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STRESZCZENIE

Wstep. Apoptoza neutrofiléw (PMN) zachodzi z udziatem
biatek rodziny Bcl-2, ktére kontrolujg przepuszczalnos$¢
zewnetrznej btony mitochondrialnej. Biatka tej rodziny
podlegaja regulacji przez rézne czynniki, m.in. cytokiny.
Wczedniejsze obserwacje wiasne wskazuja na relacje miedzy
nasileniem apoptozy a ekspresja receptora TLR2 w komér-
kach stymulowanych IL-17.

Celem zaplanowanych badan byto zbadanie wptywu rhiL-17
na wybrane biatka rodziny Bcl-2 szlaku wewnatrzkomérko-
wego, takich jak: proapoptotyczne biatko Bax i antyapop-
totyczne biatko Mcl-1 w relacji do ekspresji receptora TLR2.
Odniesieniem do analizowanych wynikéw byto zbadanie
wptywu fMLP na oceniane parametry.

Materiat i metoda. Badania przeprowadzono na izolowanych
z krwi obwodowej ludzkich PMN. Apoptoze oceniano metoda
cytometrii przeptywowej, natomiast ekspresje TLR2, Bax oraz
Mcl-1 oznaczano metoda Western blot.

Wyniki i wnioski. Uzyskane wyniki wykazaty, ze nasilona
apoptoza neutrofilow zalezy w sposéb bezposredni od
wptywu rhlL-17 na badane biatka szklaku wewnetrznego
i prawdopodobnie w sposéb zalezny od receptora TLR2.
Obserwowane zmiany ekspresji Bax zaréwno pod wptywem
fMLP, jak i rhiL-17 podkreslajg istotna role tego biatka w re-
gulacji apoptozy neutrofiléw.

Stowa kluczowe: PMN, rhlL-17, Bax, Mcl-1, TLR2

ABSTRACT

Introduction. Neutrophils (PMNs) apoptosis occurs involving
proteins of the Bcl-2 family, which control the permeability
of the outer mitochondrial membrane. Proteins of this family
are regulated by various factors, among others cytokine. Early
observations of their own show the relationship between
increased apoptosis and expression of Toll-like receptor
(TLR2) in these cells stimulated by IL-17.

The aim of the planned study was to investigate the effect of
rhiL-17 on selected proteins of the Bcl-2 family, such as: the
proapoptotic Bax protein and antiapoptotic Mcl-1 protein in
relation to the expression of TLR2 receptor. Reference to the
analysed results was to investigate the influence of fMLP on
estimated parameters.

Material and method. The study was conducted on human
PMN isolated from peripheral blood. Apoptosis was assessed
by cytometry, and the expression of TLR2, Bax, and Mcl-1 was
estimated by Western blot.

The results and conclusions. The results have shown that
the enhancement of neutrophils intense apoptosis depends
directly from the effect of rhiL-17 and probably indirectly
on TLR2 receptor. The observed changes in the expression
of Bax both under the influence of fMLP and rhIL-17 stress
the important role of this protein in regulating neutrophils
apoptosis.

Keywords: PMN, rhiL-17, Bax, Mcl-1, TLR2
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Wstep

Apoptoza neutrofiléw jest aktywnym, uporzadkowanym
procesem pozwalajacym utrzymac prawidiows liczbe
tych komoérek w organizmie. Programowana $mier¢
neutrofiléw moze zachodzi¢ na drodze zewnatrzko-
morkowej zaleznej od receptoréw nadrodziny TNF
lub wewnatrzkomoérkowej, zaleznej od mitochondrium
[1]. Wewnatrzkomdrkowy szlak apoptozy neutrofilow
jest regulowany przez biatka rodziny Bcl-2, dziatajace
antyapoptotycznie, takie jak Mcl-1, Bcl-xL i Al oraz
biatka dzialajace proapoptotycznie, takie jak Bax i Bad
[1,2]. Réwnowaga pomiedzy nimi jest jednym z istotnych
elementéw homeostazy tych komorek.

Biatka rodziny Bcl-2 kontrolujg przepuszczalnosé
zewnetrznej blony mitochondrium, m.in. przez wplyw na
otwieranie lub zamykanie kanalu VDAC (kanaf anionowy
zalezny od napiecia). Sygnal indukujacy przepuszczalnosé
blony mitochondrialnej powoduje zaréwno cytozolowy
Bax, jak i Bax znajdujacy si¢ przy blonie mitochondrialne;j.
Biatko to ulega homooligomeryzacji i jako multimer zostaje
wprowadzone w zewnetrzng blone mitochondrialng. Oli-
gomeryzacje Bax wywoluje inne proapoptotyczne bialtko
Bid, ktére wczesniej zostaje rozszczepione przez kaspaze 8
lub kaspaze 10 do postaci ,,skroconej” (t-Bid). Po interakeji
z t-Bid, Bax zmienia potencjal btonowy mitochondrium,
powodujac uwalnianie cytochromu c oraz innych biatek
apoptogennych, takich jak: Smac/DIABLO, proteaza se-
rynowa HtrA2/Omi oraz prowadzi do aktywacji kaspazy
9 i kolejnych kaspaz efektorowych [2,3].

Badania wielu autoréw wykazaly w neutrofilach silna
ekspresje bialka Bax oraz niskg Mcl-1 ocenianych w wa-
runkach fizjologii. Zréznicowana ekspresja tych biatek,
jak réwniez dlugi okres péttrwania proapoptotycznego
biatka Bax i krotki antyapoptotycznego biatka Mcl-1
moga by¢ przyczyna krétkiego czasu zycia tych komo-
rek [4]. Ponadto, obecnos¢ w mikrokrazeniu czynnikéw
wewnetrznych, takich jak cytokiny moze wptywa¢ na stan
réwnowagi miedzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi
rodziny Bcl-2, a tym samym regulowac apoptoz¢ neutro-
filow. Wiekszo$¢ cytokin powoduje opdznienie apoptozy
neutrofiléw, natomiast prozapalnie dziatajaca IL-17
nasila ich apoptoze [5,6]. Wczesniejsze badania wlasne
réwniez wykazaly, ze cytokina ta zwigksza liczbe neutro-
filow apoptotycznych [7]. Jednoczesnie zaobserwowano
zwiazek pomiedzy zwigkszona apoptoza tych komoérek
a nasilong ekspresja receptora Toll like typu 2 (TLR2).
Receptor ten pelni niezwykle wazng role w rozpoznaniu
bakteryjnych lipoprotein (BLPs), po zwigzaniu ktérych
prowadzi do pobudzenia neutrofiléw poprzez aktywacje
czynnikéw transkrypcyjnych [8]. Ponadto wykazano, ze
TLR2 posiada domene $mierci FADD, ktéra uczestniczy
w procesie pobudzenia apoptozy komoérek na drodze
zewnetrznej [7,8].

Biorac pod uwage fakt, iz rhIL-17 odgrywa wazng
role w regulacji apoptozy neutrofiléw celem podjetych

Introduction

Neutrophil apoptosis is an active, orderly process
allowing to maintain a proper number of cells in an
organism. Neutrophils’ programmed death may occur
in an extracellular way dependent on the superfamily
TNF receptors, or in an intracellular mitochondrion
- dependent way [1]. Intracellular neutrophil apoptosis
pathway is regulated by the Bcl-2 family of proteins which
have an antiapoptotic activity, such as Mcl-1, Bcl-xL and
A1, as well as by the proteins which have a proapoptotic
activity, such as Bax and Bad [1,2]. The equilibrium
between them is one of the essential elements of the cell
homeostasis.

The Bcl-2 family of proteins control the mitochondrial
outer membrane permeability by, among others, influencing
the opening and closing of VDAC channel ( voltage-
dependent anion channel ). The signal which induces
the mitochondrial membrane permeability is caused
both by citosol Bax and by the mitochondrial membrane
Bax. The protein undergoes homooligomerization and
as a multimer it is inserted into the mitochondrial outer
membrane. Bax oligomerization is induced by another
proapoptotic protein, such as Bid, which is earlier cleaved
by caspase-8 or caspase-10 into its “shortened” form (t-Bid).
After its interaction with t-Bid, Bax changes mitochondrial
membrane potential, causing the release of cytochrome c
and other apoptogenic proteins, such as : Smac/DIABLO,
serine protease HtrA2/Omi and results in the activation of
caspase-9 and successive effector caspases [2,3].

The research of many authors has revealed that there
is a strong expression of Bax and a low of Mcl-1 proteins
in neutrophils, estimated in the conditions of physiology.

The differentiated expression of these proteins,
as well as a long period of semi-duration of Bax — a
proapoptotic protein, and a short one of Mcl-1 an
antiapoptotic protein, may be the cause of a short
lifespan of these cells [4]. Moreover, the occurrence of
intrinsic factors in microcirculation, such as cytokines,
may influence the state of balance between proapoptotic
and antiapoptotic proteins of the Bcl-2 family, and thus
regulate neutrophil apoptosis. The majority of cytokines
result in a delay of neutrophils’ apoptosis, whereas IL-
17 with its proinflammatory activity intensifies their
apoptosis [5,6]. The previous research of the authors of
the study has also shown that this cytokine increases the
number of apoptotic neutrophils [7]. And simultaneously,
arelationship between the cells’ increased apoptosis and
an intensified expression of Toll-like receptor 2 (TLR2)
has been observed. This receptor plays an extremely
important role in the bacterial lipoproteins’ recognition
(BLPs), and after their binding it results in neutrophils’
stimulation by the activation of transcription factors [8].
Moreover, it has been shown that TLR2 possesses FADD
death domain, which participates in the cell apoptosis
stimulation process in an external way [7,8].
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badan byta ocena wplywu tej cytokiny na wybrane biatka
rodziny Bcl-2 szlaku wewnatrzkomoérkowego, takich jak.:
proapoptotyczne biatko Bax i antyapoptotyczne biatko
Mcl-1 w relacji do ekspresji receptora TLR2.

Materiat i metoda

Badaniem objeto 20 zdrowych oséb dobrowolnych
dawcow krwi w wieku od 22 do 40 lat ($rednia 34 lat).
PMN byly izolowane z krwi obwodowej przy uzyciu
Gradisolu G - 1,115g/ml wg Zemana i wsp. [9]. Zawiesina
granulocytéw zawierata $rednio ok. 95% neutrofilow,
co oceniano w preparatach barwionych metoda May-
-Griinwalda-Giemsy. Zywotno$¢ komérek byta oceniana
bekitem trypanu i wynosita $rednio 98%. Komorki o ste-
zeniu 5x10° kom/ml zawieszano w podlozu hodowlanym
(RPMI-1640, 10% surowica wlasna, 10 U/ml penicylina,
50 ng/ml streptomycyna) i inkubowano w mikroptytkach
w temperaturze 37°C, w inkubatorze z przeptywem 5%
CO, (NUAIRE™) przez 4 i 20 godzin. Do stymulacji
komorek zastosowano: fMLP (N-formylo-metionylo-
-leucylofenyloalanina) (50 ng/ml), rhIL-17 (50 ng/ml)
oraz anty-IL-17A (1:1000).

Apoptoza
Apoptoze neutrofildéw oceniano metoda cytometrii
przeplywowej z uzyciem Annexyny V ijodku propidyny
(PI) bezposrednio po izolacji, jak i po 4 i 20 godzinach.
Neutrofile zawieszono w buforze (10 mM HEPES/NaOH,
pH7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2) i dodano 5 pl
Annexin-V FITC i 10 pl Propidium Iodide Buffer. Ko-
morki inkubowano przez 15 minut w ciemno$ci w temp.
pokojowej i poddano analizie fluorymetrycznej na cyto-
metrze przeptywowym Coulter Elite FACSCAN (Francja)
zaopatrzonym w filtry (488 nm ekscytacji i 530 nm emisji)
dla stosowanych barwnikéw. Wyniki przedstawiono jako
odsetek komorek o cechach apoptotycznych.

Aneksyna V (Annexin V-FITC) zwigzana chemicznie
z tioizocyjaninem wigze sie specyficznie z fosfatydylose-
ryna i umozliwia detekcje wezesnych etapdw apoptozy.
Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej jodku propidyny
(PI) pozwala jednocze$nie bada¢ integralno$¢ blony
komérkowej. PI wnika do wnetrza komorki, wigze sie
z kwasami nukleinowymi i po wzbudzeniu w $wietle
niebieskim (A = 420 nm) $wieci na czerwono-pomaran-
CZOWO.

Western blot

Po usunieciu nadsaczu z hodowli PMN zawiesiny ko-
morkowe ptukano schtodzonym PBS-em, zawieszano
w TRIS-CI pH 7,5 a nastepnie poddawano lizie przez
sonifikacje. W homogenatach komérkowych oznaczano
biatko metoda Lowryego. Uzyskany material zawieszano
w buforze Laemliego. Cytoplazmatyczng frakcje bialek
poddawano elektroforezie w zelu poliakryloamidowym
(SDS-PAGE). Miejsca niespecyficznie wigzace blokowano

Taking into account the fact that rhIL-17 plays a key
role in neutrophil apoptosis regulation, the purpose of
the conducted study was to assess the influence of this
cytokine on the selected proteins of the Bcl-2 family of
the intracellular pathway, such as : Bax —a proapoptotic
protein and Mcl-1 an antiapoptotic protein in relation to
the expression of TLR2 receptor.

Material and method

The studies were carried out on 20 healthy subjects,
voluntary blood donors, from 20 to 40 years of age ( the
mean age 34). PMNs were isolated from peripheral blood
using Gradisol G - 1,115g/ml according to Zeman and co-
authors [9]. The granulocyte suspension contained about
95% of neutrophils, which was assessed in preparations
stained according to May Griinwald-Giemsa method.
The cell viability was assessed by trypan blue staining
and it amounted to 98% on average. The cells with the
concentration of 5x10° cells/ml were suspended in the
culture medium (RPMI-1640, 10% own serum, 10U/ml
penicillin, 50 ng/ml streptomycin) and were incubated
in microplaques at 37°C, in an incubator with the flow of
5% CO, (NUAIRE™) for 4 to 20 hours. To stimulate the
cells fMLP (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine)
(50 ng/ml), rhIL-17 (50 ng/ml) and anti-IL-17A (1:1000)
were applied.

Apoptosis

Neutrophils” apoptosis was assessed by the flow cytometry
method using Annexin V and Propidium Iodide (PI)
directly after isolation, as well as after 4 to 20 hours.
Neutrophils were suspended in the buffer (10 mM HEPES/
NaOH, pH7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2) and 5
ul Annexin-V FITC and10 pl Propidium Iodide Buffer
were added.

The cells were incubated for 15 minutes in the
darkness at room temperature, and fluorometric analysis
was applied using the Coulter Elite FACSCAN flow
cytometer ( France ) equipped with the filters ( excitation
488 nm and emission 530 ) for the used dyes.

The results were shown as the percentage of cells with
apoptotic features.

Annexin V - FITC chemically bound with
thioisocyanate, binds specifically with phosphatidylserine
and enables the detection of early stages of apoptosis.
The addition of Propidium Iodide (PI) to the incubation
mixture allows at the same time to examine the integrity
of the cell membrane. PI penetrates the cell’s interior,
binds with nucleic acids, and after excitation in the blue
light (\ = 420 nm) it shines red and orange.

Western blot

After removal of the supernatant from the PMN culture,
the cell suspensions were rinsed with refrigerated PBS,
suspended in TRIS-CL pH 7,5 ; and next they were subject
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przez 1 godzing buforem zawierajacym kaseing (TBS/
Caseine-Tween 20), a nastepnie trzykrotnie ptukano roz-
tworem TBS-Tween 20. Rozdzielone biatka przeniesiono
na nitroceluloze (0,45 um) i inkubowano przez 20 godzin
z pierwszorzednymi monoklonalnymi przeciwciatami
anty-Bax, anty-Mcl-1 i anty-TLR2. Nastepnie membrang
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing
z mysimi przeciwciatami anty-IgG znakowanymi fosfa-
taza alkaliczng. Immunoreaktywne prazki biatek Bax,
Mcl-1 i TLR2 byty wybarwiane przy uzyciu substratu
BCIP/NBT, a nastepnie analizowane z wykorzystaniem
oprogramowania LabImage 1 Gel, natezenie prazkow
zostalo przedstawione w jednostkach umownych.

Statystyka

Analize statystyczna przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne (x) i odchylenia standardowe (+SD, standard
deviation) poprzedzone oceng statystyczng za pomocg
testu Kolmogorowa-Smirnova. Dokonano obliczen testem
U’Manna-Withneya przy uzyciu pakietu statystycznego
Statistica 6.0 PL. Znamienno$¢ statystyczng przyjeto na
poziomie istotnosci przy p<0,05. Na przeprowadzenie
badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku.

Wyniki
Apoptoza neutrofiléow oceniana metoda cytometrii
przeplywowej
Zaobserwowano istotny wzrost odsetka neutrofiléw
apoptotycznych oceniany po 4 godzinach inkubacji. Wy-
dluzenie czasu inkubacji do 20 godzin zwiekszyto liczbe
neutrofiléw apoptotycznych w poréwnaniu do wartosci
uzyskanych po 4 godzinach inkubacji (Ryc. 1).
Inkubacja neutrofiléw w obecno$ci rhIL-17 nasi-
lita odsetek komoérek apoptotycznych w poréwnaniu
do komorek niestymulowanych, ocenianych po 4 i 20
godzinach (Ryc. 1). Ponadto zaobserwowano istotny spa-
dek odsetka w komdrkach inkubowanych jednoczes$nie
z thIL-17 oraz anty-IL-17A w poréwnaniu do komdrek
niestymulowanych ocenianych w tym samym czasie i byt
on poréwnywalny do odsetka komdrek niestymulowa-
nych ocenianych w tym samym czasie (Ryc. 1).
Natomiast inkubacja komoérek z fMLP zmniejszyla
odsetek neutrofiléw apoptotycznych w poréwnaniu do
komoérek niestymulowanych w tym samym czasie (Ryc. 1).
Wykres punktowy ,,dot plot” oceniajacy cytome-
trycznie przezywalno$¢ komorek (apoptoza, nekroza)
barwigcych si¢ Annexin V (A) i/lub jodkiem propidyny
(PI) (I). Diagram oceniajacy apoptoze PMN inkubowa-
nych z rhIL-17 (a), diagram oceniajacy PMN wybarwione
Annexin V (b) i jodkiem propidyny (c). Zidentyfikowano
cztery populacje komorek: niebarwiace sie zadnym
odczynnikiem [zZywe (A-/PI-)- numer 3]; barwiace
si¢ jedynie jodkiem propidyny [komorki nekrotyczne
i/lub ciatka apoptotyczne (A-/PI+)numer 1]; barwiace sie

to lysis through sonication. The protein was estimated
in the cell homogenates, with an application of Lowry’s
method. The obtained material was suspended in Laemli’s
buffer. The cytoplasmic proteins’ fraction was subject to
electrophoresis in polyacrylamide gel (SDS-PAGE). The
sites binding in an unspecific way were blocked for 1
hour with the buffer containing caseine (TBS/Caseine-
Tween 20), and next they were rinsed three times in the
TBS-Tween 20 solution. The separated proteins were
transferred on nitrocellulose ( 0,45 um) and incubated
for 20 hours with primary monoclonal antibodies such as
anti-Bax, anti-Mcl-1 and anti-TLR-2. Next the membrane
was incubated at room temperature for 1 hour with mouse
antibodies anti-IgG marked by alkaline phosphatase. The
immunoreactive striae of the proteins Bax, Mcl-1 and
TLR2 were stained with an application of BCIP/NBT
substrate, and then they were analysed with an application
of LabImage 1Gel programme, the intensity of the striae
was presented in conventional units.

Statistics

The statistical analysis was presented as arithmetic means
(x) and standard deviations (+ SD) were preceded by
the statistical evaluation with an application of the
Kotmogorow-Smirnov test. The calculations were made
using the Mann-Whitney U test with an application of the
statistical package Statistica 6.0 PL. Statistical significance
was chosen on the level of significance p<0,05. The
approval to conduct the studies was given by the Bioethics
Commission of the Medical University in Bialystok.

Results
Neutrophil apoptosis was evaluated by flow cytometry.

An essential increase in the percentage of apoptotic
neutrophils, evaluated after 4 hours of incubation, was
observed. The prolongation of the incubation time to 20
hours increased the number of apoptotic neutrophils,
in comparison with the values obtained after 4 hours of
incubation (Fig. 1).

Neutrophils’ incubation in the presence of rhIL-
17 intensified the percentage of apoptotic cells, in
comparison with unstimulated cells, evaluated after 4 to
20 hours (Fig. 1). Moreover, an essential decrease in the
percentage of the cells incubated simultaneously with
rhIL-17 and anti-IL-17A was observed, in comparison
with unstimulated cells evaluated in the same time, and
it was comparable to the percentage of unstimulated cells
evaluated in the same time (Fig. 1).

On the other hand, the cells’ incubation with fMLP
decreased the percentage of apoptotic neutrophils, in
comparison with unstimulated cells in the same time
(Fig. 1).

The dot plot assessing cytometrically the survival
rate of cells (apoptosis, necrosis) staining with Annexin
V (A) and/or Propidium Iodide (PI).
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¥ - roznice istotne statystycznie pomiedzy PMN po bezposredniej izolacji i PMN po inkubacji — statistically significant differences
between PMNs directly after their isolation and PMNs after their incubation
a - roznice istotne statystycznie pomiedzy PMN niestymulowanymi i stymulowanymi —statistically significant differences between

stimulated and unstimulated PMNs

b - réznice istotne statystycznie pomiedzy PMN stymulowanymi rhll-17 a PMN inkubowanymi z rhil-174+anty-IL-17A — statistically
significant differences between PMNSs stimulated by rhiL-17 and PMNs incubated with rhlL-17+ anti-IL-17A

Ryc. 1. Apoptoza neutrofiléw oceniana metoda cytometrii przeptywowej
Fig. 1. Neutrophil apoptosis evaluated with an application of the flow cytometry method

w roznym stopniu aneksyna V [komérki apoptotyczne
we wezesnym stadium apoptozy (A+/PI-)-numer 4];
komorki barwiace si¢ jednoczes$nie oboma odczynnikami
[komorki w stadium poznej apoptozy i/lub nekrozy (A+/
PI+)-numer 2]. Wartosci odsetka neutrofiléw apoptotycz-
nych w hodowli po 4 i 20 godzinach (II).

Ekspresja TLR2 w lizatach neutrofilow

W lizatach neutrofiléw inkubowanych przez 4 i 20 godzin
wykazano metoda western blot ekspresje biatka TLR2
o masie czasteczkowej okolo 90 kDa. Zaobserwowano, ze
ekspresja tego biatka w niestymulowanych neutrofilach
inkubowanych przez 20 godzin byta wyzsza w poréw-
naniu do ekspresji w neutrofilach inkubowanych przez

The diagram evaluating the apoptosis of PMNs
incubated with rhIL-17 (a) The diagram evaluating PMNs
stained with Annexin V (b) and with Propidium Iodide
(c) Four cell populations were identified: those which
do not stain with any reagent [living (A-/PI)-number
3]; stained only with Propidium Iodide [necrotic cells
and/or apoptotic bodies (A-/PI+) number 1]; stained
in a different degree with Annexin V [apoptotic cells in
the stage of early apoptosis (A+/PI-)-number 4], cells
stained simultaneously with both reagents [ cells in the
stage of late apoptosis and/or necrosis ( A+/PI+)-number
2]. The percentage values of the apoptotic neutrophils in
the culture after 4 and 20 hours (II).
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significant differences between PMNs stimulated by rh-IL17 and incubated with rhiL-17+anti-IL-17 A

Ryc. 2. Analiza Western blot dla TLR2 w PMN po 4 i 20 godzinach hodowli PMN
Fig. 2. The Western blot analysis for TLR2 in PMNs after 4 and 20 hours of PMNs culture

4 godziny. Wzrost ekspresji TLR2 obserwowano réwniez
w PMN stymulowanych rhIL-17 i fMLP w poréwnaniu do
komérek niestymulowanych ocenianych w tym samym
czasie inkubacji. Natomiast ekspresja TLR2 w PMN in-
kubowanych rhIL-17 oraz z przeciwcialami anty-IL-17A
byta nizsza w poréwnaniu do komérek stymulowanych
rhIL-17 ocenianych po 20 godzinach inkubacji (Fig. 2).

Ekspresja Bax i Mcl-1 w lizatach neutrofiléw

Wykorzystujac specyficzne przeciwciala monoklonalne
w lizatach neutrofiléw inkubowanych przez 4 i 20 godzin
metoda western blot potwierdzono obecno$¢ wewnatrz-
komorkowego biatka Bax o masie czasteczkowej okoto 21

The expression of TLR2 in lysates

of neutrophils

In lysates of neutrophils incubated for 4 and 20 hours
the expression of TLR2 - a protein, with its molecular
weight of about 90kDa, was revealed by the Western blot
method. It was observed that the expression of this protein
in unstimulated neutrophils incubated for 20 hours was
higher in comparison with the expression of neutrophils
incubated for 4 hours. An increase in TLR2 expression was
also observed in PMNs stimulated by rhIL-17 and fMLP
in comparison with the unstimulated cells evaluated in
the same time of the incubation. On the other hand, the
expression of TLR2 in PMNs incubated with rhIL-17 and
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Ryc. 3. Analiza Western blot dla biatka Bax i Mcl-1 w PMN
Fig. 3. The Western blot analysis of Bax and Mcl-1 proteins in PMNs
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kDa oraz biatko Mcl-1 o masie czgsteczkowej okolo 40
kDa. Ekspresja obu bialek byta silniejsza w neutrofilach
inkubowanych przez 20 godzin w poréwnaniu do komo-
rek inkubowanych przez 4 godziny. Obecnos¢ rhIL-17
nasilita, natomiast fMLP obnizyta ekspresje biatka Bax
w lizatach inkubowanych przez 20 godzin w poréwnaniu
do ekspresji w komorkach niestymulowanych ocenianych
W tym samym czasie.

Jednoczeénie zaobserwowano istotnie nizszg ekspre-
sje ocenianych biatek w PMN inkubowanych z rhIL-17
oraz z przeciwcialami anty-IL-17A w poréwnaniu do
komorek stymulowanych rhIL-17 ocenianych po 20
godzinach inkubagcji (Fig. 3).

Dyskusja

Wyniki przeprowadzonych badan wlasnych wykazaty
zwigzek pomiedzy nasilong apoptoza a wzrostem eks-
presji receptora TLR2 w ludzkich neutrofilach stymu-
lowanych rhIL-17. Zmianom tym towarzyszyl wzrost
ekspresji proapoptotycznego biatka Bax, co sugeruje, ze
IL-17 moze w sposob bezposredni indukowac apoptoze
neutrofiléw na drodze wewnetrznej przy udziale tego
biatka i w sposob zalezny od receptora TLR2. Obserwacje
dotyczace wplywu IL-17 na apoptoze PMN i biatko Bax
sg zgodne z doniesieniami Zhang i wsp. [10]. Autorzy
ci zaobserwowali korelacje pomiedzy zwiekszonym in-
deksem apoptotycznym a nasilong ekspresja tego biatka
w neutrofilach.

Ponadto zaobserwowano, ze rhIL-17 w badaniach in
vitro nasila ekspresje antyapoptotycznego biatka Mcl-1
w ludzkich neutrofilach krwi obwodowej. Uzyskane wy-
niki wydaja sie by¢ zaskakujace i odmienne od wynikéw
innych autoréw [10, 11].

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze obecno$¢
w hodowli przeciwcial anty-IL-17 istotnie obnizyto odse-
tek neutrofiléw apoptotycznych i jednoczesnie ekspresje
bialek Bax i Mcl-1, co podkresla role tej cytokiny w bez-
poséredniej regulacji apoptozy neutrofiléw z udzialem
badanych biatek.

Efekt indukeji Mcl-1 pod wpltywem rhIL-17 mozna
ttumaczy¢ obecnoscia biatek, ktére w kooperacji z Mcl-
1 moga odpowiada¢ za nasilenie apoptozy neutrofiléw.
Jak zaobserwowano, niektére z biatek nalezacych do
rodziny Nur77, zaleznie od rodzaju komoérek i czyn-
nikéw stymulujacych, moga wykazywac przeciwne do
znanych cechy czynnosciowe [12, 13]. Zaobserwowano,
ze biatko Nur77, bedace biatkiem adaptorowym w szlaku
prowadzacym do apoptozy, wigzac si¢ z Bcl-2 powoduje
zmiang jego konformacji, co prowadzi do zmiany jego
funkcji z antyapoptotycznej na proapoptotycznag [13].
Mechanizm prowadzacy do tych zmian nie jest jeszcze do
konica poznany. Zaobserwowano, ze zwickszona ekspresja
antyapoptotycznych bialek moze utatwia¢ apoptoze,
podczas gdy bialka proapoptotyczne moga wykazywac
dzialanie antyapoptotyczne. Potwierdzeniem tej teorii sg

anti-Il-17A antibodies was lower in comparison with the
cells stimulated with rhIL-17 evaluated after 20 hours of
incubation (Fig. 2).

The expression of Bax and Mcl-1 in lysates of
neutrophils

Using specific monoclonal antibodies in lysates of
neutrophils incubated for 4 and 20 hours by the Western
blot method, the presence of an intracellular protein Bax
with its molecular weight of about 21kDa was confirmed,
as well as of Mcl-1 protein with its molecular weight
of about 40 kDa. The expression of both proteins was
stronger in neutrophils incubated for 20 hours in
comparison with the cells incubated for 4 hours. The
expression of Bax protein in lysates incubated for 20 hours
was intensified by the presence of rhIl-17, whereas it was
decreased by fMLP, in comparison with the expression
in unstimulated cells evaluated in the same time. At the
same time, an essentially decreased expression of the
evaluated proteins in PMNs incubated with rhIl-17 and
anti-IL-17A antibodies was observed, in comparison with
the cells stimulated by rhIL-17 evaluated after 20 hours
of incubation (Fig. 3).

Discussion

The results of research of the authors of the study have
revealed a relationship between intensified apoptosis and
increase in the expression of TLR2 receptor in human
neutrophils stimulated by rhIL-17. The changes were
accompanied by the increase in the expression of Bax
- a proapoptotic protein, which suggests that IL-17 may
directly induce neutrophil apoptosis in an intrinsic way,
with this protein’s participation and in a way dependent
on the TLR2 receptor. The observations concerning
the influence of IL-17 on the apoptosis of PMNs and a
protein Bax are compatible with those of Zhang and co-
authors [10]. They have noticed a correlation between the
increased apoptotic index and the intensified expression
of this protein in neutrophils.

Moreover, it has been observed that rhIL-17 in
the examinations in vitro intensifies the expression of
a proapoptotic protein Mcl-1 in human neutrophils of
the peripheral blood. The obtained results may seem
surprising and different from the results of other authors
(10, 11].

The authors of the study have observed that
the presence of anti-I1-17 antibodies in the culture
has essentially reduced the percentage of apoptotic
neutrophils, and at the same time the expression of the
proteins Bax and Mcl-1, which stresses the role of this
cytokine in a direct regulation of neutrophil apoptosis
with the participation of the examined proteins.

The effect of Mcl-1 induction under the influence of
rhIL-17 can be explained by the presence of the proteins,
which in cooperation with Mcl-1 may be responsible for



Kakareko, Jabtoriska, Jabtoriski, Ratajczak-Wrona

Wptyw rhiL-17 na ekspresje TLR2 i biatek apoptotycznych w ludzkich neutrofilach 103

wyniki uzyskane przez Harter i wsp., ktdrzy stwierdzili,
ze nasilona ekspresja bialek antyapoptotycznych Bid
i Mcl-1 w neutrofilach odzwierciedla jednocze$nie wysoki
poziom apoptozy tych komorek u pacjentéw z sepsa [12].

Wyniki badan wlasnych poszerzono o ocene ekspresji
receptora TLR2 na neutrofilach, sugerujac jego udziat
w indukgji procesu apoptozy tych komdrek. Into i wsp.
zaobserwowali, Ze w ludzkich limfocytach, makrofagach
oraz monocytach TLR2 indukuje apoptoze z udzialem
kaspazy 3 [14]. Receptor TLR2 nazywany ,,receptorem
$mierci’, wykazuje zdolno$¢ wigzania biatka adaptorowe-
go MyD88 oraz biatka adaptorowego FADD, co powoduje
przekazanie sygnatu apoptotycznego do wnetrza komorki
i aktywacje kaskady reakcji, prowadzac do apoptozy
komorki na drodze zewnetrznej [8]. Obserwowany
w badaniach wiasnych stymulujacy wptyw rhIL-17 na
ekspresje TLR2 sugeruje udzial tej cytokiny w indukeji
apoptozy takze na drodze zewnetrznej.

Zaobserwowany w przeprowadzonych badaniach
wiasnych wplyw rhIL-17 na proces apoptozy w PMN jest
calkowicie odmienny od efektéw wywieranych przez inne
cytokiny. Wezesniej przeprowadzone badania wykazaty
ze IL-15, réwniez zaliczana do cytokin zapalnych opéznia
apoptoze PMN ijednocze$nie nasila ekspresje TLR2 [15].
Pelletier i wsp. oraz Bouchard i wsp. ttumacza to zjawisko
poprzez zdolnoé¢ IL-15 do hamowania degradacji Mcl-
1 [16,17]. Derouet, Fulop i wsp. wykazali, ze GM-CSF
réwniez opdznia apoptoze neutrofiléw, miedzy innymi
poprzez wzrost stabilno$ci biatka Mcl-1 i obnizenie
ekspresji biatka Bax [5,18]. Ponadto zaobserwowano, ze
cytokina ta nasila ekspresje TLR2 [19].

Odniesieniem do analizowanych wynikéw byto
zbadanie wpltywu fMLP na ekspresje TLR2 oraz apoptoze
neutrofiléw oraz badanych bialek apoptotycznych. W ba-
daniach wiasnych potwierdzono hamujacy wptyw fMLP
na apoptoze neutrofiléw i wykazano, ze zjawisko to jest
zalezne od biatka Bax, ktérego ekspresja ulegta obnizeniu
[20]. Nie zaobserwowano takiej zalezno$ci w odniesieniu
do biatka Mcl-1, co wskazuje na wigksze znaczenie biatka
Bax niz Mcl-1 w regulacji apoptozy neutrofiléw. Jednocze-
$nie zaobserwowano, ze fMLP indukuje ekspresje TLR2
w sposob poréwnywalny do rhIL-17.

Whioski

Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaly, ze nasilona
apoptoza neutrofilow zalezy w sposdb bezposredni
od wpltywu rhIL-17 na biatka szlaku wewnetrznego
i prawdopodobnie w sposéb zalezny od receptora TLR2.
Obserwowane zmiany ekspresji Bax zaréwno pod wpty-
wem fMLP, jak i rhIL-17 podkreélajg istotng role tego
biatka w regulacji apoptozy neutrofiléw. Natomiast wzrost
ekspresji antyapoptotycznego Mcl-1, przy jednoczesnym
nasileniu odsetka komdrek apoptotycznych sugeruje
istnienie czynnikéw, ktdre moga zmieniaé wlasciwosci
antyapoptotyczne tego biatka na wtasciwosci proapop-

the intensification of neutrophil apoptosis. As it has been
observed some proteins from the family Nur77, depending
on the kind of cells and stimulating factors, may indicate
functional features contrary to the known ones [12,13].
It has been observed that Nur77, an adaptor protein in
the pathway leading to apoptosis, binding with Bcl-2
causes the alteration of its conformation, which results
in the alteration of its function from the antiapoptotic
to proapoptotic [13]. The mechanism which causes the
above alterations has not been fully studied yet. It has been
observed that an increased expression of antiapoptotic
proteins may facilitate apoptosis, while proapoptotic
proteins may show antiapoptotic activity. This theory
has been confirmed by the results obtained by Harter and
co-authors, according to whom an intensified expression
of antiapoptotic proteins Bid and Mcl-1 in neutrophils,
indicates at the same time a high level of apoptosis of
these cells in sepsis patients [12] .

The results obtained by the authors of the study have
been extended to include an evaluation of the expression of
TLR2 receptor on neutrophils, suggesting its participation
in the induction of apoptosis of these cells. It has been
observed by Into and co-authors that TLR2, with the
participation of caspase 3, induces apoptosis in human
lymphocytes, macrophages and monocytes [14]. TLR2
called “a death receptor” reveals an ability to bind an
adaptor protein MyD88 and an adaptor protein FADD,
which results in the transmission of the apoptotic signal to
the cell’s interior and the activation of a cascade reaction
leading to the cell’s apoptosis on an external way [8].

The stimulating influence of rhIl-17 on the expression
of TLR2, observed by the authors of the study, suggests
the participation of this cytokine in apoptosis induction
also on an external way.

The influence of rhll-17 on the process of apoptosis
in PMNss, observed by the authors of the study, is totally
different from the effects exerted by other cytokines.
The previous studies have revealed that IL15, also one of
the inflammatory cytokines, retards apoptosis of PMNs
and at the same time intensifies the expression of TLR2
[15]. Pelletier and co-authors as well as Bouchard and
co-authors explain this phenomenon as an ability of IL-15
to the inhibition of Mcl-1 degradation [16,17]. Derouet,
Fulop and co-authors have observed that GM-CSF also
retards neutrophil apoptosis, among others by an increase
in the stability of Mcl-1 and a decrease in the expression
of Bax [5,18]. Moreover, it has been observed that this
cytokine intensifies the expression of TLR2 [19].

In order to refer to the analysed results, the studies
have been conducted on the influence of fMLP on the
expression of TLR2, neutrophils’ apoptosis and the
examined apoptotic proteins. The research of the authors
of the study has confirmed an inhibitory influence of
fMLP on neutrophil apoptosis and it has revealed that
this phenomenon depends on the protein Bax, whose
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totyczne. Dalsze badania oceniajace wptyw IL-17 na
inne biatka szlaku wewnatrz- i zewnatrzkomérkowego
pozwola w pelni wyjasni¢ mechanizm indukcji apoptozy
z udzialem tej cytokiny w ludzkich neutrofilach.

expression decreased [20]. The above dependence has
not been observed in the protein Mcl-1, which indicates
a larger significance of Bax protein than Mcl-1 protein
in the regulation of neutrophil apoptosis. It has also been
observed that fMLP induces the expression of TLR2, in
a way comparable to rhIl-17.

Conclusions

Summing up, the obtained results have revealed that
intensified neutrophil apoptosis depends directly on
the influence of rhll-17 on the intracellular proteins and
probably indirectly on TLR2 receptor. The observed
changes in the expression of Bax both under the influence
of IMLP and rhIL-17, stress an essential role of this protein
in the regulation of neutrophil apoptosis. On the other
hand, an increase in the expression of antiapoptotic
Mcl-1, with a simultaneous increase in the percentage
of apoptotic cells, suggests the existence of factors which
may change the antiapoptotic properties of the protein
into proapoptotic ones. Further studies evaluating the
influence of rhIl-17 on other intracellular and extracellular
proteins will allow to explain fully the mechanism of the
apoptosis induction with the participation of this cytokine
in human neutrophils.
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