ~ Serp2 Virus Myxoma Kaspaza-1 Inhibicija encimske
Young in sod., 2000 aktivnosti kaspaze-1
Orf63 KSAH NLRP3, Posnemanje delovanja
Gregory in Damania, 2011 NLRP1 domene LRR
Protein V komune in sod., 2011 Virus o$pic NLRP3, PYD ?
Sikonin Lithospermum Kaspaza-1 ?
Zorman in Hafner Bratkovi¢, v recenziji eryth rorhizon
DMSO Majhna organska ~ NF«B, Lovljenje ROS
Xing in Remick, 2005 molekula NLRP3?
MCC950 Majhna organska  ? ?

Coll in sod., 2015

molekula

2.3 INHIBICIJUA INFLAMASOMA NLRP3 S PEPTIDNIMI INHIBITORJI

Peptidni inhibitorji niso nov koncept, nekateri so Ze komercialno dostopni npr. Goserelin in
Leuprolide, agonista gonadotropinskih receptorjev, ki se uporabljata v terapiji raka na
dojki oz. raka prostate (Uhlig in sod., 2014). Kot terapevtiki so peptidni inhibitorji
zanimivi zaradi specificnega delovanja, varnosti in relativno enostavnega nacrtovanja
(Eldar-Fikelman in Eisenstein, 2009). Uporabo peptidov za terapevtske namene so dlje
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Casa obravnavali s skepso, predvsem zaradi njihove metabolne nestabilnosti, otezenega
prenosa ¢ez celicno membrano, potencialne imunogenosti in neprimernosti za oralno
administracijo. V zadnjem casu se uveljavljajo strategije za izboljSanje bioloske
dostopnosti in stabilnosti peptidov, ki vkljucujejo razne kemijske modifikacije in
formulacije, ki izboljsajo stabilnost peptidov proti proteazam. Te vkljucujejo dostavo
peptidov z liposomi, nanodelci, nanoemulzijami, tabletami s pomoznimi agensi npr.
proteaznimi inhibitorji ipd. (Uhlig in sod., 2014). Alternativo intravenozni oz. oralni
administraciji predstavlja tudi transdermalna aplikacija z oblizi.

Tar¢e peptidnih inhibitorjev so praviloma proteini, delujejo pa po mehanizmu posnemanja
substrata encimov ali posnemanja interakcijskega mesta med vezavnima partnerjema:

e Posnemanje naravnih inhibitorjev tarénega proteina
Cheng in sod. (1986) so na primer naértovali kratke peptide na podlagi zaporedja
naravnega inhibitorja PKI, ki inhibira od cAMP odvisno proteinsko kinazo, in jo na tak
nacin u¢inkovito inhibirali.

e Posnemanje psevdosubstrata
Deli polipeptidne verige proteina lahko vcasih delujejo kot psevdosubstrat, saj zaradi
homologije s substratom zasedejo lastno aktivno mesto in se na tak nacin avtoinhibirajo.
Peptidi, ki izhajajo iz psevdosubstratnih regij proteinov, lahko z visoko selektivnostjo
inhibirajo mati¢ni protein (Eldar-Fikelman in Eisenstein, 2009).

e Posnemanje mesta interakcije med proteinskima partnerjema
Signalne poti pogosto delujejo na principu interakcij ve¢ proteinov v grozd, ki nato aktivira
taréni encim. Na tak nacin se aktivirajo proteaze, med katere sodi tudi kaspaza-1.

Pri nacrtovanju specificnih peptidnih inhibitorjev z visoko afiniteto za tar¢ni protein je
koristno upostevati sledece kriterije (Eldar-Fikelman in Eisenstein, 2009):
e Motivi, ki jih posnemajo peptidi, morajo biti na povrSini proteina, saj so
izpostavljene povrSine ponavadi udeleZene v medproteinske interakcije.
o Visok faktor fleksibilnosti (faktor B) v regiji proteina, iz katere izbiramo peptid
e Dolzina peptida med 5 in 50 aminokislinskih ostankov, saj predolge peptide lahko
razgradijo proteaze, prekratki pa lahko izgubijo biolosko funkcijo
e Aminokislinsko zaporedje regije proteina, iz katere izbiramo peptid, naj bo
ohranjeno, a ne preve¢ (ohranjenost zaporedja nakazuje na funkcionalno pomembno
vlogo, pretirana ohranjenost pa zmanjsuje specificnost).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Laboratorijska oprema in potrosni material

Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema in potro$ni material

Proizvajalec

Laboratorijska oprema

Bemis

Berthold Detection Systems

Binder
Biometra
BioRad

BioTek
CBS
Corning
Eppendorf

GE Healthcare
Gilson

Gorenje

Hettich
HygoNorm
HygoStar

IKA

inoLab
Invitrogen

Iskra PIO d.o.0.
Kambi¢
Kimberly-Clark
Leica

New Brunswick
Nunc
Sanolabor

Sartorius Stedim Biotech

Starlab

Syngene

Tecan
ThermoScientific
TPP

Zanussi

Parafilm M

Luminometer za mikrotitrske plo§¢e Orion, racunalniski program Simplicity 4.2
CO, inkubator za celi¢ne kulture

Vakumska sesalna ¢rpalka

MiniProtean (sistem za poliakrilamidno gelsko elektroforezo), Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (sistem za mokri Western prenos), elektri¢ni
napajalnik

Citalec mikrotitrskih plo§¢ Synergy Mx

Komora s teko¢im dusikom

Plos¢e s 96 luknjicami, plosée z 24 luknjicami, strgala za celice

Namizna centrifuga MiniSpin, termoblok Thermomixer comfort, avtomatske
pipete (10 ml, 5 ml, 200 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl in 2,5 pl), mikrocentrifugirke,
mikrocentrifugirke Protein LoBind, avtomatski pipetnik

Nitrocelulozna membrana Amersham Hybond™ ECL™

Avtomatske pipete (10 mL, 5 ml, 200 pl, 100 pl in 20 ul) s pripadajo¢imi
nastavki

Zamrzovalnik -20 °C

Centrifuga Universal 320R

Mrezice za lase

Copatki za celi¢ni laboratorij

Magnetno mesalo, vibracijski stresalnik MS3 basic

pH meter WTW series

Naprava za $tetje celic Countess, plos¢ice za Stetje celic, barvilo tripan modro
Brezprasna komora M18

Parni sterilizator A500/700, inkubator, stresalnik

Rokavice KIMTECH (sive in oranzne)

Invertni svetlobni mikroskop

Stresalnik/inkubator Innova 42

Bele plosce s 96 luknjicami, plosce s 96 luknjicami MaxiSorp

Halje

Tehtnica

Stresalnik za mikrotitrske plos¢e Microplate mixer

G:BOX, racunalniski program za obdelavo podatkov GeneTools

Spiralec plos¢ za ELISE

Zamrzovalnik -80 °C

Gojitvene posodice za celicne kulture T-75 in 60 mm, seroloske pipete,
centrifugirke, plasticne banjice, krioviale

Hladilnik
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3.1.2 Kemikalije

Preglednica 3: Uporabljene kemikalije

Proizvajalec

Kemikalije

Ebioscience

Ecolab

Gibco

Invivogen

Life Technologies
Lux

Merck

Sigma Aldrich

Thermo Scientific
Tropix

Promega
Proteogenix
Sampionka

ECP

Kiti za teste ELISA: Mouse IL-1p ELISA Ready-SET-Go!, Mouse IL-18 Platinum
ELISA, Mouse TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!

Dezinfekcijsko sredstvo Skinman Soft N

FBS, DMEM, DMEM no colour, RPMI 1640, OPTIMEM, destilirana voda

EB Ultrapure LPS, QUANTI-Blue, Poly(dA:dT)/LyoVec, NanoSiO,

PageRuler Prestained Protein Ladder, Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
Luciferin, koelenterazin

Izopropanol

Amonijev persulfat (APS), ATP, DMSO, akrilamid, B-merkaptoetanol, fenazin
metosulfat (PMS), metanol, TEMED, tripsin-EDTA, Tris, Tween-20, XTT
SuperSignal West Femto Substrate, SuperSignal West Pico Substrate, aluminijeve soli

I1-Block

5 x Passive Lysis Buffer

Sinteti¢ni peptidi
Varikina
Etanol Stella

3.1.3 Raztopine in pufri

Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri

Raztopina / pufer

Sestava

10 x PBS (fosfatni pufer)

15 % locitveni poliakrilamidni gel

4 % vstopni poliakrilamidni gel

10 x elektroforezni pufer
(za poliakrilamidno gelsko

elektroforezo)

5x Passive Lysis Buffer

Vzoréni pufer NaDS

Pufer za Western prenos
Pufer za spiranje membrane pri

Western prenosu

Pufer I-Block za blokiranje membrane

Pufer za spiranje plos¢ pri ELISI
Raztopina STOP pri ELISI
Raztopina pri testu XTT

1,7 M NaCl, 34 mM KCI, 100 mM NaH,PO,, 18 mM KH,PO,,
pH 7,4

2,2mL MQ, 2,6 mL 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 100 uL 10 %
NaDS, 5 mL 30 % akrilamid, 100 uL 10 % APS, 10 ul TEMED

2,975 mL MQ, 1,25 mL 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 50 uL 10 %
NaDS, 0,670 mL 30 % akrilamid, 50 pL 10 % APS, 5 uL TEMED
0,250 M Tris, 1,92 M glicin, 1 % NaDS, pH 8,3

Sestava ni dostopna (Promega)

1 x NaDS z B-merkaptoetanol v MQ

25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3
1 x PBS v MQ z 0,01 % detergenta Tween 20

0,2g 1-Block/100 mL pufra za spiranje membrane

1 x PBS v MQ z 0,05 % detergenta Tween 20

11,5 mL fosforjeve V kisline (H3PO4) v 100 mL MQ
100 uL PMS v MQ, 5 mL soli XTT v MQ
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3.1.4 Protitelesa

Preglednica 5: Uporabljena protitelesa

Proizvajalec Protitelo

Opis

AdipoGen anti-Caspase-1 (p20) (mouse)

Santa Cruz Biotech goat anti-mouse IgG-HRP

Misje protitelo proti fragmentu p20 misje
kaspaze-1

Kozje protitelo proti mi§jemu receptorju IgG,
konjugirano s hrenovo peroksidazo

3.1.5 Sinteti¢ni peptidi

Preglednica 6: Uporabljeni peptidi

Proizvajalec Ime peptida  Zaporedje

Proteogenix P1 WGGMASSAELDEFNLQALLEQLSQDEK
P2 WGGVDGVLDALHGSVLTEGQYQAVRK
P3 WGGGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGALLQK
P4 WGGDVDLKKFKMHLEDYPPEKGCIPVPRGQMEKADK
P7 WGGMASSAELDENLQALLEQLSQDEK
P8 WGGDYLFFIHCREVSLRTP
P9 WGGLENYGKFEKGYLIFVVRFLFGLVNQERTSYLEKK
P10 WGGTTRPVALEKLQHLLDH
P11 WGGSLAQTSKTTTAVYVFFLSSLL
P12 WGGMDGFDELQGAFDEHIGEV

3.1.6 Celi¢ne kulture

Preglednica 7: Uporabljene celi¢ne kulture

Proizvajalec/Donor Celi¢na kultura

Opis

ATCC HEK?293T

prof. K. A. Fitzgerald
(Hornung in sod., 2008)

Makrofagi WT

Kemijski institut BMDM
Invivogen Makrofagi
RawBlue

Celi¢na linija iz ¢loveskih embrionalnih
ledviénih celic z vstavljenim velikim T-
antigenom virusa SV40

Imortalizirana celi¢na linija iz mi§jih makrofagov
iz kostnega mozga misk C57B/6

Misji makrofagi, izolirani iz kostnega mozga
misi (pripravo kosti, izolacijo BMDM in njihovo
zorenje opravila Iva Hafner Bratkovi¢ in Dusko
Lainscek)

Rekombinantna celi¢na linija iz misjih
makrofagov, ki vsebuje gen za alkalno fosfatazo
pod promotorjem, ob¢utljivim na NFxB
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3.2 METODE
3.2.1 Nacrtovanje peptidov

Peptide smo nacrtovali na podlagi dostopnih kristalnih zgradb proteinov, udelezenih v
inflamasom NLRP3, ki smo jih pridobili iz podatkovne baze RCSB Protein Data Bank. Za
ogled in manipulacijo proteinskih struktur smo uporabili program Chimera 1.9. Poravnave
aminokislinskih zaporedij proteinov smo izvedli s programoma BLASTP in CLUSTALW.
Biokemijske lastnosti peptidov (izoelektricna tocka, analiza hidrofobnosti ipd.) smo
dolocali s spletnim programom Peptide Property Calculator (GenScript, 2015).

3.2.2 Sterilizacija pripomoc¢kov in sterilno delo

Vsi pripomocki za delo s celiénimi kulturami so bili bodisi dobavljeni v sterilni embalaZzi
bodisi smo jih pred zacetkom dela sterilizirali s standardnim postopkom parne sterilizacije:
20 min, 121°C in 1,2x10° Pa. Vsa opravila s celicami so potekala v sterilnih pogojih v
brezprasni komori in ob nos$nji ustrezne za$¢itne opreme (halja, mreZzica za lase, copati in
rokavice). Uporabljene povrsine in pripomocke za delo smo pred uporabo prebrisali s 70 %
etanolom, rokavice pa smo pred in med delom dezinficirali z dezinfekcijskim sredstvom.

3.2.3 Delo s celiénimi kulturami
3.2.3.1 Gojenje celic

Uporabljali smo sledece celice in celi¢ne linije: imortalizirano linijo miSjih makrofagov iz
kostnega mozga iz misk C57B/6 (makrofagi WT), misje makrofage RawBlue (makrofagi
RB), mi§je makrofage iz kostnega mozga (BMDM, angl. Bone marrow derived
macrophages) in ¢lovesko celi¢no linijo HEK293T (angl. Human embryonic kidney 293T).

Celice smo gojili v celiénem inkubatorju pri pogojih 37 °C in 5 % CO;. Za gojenje smo
uporabljali gojitvene posodice, v katerih so se celice pritrdile na podlago (vse celi¢ne linije
so bile adherentne) in rastle v monosloju. Z izjemo BMDM smo celice gojili v mediju
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) z 10 % fetalnega govejega seruma (FBS,
angl. Fetal bovine serum). Celice BMDM smo gojili v mediju Roswell Park Memorial
Institute medium 1640 (RPMI 1640) z 20 % FBS.
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Preglednica 8: Pogoji gojenja uporabljenih celic

Celice Gojitveni medij Gojitvene Povrsina Volumen Stevilo celic ob
posodice posodice posodice (mL) konfluenci
(mm?)
Makrofagi DMEM z 10 % T-75 7500 8-15 8,4*10°
WT FBS
Makrofagi RB. DMEM z 10 % T-75 7500 8-15 8,4*10°
FBS
HEK293T DMEM z 10 % T-75 7500 8-15 8,4*10°
FBS
BMDM RPMI1z20%FBS 60 mm 2827 3-5 3,2*10°
3.2.3.2 Redcenje celic

Ko so celi¢ne linije prerastle povrsino gojitvene posodice T-75 0z. so postale konfluentne,
smo s sesalno ¢rpalko iz nje odsesali medij, sprali celice s 5 mL 1 x fosfatnega pufra s
soljo (1 x PBS) in ga odsesali. Na tak na¢in smo odstranili ostanke FBS, ki lahko inhibira
delovanje encima tripsina. Le-tega smo uporabili za odlepljanje celic od podlage, saj so
makrofagi in celice HEK293T adherentne celice. Dodali smo 2 mL tripsina z EDTA in
celice z njim 10 minut inkubirali na 37 °C. Tripsin smo razred¢ili z dodatkom 8 mL
ogretega medija z FBS in celice postrgali s strgalom za celice. Ustrezne volumne celic
glede na Zeleno red¢itev smo prestavili v novo posodico in dodali medij do 10 mL.

Preglednica 9: Primeri red¢enja celic

Red¢itev Volumen gojitvene Volumen celic (mL) Volumen dodanega medija
posodice T-75 (mL) (mL)

1:2 10 5 5

1:3 10 33 6,7

15 10 2 8

1:10 10 1 9

3.2.3.3 Zamrzovanje celic

Za zamrzovanje so bile celice primerne, ko so prerastle 90 % povrsine gojitvene posodice.
Iz ene prerascene gojitvene posodice smo pripravili dve krioviali celic (trajni kulturi). 1z
gojitvene posodice (10 mL) smo posesali star medij, jih sprali s 5 mL PBS in ga odsesali.
Celice smo odlepili z dodatkom 2 mL tripsina z EDTA in 10-minutno inkubacijo na 37 °C.
Tripsin smo razredc¢ili z dodatkom 8 mL ogretega medija z 10 % FBS, celice postrgali in
jih odpipetirali v centrifugirko, ki smo jo z ustrezno protiutezjo centrifugirali 5 min na
1200 vrt./min pri sobni temperaturi. Pripravili smo zamrzovalni medij, ki je vseboval 90 %
FBS in 10 % DMSO. Uporabili smo hladen FBS, ker se ob dodatku DMSO segreje.
Posedenim celicam iz ene preras¢ene posodice smo odsesali supernatant in celice



Su§jan P. Spremljanje vpliva naértovanih peptidov na aktivacijo inflamasoma NLRP3. 21
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015.

resuspendirali v 2 mL zamrzovalnega medija. Tako pripravljene celice smo alikvotirali v
krioviale po 1 mL in jih ¢im hitreje prenesli v zmrzovalnik na -80 °C. Po 24 h smo jih
shranili v parah tekocega dusika (okoli -180 °C).

3.2.3.4 Odmrzovanje celic

Iz par tekocCega dusika smo vzeli kriovialo z zeleno celi¢no kulturo in jo odtalili. Vsebino
viale smo odpipetirali v centrifugirko z 9 mL ogretega medija z 10 % FBS, jo rahlo
resuspendirali in centrifugirali z ustrezno utezjo 5 min na 1200 vrt./min pri sobni
temperaturi. Usedlini celic smo odstranili supernatant, celice resuspendirali v 10 mL
medija z 10 % FBS, nato pa prenesli v gojitveno posodico T-75 in inkubirali v celi¢nem
inkubatorju.

3.2.3.5 Nacepljanje celic za eksperimente

Eksperimente smo izvajali na plos¢ah s 96 luknjicami ali s 24 luknjicami. Celice smo na
plosée nacepljali v mediju z 10 % FBS, ob dodatku reagentov pa smo uporabljali medij
brez FBS, z izjemo celic BMDM in HEK293T, kjer smo tudi ob dodatku reagentov
uporabljali medij z 10 % FBS. Pri nacepljanju celic na plos¢e s 96 luknjicami smo do
koraka tripsinizacije ravnali po istem postopku kot pri red¢enju celic v poglavju 3.2.3.2.
Odlepljene in postrgane celice smo prenesli v centrifugirke in jih dobro resuspendirali.
Nato smo 20 pL celic v razmerju 1:1 zmesali z barvilom tripan modro, ki odmrle celice
obarva modro, saj lahko prehaja skozi njihovo membrano. Tako pripravljene celice smo
najkasneje v 3 minutah od barvanja s tripan modrim nanesli na plos¢ico za stetje celic, le-
to pa vstavili v napravo za Stetje celic Countess. Na podlagi preStetega Stevila celic smo
lahko izraCunali, kako moramo redCiti celice za pridobitev Zelenega Stevila celic na
luknjico.

Preglednica 10: Parametri nacepljanja celic za eksperimente

Celice Plosce Stevilo celic v luknjici  Volumen goji¥¢a v luknjici
(nL)

Makrofagi WT 96 luknjic 1,6*10° 100

Makrofagi RB 96 luknjic 2,2%10° 100

HEK?293T 96 luknjic (bele) 5%10* 100

BMDM 96 luknjic 1,6*10° 100

Makrofagi WT 24 luknjic 1,6*10° 500

(za Western prenos)
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3.2.4 Priprava peptidov

Nacrtovane peptide z miristinsko skupino smo narocili pri Proteogenixu, dobavljeni pa SO
bili v liofilizirani obliki. Peptide smo zatehtali in jih raztopili v dimetilsulfoksidu (DMSO)
v zalozni koncentraciji 10 mM. Za raztapljanje in hranjenje peptidov smo uporabljali
mikrocentrifugirke Protein LoBind. Ker se volumen po raztapljanju peptidov spremeni,
smo po raztopitvi ponovno izmerili volumen raztopine peptidov ter izracunali natan¢no
koncentracijo peptidov. Peptide smo hranili na -20 °C. Pred vsakim eksperimentom smo iz
zalozne raztopine peptidov pripravili razli¢ne koncentracije peptidov v mediju brez FBS z
dalj$im meSanjem na vibracijskem mesalniku in jih nekaj ¢asa pustili na sobni temperaturi.
Vsi peptidi razen peptida P7, ki se je rahlo obarjal na stenah mikrocentrifugirke, so bili
dobro topni v DMSO, prav tako nismo opazili nobenih agregatov pri pripravi delovnih
koncentracij peptidov v mediju.

3.2.5 Spremljanje vpliva peptidov na izlo¢anje citokinov pri inflamasomih
3.2.5.1 Sprozitev prvega signala aktivacije inflamasoma

Poskuse smo izvajali v ploscah s 96 luknjicami. Za poskuse smo uporabljali celice v nizkih
pasazah, kar je bilo Se posebej pomembno za uspe$no aktivacijo inflamasoma AIM?2.
Aktivacijo inflamasoma NLRP3 smo izvajali ob prisotnosti medija DMEM brez FBS,
aktivacijo inflamasoma AIM2 pa ob prisotnosti medija DMEM z 10 % FBS. Prvi signal
aktivacije inflamasoma NLRP3 smo sprozili z inkubacijo celic v 100 pL medija DMEM z
agonistom receptorja TLR4 - lipopolisaharidom (LPS). Konéna koncentracija LPS pri
poskusih na makrofagih WT je bila 100 ng/mL, na makrofagih RB 25 ng/mL, na BMDM
in HEK293T pa 10 ng/mL. Makrofage WT smo z LPS inkubirali 6 h, BMDM pa 3 h.

Tudi pri inflamasomu AIM2 smo za sproZenje prvega signala uporabili LPS v kon¢ni
koncentraciji 100 ng/mL, ki pa smo ga raztopili v DMEM z 10 % FBS. Za aktivacijo
inflamasoma AIM2 smo uporabljali makrofage WT v nizki pasazi.
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3.2.5.2 Inkubacija celic s peptidi

Po sprozenju prvega signala smo celicam odsesali medij z LPS in jih 30 min inkubirali v
80 uL medija, ki je vseboval raztopljene peptide P1-P4 oz. P7-P12 v konénih
koncentracijah od 1 uM do 50 pM.

Preglednica 11: Parametri priprave peptidov in inkubacije s peptidi

Peptid ZaloZna Delovna Koné¢na Volumen Kon¢ni Cas
koncentracija koncentracija koncentracija peptidovv  volumenv inkubacije
peptidov peptidov peptidov luknjici luknjici (h)
(nM) (M) (nM) (nL) (nL)
P1 10100 12,5; 25; 37,5 10; 20; 30 80 100 0,5
P2 9636 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 37,5 10; 20; 30
P3 9730 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 37,5 10; 20; 30
P4 9880 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 37,5 10; 20; 30
P7 10000 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40
P8 9953 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40
P9 10163 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40
P10 9390 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40
P11 9351 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40
P12 9561 1,25; 6,25; 1;5; 80 100 0,5
12,5; 25; 50 10; 20; 40

3.2.5.3 Sprozitev drugega signala aktivacije inflamasoma

Celicam smo nato brez menjave gojisca sprozili drugi signal za aktivacijo inflamasoma, in
sicer z dodatkom po 20 pL aktivatorja v ustrezni koncentraciji (Preglednica 12) na
luknjico. Inflamasom NLRP3 smo aktivirali s topnimi aktivatorji (ATP in nigericin) in s
partikularnimi aktivatorji (nanoSiO,, aluminijeve soli). Inflamasom AIM2 smo aktivirali z
reagentom Poly(dA:dT)/LyoVec. Ta reagent vsebuje sinteti¢en analog dsDNA, ki je
aktivator inflamasoma AIM2 in transfekcijski reagent LyoVec, ki DNA transportira v
notranjost celice. Celice smo z aktivatorji inkubirali na 37 °C, po preteklem casu
inkubacije pa smo jim odstranili supernatante in jih zamrznili na -20 °C. Na celicah pa smo
izvedli test metabolne aktivnosti z XTT (Tocka 3.2.8).
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Preglednica 12: Parametri priprave aktivatorjev in inkubacije z aktivatorji

Aktivator ZaloZna Delovna Kon¢na Volumen Konc¢ni Cas
koncentracija koncentracija koncentracija aktivatorjev volumenv inkubacije
aktivatorjev aktivatorjev aktivatorjev v luknjici luknjici (h)
(nL) (nL)
ATP 113 mM 25mM 5mM, 20 100 1
1mM
(BMDM)
Nigericin 13,4 mM 50 uM 10 uM 20 100 1
NanoSiO, 5 mg/mL 1,25 mg/mL 250 pg/mL 20 100
Aluminijeve 40 mg/mL 2,5 mg/mL 500 pg/mL 20 100 4
soli
Poly(dA:dT)/ 50 pg/mL 5 pg/mL 1 pg/mL 20 100 12
LyoVec

Pri vsakem poskusu smo kot kontrolo testirali sledece vzorce:

e Kontrola ozadja (medij brez LPS, peptidov in aktivatorjev)

e Kontrola prvega signala aktivacije inflamasoma (medij z LPS)

e Kontrola drugega signala aktivacije inflamasoma (medij z LPS in aktivatorji, brez
peptidov)

e Kontrola DMSO kot inhibitorja (medij z LPS in aktivatorji ter z DMSO namesto
peptidov; pri tej kontroli je bil volumski delez DMSO v mediju tolikSen, kot
volumski delez najmanj koncentriranega peptida, torej vzorca z najvisjo
koncentracijo DMSO)

3.2.5.4 Doloc¢anje koncentracije citokinov

Na odvzetih celiénih supernatantih smo s testom ELISA (angl. Enzyme linked
immunosorbent assay) v skladu z navodili proizvajalca dolocili koncentracijo citokinov.
Glavni parameter, ki smo ga spremljali, je bila koncentracija IL1B (mouse IL-1 ELISA
Ready-SET-Go, eBioscience), dolocali pa smo tudi koncentracijo IL18 (mouse IL-18
Platinum ELISA, eBioscience).

Uporabljeni kiti s testi ELISA delujejo na principu zaznave zelenega antigena v vzorcu z
dvema primarnima protitelesoma, ki antigen vezeta v sendvi¢ (Slika 6). Na regijo Fc
vrhnjega protitelelesa se nato veze sekundarno protitelo, konjugirano s hrenovo
peroksidazo, ki ob dodatku substrata katalizira tvorbo obarvanega produkta. Izmerjena
absorbanca tega produkta korelira s koncentracijo antigena. Koncentracijo lahko iz
absorbance prera¢unamo na podlagi naklona standardne krivulje. Skupaj z vzorci namrec
absorbanco dolocamo tudi vzorcem z znanimi Koncentracijami zelenega antigena
(standardom), na podlagi katerih izriSemo standardno krivuljo.
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t Sekundarno protitelo

s hrenovo peroksidazo

é Detekcijsko primarno protitelo
Y Primarno protitelo

Slika 6: Princip zaznave antigena pri testu ELISA

3.2.6 Spremljanje vpliva peptidov na aktivacijo kaspaze-1 pri inflamasomih NLRP3
in AIM2

3.2.6.1 Obarjanje proteinov

Za testiranje aktivacije kaspaze-1 smo naredili enak eksperiment kot v tockah od 3.2.5.1 do
3.2.5.3, le da smo ga izvedli v plos¢ah s 24 luknjicami. Aktivna kaspaza-1 se sicer nahaja v
celicah, vendar se je nekaj iz celic tudi izloca, zato smo lahko dolocali njeno prisotnost v
celiénem supernatantu. Aktivacijo kaspaze-1 smo spremljali s poliakrilamidno gelsko
elektroforezo in z Western prenosom, za kar smo najprej oborili proteine. Ker je
koncentracija proteinov v celiénem supernatantu razmeroma nizka, nismo ovrednotili
koli¢ine celokupnih proteinov v supernatantu, ampak smo z dodatkom 1 mL metanola
supernatantu celic (220 pL) in prekono¢no inkubacijo na -80 °C oborili vse proteine iz
supernatanta. Nato smo vzorce centrifugirali 1 h na 12000 vrt./min pri 4 °C. Odstranili smo
supernatant in oborino za poliakrilamidno gelsko elektroforezo denaturirali v 30 uL
vzorénega pufra NaDS, ki je bil sestavljen iz 1 x NaDS v MQ z B-merkaptoetanolom in z
10-minutnim segrevanjem na 95 °C.

3.2.6.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata

Denaturirane proteine v vzorcih smo locili po velikosti s tehniko poliakrilamidne gelske
elektroforeze ob prisotnosti NaDS. V ta namen smo najprej pripravili poliakrilamidne gele.
Glede na velikost kaspaze-1 smo se odlocili za 15 % loc€itveni gel in zanj zameSali ustrezna
razmerja sestavin (Preglednica 4). Gel smo vlili med dve stekelci z 1 mm rezo, vpeti v
nosilni okvir in pri¢vr§€eni na stojalu. Da smo izravnali povrSino gela, smo ¢ezenj vlili tudi
izopropanol, nato pa gel pustili na sobni temperaturi, da se je strdil. Zatem smo zamesali e
4 % vstopni gel (Preglednica 4) in ga vlili na strjeni loCitveni gel, s katerega smo
predhodno odstranili izopropanol. Vanj smo vstavili glavnicke za oblikovanje vdolbinic in
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pustili, da je priSlo do zamreZenja. Pripravljene gele smo hranili v hladilniku, zavite v
mokre brisacke in folijo.

Pri izvedbi elektroforeze smo gele vpeli v nosilce in jih postavili v banjico, napolnjeno z
1 x elektroforeznim pufrom za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (Preglednica 4). V
posamezno luknjico na gelu smo nanesli 15 uL denaturiranega vzorca. Kot velikostni
standard za proteine smo uporabili PageRuler Prestained Protein Ladder z lestvico od 10
do 250 kDa. Elektroforeza je potekala 40 min pri konstantni napetosti 200 V.

3.2.6.3 Western prenos na membrano

Nato smo z metodo po Westernu proteine z gela prenesli na nitrocelulozno membrano. V
ta namen smo sestavili sendvi¢: gobica, filter papir, gel, membrana, filter papir, gobica in
ga vpeli v kosSarico. Le-to skupaj z banjico ledu postavili v kaseto za Western prenos,
napolnjeno s hladnim pufrom za Western prenos. Kaseto smo vstavili tako, da je bila stran
z gelom obrnjena proti negativni elektrodi in stran z membrano proti pozitivni elektrodi.

V kaseto smo vstavili tudi magnetno mesalo, pod njo pa magnetni mesalnik. Prenos je
potekal 1 h pri konstantnem toku 350 mA. Po kon¢anem prenosu smo membrano blokirali
v pufru I-Block (Preglednica 4), da bi prekrili morebitna nespecifiéna vezavna mesta.
Blokada je potekala bodisi preko noci bodisi 1 h na sobni temperaturi.

3.2.6.4 Detekcija proteinov

Detekcija proteinov poteka s protitelesi po podobnem principu kot pri testu ELISA.
Blokirano membrano smo spirali s pufrom za spiranje membrane (Preglednica 4) Stirikrat
po 5 minut ob stresanju na namiznem stresalniku. Membrano smo nato zapakirali v vrecke,
vanjo dodali raztopino primarnega protitelesa — protitelesa proti fragmentu misje kaspaze-1
(Preglednica 5) in jo 2 h inkubirali ob intenzivnem stresanju. Raztopino primarnega
prititelesa smo pripravili z redc¢itvijo zaloznega protitelesa 1:1000 v pufru I-Block. Po
inkubaciji smo membrano Stirikrat po 5 minut spirali v pufru za spiranje membrane, jo
ponovno zapakirali v vrecko in vanjo dodali raztopino sekundarnega protitelesa - proti
misjem IgG, konjugiranim s hrenovo peroksidazo (Preglednica 5). Sekundarno protitelo
smo pripravili z red¢itvijo zaloznega protitelesa 1:3000 v pufru I-Block. Membrano smo
ob intenzivnem stresanju inkubirali 1,5 h in ponovili postopek spiranja. Kaspazo-1 na
membrani smo vizualizirali z reagentom SuperSignal West Femto, ki smo ga pripravili po
navodilih proizvajalca in ga za 5 min kanili na membrano, pri ¢emer smo pazili, da se
membrana ni izsusila. Membrano smo slikali z napravo G:BOX in sliko obdelali v
programu GeneTools.
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3.2.7 Spremljanje vpliva peptidov na signalno pot NFxB
3.2.7.1 Doloc¢anje koncentracije TNFa

TNFa je citokin, ki je podobno kot prolL1B neposredni produkt poti NF«kB, vendar je
aktiven in se izloca iz celic. Supernatantom iz tocke 5.2.4.3 smo dolocili Se koncentracijo
TNF-a. Njegovo koncentracijo smo dolocali s testom ELISA (mouse TNF alpha ELISA
Ready-SET-Go!).

3.2.7.2 Uporaba rekombinantnih makrofagov RAW-Blue v kombinaciji s substratom
QUANTIBIue

Makrofagi RAW-Blue vsebujejo gen za alkalno fosfatazo (AP-1) pod promotorjem,
odzivnim na NFxB in AP-1 (Slika 7). Ce je v vzorcu prisotna aktivna oblika NFxB se
alkalna fosfazata prepisuje in izlo¢a v gojisce, njeno aktivnost pa lahko merimo z
dodatkom substrata QUANTI-Blue, ki ob prisotnosti alkalne fosfataze spremeni barvo iz

roznate v vijoli¢no.

Transkripcijski faktor
NFkB

Promotor,
odziven na NFKB

Slika 7: Princip delovanja testa QUANTIBIue

Poskus z makrofagi RB smo zastavili tako, da smo celice najprej inkubirali z 80 pL
peptidov v ustrezni koncentraciji, nato pa brez menjave medija dodali LPS (kon¢na
koncentracija 25 ng/mL) in celice inkubirali preko noci. Zjutraj smo po navodilih
proizvajalca izvedli test QUANTI-Blue. 50 uL celi¢nega supernatanta smo prenesli v novo
mikrotitrsko plos¢ico in dodali 150 pL substrata QUANTIBIlue, ki smo ga predhodno
raztopili v vodi v koncentraciji 1,5 g/100 mL in segrevali 0,5 h na 37 °C. Celi¢ni
supernatant in substrat QUANTIBIue smo nato inkubirali 0,5-1 h na 37 °C, nato pa
pomerili absorbanco pri valovni dolzini 630 nm (Ag3p).
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Pri tem eksperimentu smo uporabili sledece kontrole:
e Kontrola ozadja (medij brez LPS in peptidov)
e Kontrola aktivacije NFkB poti (medij z LPS, a brez peptidov)
e Kontrola DMSO kot inhibitorja (medij z LPS ter z DMSO namesto peptidov; pri tej
kontroli je bil volumski delez DMSO v mediju tolikSen, kot volumski delez
najmanj koncentriranega peptida, torej vzorca z najvisjo koncentracijo DMSO)

3.2.7.3 Dvojni luciferazni test na transficiranih celicah HEK293T

Celice HEK293T ne vsebujejo endogenega TLR4 in drugih komponent poti NF«kB, zato
smo jih prehodno transficirali s plazmidi, ki vsebujejo gene za te komponente. Plazmide
smo zmesali v mediju OPTIMEM. Za transfekcijo smo uporabili transfekcijski reagent
Lipofectamine 2000, ki smo ga red¢ili z medijem OPTIMEM v volumskem delezu 0,5
uL/25uL. Tako pripravljen transfekcijski reagent smo v razmerju 1:1 zmesali s 25 pL
meSanice plazmidov za 20 min, nato pa meSanico dodali celicam. Celice smo preko noci

inkubirali v celiénem inkubatorju.

Preglednica 13: Koli¢ine komponent za prehodno transfekcijo celic HEK293T

Koli¢ina v
luknjici
Plazmidna DNA (darilo C. Kirshninga)
TLR4 (ng)
MD2/CD14 (ng)
NF«B luc (ng) 50
Renilla luc (ng) 5
OPTIMEM (uL) do 25
Lipofectamine 2000 (uL) 0,5
OPTIMEM (uL) 23,5
Kon¢ni volumen v luknjici (uL) 50

Celicam samo naslednji dan previdno odsesali medij (celice HEK293T se slabse pritrjajo)
in nanje za 0,5 h nanesli 80 pL peptidov v razli¢nih koncentracijah. Zatem smo celicam
dodali 20 uL LPS v kon¢ni koncentraciji 10 ng/mL in jih inkubirali preko noci.

Pri tem eksperimentu smo uporabili sledece kontrole:
e Kontrola ozadja (medij brez LPS in peptidov)
e Kontrola aktivacije NFkB poti (medij z LPS, a brez peptidov)
e Kontrola DMSO kot inhibitorja (medij z LPS ter z DMSO namesto peptidov; pri tej
kontroli je bil volumski delez DMSO v mediju tolikSen, kot volumski delez
najmanj koncentriranega peptida, torej vzorca z najvisjo koncentracijo DMSO)
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Naslednji dan smo celicam odsesali medij in v luknjice nanesli po 20 puL pufra 1x Passive
Lysis Buffer (Preglednica 4). Tako pripravljeno plos¢o smo zamrznili na -20 °C.
Luminescenco smo spremljali na ¢italcu mikrotitrskih plos¢, in sicer najprej luminescenco,
ki nastane pri reakciji med luciferinom in luciferazo iz kresnicke, ki se v naSem primeru
izraza odvisno od NFkB, nato pa Se luminescenco reakcije koelenterazina in luciferaze
Renilla iz zelenega trdoziva (Renilla reniformis), ki se izraza konstitutivno. Prikazujemo
normalizirane vrednosti, ki jih dobimo tako, da delimo vrednost luminescence prve
reakcije z vrednostjo druge reakcije v isti jamici.

3.2.8 Spremljanje preZivelosti celic

Zivost celic po vsakem eksperimentu smo spremljali s kolometriénim testom XTT, ki meri
metabolno aktivnost celic. Test meri pretvorbo tetrazolne soli 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolni-5-karboanilida (XTT) v topen, oranzno obarvan produkt
formazan. Pretvorbo izvajajo aktivno respirajoCe celice, zato je intenziteta obarvanega
produkta indikator metabolne aktivnosti oz. viabilnosti celic.

Po vsakem koncanem eksperimentu smo v luknjice celicam, ki smo jim odstranili
supernatant, nanesli 100 pL DMEM brez fenol rdecega, nato pa dodali Se po 50 pL
mesSanice XTT in fenazin metosulfata (PMS). MeSanico smo pripravili z 50 puL raztopine
PMS in 5 mL raztopine XTT, ki smo ju raztopili v MQ v skladu z navodili proizvajalca. Po
2 h smo pomerili absorbanco pri valovni dolzini 490 nm (Aagp).



Su§jan P. Spremljanje vpliva naértovanih peptidov na aktivacijo inflamasoma NLRP3.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015.

30

4 REZULTATI
4.1 NACRTOVANIJE PEPTIDOV
4.1.1 Izbira peptidov

V magistrski nalogi smo Zeleli na¢rtovati in testirati peptidne inhibitorje inflamasoma
NLRP3. V ta namen smo v skladu s Kkriteriji iz tocke 2.3 naértovali dve vrsti peptidov:

e Peptide, ki posnemajo motive iz interakcijskih regij PYD in CARD proteinov
inflamasoma. Tako so bili izbrani peptidi P1-P4 (Slika 8).

e Peptide, ki posnemajo regije NLRP3, kjer se pojavljajo mutacije, ki povzrocajo
periodi¢ne vrocinske sindrome v povezavi s kriopirinom. Tako so bili izbrani

peptidi P7 - P12 (Slika 8).

V nadaljevanju utemeljujemo izbiro posameznih peptidov.

P7, P8, P9
Y P10 P11, P12

P1, P3, P4 ﬁ

NLRP3

KASPAZA -1
. /l"_‘\\
o0
®e °
prolL-1(, prollL 18 IL-16, IL 18

Slika 8: Grafiéni prikaz vezavnih tar¢ kandidatnih peptidnih inhibitorjev
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4.1.2 Peptidi iz interakcijskih regij proteinov inflamasoma

Peptide P1-P4 smo izbrali iz interakcijskih regij proteinov inflamasoma, pri ¢emer smo si
pomagali z dostopnimi kristalnimi zgradbami proteinov, udelezenih v inflamasom (Slika
9). Peptide smo nacrtovali, preden so bile objavljene interakcijske Studije, ki so
identificirale aminokisline, kriti¢ne za interakcije PYD-PYD ali CARD-CARD. Peptid P1
izhaja iz endogenega cloveskega inhibitorja POP2, peptid P2 iz domene CARD misjega
ASC, peptid P3 iz domene PYD misjega ASC in peptid P4 iz domene PYD mis$jega
NLRP3. Peptidi so izbrani v regijah, ki so zelo ohranjene, tako da med mi$jim in
¢loveskim zaporedjem v teh regijah ni velikih razlik. Za peptide P1-P4 smo predpostavili,
da bodo inhibirali interakcijska mesta med proteini inflamasoma, pri ¢emer bodo njihove
tarCe vezavni partnerji proteinov, iz katerih izhajajo (Preglednica 14, Slika 8).

Peptid P1 smo izbrali iz proteina POP2, ¢loveskega endogenega inhibitorja inflamasoma,
za katerega so pokazali, da lahko negativno regulira delovanje ve¢ inflamasomov NLR z
vezavo na domeno PYD njihovih senzorjev, med drugim tudi NLRP3 (Atianand in sod.,
2011). Pokazali so, da je za povezavo POP2 z NLR klju¢na vijaénica H1. Na podlagi te
Studije smo peptid P1 izbrali iz vija¢nice H1 in predpostavili, da se bo vezal na domeno
PYD NLRP3 ter tako onemogocal interakcije PYD-PYD med NLRP3 in ASC (Preglednica
14, Slika 8).

Peptid P2 in P3 smo izbrali na podlagi $tudij De Alba (2009) ter Srimathija in sod. (2008).
De Alba (2009) je z uporabo NMR visoke locljivosti osvetlila strukturo proteina ASC in
pokazala, da ASC sestoji iz dveh domen, sestavljenih iz Sestih vija¢nic (domen PYD in
CARD), ki sta med seboj povezani z gibljivim povezovalcem iz 23 aminokislinskih
ostankov (Slika 9 spodaj). Domeni PYD in CARD sta med seboj neodvisni in obrnjeni s
hrbtom (delom domene, ki se stika s povezovalcem) druga proti drugi, kar preprecuje
medsebojno stericno oviranje domen in omogoca dovolj prostora za simultano vezavo vec
proteinov v supramolekularni kompleks. Z vidika naboja aminokislinskih ostankov je
domena PYD proteina ASC podobno kot druge domene PYD iz druzine DD mocno
polarizirana. ASC se z NLRP3 domnevno poveZze s pozitivno nabitimi vija¢nicami H2 in
H3 svoje domene PYD (Srimathi in sod., 2008). 1z teh vija¢nic smo zato izbrali peptid P3
ter predpostavili, da bo z vezavo na PYD NLRP3 inhibiral interakcije PYD-PYD med
NLRP3 in ASC. Glede na to, da se ASC v domeni PYD povezuje tudi z AIM2, bi se
teoreticno peptid P3 lahko vezal tudi na AIM2 in inhibiral inflamasom AIM2. Vpliv
peptida P3 na sestavljanje inflamasoma NLRC4 tezko predvidimo, saj prisotnost proteina
ASC ni nujno potrebna za sestavljanje inflamasoma NLRC4 (Preglednica 14, Slika 8).
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Domena CARD proteina ASC ima v primerjavi z drugimi domenami CARD, ki imajo dva
jasno lo¢ena nasprotno nabita predela, ve¢ manjsih, enakomerno posejanih pozitivno in
negativno nabitih predelov (De Alba, 2009). Palacios-Rodriguez in sod. (2011) so na
primeru proteina APAF-1, ki je udelezen v apoptozo in ki tudi deluje preko interakcij
CARD-CARD, pokazali, da domene CARD v velikih koncentracijah lahko delujejo kot
inhibitorji, prav tako pa so inhibitoren u¢inek pokazali tudi za kratke peptide iz domen
CARD. Peptid P2 smo izbrali iz domene CARD ASC, in sicer iz vija¢nic H2 in H3, kjer se
nahajajo nekateri ohranjeni aminokislinski ostanki, ki so skupni tako APAF-1 kot tudi
ASC. Za peptid P2 smo predvidevali, da se bo vezal na domeno CARD prokaspaze-1 in
inhibiral interakcije CARD-CARD med ASC in prokaspazo-1. Ker so interakcije CARD-
CARD s prokaspazo-1 prisotne tudi pri sestavljanju inflamasomov AIM2 in NLRC4,
pri¢akujemo, da bo imel peptid P2 poleg inhibicije inflamasoma NLRP3 tudi inhibitoren
vpliv na ta dva inflamasoma (Preglednica 14, Slika 8).

Peptid P4 smo izbrali na podlagi Studije Bae in Parka (2011), ki sta objavila kristalno
zgradbo domene PYD proteina NLRP3. V kristalni zgradbi je domena PYD NLRP3
prisotna v obliki dimera (Slika 9 zgoraj). Ker NLRP3 v fizioloskih pogojih obi¢ajno
nastopa kot monomer, Bae in Park dopuscata moznost, da prisotnost dimera ni biolosko
relevantna, temvec posledica kristalizacije. VVseeno pa je prisotnost dimera lahko indikator,
da so v tem predelu mozne interakcije PYD-PYD. Domena PYD NLRP3 nima izrazito
polariziranih nabitih predelov, ampak so ti enakomerno razporejeni po celi povrSini
domene PYD (Bae in Park, 2011). V njej sta opazni tudi dve ohranjeni in izrazito
hidrofobni jedri. Ti dve ugotovitvi nakazujeta na pomembnost tako elektrostatskih kot tudi
hidrofobnih interakcij v povezovanju domen PYD NLRP3 z drugimi proteini.

Znotraj dimera se domeni PYD stikata v vijaénicah H2 in H3, ta segment pa ima tudi
najvecji faktor fleksibilnosti (faktor B), kar nakazuje, da bi ta predel lahko sodeloval pri
specific¢nosti interakcij. Na podlagi teh indicev smo iz vija¢nic H2 in H3 izbrali peptid P4.
Predpostavljamo, da bo njegova primarna tar¢a vezavno mesto domene PYD NLRP3 na
domeni PYD ASC in da bo na tak naCin P4 inhibiral interakcije PYD-PYD med tema
dvema proteinoma (Preglednica 14, Slika 8). V skladu s tem pri¢akujemo tudi razmeroma
veliko specificnost inhibicije za inflamasom NLRP3. Podroben opis nacrtovanja peptidov
P1-P4 se nahaja v Brili (2015).
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NLRP3 PYD

ASC

PYD CARD
H2 H3

H2 H3

Slika 9: Kristalna zgradba domene PYD proteina NLRP3 (zgoraj) (Bae in Park, 2011) in proteina ASC
(spodaj) (De Alba, 2009)
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Preglednica 14: Kandidatni peptidni inhibitorji iz interakcijskih regij inflamasoma in njihove domnevne
tarCe

Peptid  Aminokislinsko zaporedje Izvorna regija Domnevna Domnevno
(N-terminalni konec - C-terminalni konec) taréna inhibirani
regija inflamasom
P1 WGGMASSAELDFNLQALLEQLSQDEK Cloveski POP2, ASC, NLRP3
H1 PYD
P2 WGGVDGVLDALHGSVLTEGQYQAVRK Misji ASC, Prokaspaza-1, NLRP3,
CARD, CARD AIM2,
H2 H3 NLRC4
P3 WGGGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGALLOK  Misji ASC, PYD, NLRP3, NLRP3,
H2 H3 PYD AIM2
mogoce
NLRC4
P4 WGGDVDLKKFKMHLEDYPPEKGCIPVPRGQMEKA  Migji NLRP3, ASC, NLRP3
DK PYD, PYD
H2 H3

Preglednica 15: Biokemijske lastnosti kandidatnih peptidnih inhibitorjev iz interakcijskih regij inflamasoma
(GeneScript, 2015)

Peptid  Izoelektricna  Analiza hidrofobnosti Celokupni Kislost/
toc¢ka PI naboj Bazi¢nost

P1 3,64 WGGMASSAELDFNLQALLEQLSQDEK -4 Kisel

P2 5,52 WGGVDGVLDALHGSVLTEGQYQAVRK 0 Nevtralen

P3 10,99 WGGGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGALLQK 5 Bazi¢en

P4 7.36 WGGDVDLKKFKMHLEDY PPEKGCT PVPRGOMEKADK 1 Bazic¢en

Opomba: Rdeée so obarvani kisli aminokislinski ostanki (npr. D, E); modro so obarvani bazi¢ni aminokislinski ostanki (npr. R, K, H);
zeleno pa hidrofobni, nenabiti aminoksilinski ostanki (npr. F, I, L, M, V, W, A, P). Preostali aminokislinski ostanki (npr. G, S, T, C, N,
Q, P) so obarvani ¢rno. Podértani so aminokislinski ostanki, ki so v izvornem proteinu glede na literaturo klju¢ni za interakcije PYD-
PYD o0z. CARD-CARD.

4.1.3 Peptidi iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami

Peptide P7-P12 smo izbrali iz regije NACHT NLRP3 0z. domen v blizini NACHT (NAD,
angl. NACHT-associated domain) (Preglednica 16). V tej domeni se nahajajo motivi,
pomembni za vezavo nukletidov, mednje pa so umescena mesta, kjer so pri boleznih, kot

S0 periodi¢ni vrocinski sindromi v povezavi s kriopirinom prisotne mutacije (Infevers,
2014).

Peptide P7, P9 in P10 smo izbrali iz motivov, pomembnih za vezavo in hidrolizo
nukleotidov npr. ATP (MacDonald in sod., 2013) (Preglednica 16). Peptid P7 izhaja iz
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zaCetka domene NACHT in vsebuje motiv Walker A, za katerega je znacilna t.i. zanka P
(angl. P-loop), ki se ovije okoli fosfatne skupine vezanega nukleotida. Peptid P9 vsebuje
motiv Walker B, ki s koordinacijsko vezjo veze Mg”* odgovoren za hidrolizo nukleotidov.
Peptid P10 vsebuje senzorsko mesto za ATP, saj veze y-fosfat nukleotidov in lahko
razlikuje med ADP in ATP.

Peptide P8, P11 in P12 pa smo izbrali iz regij, umescenih med motive za vezavo
nukletidov. Albrecht in sod. (2003) pokazali, da se ve¢ina mutacij v tem predelu NLRP3
nahaja v grucah. Patologija mutacij nakazuje na udelezbo teh regij v aktivacijo
inflamasoma NLRP3. Peptid P8 izvira iz regije med motivoma Walker A in Walker B. P11
in P12 pa izvirata iz regije NAD1 in NAD3 (Preglednica 16).

Pri peptidih iz regije NACHT NLRP3 je tezje predvideti njihov vpliv na sestavljanje
inflamasoma NLRP3. Glede na to, da izhajajo iz domene NACHT, ki je odgovorna za
oligomerizacijo inflamasoma NLRP3, bi lahko bodisi posnemali delovanje monomerov
NLRP3 in dodatno aktivirali inflamasom, bodisi z vezavo steri¢no preprecili
oligomerizacijo NLRP3 in inhibirali inflamasom. Lahko bi se tudi vezali bodisi na motive
za vezavo nukleotidov v regiji NACHT, bodisi na nukleotid sam in tako inhibirali sestavo
inflamasoma NLRP3.

Preglednica 16: Kandidatni peptidni inhibitorji iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami in njihove
domnevne tarce

Peptid  Aminokislinsko zaporedje Izvorna regija Domnevna Domnevno
(N-terminalni konec - C-terminalni konec) taréna inhibirani
regija inflamasom
P7 WGGMASSAELDFNLQALLEQLSQDEK Motiv Walker A ? NLRP3
P8 WGGDYLFFIHCREVSLRTP Domena med ? NLRP3
motivoma Walker
Ain Walker B
P9 WGGMDGFDELQGAFDEHIGEV Motiv Walker B ? NLRP3
P10 WGGTTRPVALEKLQHLLDH Senzor 1R ? NLRP3
P11 WGGSLAQTSKTTTAVYVFFLSSLL Domena NAD1 ? NLRP3
P12 WGGLENYGKFEKGYLIFVVRFLFGLVNQERTS Domena NAD3 ? NLRP3

YLEKK
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Preglednica 17: Biokemijske lastnosti kandidatnih peptidnih inhibitorjev iz regij NLRP3 s patoloskimi
mutacijami (GeneScript, 2015)

Peptid Izoelektricna  Analiza hidrofobnosti Celokupni  Kislost/
tocka PI naboj Bazi¢nost

pP7 3,64 WGGMASSAELDFNLQALLEQLSQDEK -4 Kisel

P8 7,36 WGGDYLFFIHCREVSLRTP 1 Bazicen
P9 3,53 WGGMDGFDELQGAFDEHIGEV -5 Kisel

P10 7,72 WGGTTRPVALEKLQHLLDH 2 Bazicen
P11 9,30 WGGSLAQTSKTTTAVYVFFLSSLL 1 Baziden
P12 9,66 WGGLENYGKFEKGYLTFVVRFLFGLVNQERTSYLEKK 2 Bazi¢en

Opomba: Rdece so obarvani kisli aminokislinski ostanki (npr. D, E); modro so obarvani bazi¢ni aminokislinski ostanki (npr. R, K, H);
zeleno pa hidrofobni, nenabiti aminoksilinski ostanki (npr. F, I, L, M, V, W, A, P). Preostali aminokislinski ostanki (npr. G, S, T, C, N,
Q, P) so obarvani ¢rno.

4.1.4 Opremljanje peptidov

Peptidi imajo naboj, zato smo predvidevali, da bodo tezko prehajali skozi celi¢no
membrano. Iz tega razloga smo izbrane peptide opremili za prehod membrane, in sicer z
miristinsko skupino na N-terminalnem delu peptida. Aminokislinski ostanek triptofan (W)
smo dodali, da lahko spremljamo koncentracijo peptida z merjenjem absorbance. Med
triptofanom in zacetkom inhibitornega zaporedja smo zaradi preprecevanja steri¢nih ovir
vstavili Se dva glicina (G). Na C-terminalni konec smo vstavili $e lizin (K) za morebitno
kasnejSe pripenjanje fluorescen¢nih o0znak za vizualizacijo peptida znotraj celic.

Za transport peptidov ¢ez membrano se na peptid lahko pripne ve¢ razli€nih skupin npr.
palmitinsko kislino, acilne fosfolipide ali pa miristinsko skupino, ki omogoc¢a najuspesnejsi
prehod peptidov v celice (Avbelj in sod., 2011). Miristinska modifikacija 0z. miristat
izhaja iz hidrofobne mascobne kisline iz 14 ogljikov (miristinske Kisline) (Slika 10). Vstop
peptida z miristinsko skupino v celico se za¢ne z vpenjanjem miristata v lipidni dvosloj
membrane, pri mehanizmu nadaljnjega vstopa pa si raziskovalci niso enotni. Nekateri
podpirajo endocitozno pot, drugi pa so podporniki t.i. flip-flop difuzije (Nelson in sod.,
2007). Pri tej se peptid preko miristata pripne na lipid in se z njim preobrne na notranjo
fosfolipidno stran. Lipidi v fluidnem modelu membrane se namre¢ poleg lateralnega
premikania ob¢asno obrneio tudi navznoter.

Miristinska skupina O )
Peptid

Slika 10: Peptid opremljen z miristinsko skupino
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4.2 PEPTIDI 1Z INTERAKCISKIH REGH INFLAMASOMA NLRP3
4.2.1 Spremljanje vpliva peptidov na sestavljanje inflamasoma NLRP3
4.2.1.1 Spremljanje koli¢ine izlo¢enih citokinov

Slike 11, 12, 13 in 14 prikazujejo vpliv inkubacije makrofagov s peptidi P1, P2, P3 in P4 iz
interakcijskih regij inflamasoma NLRP3 na koncentracijo izloCenega IL1f ob aktivaciji
inflamasoma NLRP3 z razli¢nimi topnimi in partikularnimi aktivatorji. 1zmed peptidov iz
interakcijskih regij so inhibitorni vpliv na izlo¢anje IL1p izkazovali peptidi P2, P3 in P4,
peptid P1 pa je izlocanje IL1p v nasprotju s pricakovanji dodatno stimuliral.

Peptid P1, ki izhaja iz POP2, endogenega ¢loveskega inhibitorja inflamasoma NLRP3, je
povecal izlocanje IL1B pri vseh testiranih aktivatorjih, a brez izrazite koncentracijske
odvisnosti (Slika 11). Opazena dodatna stimulacija inflamasoma bi lahko bila posledica
vezave P1 na izvorni endogeni inhibitor POP2 namesto na tar¢no domeno PYD proteina
ASC. Peptid P1 bi na tak nacin inhibiral endogeno inhibicijo inflamasoma NLRP3, s tem
pa povecal aktiviranost inflamasoma. Glede na to, da smo poskuse izvajali na misjih
makrofagih, je ta teorija manj verjetna, saj raziskave kazejo, da misi nimajo endogenih
inhibitorjev in da se je kompleksna negativna regulacija inflamasoma s proteini POP in
COP pojavila Sele pri opicah Starega sveta (Atianand in sod., 2012). Druga mozna razlaga
za dodatno stimulacijo inflamasoma je, da peptid P1 posnema delovanje domene PYD
NLRP3 in z vezavo na ASC sprozi spontano oligomerizacijo proteina ASC. Ozadja
dodatne stimulacije inflamasoma s peptidom P1 nismo dalje raziskovali, saj smo se
osredotocili na inhibitorne peptide.

Peptidi P2, P3 in P4 so v koncentracijski odvisnosti inhibirali izlocanje IL1p pri aktivaciji
z ATP, nigericinom in nanodelci SiO,. Izmed teh peptidov sta peptid P2 iz domene CARD
inhibirala sintezo IL1B (Sliki 12 in 13). Peptid P2 je pri vecini aktivatorjev 50 % inhibicijo
izlocanja IL1p dosegel ze pri koncentraciji 20 uM, peptid P3 pa pri 30 uM.

Mocan inhibitorni potencial peptida P2 nakazuje, da ta vsebuje aminokislinske ostanke, ki
so pomembni za interakcije CARD-CARD med ASC in prokaspazo-1, vendar interakcijska
Studija, Ki bi z mutagenezo aminokislinskih ostankov osvetlila interakcije med tema dvema
proteinoma, Se ni bila objavljena. Za interakcije PYD-PYD med proteinoma ASC in
NLRP3 pa so Vajjhala in sod. (2012) identificirali pet klju¢nih aminokislinskih ostankov,
brez katerih se interakcije ne tvorijo. Peptid P3 vsebuje dva izmed teh ostankov (K21 in
R41, Preglednica 15 podértano). Zanimivo je, da se preostali trije klju¢ni aminokislinski
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ostanki (D48, D51, E13) nahajajo na nasprotni strani proteina ASC, kar nakazuje, da sta
vsaj dve razli¢ni vezavni mesti kriticni za interakcijo med NLRP3 in ASC. To bi lahko
pojasnilo, zakaj peptid P3 ni zmozen popolne inhibicije sestave inflamasoma NLRP3.
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Slika 11: Vpliv peptida P1 na koli¢ino izlo¢enega IL1f (zgoraj) in IL18 (spodaj)

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P1, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3
paralelk.
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Slika 12: Vpliv peptida P2 na koli¢ino izlo¢enega IL1f (zgoraj) in IL18 (spodaj)
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Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razliénih koncentracij peptida P2, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem

volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povprecno vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3

paralelk.
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Slika 13: Vpliv peptida P3 na koli¢ino izlo¢enega IL1f (zgoraj) in IL18 (spodaj)

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P3, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv, celic stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpreéno vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3
paralelk.
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Inhibitorni potencial peptida P4 se je najbolje odrazil pri partikularnih aktivatorjih
inflamasoma (nanodelci SiO; in aluminijeve soli), Sibkeje pa pri topnih (ATP in nigericin)
(Slika 14). Peptid P4 je pri aktivaciji s partikularnimi aktivatorji 50 % inhibicijo izloCanja
IL1B dosegel ze pri koncentraciji peptida med 10 in 20 pM, medtem ko je bila pri
aktivaciji s topnimi aktivatorji inhibicija izlocanja IL1P tudi pri najvecji koncentraciji
peptida 30 uM le 30 %. Peptid P4 vsebuje 4 od 6 aminokislinskih ostankov, in sicer K23,
K24, M27 in R43 (preostali so E64, D82), ki so klju¢ni 0z. imajo velik vpliv na interakcijo
PYD-PYD med NLRP3 in ASC (Preglednica 15 podértano) (Lu in sod., 2014). Zanimivo
je, da sta proteinoma NLRP3 in ASC skupna dva klju¢na aminokislinska ostanka za
interakcijo PYD-PYD, in sicer K23 oz. K21 in R43 0z. R41. Oba smo zajeli v peptidih P3
in P4,

Pri peptidih iz interakcijskih regij nismo opazili veéje odvisnosti od tipa aktivatorja
inflamasoma, saj so inhibitorno delovanje na inflamasom NLRP3 izkazovali pri vseh
testiranih aktivatorjih inflamasoma. Ker so aluminijeve soli v primerjavi z ATP,
nigericinom in nanodelci SiO; le Sibko aktivirale inflamasom, smo aktivacijo inflamasoma
z aluminijevimi solmi pri nadaljnjih eksperimentih opustili. Neodvisnost inhibicije od
aktivatorjev smo pricakovali, saj peptidi izhajajo iz interakcijskih domen inflamasoma in
ne iz senzorskih domen. Predpostavljamo torej, da peptidi preferen¢no inhibirajo sestavo
inflamasoma z motenjem interakcij PYD-PYD in CARD-CARD, ne pa ze v zacetni stopnji
sestave inflamasoma, z motenjem vezave aktivatorjev oz. oligomerizacije NLRP3.

Poleg inhibicije IL1B smo pri vecini inhibitornih peptidov pokazali tudi inhibicijo izlo¢anja
IL18 (Slike 11 spodaj do 14 spodaj), vendar so bile koli¢ine izlo¢enega IL18 ob enakih
pogojih inkubacije precej nizje od IL1p.



Su§jan P. Spremljanje vpliva naértovanih peptidov na aktivacijo inflamasoma NLRP3. 42
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015.

P4
) 2000~ . .. s
E ATP Nigericin Nanodelci SiO,  Alum
o
e
@ 15001
©
o]
—
= 1000
S
‘S
®©
= 500
c
(]
2
o 0-
x Ogéﬁmgggg Ogéﬂmaggg Ogéﬂmaggg Ogéﬂlﬂgg%g
- © s - ®© s — ®© s — ®© s
2 a 2 a 2 a 2 a
= = = =
© © © [}
+ + + +
[0 [0 [2) [2)
o o o o
- | - -
P4
-3 100
= ATP Nigericin
g 80
3
il 60+
S
8 40-
c
O 20-
[S]
c
o
X 0
°@5883 85983
— fg s — g S
X x
© ©
+ +
n (7]
o o
- -

Slika 14: Vpliv peptida P4 na koncentracijo izlocenega IL1p (zgoraj) in IL18 (spodaj)

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P4, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povprec¢no vrednost s standardnim odklonom, izrac¢unano iz 3
paralelk.
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Relevantnost rezultatov v in vivo pogojih smo ugotavljali s ponovitvijo eksperimentov na
primarnih celi¢nih linijah - misjih makrofagih, izoliranih iz kostnega mozga (BMDM). Na
teh celicah smo lahko potrdili inhibitorni vpliv peptidov P2 in P3 na inflamasom NLRP3,
ne pa tudi peptida P4 (Slika 15).
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Slika 15: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij inflamasoma na koncentracijo izlo¢enega IL1J na celicah
BMDM

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih z 10 ng/mL LPS in 1 mM ATP ob prisotnosti peptidov P2 -
P4 v koncentraciji 30 uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celice (0), kot kontrolo prvega
signala aktivacije odziv celic, stimuliranih z 10 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo drugega signala aktivacije pa
odziv celic, stimuliranih z 10 ng/mL LPS in ATP (LPS+ATP). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo
odziv celic, stimuliranih z 10 ng/mL LPS in ATP, kjer je namesto peptidov prisoten DMSQO, in sicer v

najvecjem uporabljenem volumskem delezu (DMSO).
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4.2.1.2 Spremljanje aktivacije kaspaze-1

Inhibitorni potencial peptidov iz interakcijskih regij na inflamasom NLRP3 smo potrdili
tudi na ravni kaspaze-1 (Slika 16). Pri vzorcih supernatanta celic, inkubiranih z aktivatorji
inflamasoma in s peptidi smo v primerjavi s celicami z aktiviranim inflamasomom brez
peptidov detektirali SibkejSo liso kaspaznega fragmenta p20, ki je indikator aktivne
kaspaze-1. Razlike so ocitne predvsem pri najvecji koncentraciji peptidov 30 pM.
Najucinkovitejsa inhibicija kaspaze-1 je opazna pri peptidu P3 (Slika 16).
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Slika 16: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij na aktivacijo kaspaze-1

Lise ozna¢ene z LPS+NIG prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 10 pM nigericina ob
prisotnosti peptidov P2 - P4 v koncentracijah 10 in 30 puM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv
nestimuliranih celic (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS
(LPS), kot kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 10 uM
nigericina (LPS+NIG). Prokaspaza-1 (45 kDa) je prikazana s polno pus¢ico, odcepljen fragment p20 aktivne
kaspaze-1 (20 kDa) pa s prekinjeno puséico. Poskus smo ponovili dvakrat in dobili podobne rezultate.
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4.2.2 Spremljanje vpliva peptidov na signalno pot NFkxB

Za sestavo inflamasoma NLRP3 je pomembna predhodna aktivacija signalne poti NFkB
preko receptorjev TLR oz. t.i. prvi signal. Ce je ta pot inhibirana, bo posledi¢no inhibirana
tudi sestava inflamasoma NLRP3. Poudariti velja, da so bili nasi eksperimenti v prejSnji
toc¢ki zasnovani tako, da inhibicija inflamasoma NLRP3 ni bila posledica inhibicije na
stopnji poti NFkB, saj smo peptide dodali celicam Sele potem, ko so se v celicah Ze
sintetizirali prekurzorji citokinov. Vsi v prejsnji tocki prikazani inhibitorni uéinki peptidov
so torej povezani z inhibicijo na stopnji sestave inflamasoma NLRP3. Da bi ugotovili ali
peptidi slucajno izkazujejo kakrSenkoli vpliv tudi na signalno pot NFxB, smo izvedli
eksperiment, v katerem smo celicam najprej dodali peptide, nato pa jih stimulirali z LPS.
Aktivnost NFkB smo dolocali z razli¢énimi metodami.
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Slika 17: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij na pot NFkB na makrofagih RB (zgoraj) in na celicah
HEK293 (spodaj)

Beli stolpci oz. stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 25 ng/mL (RB) oz. 10ng/mL
(HEK293T) LPS ob prisotnosti razliénih koncentracij peptidov P2 - P4, navedenih v uM. Kot kontrolo
ozadja navajamo odziv celic, stimuliranih z LPS (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije pa odziv celic,
stimuliranih z LPS (LPS). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih z LPS, kjer
je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najvecjem uporabljenem volumskem delezu (DMSO).

Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3 paralelk.
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Iz slike 17 zgoraj je razvidno, da je pot NFxB pri makrofagih RB v koncentracijski
odvisnosti inhibiral le peptid P2, medtem ko peptida P3 in P4 nanjo nista imela vpliva. To
smo potrdili tudi na celicah HEK?293, transficiranih s komponentami poti NFkB (Slika 17
spodaj). Peptid P2 izhaja iz domene CARD ASC, zato je njegova predpostavljena tarca
prokaspaza-1. Nedavne raziskave so pokazale, da ASC ni udelezen le v sestavo
inflamasomov, pa¢ pa tudi v regulacijo poti NFkB (Stehlik in sod., 2002), zato je mozno,
da se peptid P2 veze tudi na vezavne partnerje proteina ASC v tej poti. Kadar inflamasom
ni aktiviran, se ASC veze na kinazo IkB (IKK), ki je odgovorna za fosforilacijo IkB -
inhibitorja prenosa NFkB v jedro (Martin in sod., 2014) in jo s tem inhibira. Posledi¢no je
okrnjena ubikvitinacija in razgradnja IkB. Ko je ASC povezan z IKK, IkB ostane aktiven
in inhibira prenos NFxB v jedro. OpaZena inhibicija poti NFkB pri inkubaciji makrofagov
RB s peptidom P2 bi lahko bila posledica peptidovega posnemanja ASC in vezave na IKK
0z. morebitne druge vezavne partnerje proteina ASC v regulaciji poti NFxB.

Vzorcem z aktiviranim inflamasomom, ki smo jim z imunsko-encimskim testom dolo¢ili
koncentracijo IL1B, smo dolo¢ili tudi koncentracijo TNFa. TNFa je namre¢ neposreden
produkt aktivirane poti NFxB tako kot tudi proIL1B. Opazili smo, da nobeden izmed
koncentraciji (Slika 18). Peptidi torej vec¢inoma niso inhibirali poti NFxB. Tudi ¢e bi se pri
tem eksperimentu pokazala inhibicija poti NFkB, ne bi bila nujno posledica delovanja
peptidov na proteine v poti NFkB. Lahko bi bila odraz pozitivne povratne zanke IL1p, pri
kateri se izloCeni IL1p veZe na membranski receptor IL1BR in ponovno aktivira NFxB. V
tem eksperimentu, kjer je bil inflamasom aktiviran le 1 h, se sicer uéinki pozitivne
povratne zanke verjetno e niso pokazali. Ce pa bi celice z inhibitornimi peptidi in z
aktivatorji inflamasoma inkubirali dlje, bi se pa verjetno pokazal inhibitorni uéinek
peptidov tudi na poti NFkB. Inhibicija poti NFkB bi se pokazala tudi v primeru, ko bi se
nabiti peptidi vezali na negativno nabit aktivator poti NFkB — LPS, in s tem onemogocili
njegovo vezavo na TLR4. Po sprozitvi prvega signala smo sicer LPS odstranili, vendar ga
nekaj vedno ostane asociiranega na receptorju TLR in naprej aktivira pot NFkB.
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Slika 18: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij na koncentracijo TNFa

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob
prisotnosti razli¢nih koncentracij peptidov P1 - P4, navedenih v pM.Kot kontrolo ozadja navajamo odziv
celic, stimuliranih z LPS (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL
LPS (LPS), kot kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS. Kot
kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS, Kkjer je namesto peptidov
prisoten DMSQ, in sicer v najve¢jem uporabljenem volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no

vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3 paralelk.
4.2.3 Spremljanje vpliva peptidov na inflamasom AIM2

Specifiénost inhibicije peptidov iz interakcijskih regij inflamasoma NLRP3 smo
ugotavljali z aktivacijo inflamasoma AIM2 v makrofagih WT, inkubiranih s peptidi. Iz
slike 19, ki prikazuje vpliv peptidov iz interakcijskih regij inflamasoma NLRP3 na
koncentracijo izloCenega ILIP ob aktiviranem inflamasomu AIM2, je razvidno, da sta
peptida P2 in P3 moc¢no inhibirala inflamasom AIM2 v koncentracijski odvisnosti, peptid
P4 pa nanj ni imel inhibitornega vpliva. Za peptida P2 in P3 je bila inhibicija inflamasoma
AIM2 pri¢akovana, saj oba prihajata iz proteina ASC, ki je udelezen tudi v sestavo
inflamasoma AIM2. Tudi odsotnost vpliva peptida P4 na inflamasom AIM2 smo
pricakovali. Peptid P4 izvira iz domene PYD NLRP3, zato smo predpostavili, da se bo
specifi¢no vezal na vezavno mesto NLRP3 na domeni PYD ASC in ne bo motil povezav
ASC z drugimi vezavnimi partnerji kot je AIM2. Pri tem predpostavljamo, da se NLRP3
in AIM2 ne povezeta s proteinom ASC na istem mestu.
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Slika 19: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij na inflamasom AIM2

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 1 pg/mL aktivatorja Poly(dA:dT)
ob prisotnosti razli¢nih koncentracij peptidov P2 - P4 navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv
celic, stimuliranih z LPS (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL
LPS (LPS), kot kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 1 ug/mL
Poly(dA:dT) (LPS+ Poly(dA:dT)). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo celice, stimulirane s 100
ng/mL LPS in 1 pg/mL Poly(dA:dT), kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najvecjem
uporabljenem volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpreéno vrednost s standardnim odklonom,

izraunano iz 3 paralelk.
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4.2.4 Spremljanje vpliva peptidov na preZivelost celic

Makrofagi so dobro preziveli pogoje eksperimenta aktivacije inflamasoma NLRP3 in
inkubacije s peptidi iz interakcijskih regij inflamasoma, saj njihova metabolna aktivnost ni
bila pretirano okrnjena. Najnizja metabolna aktivnost je bila okoli 70 % glede na
nestimulirano kontrolo (Slika 20). Navajamo samo rezultate ob aktivaciji inflamasoma
NLRP3 z ATP, saj je bila prezivelost podobna pri vseh uporabljenih aktivatorjih.
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Slika 20: Vpliv peptidov iz interakcijskih regij na metabolno aktivnost celic

Metabolna aktivnost (%)
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LPS + ATP 4&
P110 &

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 5 mM ATP ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptidov P1 - P4, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih
celice (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimulirane s 100 ng/mL LPS (LPS), kot
kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ATP (LPS+ATP). Kot
kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 5 mM ATP, Kjer je
namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem volumskem delezu (DMSO).
Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3 paralelk.
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4.3 PEPTIDI IZ REGIJ NLRP3 S PATOLOSKIMI MUTACIJAMI
4.3.1 Spremljanje vpliva peptidov na sestavljanje inflamasoma NLRP3
4.3.1.1 Spremljanje koli¢ine izlo¢enih citokinov

Za razliko od peptidov iz interakcijskih regij inflamasoma je pri peptidih iz senzorskega
proteina NLRP3 s patoloSkimi mutacijami tezko predpostaviti, kako bodo vplivali na
inflamasom NLRP3 ob razli¢nih aktivatorjih inflamasoma. Ni namre¢ povsem jasno, po
kak$nem mehanizmu aktivatorji sprozijo drugi signal sestave inflamasoma.

Slike od 21 do 26 prikazujejo vpliv peptidov P7, P8, P9, P10, P11 in P12 iz regij
senzorskega proteina NLRP3 s patoloSkimi mutacijami na koncentracijo izlo¢enega IL1p,
in sicer ob uporabi razli¢nih aktivatorjev inflamasoma NLRP3. Izmed peptidov P7, P9 in
P10, ki vsebujejo motive, pomembne za vezavo nukleotidov, sta izlocanje ILIP ob
aktivaciji z ATP v koncentracijski odvisnosti inhibirala peptida P9 in P10 (Sliki 23 in 24),
P7 pa le $ibko (Slika 21). Ob aktivaciji z drugimi aktivatorji peptida P9 in P7 nista imela
signifikantnega inhibitornega uc¢inka na izlo¢anje IL1J (Sliki 23 in 21). P10 je inhibiral
izlocanje IL1B tudi ob aktivaciji z nigericinom, vendar slabse (Slika 24). V primerjavi z
aktivacijo z ATP, kjer je bila 50 % inhibicija izlo¢anja IL1p dosezena ze pri 20 uM P10, je
pri nigericinu pri tej koncentraciji Sele prvi¢ zaznati rahle inhibitorne ucinke peptida P10.

Ce aktivatorji sprozajo sestavo inflamasoma preko skupnega mehanizma, bi pri¢akovali
enake inhibitorne u¢inke peptidov pri vseh aktivatorjih. Opazena odvisnost inhibitornega
ucinka peptidov od tipa aktivatorja morda nakazuje, da peptidi inhibirajo inflamasom nekje

na zacetni stopnji, ki Se ni skupna razli¢nim aktivatorjem.
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Slika 21: Vpliv peptida P7 na koncentracijo izlo¢enega IL1

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P7, navedenih v pM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najveéjem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3
paralelk.
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Slika 22: Vpliv peptida P8 na koncentracijo izlo¢enega IL1J

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P8, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpreéno vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3
paralelk.
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Slika 23: Vpliv peptida P9 na koncentracijo izlo¢enega IL1j
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Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razlicnih koncentracij peptida P9, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic
(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot kontrolo
drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, Kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3
paralelk.
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Slika 24: Vpliv peptida P10 na koncentracijo izlo¢enega IL1p

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P10, navedenih v pM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih
celic (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot
kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povprecno vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3
paralelk.
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Peptida P8 in P12 nista izkazovala inhibitornega uc¢inka na izlo¢anje IL1B pri nobenem od
testiranih aktivatorjev (Sliki 22 in 26), P7 in P11 pa Sibkega pri aktivaciji z ATP (P7, Slika
21) oz. z nigericinom (P11, Slika 25). Obstaja ve¢ moznih razlogov za odsotnost oz.
nesignifikantnost vpliva teh peptidov na inflamasom NLRP3. Peptidi izven konteksta
konformacije mati¢ne domene morda izgubijo svojo biolosko aktivnost in ne vezejo tar¢ s
tolik$no afiniteto kot v sklopu mati¢ne domene. Za funkcionalnost motivov Walker je na
primer zelo pomembna ohranjenost trodimenzionalne strukture (Walker in sod., 1982), ki
je pri peptidu P7, ki vsebuje motiv Walker A, izven konteksta NLRP3 lahko porusena.
Razlog za odsotnost vplivov je lahko tudi v specifiki vezave. Nobeden izmed peptidov P8,
P11 in P12 nima izrazitega naboja (Preglednica 17), zato morda niso sposobni tvorbe
elektrostatskih vezi ampak tvorijo le Sibkejse in manj specificne hidrofobne interakcije.
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Slika 25: Vpliv peptida P11 na koncentracijo izlocenega IL1

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptida P11, navedenih v pM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih
celic (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot
kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3
paralelk.
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Slika 26: Vpliv peptida P12 na koncentracijo izlocenega IL1

Beli stolpci prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem ob prisotnosti
razliénih koncentracij peptida P12, navedenih v pM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih
celic (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS (LPS), kot
kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in ustreznim aktivatorjem
(LPS+aktivator). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in
ustreznim aktivatorjem, kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem
volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povpre¢no vrednost s standardnim odklonom, izra¢unano iz 3
paralelk.
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4.3.2 Spremljanje vpliva peptidov na signalno pot NFxB

Med inhibitorji inflamasoma NLRP3 je peptid P9 v izraziti koncentracijski odvisnosti
inhibiral pot NFxB, peptid P10 pa je inhibitorni ucinek izkazoval le pri najvecji
koncentraciji. Peptidi P7, P8 in P11 niso imeli nobenega vpliva na pot NFxB. Peptid P12
pa je presenetljivo v izraziti koncentracijski odvisnosti dodatno aktiviral pot NF«kB (Slika
27).
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Slika 27: Vpliv peptidov iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami na pot NFkB na makrofagih RB

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 25 ng/mL LPS ob prisotnosti razli¢nih koncentracij
peptidov P7 - P12, navedenih v pM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih celic (0), kot
kontrolo prvega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 25 ng/mL LPS (LPS). Kot kontrolo
inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 25 ng/mL LPS, kjer je namesto peptidov prisoten
DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem volumskem delezu (DMSO). Prikazujemo povprec¢no vrednost s

standardnim odklonom, izracunano iz 3 paralelk.
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4.3.3 Spremljanje vpliva peptidov na inflamasom AIM2

Slika 28 prikazuje vpliv peptidov iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami na
koncentracijo izlo¢enega IL1B ob aktiviranem inflamasomu AIM2. Peptid P9 je v izraziti
koncentracijski odvisnosti inhibiral inflamasom AIM2 (Slika 28). Tudi peptid P10 je bil
rahlo inhibitoren (Slika 28). VVzrok za opazeno inhibicijo morda ti¢i v tem, da tako regije
NLRP3, iz katerih sta bila izbrana peptida P9 in P10, kot tudi senzorski protein AIM2
vezejo neko obliko nukleotidov: NLRP3 veze ATP, AIM2 pa dsDNA. Peptida P9 in P10 se
morda vezeta na domeno HIN senzorja AIM2, kamor se veze dsDNA (Fernandes-Alnemri
in sod., 2009) in preprecujeta povezavo med dsDNA in AIM2, ki je klju¢na za aktivacijo
tega inflamasoma. Zanimiv je tudi odziv inflamasoma AIM2 na peptid P12, ki je dodatno
stimuliral inflamasom. Peptidi P7, P8, P11 podobno kot na inflamasom NLRP3 tudi niso
izkazovali signifikantnega vpliva na inflamasom AIM2 (Slika 28).
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Slika 28: Vpliv peptidov iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami na inflamasom AIM2

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 1 pg/mL Poly(dA:dT) ob
prisotnosti razli¢nih koncentracij peptidov P7 - P12 navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv
nestimuliranih celic(0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS
(LPS), kot kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 1 pg/mL
Poly(dA:dT) (LPS+ Poly(dA:dT). Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo celice, stimulirane s 100
ng/mL LPS in 1 pg/mL Poly(dA:dT), kjer je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najvejem
uporabljenem volumskem delezu (DMSO).
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4.3.4 Spremljanje prezivelosti celic

Celice so dobro prezivele pogoje eksperimentov aktivacije inflamasoma NLRP3 in
inkubacije celic s peptidi iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami. Najnizja metabolna
aktivnost je bila okoli 80 % glede na kontrolo, kjer ni bil aktiviran inflamasom NLRP3
(Slika 29).
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Slika 29: Vpliv peptidov iz regij NLRP3 s patoloskimi mutacijami na metabolno aktivnost celic

Stolpci z vzorcem prikazujejo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 5 mM ATP ob prisotnosti
razli¢nih koncentracij peptidov P1 - P4, navedenih v uM. Kot kontrolo ozadja navajamo odziv nestimuliranih
celice (0), kot kontrolo prvega signala aktivacije odziv celic, stimulirane s 100 ng/mL LPS (LPS), kot
kontrolo drugega signala aktivacije pa odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 5 mM ATP (LPS+ATP).
Kot kontrolo inhibitornosti DMSO navajamo odziv celic, stimuliranih s 100 ng/mL LPS in 5 mM ATP, Kjer
je namesto peptidov prisoten DMSO, in sicer v najve¢jem uporabljenem volumskem delezu (DMSO).

Prikazujemo povprecno vrednost s standardnim odklonom, izracunano iz 3 paralelk.
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5 RAZPRAVA
5.1 ZELENE LASTNOSTI PEPTIDNIH INHIBITORJEV

Vecina znanih inhibitorjev inflamasoma NLRP3 inhibira poznejSe stopnje sestave
inflamasoma, ki so skupne ve¢ inflamasomom. Inflamasomi se namre¢ med scboj
razlikujejo v poteh sprozitve drugega signala, nato pa konvergirajo na stopnji povezave z
ASC o0z. na stopnji povezave s prokaspazo-1. Cilj te naloge je bil nacrtovati inhibitorje, ki
bi inflamasom NLRP3 inhibirali v ¢im bolj zgodnjih stopnjah njegove sestave, saj tu
obstaja najvecja verjetnost, da bo inhibicija zanj specifi¢na.

S terapevtskega stalica je za inhibitorje inflamasoma NLRP3 pomembno, da so u¢inkoviti
v ¢im nizjih koncentracijah, da inhibirajo aktivacijo preko vseh aktivatorjev NLRP3 in da
delujejo ¢imbolj specificno. Pri tem je zazeleno, da imajo ¢im manjsi vpliv na druge
inflamasome in na signalno pot NFkB. Vpliv na NFxB pot ni zaZelen, saj je NF«xB glavni
transkripcijski faktor, ki regulira izraZzanje genov za Stevilne citokine, kemokine, rastne
faktorje, receptorje, regulatorje apoptoze in druge transkripcijske faktorje, ki so udelezeni v
procese naravne imunosti. V tej magistrski nalogi smo kot potencialne inhibitorje
inflamasoma NLRP3 uporabili peptide, ki imajo zaradi svojega kemijskega znacaja velik
potencial za specifiéno vezavo na tarée. Veino peptidov smo naértovali tako, da so
njihove tarCe locirane na stopnjah sestave inflamasoma NLRP3 pred povezavo proteina
ASC s prokaspazo-1.

V eksperimentalnem delu te naloge smo ugotavljali, kako nacrtovani peptidi ustrezajo
zgoraj opisanim kriterijem (Preglednica 18). Inhibitorni potencial peptidov smo ugotavljali
z merjenjem koncentracije kon¢nih produktov aktivacije inflamasoma NLRP3 - citokinov
IL1B in IL18, in sicer z imunsko-encimskimi testi ELISA. Inhibitorni potencial peptidov
smo dolocali tudi z detekcijo aktivacije kaspaze-1, ki je odgovorna za zorenje citokinov,
pri ¢emer smo se posluzili Western prenosa. Za dolocanje specifi¢nosti vpliva peptidov na
inflamasom NLRP3 smo z enakimi metodami spremljali vpliv peptidov na Se enega
znanega predstavnika inflamasomov — inflamasom AIM2. Vpliv peptidov na pot NF«B pa
smo doloc¢ali na tri razlicne nacine, in sicer z dolo¢anjem koncentracije neposrednega
produkta poti NFkB — TNFa ter z dolo¢anjem aktivnosti encimov alkalna fosfataza in

luciferaza, katerih izraZanje je uravnavano s promotorjem, odzivnim na NF«kB.

Eksperimente spremljanja vpliva peptidov na inflamasom NLRP3 smo zasnovali tako, da
smo pri celicah z agonisti receptorjev TLR najprej sprozili prvi signal aktivacije
inflamasoma, pri ¢emer je priSlo do sinteze prekurzorjev citokina ILIP ter receptorja
NLRP3. Nato smo celice inkubirali v mediju z raztopljenimi peptidi, da so se ti lahko
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vezali na svoje tar¢e. Na koncu smo z dodatkom aktivatorjev inflamasoma sprozili Se drugi
signal, ki je sprozil sestavljanje inflamasoma in s tem aktivacijo kaspaze-1 ter posledi¢no
pretvorbo citokinskih prekurzorjev prolL1f in prolL18 v njihove zrele oblike.

Preglednica 18: Izvedba raziskave

Cilji Merjeni parametri Metoda

1. Inhibicija sestave Koncentracija IL13 ELISA

inflamasoma NLRP3 s Koncentracija IL18 ELISA

peptidi Prisotnost fragmenta p20 kaspaze-1 Western prenos

2. Vpliv peptidov na Koncentracija IL1p ELISA

inflamasoma AlM2

3. Vpliv peptidov na pot Koncentracija TNFa ELISA

NF«B Aktivnost alkalne fosfataze pod Uporaba makrofagov RAWBIue in
promotorjem za NFxB substrata QUANTIBIlue
Aktivnost luciferaze pod promotorjem Dvojni luciferazni test
za NFxB

5.2 INHIBITORNI POTENCIAL NACRTOVANIH PEPTIDOV

Izmed desetih nacrtovanih peptidov sta se kot najobetavnejSa inhibitorja inflamasoma
NLRP3 izkazala peptida P4 in P10, ki predstavljata najvec¢ji kompromis med zelenimi
lastnostmi za peptidne inhibitorje. Peptid P4 je predstavnik peptidov iz interakcijskih regij
in domnevno inhibira interakcije PYD-PYD med NLRP3 in ASC. Peptid P10 pa je
predstavnik peptidov iz oligomerizacijske/senzorske regije NACHT.

Oba peptida sta po aktivaciji inflamasoma NLRP3 v makrofagih inhibirala izlo¢anje IL1
in zorenje kaspaze-1, obenem pa nista izkazovala velikega vpliva na inflamasom AIM2 oz.
signalno pot NFkB, zaradi ¢esar imata po naSem mnenju najvecji potencial za nadaljnje
raziskave. Peptid P4 je izkazoval inhibitorni vpliv na izlocanje IL1J pri vseh testiranih
aktivatorjih, kar smo pricakovali, saj interakcije PYD-PYD, ki jih P4 domnevno moti,
nastopijo Sele po zaznavi aktivatorjev in oligomerizaciji NLRP3. Peptid P10 pa je bil pri
aktivaciji z ATP bolj inhibitoren kot pri nigericinu, kar morda nakazuje, da inhibitorno
deluje na neki zacetni stopnji aktivacije, ki ni skupna razli¢nim aktivatorjem.

Inflamasom NLRP3 so moc¢no inhibirali tudi peptidi P2, P3 in P9, vendar so imeli
inhibitoren vpliv tudi bodisi na inflamasom AIM2 bodisi na pot NFkB. Da peptidi verjetno
ne bodo delovali izklju¢no na inflamasom NLRP3 smo pravzaprav pri¢akovali. Peptida P2
in P3 izhajata iz domen PYD in CARD ASC, torej delujeta na stopnji vkljucitve proteina
ASC in prokaspaze-1 v inflamasom, ki je skupna ve¢ inflamasomom. Za ta dva peptida bi
bilo zanimivo preveriti Se vpliv na inflamasom NLRC4, ki se lahko sestavlja brez ASC.
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Peptid P3 ni imel vpliva na signalno pot NF«B, je pa inhibiral inflamasom AIM2, zato je
morda zanimiv s stalis¢a generalne inhibicije inflamasomov.

Presenetljiv je inhibitoren vpliv peptida P9, ki izhaja iz senzorske regije NLRP3, na
inflamasom AIM2. Glede na to, da izhaja iz proteina NLRP3, smo pri¢akovali, da bo
inhibiral le inflamasom NLRP3. Eden izmed razlogov za opaZeno inhibicijo inflamasoma
AIM?2 je morda v tem, da peptid P9 morda preprecuje vezavo dsDNA na senzorski protein
AIM2, saj vsebuje motiv za vezavo nukleotidov. Vsekakor bomo delovanje teh peptidov $e
raziskovali.

Inhibitorni potencial peptidov se je pokazal v mikromolarnem obmodju, in sicer pri
koncentracijah okoli 20-30 uM, kjer smo ga glede na naSe izkus$nje in literaturo tudi
pri¢akovali. Na poti peptidov do njihovih tar¢ prihaja do izgub. Nabiti peptidi se lahko
vezejo na druge nabite molekule npr. na LPS, Ki je negativno nabit, kratke peptide lahko
razgradijo proteaze. Vsi peptidi tudi ne preidejo celi¢cne membrane ali pa ostanejo ujeti v
njenem lipidnem dvosloju.

5.3 VPLIV EKSPERIMENTALNIH POGOJEV NA INHIBITORNI POTENCIAL
PEPTIDOV

Pri vsakem poskusu smo spremljali tudi metabolno aktivnost celic in inhibitorni potencial
DMSO, v katerem so bili raztopljeni peptidi. Ugotovili smo, da so celice dobro prezivele
eksperimente. V volumskih delezih, ki smo jih uporabljali pri eksperimentih, DMSO
ve¢inoma ni inhibiral inflamasoma. Opazili pa smo, da DMSO v kombinaciji z ATP v¢asih
deluje rahlo inflamatorno na koncentracijo izlocenega IL1B (npr. Slike 13, 25, 26). To
opazanje je v skladu z Ahn in sod. (2014), ki so s testiranjem supernatantov celic z
aktiviranim inflamasomom z Western prenosom pokazali, da DMSO lahko inhibitorno
deluje na izlocanje IL1p. Inhibitorni vpliv DMSO se je sicer pojavil Sele v volumskih
delezih nad 2 %, medtem ko smo v na$ih poskusih uporabljali najve¢ 0,6 % delez DMSO.
Skladno z nasimi opazanji pa je v njihovih rezultatih opaziti Sibkejse lise IL1p, kadar so
DMSO testirali v kombinaciji z ATP. Inhibitorna sposobnost DMSO bi lahko bila
povezana z njegovo vlogo antioksidanta oz. lovilca hidroksilnih radikalov, kot so ROSI,
znani intermediatni aktivatorji inflamasoma NLRP3 (Zhou in sod., 2011). DMSO naj bi
lovil in nevtraliziral ROS, s tem pa prepreceval aktivacijo inflamasoma NLRP3 (Ahn in
sod., 2014). Za DMSO je sicer znano, da inhibira pot NFxB, zato pojav inhibicije pri
kontrolah z DMSO pri eksperimentih, kjer smo ugotavljali vpliv peptidov na pot NFkB, ni
bil nepri¢akovan (Slika 17 spodaj).
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5.4 NADALJINJE DELO

V magistrski nalogi smo ovrednotili potencial peptidov kot inhibitorjev inflamasoma
NLRP3. Z nadaljnjimi poskusi bi se radi osredotocili na razvijanje njihove aplikativne
vrednosti, predvsem v smislu testiranja peptidov na biolosko bolj relevantnih modelih in
razvoju dostavnih mehanizmov. Peptide bomo na primer opremili s skupinami, Ki
omogocajo prehod krvno-mozganske bariere, kar bi imelo velik pomen predvsem na
podro¢ju razvoja terapij za nevrodegenerativne bolezni ali pa jih bomo zapakirali v
liposome.

Dokazati bo potrebno, da peptidi z miristinsko skupino lahko uspesno prehajajo
membrano. V ta namen bomo na peptide obesili fluorescenéne oznake, ki nam bodo
omogocile lokalizacijo peptidov v celici. Za neposredni dokaz vezave peptidov na njihove
proteinske tarée se bomo posluzili koimunoprecipitacije. Osvetlili bi radi tudi sekundarno
strukturo, ki jo peptidi zavzemajo v raztopini, in sicer z uporabo cirkularnega dikroizma.
Sposobnost peptidov, da zavzemajo strukturo vijacnice, je namre¢ dober indikator, da
peptidi dobro posnemajo starSevsko strukturo in s tem omogocajo biolosko relevatne
interakcije.

Odprtih je torej veliko moznosti za nadaljnji razvoj inhibitorjev inflamasoma NLRPS3.
Glede na odkrivanje vpletenosti inflamasoma NLRP3 v patofiziologijo cedalje veé
pogostih bolezni ter nekaterih redkih dednih bolezni, je razvoj terapevtikov, ki bi
specifi¢no inhibirali sestavo inflamasoma NLRP3 in ne le blazili u¢inkov proinflamatornih
citokinov, izrednega pomena.
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6 SKLEPI

e Na podlagi kristalnih zgradb smo nacrtovali peptide P1-P4, ki posnemajo
interakcijske regije PYD in CARD vezavnih partnerjev v inflamasomu NLRP3.

e Nacrtovali smo tudi peptide P7-P12, ki posnemajo predele regije NACHT NLRP3,
kjer se nahajajo pomembni motivi za vezavo nukleotidov in kjer se pojavljajo
patoloske mutacije, ki se odrazajo v kriopirinopatijah.

e Izmed desetin nacrtovanih peptidov sta se kot najobetavnejSa inhibitorja
inflamasoma NLRP3 izkazala peptida P4 in P10.

e Peptida P4 in P10 izkazujeza inhibitorni vpliv na inflamasom NLRP3 v
mikromolarnih koncentracijah in sta najbolj specifi¢na, saj izmed vseh peptidnih
kandidatov izkazujeta najmanjSi vpliv na glavno signalno pot naravne imunosti
NF«B in na druge inflamasome kot je AIM2.

e Peptida P4 in P10 oba izhajata iz senzorja NLRP3, P4 iz njegove interakcijske
domene PYD, P10 pa iz njegove senzorske/oligomerizacijske domene NACHT. S
tem smo potrdili naso hipotezo, da peptidi lahko inhibitorno delujejo bodisi z
motenjem interakcij v procesu sestave inflamasoma, bodisi z motenjem zaznave
aktivatorjev oz. oligomerizacije NLRP3.

e S stalis¢a splosne inhibicije inflamasomov je zelo obetaven tudi peptid P3 iz
domene PYD proteina ASC, ki inhibira inflamasoma NLRP3 in AIM2, ne pa tudi
poti NFkB.

e Peptida P2 iz domene CARD proteina ASC in P9 iz domene NACHT proteina
NLRP3 sicer najucinkoviteje inhibirata inflamasom NLRP3, vendar moc¢no
inhibirata tudi pot NFkB in inflamasom AIM2, kar zmanjsuje njun terapevtski
potencial.

e Celice dobro prezivijo inkubacijo s peptidi oz. eksperimentalne pogoje izvedenih
eksperimentov.
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7 POVZETEK

Za Cedalje ve¢ pogostih bolezni danasnje dobe ugotavljajo, da je v njihovo patofiziologijo
vkljuCen inflamasom NLRP3. Alzheimerjeva bolezen, sladkorna bolezen tipa I,
ateroskleroza, azbestoza in hiperholesteremija so vse bolezni, pri katerih se v telesu
Kroni¢no nalagajo raznovrstne snovi od kristalov do proteinskih agregatov in aktivirajo
inflamasom NLRP3. Inflamasom NLRP3 je supramolekularni kompleks, ki se obi¢ajno
sestavi znotraj celic kot odziv na okuzbo in preko encima kaspaze-1 sproZi zorenje
glavnega proinflamatornega citokina IL1p. Inflamasom NLRP3 pod takSnimi pogoji deluje
kot obrambni mehanizem organizma, ki je sposoben ucinkovito zatreti infekcijo. Pri zgoraj
omenjenih boleznih in pri nekaterih redkejSih avtoimunskih boleznih kot so periodi¢ni
vro¢inski sindromi v povezavi s kriopirinom, pa je inflamasom NLRP3 aktiviran v
sterilnem stanju in prispeva k napredovanju bolezni.

Za aktivacijo inflamasoma NLRP3 sta potrebna dva signala. Prvi signal predstavlja vezava
PAMP na receptorje TLR in posledi¢na aktivacija transkripcijskega faktorja NFxB, Ki
sprozi prepisovanje prekurzorja IL1p ter senzorskega proteina NLRP3. Drugi signal sprozi
zaznava raznovrstnih aktivatorjev (ATP, ROS, nigericin, urat, aluminijeve soli ipd.) po Se
nepojasnjenem mehanizmu preko senzorskega proteina NLRP3. Drugi signal se odrazi v
zaporednem povezovanju in oligomerizaciji ve¢ proteinov v inflamasomski kompleks.
NLRP3 se poveze z adapterjem ASC, ta pa s prokaspazo-1, od katere se odcepi aktivna
kaspaza-1, ki cepi prekurzorje IL1B v aktivno obliko. Proteini se v inflamasom povezujejo
preko homotipnih interakcij PYD-PYD o0z. CARD-CARD med domenami PYD oz. CARD
proteinov udelezenih v inflamasomu. Interakcije PYD-PYD in CARD-CARD pretezno
temeljijo na elektrostatskem privliaku med nasprotno nabitimi predeli na domenah PYD oz.
CARD vezavnih partnerjev.

Za uspesno zdravljenje bolezni, v katere je vkljucen inflamasom NLRP3 je med drugim
kljunega pomena zajezitev njegove aktivacije. Obstojeci inhibitorji inflamasoma NLRP3
delujejo Sele v poznih stopnjah njegove sestave, ki niso specifi¢ne za inflamasom NLRP3,
ampak potekajo tudi pri drugih vrstah inflamasomov, ki v patologijo bolezni niso
vkljuceni. V tej magistrski nalogi smo Zeleli ovrednotiti potencial peptidov kot inhibitorjev
inflamasoma NLRP3. V ta namen smo nacrtovali dve vrsti peptidov: peptide P1, P2, P3 in
P4, ki posnemajo motive iz interakcijskih regij PYD in CARD proteinov inflamasoma ter
peptide P7, P8, P9, P10, P11 in P12, ki posnemajo regije NLRP3, kjer se pojavljajo
pomembni motivi za vezavo nukleotidov in mutacije, ki povzrocajo periodi¢ne vro¢inske
sindrome v povezavi s kriopirinom. Peptide P7-P12 smo izbrali iz regije NACHT oz. NAD
NLRP3. Peptide smo za prehod celi¢ne membrane opremili z miristinsko skupino.
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Inhibitorni potencial peptidov na inflamasom NLRP3 smo ugotavljali z inkubacijo
razli¢nih vrst celic z aktivatorji prvega signala aktivacije inflamasoma (LPS), z razli¢nimi
koncentracijami nacrtovanih peptidov in razlicnimi aktivatorji drugega signala
inflamasoma. Na supernatantih teh celic smo nato z imunsko-encimskimi testi spremljali
koncentracijo citokinov IL1 in IL18. Prav tako smo z Western prenosom spremljali tudi
aktivacijo kaspaze-1. Da bi preverili specifiénost inhibitornega ucinka peptidov za
inflamasom NLRP3, smo preverili tudi vpliv peptidov na inflamasom AIM2 in na glavno
signalno pot naravne imunosti — pot NFkB.

Izmed desetih nacrtovanih peptidov sta se kot najobetavnejSa inhibitorja inflamasoma
NLRP3 izkazala peptida P4 in P10. Peptid P4 izhaja iz PYD NLRP3 in po nasih
predpostavkah moti interakcije PYD-PYD med NLRP3 in ASC. Peptid P10 izhaja iz
oligomerizacijske domene NLRP3 NACHT in vsebuje pomemben motiv za vezavo
nukleotidov. Predpostavljamo, da P10 inhibira bodisi oligomerizacijo NLRP3 bodisi
vezavo nukleotidov na NLRP3 in s tem prepreci sprozenje sestave inflamasoma. Peptida
P4 in P10 sta bila inhibitorna v mikromolarnem obmoc¢ju in najbolj specifi¢na, saj izmed
vseh peptidnih kandidatov izkazujeta najman;jsi vpliv na inflamasom AIM2 in pot NF«kB.
Inflamasom NLRP3 sta inhibirala tudi peptida P2 in P3 iz domen PYD in CARD ASC ter
peptid P9, iz NACHT NLRP3, ki podobno kot P10 vsebuje pomembno mesto za vezavo
nukletidov. Ker pa so ti peptidi inhibirali tudi bodisi inflamasom AIM2 bodisi pot NF«kB,

so 1z terapevtskega staliSCa manj primerni.

V prihodnje nacrtujemo Se vrsto eksperimentov, s katerimi Zelimo dodatno potrditi
inhibitorno delovanje peptidov na inflamasom NLRP3, hkrati pa se posvetiti razvijanju
njihove aplikativne vrednosti. Razvoj ucinkovitih specifi¢nih inhibitorjev inflamasoma
NLRP3 ima namre¢ velik potencial za nacrtovanje terapij za nekatere vse pogosteje
pojavljajoce se neozdravljive bolezni.
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