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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a-GalCer a-Galactosylceramide

APC antigen prezentujici buiika

CD diferencia¢ni skupina (cluster of differentiation)

CTL cytotoxicky T lymfocyt

DC dendriticka buika

DN dvojité negativni

HLA lidsky histokompatibilni komplex (Human Leucocyte Antigen)
HSV herpes simplex virus

IFN interferon

Ig protilatka (imunoglobulin)

iGB3 isoglobotrihexosylceramid

IL interleukin

KIR killer-imunoglobulin like receptor

LPS lipopolysacharid

mAb monoklonalni protilatka

MHC hlavni histokompatibilni komplex

NK NK burika (natural killer cell)

NKT NKT lymfocyt (natural killer T)

SAP protein asociovany se SLAM (SLAM associated protein)
SLAM signalni molekula pro lymfocytovou aktivaci (signaling lymphocytic

activation molecule)

SLE systémovy lupus erythematodes
T1DM diabetes mellitus 1.typu
T2DM diabetes mellitus 2.typu



Tc
TCR
TGF
Th
TNF
Treg

VZV

cytotoxicky lymfocyt

T — bunécny receptor

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)
pomocné Th lymfocyty (T helper)

tumor necrosis factor

regulacni T lymfocyty

varicella zoster virus



ABSTRAKT

INTK buiiky jsou thymus dependentni populace nekonvencnich T lymfocytt.
Exprimuji konstantni TCR fetézec Va24Jal8 parovany s omezenym spektrem J3
fetézcl a rozpoznavaji glykolipidové antigeny prezentované neklasickymi MHC 1.
molekulami — CD1d - na povrchu APC. Tato malad subpopulace lymfocytii se podili
na imunitni odpovédi proti mnohym infekénim agens v¢. virovych infekei a to i
ptesto, Ze viry neexprimuji vlastni glykolipidové antigeny.

INKT lymfocyty odliSuje od klasickych T lymfocytli i1 rychlost jejich
odpovédi. Velmi zahy po své stimulaci produkuji velké mnoZstvi cytokinti a to Thl,

Th2 a Th17 profilu.

V mé dizertaéni praci popisuji chovani iINKT Ilymfocyti béhem infekce
lidskymi herpetickymi viry. Popisuji signifikantni snizeni poctu iNKT u pacientd,
ktefi nekontroluji latentni VZV infekci a prod€lavaji Casté reaktivace ve formé
pasového oparu. ZjiStény a popsany jsou 1 fenotypové zmény iNKT — zvySena
exprese NKG2D receptoru, downregulace NKG2A u skupiny pacientli béhem akutni
infekce HSV-1, kvantitativni zména produkce TNF-a ve smyslu jeho zvySeni.

V zévéru dizertaéni prace se zamysSlim nad obecnou pozici iNKT bunék

v imunitni odpovédi a nad jejich evolu¢nim vyznamem.

Nase vysledky naznacuji podil iNKT bunék na kontrole herpetickych infekci a
napodobuji vice vrozenou imunitni rekci nez adaptivni. U a-herpetickych infekci
pfedstavuji roli spiSe agresord nez reguldtorti imunitni odpoveédi. VéErim, Ze nase

prace piispéje k lepSimu porozuméni této subpopulace nekonvencnich T lymfocyth.



SUMMARY

INKT (invariant natural killer T cell) are thymus-dependent unconventional T
cells. They express highly restricted TCR - Va24Jal8 - chain paired with restricted
set of B chains. iNKT cells recognize lipid antigens. These antigens are presented by
CD1d molecule on the surface of APC. This small population of cells is involved in
the immune responses against various infection agents including viral infection even
though viruses do not express their own glycolipid antigens.

iINKT cells differ from clasical T lymfocytes in the promtly production of
cytokines of Th1, Th2 and Th17 profile.

Here I describe their behavior during reactivation of human herpes virus and
their role in human defense against the varicella zoster virus. We observed decreased
number of iINKT in patients who underwent reactivations of varicella zoster virus
because they failed to control latent infection of VZV. Phenotypic changes of iNKT
cells were also found and described — increased expression of the NKG2D receptor
and downregulation of NKG2A in a group of patients during acute herpes simplex
virus infection. iNKT cells enhance their capacity to produce TNF-a.

In the last part of my work, I will briefly decribe general position of iNKT
cells in the immune response and their evolutionary significance.

Our data suggests that iNKT cells are involved in the immune response
against HSV and contribute mainly to its early innate phase.

INKT cells play the role of aggressors rather than regulators of the immune
response in the herpes viruses infections.

I believe that our work will contribute to a better understanding of this

subpopulation of unconventional T cells.
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1. iNKT buriky

1.1. Definice a historie NKT bunék

iINKT tvoii malou subpopulaci nekonven¢nich aff T lymfocytl, kterd byla
puvodné popsana u mysi. Nekonvenéni se nazyvaji proto, ze se od klasickych T
lymfocytl lisi v nékolika morfologickych 1 funkénich charakteristikach. Tyto
nekonvencéni lymfocyty sice exprimuji antigenspecifické receptory, ale maji zaroven
nekteré charakteristiky typické pro vrozenou imunitu. Nejlépe prostudovanymi ¢leny
této skupiny jsou y6 T lymfocyty, MAIT buiky a pravé NKT lymfocyty.
V devadesatych letech tfi vyzkumné skupiny nezavisle na sobé publikovaly studie,
poukazujici na existenci af-TCR+ T lymfocytl s atypickym povrchovym fenotypem
CD3"CD4°CDS8", které zarovet exprimujici receptor NKI.1, ten byl do té doby
pfisuzovan vyhradn¢ NK bunkam [1], [2]. Taniguchi popsal bunky S
imunosupresivnim potencidlem, exprimujici neménny TCR o-fetézec Val4-Jal8
[3]-[5]. Na zéakladé koexprese NK a T znakl byly tyto buiikky pojmenovany — natural
killer T cell.

Vyznamna ¢ast vyzkumu iNKT bunck je spojena s francouzskym védcem
Albertem Bendelacem, ktery mimo jiné poprvé publikoval studii, poukazujici na
restrikci CD1d molekulou a na potencidl velmi rychle po své aktivaci produkovat
velké mnozstvi cytokinil - konkrétné IFN-y, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21 a TNF-a
[6]-[8]. Buiiky tohoto fenotypu byly pozd¢€ji potvrzeny 1 u lidi [9].

Dnes jiz vime, ze ne vSechny NKT buiiky exprimuji NK1.1 receptor. Proto
obecné piijimana teorie definuje NKT bunky jako T lymfocyty exprimujici neménny
TCRa fetézec kédovany Val4 - Jal8 geny u mysi a Va24 - Jal8 geny u lidi [10],

parovany s omezenym spektrem 3 feté¢zct (VPB2, VB7 a VB8 u mysi a VB11 u lidi) a
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specificky rozpoznavajici vlastni 1 cizi glykolipidové antigeny prezentované
neklasickymi MHC I. molekulami — CD1d - na povrchu APC [7], [8], [11]-[13].
INKT reguluji efektorovou funkci imunitnich bun¢k, proto hraji dtlezitou roli
v kontrole zanétlivé, nadorové i autoimunitni odpovédi. Je pravdépodobné, Ze blizsi
znalosti INKT antigenti a mechanismu jejich aktivace by mohly byt vyuzity pro

zlepsSeni terapie infek¢nich, autoimunitnich i nddorovych onemocnéni.

1.2. Vyvoj iNKT bunék

INKT jsou thymus dependentni lymfocyty pivodem z kostni dfené. Svou
maturaci dokon¢i v thymu, odkud nésledné migruji pfevazné¢ do jater a sleziny.
Zasadnim vyvojovym mechanismem iNKT bunc¢k je pozitivni selekce CDI1d
molekulou exprimovanou nezralymi CD4"CDS8" thymocyty [14], [15]. iNKT vznikaji
v thymu o chvili pozdéji nez konvenc¢ni T lymfocyty [16]. INKT se béhem vyvoje
oddéluji od konvencnich T lymfocyti ve stadiu dvojité pozitivnich (DP)
thymocytt [16].

Na rozdil od starSiho ndzoru, ktery byl zaloZen na linedrnim modelu vyvoje
INKT lymfocytl, kdy se védci domnivali, Ze vSechny iNKT lymfocyty projdou
postupné vyvojovym stadiem 0-3, se nyni piiklanime k modelu vyvoje, ktery
predpoklada existence spole¢né progenitorové buiiky NKTO a k nasledné diferenciaci
na 3 hlavni subpopulace iNKT1, 2 a 17 [16]. Rozdéleni do téchto subpopulaci je
dano expresi kombinace transkripénich faktori PLZF, T-bet, Gata3 a RORyt [17].
Hlavnim regulatorem pro linii iNKT bungk je transkripéni faktor PLZF [18], [19].
Exprese PLZF je nejvyssi u iNKT 2, sttedni hodnoty dosahuje u iNKT17 a nejnizsi
exprese najdeme u iNKT 1. Pfislusnost k jednotlivym subpopulacim (iNTK1, iNKT2

a iINKT17) je pfedurena béhem vyvoje v thymu, stile vSak neni jasné, zda toto
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rozdéleni je permanentni, ¢i zda je mozné ho pozdéji modulovat [20].

Obrazek 1
Vyvoj iNKTI, iNKT2 a iNKT 17 ze spolecného prekurzoru a jejich vztah
k transkripcnim faktorim, jejich povrchové molekuly a cytokinova produkce [21].

Diagram legends: - inhibiting, T upregulated, — expressed transcription factors

iNKT precursor

ERG2A4
FeeR1yA
Let-7 --| PLZF SAPA

- Belllb
|-- SerpinB1
PLZFAN

PLZFAN
iNKT2 iNKT17
PLZFlo —
CD44* ol
Ml NK1.1- G
1.
®ooe®’ ©0oe00
IFNy CCL5 IL-4 IL-13 IL-17 L4 IL-13

Jak jiz bylo uvedeno, NKT bunky se vyviji vthymu z DP thymocytid. DP
thymocyty setrvavaji v ke thymu pfiblizné 4 dny, béhem této doby dochazi
k ndhodné somatické rekombinaci TCR genovych segmenttli. Kritickym faktorem pro

vyvoj NKT lymfocyt je vznik segmentu Val4-Jal8.

CD1d jsou v thymu exprimovany jak thymocyty, tak i bunikami retikuldrniho
epitelu. iNKT jsou selektovany z DP thymocytl po rozpoznadni CD1d molekuly na

povrchu téchto DP thymocyt, zatimco k selekci konvencnich T lymfocytiim je nutné
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rozpoznani MHC komplexu na povrchu epitelovych bunck [22]. Po pozitivni selekei
v thymu INKT lymfocyty expanduji a prodé€lavaji maturacni proces, ve kterém
ziskavaji fenotyp podobny NK buitkam [23].

Vétsina iINKT lymfocyth opousti thymus v nezralém stavu, kdy neexprimuji NK
receptory (zejména NK1.1) a svlij proces dozravani dokoncuji az v periferii [24]-[26].
Znacna cast iINKT maturaci v periferii presto neziskd NK znaky a tyto NK1.1- iNKT
lymfocyty jsou funkéné odlisné od svych NK1.17 prot&jska [27].

Navic velké mnozstvi iNKT dlouhodobé zlstavd v thymu a zde dozrava na
NKI1.1" fenotyp [28]. Dosud neni zndm mechanismus zodpovédny za export/retenci
iINKT lymfocyti v thymu v riznych stupnich jejich vyvoje [29].

Byla prokazana nezbytnost GM-CSF signalizace béhem vyvoje v thymu. Tato
interakce umozni zralym iINKT buiikdm produkei IL-4 a IFN-y po jejich aktivaci
v periferii [30]. Pfi absenci této signalizace si iNKT uchovaji schopnost transkripce i
translace IL-4 a IFN-y, ale nebudou schopné tyto cytokiny secernovat.

Lidské iNKT bunky jsou detekovatelné v thymu, sleziné a jatrech jiz pfi
narozeni. Zatimco u my$i se objevi az 5. den. Jejich proporce a absolutni mnozstvi
postupné stoupaji az do obdobi pohlavniho dospivani. V dospélosti zlstavaji jejich

pocty stabilni a klesaji az v seniu [31].

1.3. Tkanova distribuce iNKT bunék

iINKT buniky byly detekovany ve vSech tkanich, kde se nalézaji konvenéni T
lymfocyty. Percentudlni zastoupeni iNKT bun€k se vSak 1i8i nejenom podle
zivocisného druhu (mys versus ¢lovek), ale také podle typu organu. U mysi je jejich

frekvence vkrvi 0,2 - 0,5 % a jsou dominantni lymfocytdrni populaci v jatrech
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(10-50%), dale se vyskytuji ve slezing (1-2%), thymu (0,5-1%), kostni dieni (0,5%)
[12], [13] a perifernich lymfatickych uzlinach (0,5%) [32].

INKT buiiky jsou vyrazné vzacnéjsi lymfocytarni populaci u lidi. V periferni
krvi tvofti jen 0,01 — 0,1% lymfocytt [33], [34] a 1 jejich tkanova distribuce je odlisna
od mysi — ve slezin¢ , kostni dfeni a lymfatickych uzlinach je zastoupeni totozné

s periferni krvi, jatra (1%), omentum (10%) [33].

1.4. Fenotyp iNKT bunék

Vétsina iNKT lymfocytl vykazuje pamétovy fenotyp — CD69, CD62LY,
CD44"eh 3 CD122Meh 3 typicky exprimuji kombinaci NK receptori jako je NK1.1,
NKG2D a Ly49. U mysi jsou iNKT CD4" nebo CD4" CD8 (DN), zatimco lidské

iNKT mohou byt i CD8" [35].

1.4.1. TCRiNKT bunék

INKT sdileji s T lymfocyty T bun&ény receptor (TCR). Avsak, na rozdil od
nekone¢n¢ho mnoZstvi variant TCR fetézce klasickych T lymfocytl, vSechny iNKT
bunky exprimuji jen jeden o fetézec Va24-Jal8 u lidi a Val4-Jal8 u mySi. Zaroven
bylo prokazéano preferencni parovani Voa24 fetézct s limitovanym spektrem f3 fetézcii
- VB8.2, VB7, VB8.3, VB2 a VBl umysi [11] a VP11 u lidi [36].

NKT I. a II. typu maji rozdilny V (variabilni) genovy segment v o- a B-
fetézcich svych TCR a rozpoznévaji rtizné antigeny prezentované CD1d molekulou

[36].
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1.4.2. T bunécné znaky
Vedle TCR exprimuji iNKT bunky 1 dalsi typické znaky pro T lymfocyty.
Receptor CD3 je parovan bud’ s CD4, nebo oba receptory CD4 i CD8 chybi. Pouze

mala ¢ast iNKT bunék exprimuje pouze CD8" [10].

1.4.3. NKznaky

Exprese NK znakli byla pivodné pouzivana k detekci iNKT bunck. iNKT
buiiky byly pivodné definovany jako TCR'NK'. Nékteré iNKT buiky skuteéné
exprimuji CD122, Ly6C™, Ly49A, Ly49C, NKG2D, NKG2A u mysi [12], [13], [37]
a CD161, 2B4, CD94, NKG2A a NKG2D u lidi. [33], [38], [39]. Ptesto, ze vétsina
NKT lymfocytii skutecné exprimuje NK receptor, exprese tohoto receptoru vsak byla
prokazana i1 u jinych bunéénych populaci (napf. aktivované konvencni CD8 T
lymfocyty) Navic exprese NK receptortt NKT bunikami zavisi na jejich vyvojovém
stadiu 1 na jejich aktivaci.

V soucasné dobé tudiz vime, Ze mnoho TCR'NK" bunék jsou klasické T
lymfocyty a naopak, mnoho iNKT bunék neexprimuje NK znaky. Také je zndmo, ze
nezralé INKT neexprimuji NKI1.1(CD161) a exprese téchto receptori je
downregulovana po dobu n¢kolika dni po aktivaci zralych iNKT bunék in vivo.

INKT bunky se proto nyni definuji dle TCR specifity bud’ monoklonalnimi
protilatkami proti jejich specifickému TCR nebo pomoci CD1d-a-GalCer tetramert.

TCR'NK" koexprese se jiz k identifikaci iINKT bunék nepouziva [10].
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1.4.4. Receptory pro cytokiny

V klidovém stavu exprimuji NKT bunky Siroké spektrum cytokinovych
receptorti, proto maji 1 schopnost na toto Siroké spektrum cytokini reagovat.
Jmenovité IL-12 [40],[41], IL-18 [42], IL — 23 samostatné nebo v kombinaci s IL - 1
[43], IL-25 [44] a IFN typu L. [45]. V zavislosti na zastoupeni cytokinl pii zanétlivé
odpovédi, iNKT produkuji rizné spektrum cytokind. IFN-y v odpovédi na IL-12, IL-
18 nebo IFN typu L. IL-17 pfi stimulaci IL-23 a IL-22 pfi sou¢asném vlivu IL-23/IL-

1B [46].

1.5. CD1d

CD1 systém zahrnuje geny a proteiny, které hraji roli ve zpracovani a prezentaci

Mysi INKT rozpoznévaji lidskou CD1d molekulu a naopak. Toto zjisténi,
spole¢né s vysokou mirou konzervovanosti populace, pfedpoklada velkou dulezitost

INKT lymfocytli v imunitnich reakcich.

1.5.1. CD1 geny

CD1 geny jsou lokalizovany na chromosomu ¢islo 1 u lidi a ¢islo 3 u mysi [48].
Péti lidskym CD1 geniim (CD1A, CD1B, CD1C, CD1D a CD1E) odpovida prakticky
jen jeden mysi (CD1D) gen [49]. Na rozdil od charakteristického polymorfismu MHC
geni L. a IL tfidy, alelické variace CD1 genll jsou extrémné limitované [47]. Navic
existuje vyraznd homologie sekvenci mezi riznymi Zivo€iSnymi druhy. Vyrazna
mezidruhovd homologie CD1 genli pfedpoklada, ze CD1 geny jsou evolu¢né velmi

staré a zastavaji dilezitou, vétsin€ savciim spolecnou funkci [50].
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1.5.2. CDI1 proteiny

CD1 je rodina glykoproteinii, exprimovanych na antigen prezentujicich bunkach
(APC). Jsou to neklasické MHC molekuly I. tfidy a zodpovidaji za prezentaci
lipidovych a glykolipidovych antigent. Péti CD1 gentim odpovidéd pét CD1 proteint
CDla, CDIb, CDlc, CD1d a CDle [47]. CDla, CD1b, CDlc a CDIld jsou
exprimovany na povrchu bunék, zatimco CDle je intercelularni protein, usnadiujici
prezentaci glykolipida [51]. CD1d proteiny jsou exprimovany dendritickymi buiikami
(DC), B i T lymfocyty, makrofagy, monocyty, Langerhansovymi buiitkami v kiizi, ale
1 buitkami mimo imunitni systém jako jsou gastrointestindlni a cervikdlni epitelové
buitky nebo bunky parenchymatéznich organti — plic ¢i jater [52]. Pro exogenni
antigeny jsou DC hlavnimi aktivatory iNKT bunék. APC se zvySenou expresi CD86
(kostimula¢ni signal pro aktivaci T lymfocytll) vede spiSe k Thl cytokinovému
profilu, zatimco zvySena APC exprese PD-L2 (Programmed death-ligand) posouva
cytokinovou odpoveéd’ smérem k Th2 profilu.

CDI1 molekuly jsou transmembranové glykoproteiny, které maji nckteré
strukturdlné spolecné znaky s MHC 1. molekulou — jeden tézky fetézec slozeny ze 3
domém (al, 02 a a3) nekovalentné navdzany na B2- mikroglobulin pies a3 doménu.
Doména al a a2 tvofi hluboké hydrofobni kapsy (nazyvané A’a F’) pro navazani
uhovodikového fetézce glykolipidového antigenu. Po navazani lipidovy fetézec
vystupuje nad povrch a je tak pfipraven k interakci s iTCR na NKT lymfocytech
[53].

CDI molekuly se vSak lisi od MHC molekul L. a II. tfidy nejen mechanismy
zpracovani a intracelularniho transportu antigenti [54], ale také zpisobem povrchové
exprese, nezavislym na maturaénim stavu buiiky. Diky tomu jsou i nezralé dendritické

buniky schopny aktivovat CD1 zavislou T buné¢nou odpoved’ [55].
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INKT bunky jsou stimulované CD1d molekulou i v nepiitomnosti exogennich
antigenti, coz piredpoklada jejich reaktivitu s télu vlastnim antigenem [8], [56]. I pfes
intenzivni vyzkum poslednich let se dosud nepodaiilo tento ligand jednoznacné
identifikovat [57], [58]. Vedle endogennich antigenii rozpoznavaji iNKT buiky
exogenni antigeny bakterii, mycobakterii a jednobunécnych eukaryot [59], [60].

CD1d ligandy spousti cytokinovou odpovéd” Thl nebo Th2, v zavislosti na
slozeni jejich lipidovych souc¢ésti. Ligandy, které jsou soucéasti bunééného povrchu,

vedou spiSe k Th2 odpovédi [61].

1.6.  Antigeny prezentované CD1d molekulou

1.6.1. Exogenni antigeny: a-Galactosyl Ceramide (a-GalCer)

Farmaceutickd firma Kirin Pharmaceutical Research corporation objevila
prvni ligand iNKT bunék. a-GalCer (zndmy také jako KRN7000). Jedna se o latku
glykolipidové povahy. Byla izolovana piivodné z motské houby Agelas Mauritanius a
je schopné eradikovat experimentalni metastdzy [62]. Tento glykolipid byl pozdéji
syntetizovan v laboratofich Kirin. Kawano zjistil, Ze eradikace experimentalnich

metastaz a-GalactosylCeramidem je dana specifickou stimulaci iNKT bunék [63].

Obrazek 2. Struktura a-GalactosylCeramidu [64]

a-GalCer ma oa-vazanou galaktdézu, sphingoidni bazi s 13 uhliky a acylovy
fetézec s 26 uhliky. a-GalCer vede ksilné Thl i Th2 odpovédi [65],[66], coz je
hlavnim divodem jeho nelspé$ného vyuziti v protinddorové terapii, ktera je Thl

dependentni. DalSim diivodem miize byt nizsi afinita a-GalCer/CD1d komplexu
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k lidskému TCR nez k mySimu [53]. Dilezitym faktorem je i typ APC. V klinickych
studiich bylo prokazano, ze transfer dendritickych bun¢k (DC) po pfedchozi inkubaci

s a-GalCer vede k silngj$i iINKT odpovédi nez samotny a-GalCer [66],[67],[68].

1.6.2. Endogenni antigeny

Po objeveni prvnich antigen pro iNKT buiiky se ptedpokladalo, ze vazba
cukru na lipid mize byt pouze a- anomerni a Ze § — anomerni forma nevede k aktivaci
iINKT [63],[69]. Podrobngjsi vyzkum zaméfeny na vyvoj iNKT v thymu potvrdil
hypotézu, Ze musi existovat ,vlastni ligand“, ktery se ucastni pozitivni selekce.
Vazba - cukru na ceramid je u savcll béZnd, nebot” je soucasti bunéénych membran
[70],[71]. Prvnim identifikovanym endogennim antigenem u mysi je
isoglobotrihexosylceramide (iGb3) [72]. N&které studie tudiz poukazuji na dulezitost
glykosfingolipidu isoglobotrihexosylceramidu (iGb3) k selekci iINKT v thymu 1

k jejich aktivaci v periferii [60].

Podle jinych studii je vSak jeho vliv na pozitivni selekci v thymu sporny,
nebot’ mysi deficitni na iGb3 syntetazu (esencialni k produkci iGb3) maji normalni
hladiny iNKT [73]. Zaroveii jiz vime, Ze lidsky CD1d nedokaZe prezentovat iGb3 a
1Gb3 se nenachazi ani v thymu lidském ani u mysi [74]. Je tudiz ziejmé, Ze iGb3 neni
domnivanym endogennim antigenem nezbytnym pro pozitivni selekci v thymu.

Druhym identifikovanym endogennim antigenem je B-glucosyl ceramid (j3-
GlcCer), strukturdlné velmi podobny a-GalCer. Jeho hladina prokazatelné stoupa
v pfitomnosti mikrobialni infekce [75] jako odpoveéd’ na aktivaci Toll-like receptort,
¢imz vede k aktivaci iNKT i bez ptfitomnosti exogenniho lipidového antigenu.

Ve studii zroku 2012 doSlo po aplikaci B-GlcCer ke zvySeni poctu iNKT

bun¢k a k inhibici nddorovych metastdz u mysi [76]. Jiné vyzkumné skupiny toto
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zpochybiiuji a aktivaci iNKT piisuzuji kontaminaci a-anomernimi glykolipidy, které

mohou vznikat pti syntéze B-glykolipidu. [77], [78].

Lze shrnout, ze iNKT buiiky tedy rozpoznavaji glykosfingolipidy (GSL) a
nekteré dalsi typy glykolipida po jejich prezentaci CD1d molekulou na povrchu APC.
GSL patii do rozsahlé¢ skupiny sfingolipidi. Jsou to derivaty ceramidd, na jejichz
prvni uhlik je navazana sacharidova slozka [79]. Ceramidy obsahuji sfingoidni bazi
ptipojenou amidovou vazbou k mastné kyselin€ [80]. U GSL je sacharidové slozka
(nejcastéji galaktosa nebo glukosa) navazana na prvni alkoholovou skupinu sfingoidni
baze. Protoze prvni uhlik je asymetricky, mize se vyskytnout jako o nebo 3 anomer.

Orientace B je u savcl dominantni [81].

1.6.3. Syntetické antigeny
V soucasné dobé existuje celd fada dalSich syntetickych substanci specificky
stimulyjicich INKT bunky syntetizovanych vétSinou s cilem ovlivnit spektrum

cytokinti produkovanych iNKT bunkami [82]-[84].

Diky velmi vysoké afinité iNKT bunék pro a-GalCer je jejich vzajemnd vazba
velmi specificka [85]. Specifity a senzitivity této reakce bylo vyuzito k syntéze CD1d-
o-GalCer tetramert. CDI1d proteiny jsou laboratorné produkovany bakteridlnimi
bunikami, chromatograficky purifikovany a na zavér inkubovany s a-GalCer. CD1d-
o-GalCer tetramery jsou pouzivany k cytometrické detekci mysSich 1 lidskych iNKT
bunék [12], [13] a pfedstavuji nejcitlivejsi, ale také nejdrazsi, metodu detekce iINKT

bunék.

Hydrofobni fetézce lipidovych antigenti jsou vazany hluboko v ,.kapse* CD1d

molekuly a polarni skupina je vystavena k rozpoznani pomoci TCR iNKT bunky.

21



TCR INKT lymfocyti rozpoznavaji galaktdozovou skupinu GSL, tudiz manipulace

s touto skupinou ovliviiuje vazbu s TCR [86],[87].

1.6.4. Lipidové antigeny p¥i virové infekci

Lipidovy antigen viri nebyl dosud prokazan. iNKT se vSak vyznamné
uplatiiyji 1 v protivirové imunité [88], coz je tudiz dalsi pfiklad aktivace iNKT bez
pritomnosti exogenniho lipidového antigenu. Pfesny mechanismus tohoto uc¢inku je
nejasny. Nekteré studie se priklanéji k cytokiny — mediované aktivaci, jiné studie

poukazuji na moznost CD1d dependentni aktivace [89],[90],[91].

1.7. Populace iNKT lymfocyti

Rozlisujeme 5 zakladnich a funkéné odlisSnych subpopulaci iNKT lymfocyti.
Lisi se typem secernovanych cytokinii a expresi odlisSnych transkripénich faktort.
Tyto subpopulace zahrnuji INTK 1, iNKT2, iNTK17, iNKTru (follicular helper) a
INKT10 (iNKTreg). Jednotlivé cytokiny produkované konkrétnimi subpopulacemi jsou
znazornény nize na obrazku 3. iNTKrn a INTK10 lymfocyty nebyly zatim popsany
v thymu a jejich ptivod a vyvoj neni dosud objasnén [20]. iNKTrn jsou detekovany u
mysi ve slezin€é po stimulaci lipidovym antigenem [92]. iNKT10 byly po stejné

antigeni stimulaci popsany v tukové tkani [93], [94].
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Obrazek 3 Subpopulace iNKT lymfcytii a cytokiny, které produkuji jednotlivé

subpopulace po své aktivaci [95].
Type INKT cells

/\

Tyl- Ty2- Tyl7- Trg- Tir
like like like like like

Va24Jul8 invariant a-chain

Cytokine production  IFN-y IL-4 IL-17 IL-10 IL-21
upon stimulation TNF-0 IL-13 IL-21
IL-22

1.8.  Buiiky podobné NKT lymfocytiim

1.8.1. NKT lymfocyty typu II.

Vedle iNKT bungk existuji u mysi 1 lidi dal$i bunééné populace s omezenym
TCR repertoarem rozpoznavajici CD1d molekulu [96], [97]. Tyto buiiky se oznacuji
jako 2. kategorie NKT bunék. Jejich TCR receptor ma vétsi variabilitu nez TCR
receptor NKT 1. typu. NKT II. typu nerozeznavaji a-GalCer [98], [99]. V dnesni dobé
nejlépe prostudovanym antigenem NKT II. je sulfatid, ktery se ve vétsi mife
vyskytuje v nervové tkani [100]. Jejich frekvence je jesté nizsi nez iNKT bunék. Tyto
buiiky brani v experimentalnim modelu rozvoji diabetu 1. typu [101]. U lidi jsou
lokalizovany pfedevsim v jatrech a kostni dieni. Jejich fyziologickd funkce zatim neni
znama [102]. Mimo bunky s omezenym TCR repertoarem je CDI1d reaktivita
charakteristickd 1 pro znacnou ¢ast polyklonalnich T lymfocyti [10], [103]. Tyto

buiiky nejsou tématem mé prace.
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Obrazek 4: Klasifikace a znaky iNKT a iNKT — podobnych bunék [10]

Table 1 | Classification of NKT and NKT-like cells

GD1d dependent
o- GalCer reactive
TCR w-chain

TCR B-chain

NK1.1 (CD161)

Subsets

IL-4 production
IFN-v production

Type | cells
(Classical
NKT cells)

Yes
Yes

Vol4-Jo18 (mice)
Va24-Ja18 humans)
V8.2, VB7 and Vf2
(mice) VB11 (humans)
+ {resting mature)

—low (immalure or
post-activation)

GD4+and DN (mice)
CD4+, CD8" and DN
thumans)

Yes
Yes

Type ll cells
(Non-classical
NKT celis)

Yes
No*

Diverse, but some
Vad.2-Ja9, Vb (mice)

Diverse, but some
VB8.2 (mice)

+—=

GD4+ and DN (mice)

Yes
Yes

NKT-like cells
(CD1d-independent
NK1.1+ T cells)

No
No
Diverse*

Diverset

CD4+, CD8*
and DN

No
Yes

*In humang, some CD1d-restricted Vo24/V[311-, c-galactosylceramide (o- GalCer)-reactive T cells have
been identified. *Although most natural killer T (NKT)-like cells express diverse T-cell receptors (TCRs),
some subsets (for example, mucosal-associated invariant T cells) express semi-invariant TCRs. In mice,
NKT cells have been traditionally defined as NK1.1* T cells. However, it is clear that expression of NK-csll
markers is not unique to classical, CD1d-dependent NKT cells, which has resulted in confusion in the
literature. We compare and contrast the different populations of cells that are often referred to as NKT
cells, by dividing these into three different cell types: type | NKT cells, type Il NKT cells and NKT-like cells.
DN, CD4°CD8 double negative; IFN-v, interferon-v; IL-4, interleukin-4.

1.8.2. Lidské CD161+ T lymfocyty

Jak jiz bylo zminéno - koexprese NK a T znakil nedefinuje jednoznacn& iNKT buiiky.
Koexprese znaki téchto dvou linii je typickd i pro T lymfocyty rozeznavajici CD1a, b
a ¢ molekuly [50], aktivované klasick¢ CD4 i CD8 lymfocyty (pfedev§im u virovych

infekci), ale také noveé objevené MAIT buiiky [104].

1.9. Funkce iNKT bunék
INKT lymfocyty se od klasickych T lymfocyth 1i§i nejenom vyvojovymi a
morfologickymi charakteristikami, ale také funkci. Vykazuji charakteristiky typické

rec
1

jak pro vrozenou, tak ziskanou imunitu a slouzi tudiz k ,,pfemosténi* t€chto dvou typt
imunitni odpovédi. iINKT bunky funkéné odlisuje od klasickych T lymfocyti

predevsim rychlost jejich odpovédi, kterd napodobuje spiSe vrozenou imunitni reakci
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nez adaptivni, dale schopnost iNKT bun¢k produkovat ihned po stimulaci vyznamné
mnozstvi cytokini jako IL-4 a IFN-y nebo schopnost inhibovat jiné bunécné

populace.

1.9.1. Aktivace

INKT buniky mohou byt stimulovany pifimo prostfednictvim TCR, NK
receptori nebo nepiimo kombinaci prozanétlivych cytokini [105]. V zavislosti na
afinit¢ lipidovych antigeni muze jednotlivy aktivacni signal pfevazovat. Vysoce
afinni antigen vede k silné aktivaci pies TCR bez nutnosti soucasné cytokinové
stimulace. Naopak slaby antigen vyzaduje k aktivaci NKT bunék soucasnou stimulaci
prozanétlivymi cytokiny z APC. Cytokiny zprostfedkovana aktivace mtize byt natolik
silna, ze vede k aktivaci NKT bun¢k i1 v pfipadé, ze molekulou CDId nejsou
exprimovany zadné¢ mikrobialni lipidové antigeny, jak je tomu napiiklad u virovych
infekci. Stejny mechanismus vysvétluje aktivaci NKT 1 v nadorové imunité a

autoimunitnich procesech [106],[107].

1.9.1.1  Aktivace pomoci TCR

Signalizace prostfednictvim TCR vede k rychlému rozvoji efektorovych
funkci iNKT bunék. Tato aktivace vyzaduje rozpoznédni glykolipidu ve vazbé na
CDI1d molekulu. Jak jiz bylo uvedeno, CD1d molekula je primarné exprimovana
antigen prezentujici buiikou (APC), ale mize byt exprimovana také epitelovou
buiikou, parenchymat6zni buiikou a hladkymi svalovymi buitkami cév [108] ,[109].

Aktivace INKT bun€k prostfednictvim TCR je regulovana inhibi¢nimi NK

receptory jako Ly49A, C/I a Ly49G2 [63].
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1.9.1.2 Aktivace NK 1.1 receptorem

Stimulace NKR-P1 (NKI1.1) u mysi vede k aktivaci iNKT bun¢k a indukuje
sekreci Thl cytokinii iNKT buiikami [110]. U lidi funguje signalizace NKR-P1A

(CD161) jako kostimulace pro aktivaci TCR [111].

1.9.1.3  Aktivace cytokiny

iINKT dale exprimuji receptory pro cytokiny. Jejich vazba soucasné se
stimulaci TCR deviuje cytokinovou sekreci (IL-7 smérem k Th2 odpovédi, IL-12 a
IFN-y ve prospéch Thl profilu). IL-12, IL-15 a IL-18 jsou schopné indukovat

proliferaci a produkci cytokinll iNKT bunikami i v absenci TCR signalizace [47].

1.9.2. Cytokinova produkce iNKT bunék

Po antigenni stimulaci iNKT buiiky velmi rychle produkuji spektrum cytokinti
ato Thl, Th2 i Th17 typu odpovédi [29].

Stimulace prostfednictvim NK1.1 receptoru vede k sekreci pouze IFN-y [110].
TCR stimulace indukuje sekreci Sirokého spektra cytokini. Béhem minut jsou po
stimulaci detekovany IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IFN-y, TNF-
o a GM-CSF [29].

Lidské iNKT buiiky produkuji také spektrum chemokint a exprimuji
receptory pro chemokiny podobné efektorovym Thl a CD8" T lymfocytim (CCR2,
CCR4, CCRS5, CCR6, CXCR3, CXCR4 and CXCR6), coz reflektuje jejich schopnost

rychle migrovat do zanétlivych lozisek [112]-[114].

CD4" iINKT jsou prakticky jedinym producentem Th2 cytokini IL-4, IL-5, IL-

6, IL-10, IL-13 [33], [34] a vice komunikuji s B lymfocyty — helper funkce. Oproti
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tomu DN a pravdépodobné i CD8" iNKT bunky obstaravaji efektorové funkce jako
cytotoxicitu a secernuji predevsim Thl cytokiny (IFN-y a TNF-a) [34].

Porozuméni mechanismu rychlé dudlni produkce IL-4 a IFN-y po stimulaci o-
GalCer je klicové pro moznost klinického vyuziti. VétSina iNKT v jatrech zacne
produkovat IL-4 i IFN-y [115].

Zjisténi, ze klidové iNKT lymfocyty obsahuji velké mnozstvi mRNA pro IL-4
a IFN-y, mize byt jednim z potencidlnich mechanismi, pro¢ dochdzi k uvolnéni
cytokint tak rychle po aktivaci [116],[117]. Regulace cytokinové produkce probiha i
na urovni transkripénich faktord. iNKT exprimuji oba transkripéni faktory T-bet a
GATA -3, coz vede k transkripci IFN-y i IL-4. Jinak je tomu u konven¢nich T
lymfocytl, kde transkripéni faktor T-bet potlacuje expresy GATA-3 a naopak [118].

Je patrné, ze cytokiny iNKT bunék vykazuji prozanétlivé i imunoregulaéni
vlastnosti a mohou se tak podilet na protektivnim i1 Skodlivém u¢inku u mnoha
patologickych stavii, zahrnujici zanétlivé a autoimunitni onemocnéni, alergie i
malignity. 1INKT tudiz nabizeji imunoterapeutické moznosti s velkym klinickym

potencialem.

1.9.3. Vliv na diferenciaci Th0 lymfocyti

INKT bunky hraji dilezitou roli v diferenciaci naivnich ThO bunék v Thl
versus Th2 fenotyp [119]. Schopnost produkovat IL-4 a indukovat Th2 imunitni
odpovéd’ byl jeden z objevil, vedouci k identifikaci iNKT bun¢k [120],[121]. Pozdé&jsi
prace vSak prokazaly, ze INKT bunky ovliviiuji Th1/Th2 balanci komplexnéjSim
mechanismem. iNKT bunky indukuji Th1/Th2 odpoveéd’ v zavislosti na mnoha dalSich
faktorech jako pfitomnost kostimulace (indukce Th2 odpovédi vyzaduje kostimulaci

na rozdil od Thl), typ antigenu (podani o-GalCer mize vést k rozvoji Thl 1 Th2

27



odpovédi, ale nové vyvinuté syntetické ligandy preferenéné indukuji bud’” Th2 nebo
Th1 odpovéd), pocet expozic antigenu (jedna injekce a-GalCer vede k produkci IFN-
v 1 IL-4, opakované podani polarizuje imunitni odpovéd Th2 smérem) a cytokinové
prostiedi (expozice iNKT bunck cytokinliim soucasn¢ s TCR stimulaci ovliviiuje
cytokinové sekre¢ni profily - IL-7 smérem k Th2 zatimco IL-12 a IFN-y smérem

Thi).

1.9.4. Interakce s dalSimi bunikami

INKT bunky komunikuji s celou fadou bunék vrozené i adaptivni imunity.
Jejich interakce jsou mediované bud’ cytokiny nebo pfimymi mezibunéénymi
kontakty.

IFN-y a IL-2 produkované iNKT buiikami aktivuji NK buiky k proliferaci,
sekreci IFN-y a cytotoxickym funkcim [122], [123]. Prostfednictvim IL-2 stimuluji
iNKT buriky i pamétové CD4" a CD8" T lymfocyty [124].

iNKT buiky intenzivné¢ komunikuji s B lymfocyty podobnym zptisobem jako
klasické Th lymfocyty - dodavaji signal B lymfocyti k proliferaci a produkci
imunoglobulint [125].

INKT bunky dale aktivuji makrofagy a mobilizuji myeloidni prekurzory z
kostni diené [126].

Vyznamna je oboustrannd interakce s DC buiitkami. V pfitomnosti infekce ¢i
pii stimulaci PRR (pattern recognition receptor) interakce DC-INKT (prostfednictvim
CD40-CD40L) urychluje dozravani DC a zvysuje produkci IL-12 [127]. Zaroven DC
buniky prezentuji lipidovy antigen na povchu pomoci CD1d molekuly a produkei IL-

12 aktivuyyi iNKT lymfocyty. Tato aktivace ve svém dlsledku vede k indukci vrozené
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1 ziskané imunitni odpovédi — aktivuji NK buiiky a zesiluji odpoveéd’ CD4+ a CD8+

klasickych T lymfocytl na peptidové antigeny [128], [129].

1.9.5. Cytolyticka aktivita

iNKT buiiky maji schopnost nejen rychle po své aktivaci uvoliiovat cytokiny a
chemokiny, zaroven dokazi pusobit i cytolyticky a mohou ovlivnit chovani ostatnich
bun¢k imunitniho systému. Cytolyticka aktivita iINKT koresponduje s vysokou

produkci granzymu B, perforinu a FasL iNKT lymfocyty [118].
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2. Role iNKT bunék v patologickych procesech

2.1. iNKT a nadorova onemocnéni

Vyzkum iNKT je Gzce spjat s vyzkumem onkologickym. Ligand iNKT bunék
a-GalCer byl objeven v ramci firemniho screeningu substanci schopnych navodit
rejekci metastdz solidnich tumort a a-GalCer byl prvné klinicky pouzit pravé u
onkologickych pacient.

Vyzkumy poslednich let ukazuji, ze iNKT builky mohou hrat ve vztahu k
nadorovym onemocnénim dvojstrannou roli. Na jednu stranu jiz zmifiované podani o-
GalCer vede k vymizeni metastaz diky produkci IFN-y a stimulaci NK 1 DC bungk.
iINKT bunky se pravdépodobné uplatiiuji i v pfirozeném imunitnim dozoru nad
nadorovym bujenim v experimentalnim modelu [130], [131].

Na druhou stranu ale vyzkum na STAT-6"" mysich (neschopnych produkovat
Th2 cytokiny IL-4 a IL-13) odhalil, Ze v n¢kterych experimentalnich modelech brani
INKT bunky rejekci tumort imunitnim systémem prostiednictvim sekrece IL-13 a
TGF-B [132]. Produkce IL-13 v kombinaci s TNF-0, vede totiz ke zvySeni sekrece
TGF-B (myeloidni supresorovou buiikou - MDSC), coZ mé za nésledek snizenou
cytotoxickou aktivitu T lymfocytt [133].

Onkologicti pacienti pfesto byli prvnimi pacienty, na kterych byl v klinickych
studiich faze 1 testovan o-GalCer. Zatim nebylo dosaZeno vyznamného klinického
efektu, ale tyto studie demonstrovaly, Ze podani a-GalCer vede i u lidi k signifikantni
aktivaci vrozené i adaptivni imunity za vyskytu minimalnich neZadoucich ucinki

[67], [134].
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2.2. iNKT buiiky a autoimunitni onemocnéni

Prvni tvahy o uloze iNKT bunék v prevenci autoimunitnich onemocnéni
pochézeji z devadesatych let z vyzkumu na experimentalnim modelu diabetu 1. typu
(T1DM) - NOD (non obese diabetic) mysi. Ptvodni hypotéza asociace iNKT bunc¢k
s diabetem 1. typu zdlraziovala, ze iNKT bunky jsou prakticky jedinym producentem
IL-4 — cytokinu, ktery je nutny pro generaci Th2 odpovédi a jehoz produkce je
vyznamné snizend u Thl mediovanych autoimunitnich onemocnéni jako naptiklad
T1DM [135], [136]. Tato ivodni hypotéza ptedpokladala, ze v dobé rozvoje TIDM a
nékterych dalSich autoimunitnich onemocnéni existuje defekt iNKT bunék a tim i1
produkce IL-4, diky kterému autoreaktivni T-lymfocyty dozravaji v agresivni Thl
autoimunitni reakci. Pozorovani na zvifecich modelech tuto teorii potvrdila.
Nejpouzivangjsi zviteci modely autoimunitnich onemocnéni NOD, Ipt/lpr a dals§i maji
skuteéné¢ vyznamné snizené mnozstvi (2-3x mén€) iNKT bunék v perifernich

lymfatickych organech [137].

2.2.1. Diabetes mellitus 1. typu

Snizend mnoZstvi iNKT bunck byla pozorovana u experimentalnich modelt
diabetu 1. typu - NOD mysi a BB krys. Rezidudlni populace NKT bun¢k NOD mysi
méa navic funkéni poruchy - sniZenou schopnost produkovat Th2 cytokiny —
predevsim jiz diive zminovany IL-4, ale i nékteré dalsi [138], [139].

Vzhledem k mnoha podobnostem imunitniho syst¢ému NOD mysi a diabetikil 1.
typu byla populace iNKT bun¢k opakované vysetfovana také u téchto diabetikli. Prvni
prace analyzovala in vitro expandované klony CD4°CD8 Va24" bunétné populace,
kterd ovSem ne zcela pfesné¢ odpovida iINKT bunkam. Wilson se spolupracovniky

detekoval mensi mnozstvi téchto klonii a porusenou schopnost produkovat 1L-4 u
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diabetikii 1. typu, ¢imZ byly nepiimo potvrzeny vysledky z experimentalnich modela
[140].

Prvni prace, ktera piimo analyzovala iNKT buiky v periferni krvi diabetikd,
potvrdila, ze iINKT bunky diabetikii prvniho typu neprodukuji IL-4 a je u nich
porusend produkce i dalSich cytokinti. Dale, stejné jako u zvifecich modelt diabetu 1.
typu, popsala vyznamnou redukci poctu iNKT buné¢k u recentnich diabetikii 1. typu a
jejich ICA™ pfibuznych [141]. Tato prace byla pozd&ji kritizovana a ani jedna
z n€kolika dalSich praci (vCetné jedné ceské) nepotvrdila jeji vysledky — nebylo
potvrzeno ani snizeni poctu iNKT bunék ani porucha cytokinové sekrece u recentnich
diabetikii 1. typu [142]-[146]. Price Berzina a spolupracovnikli poukazala na
zajimavou skutecnost - mnozstvi, fenotyp ani funkce iNKT bunck v periferni krvi
nekoresponduji se stejnymi parametry iNKT bun€k v tkanich. Konkrétné v ptipadé
T1DM v pankreatickych lymfatickych uzlinach - organu kli¢ovém pro rozvoj i
prevenci TIDM. Ani u NOD mysi totiZ nejsou nizsi pocty iNKT bunék v periferni
krvi, ale pfedev§im v pankreatickych lymfatickych uzlinach [147]. U lidi, kde je
pochopitelné vyzkum z etickych diivodii omezen Cisté na periferni krev, neni snizeni
poctu iNKT bunék u diabetiki 1. typu detekovatelné.

V tomto sméru jsou velice zajimavé vysledky ojedinélého projektu Haflerovy
skupiny, ktera analyzovala pankreatické lymfatické uzliny diabetiki 1. typu odebrané
pfi chirurgickych zakrocich v dutiné¢ bifiSni nebo po smrti mozku kadaverdznich
diabetikt 1. typu. Klonovani Va24" NKT bunék prokazalo, Ze tyto butiky pochazejici
z diabetika 1. typu neprodukuji IL-4 [148].

Experimentalni zvifeci modely pfinesly pfimy dikaz toho, Ze se iNKT bunky
podileji na udrzovani imunitni homeostazy a prevenci TIDM. Jedna se pfedevSim o

kompletni a vétSinou celozivotni prevenci TIDM dosaZenou zvySenim poctu iNKT
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bun¢k u rizikovych zvifat genetickou manipulaci (transgenezi) nebo bunécnym
transferem [138],[121]. Déle potom o experimenty se zvifaty, u kterych po selektivni
genetické eliminaci iNKT bunék dojde k akceleraci TIDM (CDI1d knock out NOD
mysi) [149],[150].

Nekolik vyzkumnych skupin nezavisle na sobé ukazalo, ze podavani a-GalCer
v Casnych fazich autoimunitni reakce vede k vyznamnému snizeni incidence diabetu u
NOD mysi a u vétsiny z nich k celozivotni prevenci TIDM. Po jeho podéani dochézi k
zastaveni autoimunitni reakce ve stadiu pouze lehké inzulitidy [150]-[152].

iINKT bunky brani vzniku diabetu tim, ze inhibuji jejich diferenciaci v Thl
profil. Nejedna se o deviaci téchto bun¢k v Th2 profil imunitni odpovédi, jak bylo
puvodné predpokladano, ale spiSe o navozeni stavu hluboké neodpovidavosti —
anergie. Autoreaktivni T lymfocyty v pritomnosti iNKT bun¢k neprodukuji cytokiny
ani Thl ani Th2 profilu, nemigruji do pankreatickych ostrivkll a neproliferuji [153].
Oproti ptivodnim ptedpokladiim nepouzivaji iNKT buiky k této funkci cytokint (ani
IL-4), ale piimych mezibunécnych kontaktd s populaci autoreaktivnich Thl
lymfocytll v pankreatickych lymfatickych uzlindch [154]. Kontakty mezi obéma
bunéénymi populacemi jsou zprostiedkovany dosud neidentifikovanou molekulérni
regulacni dradhou nezavislou na CD1d [137].

Mechanismus prevence diabetu po podani o-Galactosylceramidu nebyl dosud
zcela objasnén. Je jisté, Ze dochazi k masivni expanzi iNKT bunék v pankreatickych
lymfatickych uzlinach [152]. Regulace je pravdépodobné zavisla na mezibunéénych
kontaktech [154] a cytokinech - rizné prace popisuji roli IL-4 [155], IL-10 [152] nebo
IL-13 — a interakci iNKT bun¢k s dal§imi bunénymi populacemi jako jsou antigen

presentujici buniky [156], [157] nebo CD4"CD25" regulaéni T lymfocyty [158].
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Objev  o-Galactosylceramidu a  jeho  terapeutického  potencialu
v experimentdlnim modelu TIDM jsou vyznamnym krokem k vyuziti manipulace
INKT bun¢k vklinické praxi. Pro ptfipadné vyuziti a-Galactosylceramidu
argumentuje jeho UucCinnost v relativné pozdnich fazich autoimunitni inzulitidy.
Strategie je ucinna, i pokud je zahajena v dob& pocinajici infiltrace pankreatickych
ostrivkli bunikkami imunitniho systému tzn. v dob¢, kdy jsou jiz detekovatelné
laboratorni znamky autoimunity.

Krom¢ jedné studie s dvojité transgennimi mySmi [159] méla manipulace iNKT
bunék pozitivni efekt na pribéh diabetu ve vSech ostatnich studiich [137], [160]-
[162], coz slibovalo brzké klinické vyuziti a-Galactosylceramidu k 1é¢bé recentnich
diabetiki 1 typu. Piechod od preklinickych k prvnim klinickym testim byl donedévna
brzdén predev§im obavami z moznych zavaZznych neZadoucich U¢inkli podani o-
Galactosylceramidu.

Existuji obavy z nahlého vyplaveni velkych mnozstvi IL-4 a IL-13 a stim
spojené¢ho rizika vzniku alergickych onemocnéni, snizeni onkoimunosurveillance a
dalsi. Predev§im u starSich experimentalnich zvifat byl pozorovan po podani o-
Galactosylceramidu vznik fatdlni jaterni 1éze [163]. VéEtSina z obav byla rozptylena
fazemi I/II klinickych zkouSek a-Galactosylceramidu u onkologickych pacientd. Tyto
studie ukézaly, ze o-Galactosylceramid nema vyznamné nezédouci ulinky a i
v pomérné vysokych davkach je tato terapie lidskému organismu bezpecna. Nebylo
pozorovano zvySeni jaternich testi, nevznikala alergickd onemocnéni a prakticky
jedinym nezddoucim tuc¢inkem byl mirny flu-like syndrom u nékterych pacientl

[1341,[67].
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Terapii  a-Galactosylceramidem  lze  snadno  kombinovat s jinymi
imunosupresivnimi strategiemi [159] — naptiklad s blokadou kostimula¢nich drah - a
tim jeste zlepsit terapeutické vysledky [164].

Velké nadéje jsou nyni vkladany do vyvoje glykolipidi, které specificky
stimuluji iINKT bunky. Zménou délky jejich fetézce je mozné ovlivnit spektrum
cytokini produkovanych iNKT buiikami. Glykolipidy s krat§Sim termindlnim CH3
fetézcem indukuji sekreci predevsim Th2 cytokint [82] a v experimentalnim modelu
dosahuji jesté lepSich vysledkl v prevenci diabetu nez a-Galactosylceramid [165].
Vyvoj téchto latek aktuadlné probiha v n€kolika renomovanych laboratotich a lze od
néj ocekavat optimalizaci terapeutickych vysledkii a sniZzeni nezddoucich Uc¢inka

1écby.

2.2.2. RoztrouSena skleréza

Lidské 1 experimetdlni onemocnéni je zplsobeno autoreaktivhimi myelin
specifickymi CD4" lymfocyty, které demyelinizuji vyb&Zzky neuronii a zplsobuji
charakteristicka loZiska demyelinizace v CNS. Defekt iNKT buné¢k u pacienti s RS a
téch kment mysi, u kterych lze snadno indukovat vznik onemocnéni [166], [167],
predpokladal, ze iNKT bunky hraji roli v rozvoji onemocnéni. Sou€asny vyzkum
dosud roli iNKT bunék v rozvoji resp. prevenci onemocnéni jednoznacné neobjasnil.

Onemocnéni lze predejit zvySenim poctu iNKT bunék, ale jen u nékterych
kmenii my$i, a onemocnéni ma prakticky normalni pribéh i u mysi bez iNKT bunck

(CD1d™7) [168]-[170].
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2.2.3. Systémovy lupus erytematodes (SLE)

SLE je systémové autoimunitni onemocnéni charakterizované produkci Sirokého
spektra autoprotilatek a multiorgdnovym poSkozenim imunopatologickou reakei 2. a
3. typu. Produkce autoprotilatek je zavisla na pomoci CD1d a CD1c dependentnich T
lymfocyti u mysi i lidi [171], [172].

Role iNKT bunék ve vzniku SLE neni zcela jasna, experimentalni modely
produkuji mnohdy zcela protichtidné vysledky. Pro protektivni roli iNKT bunék v
SLE mohou svédcit jejich sniZené pocty u SLE mysi nebo zlepSeni lupusové
dermatitidy podanim a-GalCer [173].

Jiné vyzkumné skupiny pracujici s jinymi experimentalnimi modely ukazuji, ze
blok iNKT bunék monoklonalni protilatkou proti CD1d vede ke zlepseni klinického
obrazu SLE a podani a-GalCer zhorSuje pfeZiti mys$i. NejsilnéjSim argumentem pro
roli iNKT bunék v patogeneze onemocnéni jsou experimenty, ve kterych transfer
populace CD3™NKI1.1" T lymfocytl obsahujici iNKT butiky z mysi s rozvinutym

SLE indukuje glomerulonefritidu u zdravych recipientt [174].

2.3. iNKT buiiky v protiinfekéni imunité

2.3.1 Obecna data a principy antimikrobniho piisobeni iNKT bunék

Diky svému cytotoxickému potencialu, schopnosti produkovat cytokiny a
ovliviiovat funkci dalSich bunék, hraji iNKT bunky dileZitou roli v imunitnich
reakcich proti riznym infekénim agens [175], [176]. Pfimym experimentalnim
dikazem jsou experimenty, v kterych mysi bez iNKT bunék maji vyS$i nachylnost
nebo mortalitu nékterych infekci. Déle pokusy, ve kterych stimulaci iNKT buné¢k

dojde k eradikaci infekce nebo zlepSeni ptezivani a v neposledni fadé také diky
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experimettiim, které in vitro demonstruji schopnost iINKT bunék rozpoznavat a

reagovat na infekci [40].

Existuji 3 mechnismy, kterymi iNKT bunky rozpoznévaji infek¢ni agens.

1. Piimé rozpoznani invariantnim TCR iNKT bunék. Tento mechanismus se

uplatiiuje pfedevsim u bakterii. iNKT buiiky timto zptisobem rozpozndvaji naptiklad
antigeny  Sphingomonad, Borrelie = Burdgorferi, Streptokoka pneumoniae,
Helicobactera pylori a nékterych paraziti jako Plasmodium falciparum,
Trypanosomy, Leischmanie, ale také Mycobacterium Bovis (BCG). Antigeny vSech
téchto infekénich agens jsou zpracovany dendritickymi builkami a prezentovany
CD1d molekulou iNKT bunkdm. Neni zceld jasné, zda tento typ rozpoznani a

stimulace iNKT bunék vyzaduje i soucasnou stimulaci TLR (Toll like receptor) [177].

2. Aktivace prostfednictvim cytokinid. Infekce E. coli, ale také experimentalni

podani LPS (lipopolysacharid), vedou k aktivaci iNKT bunék prostfednictvim TLR 4
a sekrece IL-12 a IL-18. Tyto molekularni drahy aktivuji iINKT bunky aniz by
rozpoznaly tyto bakterie. Tento zpisob aktivace je nezdvisly na CD1d. Podobnym
zpusobem (skrze TLR 9) aktivuje iNKT buiky i CpG (nemetylovany CpG
oligodeoxynukleotid), ktery je povazovan za ,,viral danger signal® [177]. Aktivované
iNKT buiiky zvysuji produkei I[FN-y, ktery aktivuje dalsi bunécné populace. ZvySuje
produkci IL-12 dendritickymi buiikami, aktivuje virus specifické cytotoxické CDS8
lymfocyty a aktivuje NK buinky. iNKT bunky déale simuluji produkci I. typu
interferontt plazmocytoidnimi dendritickymi buiikami. Interferony I. typu inhibuji

replikaci virti a diky tomu je virova infekce eliminovéna i bez aktivace adaptivni
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imunity. Timto mechanismem se organismus pravdépodobné brani destrukci bun¢k
splanchnickych organti infikovanych virem reakci cytotoxickych CD8+ lymfocytt
[178]. Tento nepfimy mechanismus zajistuje rychlou odpovéd na rizné

mikroorganizmy i pies svlij omezeny TCR repertoar.

3. Kombinovany zptsob aktivace. Tento typ aktivace iNKT buné¢k byl objeven

pfi experimentdlni infekci Salmonelou typhimurium nebo Staphylococus aureus.
iINKT bunky ani jednu z téchto bakterii pfimo nerozpoznavaji, jsou aktivovany jimi
indukovanymi cytokiny. K plné aktivaci iNKT bunck je ale u obou té€chto infekci
nutné¢ rozpoznani CDI1d iNKT builkkami — pravdépodobné vlastnich glykolipida
alterovanych touto infekci. Podobnym zplsobem se iNKT bunky uplatiuji i

v imunitni rekaci proti Mycobacterium tuberculosis [177].

2.3.2 Bakterialni infekce

Jak jiz bylo zminéno, iNKT bunky se uplatiiuji v imunitni reakci proti celé fadé
bakterii. Prvni prezentovand data byla na roli INKT bun€k v obrané proti
mykobaktriim, na coz ma vliv jejich pfevazné glykolipidova struktura a zavaznost
infekce. Nekteré antigeny mykobaktrii jsou skutecné rozpoznavany lidskymi iNKT
buikami [179]. Experimentalni injekce purifikovanych mykobakteridlnich antigent
myS$im vede k formaci granuloml bohatych na iNKT bunky [180] a u lidi jsou
podobné¢ detekovany iNKT bunky v lepromatoznich 1ézich [181], coz predpoklada
roli iNKT bunék v obrané proti mykobakteridlni infekci. Zda se vSak, Ze alesponi u
mysi nejsou iNKT buiiky k obrané proti mykobakteridlni infekci esencidlni. Infekce

probiha podobné u wild type a iNKT deficientnich (CD1d™" & Ja2817") mysi [182].
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V experimentech bylo prokdzano, ze iINKT buiky, rozpoznavajici piimo
antigeny, se uplatiuji v imunitni reakci i proti dalsim bakteriim. Konkrétné se jedné o
Pseudomonas aeruginosa a Borellia burgdorferi, Listeria monocytogenes a Salmonella
choleraesuis, Sphingomonady, Borrelie Burdgorferi, Streptokoka pneumoniae,
Helicobactera pylori [177], [183].

Bylo prokazano, ze bakteridlni glykolipidy z Borrelia burgdoferi [184] a
Streptococcus pneumoniae [185] jsou prezentovany CDI1d molekulou a aktivuji
iINKT buiiky pfimo. V pfipad€ neptitomnosti bakterialniho exogenniho glykolipidu,
jako naptf. u gram negativni infekce Salmonella [60], je aktivace iNKT
zprosttedkovana vazbou iINKT a CDld molekulou po navazini endogenniho

lipidového antigenu v kombinaci s piisobenim cytokint [183].

2.3.3 Infekce mykotické, infekce prvoky a parazity

Antigeny Plazmodium falciparum a Trypanozoma cruzi jsou rozpoznavany
iNKT bunikkami a iNKT bunky pravdépodobné hraji daleZitou roli v imunitni
reakci proti témto patogentim, nebot signifikantni expanze iNKT je CD1d
dependentni [186]. Podani a-GalCer navic zvySuje ucinnost nékterych
antimalarickych vakcin. iNKT burnky se dale podileji na imunitni reakci proti
Cryptoccoccus neoformans, Toxoplazma gondii, Leischmania major a

Schistosoma mansoni [177], [183].

2.3.4 Virové infekce

2.3.4.1 Lidské virové infekce
Presto, Ze viry neexprimuji glykolipidy, iNKT buiiky jsou zapojeny do

antivirové odpovédi [187].
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Bylo prokazano, Ze po virové stimulaci TLR (Toll — like receptor) dojde ke
zvyseni exprese povrchové molekuly CD1d. Toto zvySeni je jak na transkripcni tak
distribu¢ni urovni [188]. Zaroven vSak zablokovani CDI1d receptoru pouzitim
protilatek u HSV infikovanych dendritickych bunék neinaktivovalo iNKT odpovéd’
[188]. Toto vede k hypotéze, ze k optimalni odpovédi iNKT bunck je zapotiebi
soucasné pusobeni cytokinti, které jsou produkované béhem virové infekce.

Nékteré viry vyvinuly uc¢inné obranné mechanizmy, aby se vyhnuly prezentaci
antigenu pomoci CD1d, coz podporuje hypotézu o roli iNKT bunck v protivirové
odpovédi a jejich CD1d zavislou aktivaci. Nékteré viry sniZzuji povrchovou expresi
CD1d molekuly napadené buiiky nebo jeji intraceluldrni zpracovéani, ¢imz se
pravdépodobné snazi vyhnout rozpoznani CD1d zavislymi T lymfocyty vcetné iNKT
bunék.

Infekce Kaposi sarkoma associated herpes virus (KSHV) vyznamnym zpiisobem
downreguluje povrchovou expresi CD1d [189].

Infekce herpes simplex virus typ I (HSV — I) vede k defektni CD1d prezentaci
z endosomu na bunécny povrch [190].

Podobn¢ 1 HIV — 1 downreguluje expresi CD1d molekuly jeji zvySenou
internalizaci z bunécného povrchu a retenci v Golgiho komplexu [191]-[194].

Vsechny tyto skutecnosti podporuji teorii o CD1d zavislé aktivaci iNKT pfi
virové infekci, pfestoze viry neobsahuji zadny exogenni lipidovy antigen. Identifikace
potencialniho endogenniho lipidového antigenu a jeho regulace je dal$im krokem
k porozuméni antivirové aktivity iNKT lymfocyta.

Dalsi diikazy o roli iNKT bun¢k v protivirové imunité pochazi z klinickych
pozorovani zvySené nachylnosti iNKT deficientnich pacientl k virovym infektim. X-

vazany lymfoproliferativni syndrom muiZe byt zplisoben mimo jiné mutaci genu SAP
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(signaling lymphocyte activation molecule — associated protein) nebo XIAP (X-linked
inhibitor—of-apoptosis protein). Obé mutace vedou k funkénimu poSkozeni SLAM
molekuly (Signaling lymphocyte activation molecule), ktera je diilezita pro spolupraci
T a B lymfocyti a negativné ovlivituje vyvoj iNKT, coz vede k deficienci iNKT
bun¢k (XIAP selektivni, SAP neselektivni — zde zaroven T, B ¢i NK lymfopenie) a
vysokému riziku EBV infekce [195], [196]. Toto se piiklani k potvrzeni hypotézy o
protektivni roli iNKT proti EBV infekci.

I dal8i primarni imunodeficit vedouci k nedostatku iNKT bunék (Wiskott-
Aldrich syndrom) zvySuje riziko EBV infekce [197]. Kazuistiky popisuji dal§i mozné
asociace. Napiiklad selektivni deficience iINKT bunék pii t€zké postvakcinacni
generalizované infekci herpes zoster [191],[198].

iINKT bunky pfedstavuji i selektivni cil virové infekce. Ptikladem je HIV.
HIV pozitivni pacienti maji vyznamné redukovana mnozstvi iNKT buné€k v periferni
krvi a mnozstvi CD4+ iNKT buné€k negativné koreluje s virovou nalozi [199]. Cilem
HIV jsou CD4+ iNKT buiky, které vedle CD4 exprimuji 1 dalsi cil HIV — CCR5
receptor [200].

INKT bunky se vyskytuji v pomérné vysokych frekvencich v jatrech a
v pritbéhu infekce hepatotropnimi viry na nich lze detekovat morfologické 1 funkéni
zmény. iINKT buniky expanduji v jatrech pacienti v chronické fazi virovych hepatitid.
Jsou aktivovany a produkuji zvySena mnozstvi Th2 cytokint IL-4 a IL-13. ZvySena
produkce téchto profibrotickych cytokind v dob& progrese hepatitidy v cirhdézu
naznacuje, ze iINKT builky mohou hrat u chronickych virovych hepatitid roli

v patogenezi onemocnéni [201], [202].
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Roli iNKT bunék v protivirové imunité 1ze demonstrovat také na klinickém
zlepSeni pii 1é¢bé a-GalCer pfi infekei virem HIV [203], MCMYV [204], RSV [205],

hepatitis B (HBV) [206] a infekci virem influenza [207].

2.3.4.2 iNKT buiiky v experimentalnich modelech virovych infekci

1. MCMV (mysi cytomegalovirus). Experimety s Ja2817 a CDI1d”" mysmi
ukazuji na roli CD1d dependentnich T lymfocytl v imunitni reakci proti
MCMV (vy$si mortalita CD1d™, ale ne Ja2817") neZ u mysi s normalnimi
poCty iNKT bunék. iNKT butiky jsou v pribéhu MCMV infekce aktivovany a
produkuji IFN-y. Prostfednictvim IFN-y je aktivovan cytotoxicky potencial
NK bunék, vedouci k lyze virem infikovanych bun¢k. U MCMV vede injekce
a-GalCer k aktivaci NK bunék prostfednictvim IFN-y produkovaného iNKT
buitkami. NK bunky jsou hlavni efektorovou populaci imunitni reakce proti
MCMYV [208], [209].

2. EMCYV (diabetogenni encephalomyocarditis virus). CD1d deficientni mysi
typ mysi. Na celuldrni Grovni vykazuji CDI1d”" mysi zhorSenou produkci
cytotoxickych cytokinii CD4 a CD8 lymfocyty. I u EMCV modelu vede jedna
injekce o-GalCer k prevenci klinickych projevi EMCV — myokarditis,
encefalitis a diabetu [210].

3. CVB (coxsackie virus B3). K rozvoji onemocnéni v experimentadlnim modelu
(myokarditis) je nutnd exprese CDI1d, myocyty jsou destruovany CDI1d
dependentni populaci Vy4+ T lymfocytl, ale ne iNKT bunikami [211].

4. LCMYV (lymphocytic choriomeningitis virus). LCMV napada iNKT buiiky a

indukuje jejich apoptotickou smrt [212]. Infekce LCMV je kontrolovana
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piedevsim cytotoxickymi T lymfocyty [213]. iNKT bunky hraji dilezitou roli
v eliminaci infekce LCMV v pankreatu. U LCMV modelu vede injekce a-
GalCer k signifikantnimu sniZeni mnozstvi kopii viru v pankreatu. Po injekci
a-GalCer stimuluji aktivované iNKT bunky plazmocytoidni dendritické bunky
k lokalni produkci interferont typu 1, které¢ maji antivirovou aktivitu [178].
RSV (respiratory syncytial virus). Imunitni reakce proti tomuto RNA viru je
zprosttedkovana cytotoxickymi CD8 lymfocyty, experimenty na CDI1d”
mySich naznacuji, Ze iNKT buiiky jsou nepostradatelné pro jejich expanzi a
produkci IFN-y. CD1d”" mysi maji opozdénou a zhorSenou eliminaci viru
RSV. Podani a-GalCer zlepSuje klinicky pribéh infekce RSV  virem
pravdépodobné expanzi cytotoxickych CD8+ lymfocytl a NK bunék.
Influenza A. CD1d deficientni mysi vykazuji horsi pritbéh infekce timto RNA
virem a vyS$i mortalitu. iNKT buiikky redukuji pocet imunosupresivnich
MDSC (myeloid-derived suppressor cells), které v podminkach influenzové
infekce inhibuji specifické cytotoxické CD8 T lymfocyty. Podani a-GalCer
redukuje mnoZstvi kopii viru influenzy a zlepSuje klinické projevy infekce

timto virem diky stimulaci vrozené imunity [214].

2.3.4.3 Role INKT bunék v postvakcinacnich imunitnich odpovédich
proti virim

Soucasné podani atenuovaného viru (napf. influenzy) a a-GalCer zvySuje

produkci virus specifickych protilatek a aktivitu virus specifickych cytotoxickych

CD8+ lymfocyti. Tyto imunologické zmény provokované souCasnym poddnim o-

GalCer se promitaji do zlepSen¢ho piezivani po nasledném podani viabilniho viru
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3. INKT bunky a herpesviry

3.1. Taxonomie a struktura herpesviri

Soucasna klasifikace fadu Herpesvirales definuje tfi Celedi — herpesviridae,
alloherpesviridae a malacoherpesviridae. Pouze celed’ herpesviridae obsahuje savci
viry. Pfislusnici celed¢ alloherpesviridae infikuji ryby a zaby a ¢lenové celede
malacoherpesviridae infikuji skeble [216].

Celed’ Herpesviridae zahrnuje viry, které infikuji savce, plazy a ptaky a podle
vlastnosti virt ji mizeme rozdélit na 3 podceledi. Osm herpesvirt, které mohou
infikovat ¢loveéka, jsou soucasti vSech tfi podceledi. Herpes simplex virus 1, herpes
simplex virus 2 a varicella-zoster virus patii mezi alfaherpesviry, lidsky
cytomegalovirus, herpesvirus 6 a lidsky herpesvirus 7 patii mezi betaherpesviry a
Epstein-Barr virus a Kaposhi sarkoma asociovany herpesvirus patii mezi

gamaherpesviry.

Obrazek S: Prehled lidskych herpesvirii [217]

Type Synonym Subfamily Pathophysiology

HHV-1 Herpes simplex virus-1  Alphaherpesvirinae Oral and/or genital herpes
(HSV-1) (orofacial)

HHV-2 Herpes simplex virus-2 o (alpha) Oral and/or genital herpes
(HSV-2) (genital)

HHV-3 Varicella zoster virus a (alpha) Chickenpox and Shingles
(VZV)

HHV-4 Epstein-Barr virus Gammaherpesvirinae [nfectious mononucleosis,
(EBV) v (gamma) Burkitt’s lymphoma, CNS
Lymphocryptovirus lymphoma (in AIDS

patients), post-transplant
lymphoproliferative
syndrome (PTLD),
nasopharyngeal carcinoma

HHV-5 Cytomegalovirus Betaherpesvirinae Infectious mononucleosis-like
(CMYV) syndrome, retinitis, etc.

HHV-6, 7 Roseolovirus B (beta) Roseola infantum or

exanthem subitum

HHV-8 Kaposi's sarcoma- ¥ (gamma) Kaposi's sarcoma, primary
associated effusion lymphoma, some
herpesvirus multicentric Castleman’s
(KSHV), a disease
rhadinovirus
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Herpesviry jsou obalené¢ dvouvlaknové DNA viry. Replikuji se v jadie
infikované buiiky a je pro n¢ typické prezivani v tkdnich v latentnim stavu.

Vsechny lidské herpesviry mohou zpusobit vazné patologie. Infekce
alfaherpesviry miize vést k potencidlné¢ letdlni encefalitidé, infekce lidskym
cytomegalovirem muze zpusobit zavazné patologie prakticky jakéhokoliv organu
predevsim u imunokompromitovanych jedinci a oba pfisluSnici podceledi
gamaherpesvirti (Epstein-Barr virus a Kaposhi sarkoma associated herpesvirus) jsou

spojovani se vznikem malignit.

Analyza genetické informace herpesvird ukazuje, ze se vyvinuly uz pied
180-220 miliony let. Za tuto dobu herpesviry vyvinuly celou fadu strategii, jak
uniknout detekci a zni¢eni imunitnim systémem. Jednim z mechanismi je produkce
proteinu homologniho s lidskym IL-10, ktery inhibuje prozanétlivé cytokiny (IFN-y,
IL-1a, GM-CSF, IL-6 a TNF-a), jina strategie snizuje expresi MHC I a MHC 11
infikované bunky. Velkd c¢ast virové genetické informace koduje pravé tyto
schopnosti. Dikazem uspéchu téchto mechanismi je perzistence viru v lidskych
tkanich. Tato perzistence je po vétSinu Zivota klinicky asymptomaticka, k reaktivaci
herpetické infekce dochdzi pouze v dobé oslabeni imunitniho systému.

Obrizek 6 [218]

(A) VZV v elektronovém mikroskopu. (B) Schéma VZV.
A
Glycoprotein
Envelope
Tegument
Capsid
dsDNA
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Obrazek 7 [219]

Zivotni cyklus VZV. VZV se §iii prevazné kapénkovou cestou. Primdrnim
vstupem infekce jsou epitelie dychacich cest. Zahy dochazi k sireni krevni
a lymfatickou cestou. Tato primarni infekce probiha jako plané nestovice.
Primarni infekce je nasledovana obdobim latence, kdy VZV pretrvava
v neuronech dorzdalnich ganglii. V tomto obdobi nedochdzi k replikaci
viru ani k poSkozeni hostitelskych neuronii. Miize dojit k reaktivaci viru,
kdy se VZV zacne uvniti ganglia sekundarné replikovat a Siri se
senzorickym nervem do prislusnych koznich dermatomi, kde vyvola

typickou bolestivou vyrazku — pasovy opar [219].
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3.2.Imunitni reakce proti herpesvirim

Prvni linii obrany proti virim je vrozena imunita, kterd ma za kol zabranit
pocateCnim fazim infekce a zaroven omezuje Sifeni viru. VSechny bunky infikované
viry produkuji IFN-a a INF-p jako odpovéd’ na ptfitomnost dvouvldknové RNA,
kterd vznika v urcité fazi Zivotniho cyklu vSech vir. Tyto interferony maji 3 hlavni
funkce. Indukci syntézy enzymil ve zdravych i infikovanych bunkéch dokazi zastavit
replikaci viru. Nejvice prozkoumanym enzymem je enzym PKR (RNA-dependentni
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inaktivovan a dojde k inhibici syntézy proteini v buiice (v€etné virovych). DalSim
enzymem je 2-5A syntetaza (2,5 — oligoadenylat syntetdza), ta v odpovédi na
interferony 1. typu aktivuje ribonukleazy sté€pici virovou RNA [220].

Druhou dulezitou funkci IFN-a a INF-p je indukce exprese MHC I.tfidy na
vetsing bunek v téle, ¢cimz zvysuje jejich rezistenci k NK buiikam. K tomuto zvyseni
dochazi 1 na bunkach nové infikovanych virem, ¢imz je €ini vice nachylné k CD8+
cytotoxickym T lymfocytim. Tteti funkci je aktivace NK bunék, které nasledné
selektivné likviduji virem infikované bunky [221], [222].

Druha4 linie nespecifické obrany organismu je piedstavovdna komplementovym
systémem, ktery je v pfipad€ virti aktivovan vazbou C1 na komplex Ag-Ig. Dale se
vyznamné uplatiuje fagocytéza vird. Infikované makrofdgy a dendritické buiiky
produkuji IL-12, silny aktivator NK bunék, a aktivuji cytotoxické T lymfocyty.
Klasické NK buiiky hraji daleZitou roli v protivirové obrané. Aktivované NK bunky
jsou dllezitym producentem IFN-y. Tento IFN-y je klicovym cytokinem pfii kontrole
virové infekce pfed aktivaci T lymfocyti, které nasledné produkci IFN-y piebiraji

[223].

Ve specifické protivirové obrané jsou u¢innym nastrojem protilatky. IgA blokuyji
adhezi virti na epitel. V télnich tekutinach se uplatiiuji IgM a IgG — neutralizuji vstup

virti do bunék, opsonizuji je pro fagocyty a aktivuji komplement.

Dhulezita je 1 bunéénd imunita. Efektorovou bunikou bunééné specifické imunity
v protivirové obran¢ je CD8+ lymfocyt (CTL). Efektorové Tc ni¢i v pfimém kontaktu

infikované bunky jako potencidlni zdroj infekce.
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3.3. iNKT buiiky v experimentalnich studiich s alfa-herpesviry

(HSV-1 a HSV-2) a zhorSenou clearence viru nez mysi s normalnimi pocty iNKT
bun¢k [224], [225]. Vysledky studii se 1isSi v zavislosti na virulenci a kvantité
pouzitého viru. Nékteré studie ukazuji, ze spiSe nez iNKT buniky se v imunitni reakci
proti HSV-1 uplatiiyji jiné CD1d zavislé T lymfocyty [226]. Dalsi studie neprokazaly
zadny rozdil v klinickém pribéhu infekce mezi iNKT deficientnimi a suficientnimi

mySmi [227].

3.4. Data o roli iNKT bunék v imunitni reakci proti lidskym herpesvirim

Data o roli iNKT bun¢k v imunitni reakci proti herpesvirim jsou omezena na
jednu jedinou kazuistiku z roku 2003, kterd popisuje rozvinuti diseminované zivot
ohrozujici infekce VZV u 1lleté divky 5 tydnii po podani ockovaci latky, ktera
obsahovala Zivy oslabeny virus varicella zoster. Konkrétné¢ se jednalo o vakcinaci
kmenem Oka. Tato pacientka méla v anamnéze Casté virové infekce (congenitalni
CMV, vyrazn€ zvySeny titr protilatek proti herpesvirim a Casté respiracni infekty).
Podrobna imunologickd analyza neprokézala zadné zndmé vysvétleni jeji zvysSené
citlivosti k podané vakcing. Jedinou prokdzanou abnormalitou byl téZky deficit iNKT

bunek — funkéni 1 kvantitativni [198].
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HYPOTEZA

Kromé¢ NK a T lymfocyti se kontroly proti lidskym herpesvirim ucastni i

iNKT.

Hypotézu, ze se iNKT buiky uplatiiuji v imunitni reakci proti lidskym

herpesvirim, jsme vytvoftili na zaklad€ nékolika jiz diive zminénych faktt:

1.

Rod herpesvirt downreguluje expresi CD1d, ¢imz se pravdépodobné snazi
uniknout mechanismu, ktery vede k prezentovani antigenti pomoci CD1d
iINKT lymfocytim [191].

Grubor — Bauk [224] a Ashkar [225] popsali v experimentdlnim modelu
zvySenou incidenci herpetickych infekci u mysi, které nevytvaii iNKT
lymfocyty (CD1d7/").

Kazuistika 11let¢ divky zroku 2003, kterd popisuje rozvinuti
diseminované Zivot ohroZujici infekce VZV 5 tydnli po podani ockovaci
latky, obsahujici zivy oslabeny virus varicella zoster. Jedinou prokdzanou

abnormalitou byl deficit iINKT lymfocyti [198].

Polozili jsme si nékolik otdzek:

e Méni INKT buiky mnoZstvi v dob& akutni exacerbace herpetické
infekce? Je rozdil v mnozstvi iNKT bunék mezi pacienty s jednou
epizodou herpetické infekce a opakovanymi exacerbacemi? Druhy bod
je aplikovatelny pouze na infekci herpes zoster, kde reaktivace
v podobé péasového oparu jsou klinicky jednoznané na rozdil od

opakovanych infekci herpes simplex.
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Meéni iNKT buniky fenotyp nebo funkei (kapacitu produkovat cytokiny)

v dob¢ akutni exacerbace herpetické infekce?

Jakym mechanismem se iNKT podileji na kontrole alfaherpesvirové
infekce? Jedna se o mechanismus zavisly na produkci cytokini po
TCR stimulaci nebo se naopak iNKT bunky chovaji jako NK buiiky a
jsou tudiz stimulovany nespecifickymi signaly jako CpG
(nemetylovany CpG oligodeoxynukleotid) a reaguji pouze zménou

exprese inhibicnich a aktivacnich receptorti?
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Invariant natural killer T (iNKT) cells play an important role in the immune response against various
infectious agents. In this study we investigated their role in human defense against the varicella zoster
virus. We observed decreased numbers of iNKT cells in patients who failed to control latent varicella zos-
ter virus infection, e.g. underwent several reactivations of the virus. The residual population of iNKT cells
expressed significantly higher levels of inhibitory receptor CD158a that was further up-regulated in the
course of acute viral infection. Both of these abnormalities might contribute to impaired contrel of var-
icella zoster virus in human.
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1. Introduction

Both innate and adaptive immunity are involved in the defense
against varicella zoster virus (VZV). The initial response of naive
host is mediated by the innate immune system through antiviral
cytokines and NK cells. The acquisition of virus - specific T cells ap-
pears to be necessary to prevent disseminated infection [1]. In this
work, we hypothesized that in addition to NK and T cells, iNKT cells
might be involved in the control of VZV. iNKT cells are CD1d
dependent natural killer-like T cells. These cells are often called
unconventional T cells since they differ in several ways from main-
stream T cells, such as in the co-expression of NK markers, restric-
tion by CD1d molecule, expression of highly restricted TCR or
potential to produce rapidly large amounts of cytokines [4,6]. iNKT
cells are involved in the responses to viruses although unlike bac-
teria and parasites, viruses contain only host lipids. Several mouse
and human viruses including viruses of the Herpes family down-
regulate €D1d expression, suggesting a viral immune evasion
mechanism that prevents CD1d-mediated antigen presentation to
iNKT cells [8]. There is not enough data on the role of iNKT cells
in the defense against VZV in experimental models. However,
works of Grubor-Bauk [9] and Ashkar [2] described increased sus-
ceptibility of mice lacking iNKT cells tc infection with viruses of
the Herpes family. CD1d~~ and Jo281~ mice exhibit impaired
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clearance and more florid acute infection with herpes simplex type
1 virus [9] and the resistance of CD1d~/~ mice to herpes simplex
type 2 virus is significantly impaired in comparison to wild type
mice [2]. In addition to experimental studies, a case-report pub-
lished by Levy and co-workers presents the case of 11-year-old girl
who developed severe disseminated life-threatening infection five
weeks after receiving attenuated vaccine strain of VZV. The analy-
sis of lymphocyte subsets revealed profound, isclated deficiency of
iNKT cells [12].

2. Material and methods
2.1. Patients’ characteristics

Two groups of individuals were recruited. The first group con-
sisted of patients who failed to control VZV, e.g. developed multi-
ple VZV reactivations during their life (referred as VZV patients).
VZV patients: n= 52, median age 59.4 years, 20 males, 32 females.
The median time between the last manifestation and our analysis
was 1216 days. The patients were recruited from the Department
of Dermatovenerology of the Teaching Hospital Kralovske
Vinohrady, Department of the Infectious Diseases of the Hospital
Jihlava, Department of Dermatology of the Hospital Jihlava.
Patients with known diagnosis of immunodeficiency, autoimmune
diseases or cancer were excluded from the study.

The second group consisted of individuals who have controlled
the VZV infection {referred to as controls), e.g. experienced only a
single VZV manifestation in childhood (chickenpox); {n = 40). The
groups were matched by age and sex.
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The analysis of iNKT cells during acute reactivation of VZV was
performed on 14 patients. We analyzed their bloed twice; at first
when the first specific symptoms appeared and then again when
the infection resolved (9.5 days in average; 5-22 days). These 14
patients {data from second time point) were included in the group
of 52 VZV patients mentioned above.

Diagnosis of VZV infection was based on typical clinical features
and was confirmed by PCR in indicated cases.

All patients signed informed consent approved by local ethical
authorities.

2.2, Surface staining

Fresh peripheral blood was analysed by flow cytometry. Surface
staining was performed with the following mAbs: anti-6B11
(6B11), anti-CD56 {C5.9 and NS01/NKH-1), anti-vy9 (IMMU 360),
anti-CD25 (B1.49.9), anti-CD158a (HP-3F4), anti-CD161 (DX12),
anti-CD3 (UCHT1), anti-CD4 (13B8.2), anti-NKG2A (131411), anti-
NKG2D (149810), anti-CD8 (B9.11). Cell populations were identi-
fied as follows: iNKT cells: 6B11°CD3", NK cells: CD56°CD3~, T
cells: CD567CD3".

2.3. Intracytoplasmic staining

Intracytoplasmic staining was performed as described else-
where [3] using the following conjugated mAbs: anti-IFN-y
(45.15), anti-TNF-o {IPM2/188), anti-I.-4 (4D9), anti-IL-13
{32007). Monecclonal antibodies were purchased from BD Pharmin-
gen, Immunoctech, Sigma — Aldrich and RDSystems — BIOMEDICA.

Cells were acquired with a FACSCalibur {Becton Dickinson,
Mountain View, CA) and analyzed using ceriouest software.

2.4, Statistical analysis

The data was analyzed using unpaired Student’s T-test.

3. Results
3.1. fmmune system of VZV patients

We first analyzed the proportions of T and NK cell populations
in fresh peripheral blood lymphocytes. We did not detect signifi-
cant difference in the proportion of CD3*, CD37CD56" or
CD3°(D56" cells among lymphocytes, nor in the proportion of
CD4" to CD3* cells or of CD56°78™ to CD56" cells (Fig. 1a-e) be-
tween VZV patients and controls. Importantly, the proportion of
6B11°CD3" iNKT cells was significantly lower {p = 0.01, unpaired
Student’s T-test) in VZV group (0.06% mean, 0.01 median) than in
controls {0.12% mean, 0.05 median) (Fig. 1f).

3.2, iNKT cells in VZV patients

The main iNKT cell subpopulations (CD4" and CD4~CD8™) were
uniformly distributed in both groups (Fig. 1g and data not shown).
Similarly, we did not detect differences in the expression of T and
NK cell markers (CD25, CD161, and NKG2D) on iNKT cells (Fig. 1g)
between both groups. Contrarily, CD158a (KIR2DL1), the killer cell
immunoglohulin-like receptor {KIR), was preferentially expressed
on iNKT cells from VZV patients (27.57% versus 13.34% mean of po-
sitive cells, p= 0.001) (Fig. 1g).

The intracytoplasmic measurement of cytokine secretion after
in vitro stimulation revealed that iNKT cells from both groups pro-
duced similar quantities of both Th1 (IFN-vy, TNF-&t) and Th2 cyto-
kines (IL-4 and IL-13) (Fig. 1h).
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Fig. 1. iNKT cells in VZV patients. (a-e) Frequency of indicated T and NK
populations among lymphocytes in peripheral bloed of VZV patients (black dots)
and centrols (white dots). Each dot correspends to an individual patient Values
indicate the mean of positive cells. (g) Expressien of indicated T and NK surface
markers en and (h) intracyteplasmic cytekine contentin 6811°CD3" iNKT cells after
in vitre re-stimulation in VZV patients (black bars) (n=52) and controls (white
bars) (n =40). Data coerresponds te the (g) mean of cells expressing indicated surface
marker or (h) producing indicated cytokine. Error bars indicate the standard
deviaticn.

3.3. iNKT cells in VZV patients during acute VZV reactivation

To gain more insight into the role of iNKT cells in the defense
against VZV, we analyzed phenotype of and cytokine secretion by
iNKT cells during acute reactivation of VZV. Parameters measured
during acute infection were compared with data obtained after the
resolution of acute infection {9.5 days from the beginning of the
infection in average).
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The population of iNKT cells underwent significant changes dur-
ing acute VZV infection. Although we did not detect expansion of
iNKT cells (Fig. 2a), their subpopulations (Fig. 2c) or changes in the
cytokine preduction by iNKT cells (Fig. 2d), we noticed, however,
changes in the expression of surface NK markers {Fig. 2c). Notably
CD158a expression on iNKT cells was enhanced (29.61% versus
18.97% mean of positive cells and 150.94 versus 131.76 mean of
MFI during acute infection and in steady state, respectively)
(Fig. 2c and data not shown). NKG2D was also up-regulated on iNKT
cells during acute infection in some patients (31.5% versus 19.6%
mean of positive cells during acute infection and steady state,
respectively) the average, however, did not reach the statistical sig-
nificance (Fig. 2¢). The up-regulation of NKG2D was not restricted to
INKT cells; we observed similar tendency on classical NK cells,
CD3"°CD56" and Vv9 T cells in some patients (data not shown).

4. Discussion

Our work describes a correlation between low INKT cell num-
bers and multiple reactivations of VZV infection. The design of
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Fig. 2. iNKT cells in VZV patients during acute VZV reactivation. (a) Frequency of
6B117CD3" iNKT cells in peripheral bloed of VZV patients during acute reactivation
of VZV infection (peint Al) versus steady state (point SS). Each line between Al and
SS point cerrespends to an individual patient (n = 14). (b) Frequency of indicated T
and NK populaticns among lymphecytes in peripheral bloed of VZV patients during
acute reactivation of VZV infection (stripped bars) versus steady state (white bars).
{c) Expression of indicated T and NK surface markers on 6B11°CD3" iNKT cells and
{d) intracytoplasmic cytekine content in 6B11°CD3" iNKT cells after in vitro re-
stimulation in VZV patients during acute reactivation of VZV infection (stripped
bars) and in steady state (white bars). The values indicate the mean of cells (b,c)
expressing indicated surface marker or (d) preducing indicated cytokine. Error bars
indicate the standard deviation.

our work did not allow to unambiguously determinate if abnor-
mally low iNKT cell number establishes the cause or effect of
VZV infection. VZV infection can potentially induce the decline of
INKT cell numbers through various mechanisms. iNKT cells might
down-regulate their surface markers upon activation and escape
detection [16]. Alternatively, iINKT cell numbers in peripheral blood
can be reduced by direct depletion of iNKT cells by the virus itself,
or relatively reduced by the expansion of VZV - specific conven-
tional lymphocytes, by the relocation of iNKT cells from peripheral
blood to the site of inflammation, etc. In all of these cases one
would expect gradual expansion of INKT cell compartment follow-
ing the resclution of acute VZV infection. This was not the case. The
proportion of iNKT cells was identical in two groups of VZV pa-
tients; patients who had last manifested VZV less than one year
and patients who had last manifested VZV more than one year be-
fore our analysis (Fig. 3).

Contrarily, low INKT cell numbers encoded genetically [11]
might be the cause of recurrent VZV infection. The precise mecha-
nism of potential contrel of VZV by iNKT cells remains to be re-
vealed. Our findings of unimpaired cytokine production by iNKT
cells in VZV patients and their unchanged profiles during acute
VZV infection (Figs. 1h and 2d) argue against a key role of studied
cytokines.

The antiviral activities of iNKT cells might be mediated be
NKG2D, an activating NK receptor that is required for NK cell med-
iated resistance to many viruses [10]. We did not detect defects in
the expression pattern of NKG2D on iNKT cells of VZV patients in
steady state (Fig. 1g). There was however, an obvicus trend to
up-regulate NKG2D during acute reactivation of VZV on iNKT cells
as well as on other cell types. In none of these populations the up-
regulation of NKG2ZD overcame statistically significant level
{p=0.06 for NK cells, p=0.09 for iNKT cells, p=0.10 for T cells)
{data not shown).

In addition to the direct effect of iNKT cells on VZV-infected
cells, iNKT cells might contribute to the clearance of VZV indirectly,
by promoting the function of other cell types. The cooperation of
iNKT cells with classical NK cells is an obvious candidate of such
type of cooperation given a well established role of NK cells in
the defense against VZV infection [5]. Finally, iNKT cells might pro-
mote the differentiation of virus-specific T and B cells and subse-
quent production of virus-specific antibodies.

In addition to their decreased numbers, iNKT cells of VZV pa-
tients exhibit phenotypical abnormalities in steady state, particu-
larly €D158a up-regulation (Fig. 1g). CD158a belongs to the killer
cell immunoeglobulin-like receptors that mediate inhibitory signals
provided by the recognition of MHC class I molecules to NK cells.
The KIR repertoire is determined genetically; primarily by the
KIR genotype (KIR genes are located on human chromosome 19)
and subtly by HLA genotype [14]. In addition to NK cells, CD158a
is expressed hy various populations of T cells, including hoth
TCRap and TCRYyS T cells. Simultaneous signaling by TCR and

6B11+CD3+iNKT cells
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Fig. 3. iNKT cells in VZV patients - follew-up. Frequency of iNKT cells in patients
who had last manifested VZV less than one year (white dots) and patients whe had
last manifested VZV mere than one year before our analysis (black dots). Each dot
cerrespends to an individual patient. Values indicate the mean of positive cells.
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CD158a alters activation via TCR and impairs T cell function [13].
One can speculate that a genetically determined pattern of
CD158a expression in VZV patients may impair the function of
INKT cells and thus contribute to impaired control of VZV.

Alternatively, CD158a expression pattern might be the conse-
quence of VZV infection. CD158a is up-regulated in chronic inflam-
matory processes such as GVHD [15]. The exposure to cytokines
(IL-2, IL-7 and IL-15) in vitro also up-regulates CD158a [7]. En-
hanced CD158a expression on iNKT cells thus might be induced
by immune response against VZV.

The real impact of CD158a up-regulation on impaired clearance
of VZV remains to be elucidated. One should be reminded that both
inhibitory (CD158a) and activating (NKG2D) receptors were up-
regulated in similar extent on iNKT cells in VZV infection (a similar
phenomenon was observed in vitro upon IL-2, IL-7 and 11-15 expo-
sure) [7]. The up-regulation of CD158a might not necessarily lead
to impaired immune response to VZV. Instead, the modulation of
both activating and inhibitory NK receptors might optimize the
threshold of immune responses dependent on NK receptor
signaling.

In conclusion, our work describes quantitative and qualitative
abnormalities of the population of INKT cells in recurrent VZV
infection patients suggesting the involvement of iNKT cells in the
control of VZV.
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Material a metoda (VZV):

Pacienty jsme rozd¢lili do 2 skupin. Prvni skupina zahrnovala pacienty, ktefi
Spatn¢ kontroluji infekci VZV. Béhem zivota u nich doslo k opakovanym reaktivacim
VZV v podobé pasového oparu. Skupina meéla 52 pacientd (20 muzi a 32 zen),
vekovy median 59,4 roky. Median mezi posledni manifestaci VZV a nasi analyzou je
1216 dni. Ze studie byli vyfazeni pacienti se zndmou malignitou, imunodeficienci i
autoimunnim onemocnénim. Kontrolni skupina 40 osob vékoveé 1 pohlavim
odpovidala skupiné¢ pacientii. VSichni zkontrolni skupiny prodélali pouze
jednorazovou infekci VZV v détstvi v podobé nestovic.

14 pacientll bylo analyzovano béhem akutni reaktivace VZV. Jejich krev byla
analyzovana 2x. Poprvé ve chvili objeveni se prvnich specifickych ptiznaki
reaktivace a podruhé po ustoupeni pfiznaklt (v priméru po uplynuti 9,5 dni,
s rozmezim 5-22 dni). Téchto 14 pacientl je zahrnuto v prvni testované skupin¢.

Diagnéza VZV byla provedena na zakladé typickych klinickych projevil a

v indikovanych ptipadech ovéfena pomoci PCR.

Periferni krev byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie (FACSCalibur

Becton Dickinson, Mountain View, CA) s pouZzitim CellQuest software.

Pro povrchové znaky:

Burniky (plnou periferni krev) jsme inkubovali 15 minut ve tmé pri 4st.C s
nasledujicimi monoklonalnimi protilatkami (fluorochromkonjugované): anti-
6B11 (6B11), anti-CD56 (C5.9 and N901/NKH-1), anti-Vy9 (IMMU 360), anti-CD25
(B1.49.9), anti-CD158a (HP-3E4), anti-CD161 (DX12), anti-CD3 (UCHT1), anti-

CD4 (13B8.2), anti-NKG2A (131411), anti-NKG2D (149810), anti-CD8 (B9.11).
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Nasledné jsme pouzili NH4Cl k lyze erytrocytti. Po centrifugaci (1200 — 2000 otacek
po dobu 5 minut) odlijeme supernatant. Po ptfidani PBS (200 — 500 pl) mame vzorek

piipraven k analyze.

iINKT buiiky byly identifikovany jako 6B11"CD3*, NK buiiky jako CD56"CD3-a T
buiiky jako CD56- CD3*
Metoda intracytoplasmatického barveni:

Pfes noc nechame in vitro stimulovat plnou krev pomoci PMA a ionomycinu v
ptitomnosti Brefeldinu A, ktery stabilizuje membranu. Dojde k nastimulovani TCR a
k produkci cytokint. Centrifugaci odstranime supernatant. Suspenzi bunék obarvime
povrchovymi protildtkami konjugovanymi s florochromy. V dalSim kroku fixujeme
20 minut pfi pokojové teploté 2% paraformaldehydem. Perforace membrany jsme
docilili inkubaci s PBS obsahujici 0,5% saponin a 1% BSA. Nasledné byly pouzity
intracytoplazmatické protilatky anti-IFN-y (45.15), anti-TNF-a (IPM2/188), anti-1L-4
(4D9), anti-IL-13 (32007) ztedéné v permeabilizacnim pufru (saponin) a ponechané
ve tm€ 30 minut pii pokojové teploté. Na zavér jsme builkky vymyli a pouzili jsme

zékladni FACS pufr k analyze pomoci FACSCalibur s pouzitim CellQuest software.

Pro povrchové 1 intracytoplazmatické znaky byly pouZity monoklonalni

protilatky firem: BD Pharmingen, Immunotech, Sigma — Aldrich a RDSystems —

BIOMEDICA.

Ke statistické analyze byl pouzit neparovy Studentiv T-test.
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Vysledky (VZV):

Srovnani zastoupeni jednotlivych populaci lymfocyti u VZV pacienti a u
kontrol ukazalo signifikantni rozdil u 6B11°CD3" bunék. Konkrétné zastoupeni iNKT
(6B11°CD3™) bylo signifikantn& niz$i u VZV pacientd, kteii obtizn& kontroluji VZV

infekce (Casté reaktivace viru) nez u kontrol.

Obrazek 8: Pacienti VZV cerné body, kontroly bilé body.

6B11*CD3* iNKT cells
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Hlavni subpopulace iNKT (CD4+ a CD4-CD8-) byly u obou skupin
rovnomérné zastoupeny. Stejné tak nebyl signifikantni rozdil v expresi T ¢i NK
bunéénych znakl (CD25, CD161, NKG2D) na povrchu iNKT lymfocyti.

INKT lymfocyty VZV pacienti vSak vykazovaly signifikantné zvySenou
expresi inhibicnitho CD158a receptoru. CD158a receptor patii do rodiny inhibi¢nich
KIR receptorii. Tyto CD158a receptory byly navic dale upregulovany v dob¢ akutni

virové infekce.
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Obrazek 9: VZV pacienti cerny sloupec, kontroly — bily sloupec.
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Intracytoplazmatické méteni cytokinové produkce Thl (IFN-y, TNF-a) a Th2

(IL-4 a IL-13) profilu prokazalo totozné hodnoty u obou skupin.

Obrazek 10: Pacienti cerny sloupec vs. kontroly — bily sloupec.
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Nasledné¢ jsme pozornost zaméfili na analyzu cytokinové produkce iNKT
lymfocytl bé&hem akutni reaktivace VZV. Ziskana data byla srovnavana s daty
ziskanymi po odeznéni akutni infekce (v priméru po 9,5 dnech).

Ptesto, Ze jsme nezaznamenali zmény v mnozstvi iNKT, v proporci zastoupeni
jejich subpopulaci ani zménu cytokinové produkce pti akutni infekci VZV, doslo k

vyrazné zmeén€ exprese NK znakl na povrchu iNKT lymfocytt.
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Konkrétné€ jiz zminovany inhibicni CD158a receptor, ktery byl u VZV pacientt
signifikantn¢ zvySen¢ exprimovan, byl jesté¢ vice upregulovan pii akutni infekci ve
srovnani s klidovym stavem VZV pacientt.

Stejné tak doslo pti akutni infekei 1 ke zvySené expresi NKG2D u nékterych
pacientl. Zde vSak zvySeni nedosahlo signifikantnich hodnot. Navic zvySena exprese
NKG2D béhem akutni exacerbace VZV infekce nebyla omezena jen na iNKT
lymfocyty. Stejna zvySena exprese byla pozorovana i na klasickych NK buiikéch,
CD3+CD56+ a Vy9 T lymfocytech. Statisticky signifikantni vSak nebyla zvySena
exprese NKG2D ani na jedné bunééné populace (p = 0,06 pro NK buiiky, p = 0,09 pro

iINKT, p=0,1 pro Vy9 T lymfocyty)

Obrazek 11: Exprese vybranych T a NK povrchovych znakii na iNKT lymfocytech.

Akutni reaktivace VZV — srafovany sloupec, klidovy stav — bily sloupec.
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Invariant natural killer T (iNKT) cells, CD1d restricted T cells, are involved in the immune responses
against various infection agents. Here we describe their behavior during reactivation of human herpes
simplex virus (HSV). iNKT cells exhibit only discrete changes, which however, reached statistically signif-
icant level due to the relatively large patient group. Higher percentage of iNKT cells express NKG2D. iNKT
cells down-regulate NKG2A in a subset of patients. Finally, iNKT cells enhance their capacity to produce
TNFE-o. Qur data suggests that iNKT cells are involved in the immune response against HSV and contribute
mainly to its early, innate phase.

@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Invariant natural killer T (iNKT) cells are innate-like lympho-
cytes. They are often called unconventional T cells as they differ
in many ways from mainstream MHC-restricted T cells. iNKT cells
recognize lipid and glykolipid antigens presented by MHC class I -
like molecule CD1d, express highly restricted TCR (Val4 Jo18
chain paired with restricted set of g chains) and the markers of
both memory/factivated T cells and NK cells. iNKT cells produce
promptly cytokines of both Th1 and Th2 profile, interact with cells
of both innate and adaptive arm of the immune response and
harbor cytotoxic potential [1]. The vast functional potential of iNKT
cells enables their participation in broad spectrum of immune re-
sponses including the defense against infectious agents [6,19].
The experiments of Grubor-Balk et al. showed that iNKT cells are
involved in the immune response against herpes simplex virus
(HSV). Indeed, iNKT cell lacking animals infected with SC16 strain
of HSV type 1 virus exhibit impaired clearance of the virus
and more florid acute infection than wild type animals [8]. In this
work we examined the behavior of INKT cells in human HSV
infection.

* Correspending auther.at: Third Faculty of Medicine, Charles University in
Prague. Ruska 87, 100 00, Prague 10, Czech Republic. Tel: +420 26716 2994;
fax: +420 26716 3058.

E-mail address: novakjan@centrum.cz (J. Novak).

0008-8745/$ - see front matter @ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
htep://dx.doiorg/10.1016/j.cellimm.2012.06.004

2. Material and methods
2.1. Fatients’ characteristics

The patients were recruited from the Department of Dermato-
venerology of the Hospital Jihlava. Their characteristics are
provided by Table 1. In brief, we recruited 36 patients, 8 males,
28 females. Median age was 38.6 years (15-67 years).

We analyzed their blood twice; at first when the first specific
symptoms appeared and then again when the infection resolved
(11 days in average; 5-25 days).

The majority of patients experienced repeated HSV infection,
median time between reactivations was 365 days. All patients
signed informed consent approved by local ethical authorities.

2.2. Surface staining

Fresh peripheral blood was analyzed by flow cytometry. Surface
staining was performed with the following mAbs: anti-6B11
(6B11), anti-CD3 (UCHT1), anti-CD4 {13B8.2), anti-CD8 (B9.11),
anti-CD25 {B1.49.9), anti-CD69 {FN50), anti-CD161 (DX12), anti-
NKG2A (131411), anti-NKG2D (149810). iNKT cells were defined
as 6B11°CD3".

2.3. Intracytoplasmic staining
Intracytoplasmic staining was performed as described else-

where [13] using the following conjugated mAbs: anti-IFN-y
(45.15), anti-TNF-g {IPM2/188), anti-IL-4 (4D9), anti-1L-13 (32007).
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Table 1
Patients demographic and clinical data.

Patient Sex Age Ageatonsel Frequency Sited Treatment  Other Other pathelogy/treatment
affected infections

1 M 25  22years 3-4 times/ Orclabial Ajyes No Atopic eczema

year
2 M 16 10years 1/many years  Orclabial No No No
3 F 18  Unknown 1/year Orelabial Ne No No
4 F 32 Childheed 1/menth Orelabial Alyes No No
5 M 15 Childhoed 1/many years  Orclabial Ne No No
6 F 22 Childhood 1/moenth Orelabial Alyes No No
7 F 54  Childhood 2[month Orelabial Alyes No No
8 M 45  Childhoed 2[menth Orelabial Alyes No No
] F 41  Childhood 2{month Orclabial Ajyes No No
10 F 57  Childhood 1/moenth Orelabial No No No
11 F 54  Childhood 1/year Orelabial No No No
12 F 55  8years 1/year Orelabial Ne No No
13 F 44 43 years 1/month Orelabial Ne No No
14 F 45  Childheed 1/menth Orelabial Ne No No
15 F 41 Childhood 1/year Orelabial Alyes No No
16 F 20  Childhood 1/year Orelabial Alyes Viral chill  Atopic eczema
17 F 46 Childhood 1/many years  Oroclabial Ne No No
18 M 36  26years 1/year Scruff Alyes No Alepecia universalis/Prednisclen 20mg daily
19 F 16 Childhoed 1/many years  Orclabial Ajyes Viral chill No
20 F 33 13 years 2[year Orelabial Alyes No No
21 M 16 Childheed 1/moenth Orelabial No No No
22 F 52 Childheod 1/many years  Orolabial Ne No Atopic eczemafCyklosporine A
23 M 40  Childheed 1/many years  Orelabial Ne No Psoriasis vulgaris/Cyclosporine A
24 F 66 56 years 1/year Orelabial Alyes No No
25 M 37  Childhood 1/year Orelabial Alyes No Atopic eczema/Cyklosporine A and Methotrexate
26 F 22 Childhood 1/year Orelabial Alvyes No Psoriasis vulgaris/Methetrexate
27 F 40 Childheed once/3- Orelabial Alyes No Pemphigus vulgaris/Prednisclon

4 years 5mg daily and Cyclesperine A
28 F 34  29years 1/many years  Orclabial No No No
29 F 24 Childhood 1/year Orelabial No No No
30 F 26 Childhood 1/year Orelabial Alvyes No No
31 F 50  40years 1/month Orelabial Ne No Afopic eczemaftepic corticostercids
32 F 67  25years 3-4 times] Orelabial Alyes Ne No

year
33 F 39  Childhoed 1/menth Orelabial Alvyes No Atopic eczemajtepic corticestercids, Rheumateid arthritis/

Salazopyrine

34 F 55  Childhood 1/menth Orelabial Alyes No Rheumateid arthritis/Methylprednisclone 2mg/D
35 F 49 Childheed 1/year Orelabial Ne No Ulcerative celitis/Predniselone 2,5mg/D
36 F 58  Childhood 2[year Orclabial Ajyes Viral chill No

Monoclonal antibodies were purchased from BD Pharmingen,
Immunotech, Sigma - Aldrich and RDSystems - BIOMEDICA.

Cells were acquired with a FACSCalibur {Becton Dickinson,
Mountain View, CA) and analyzed using CellQuest software.

2.4. Statistical analysis

The data was analyzed using paired Student’s T-test.

3. Resulis
3.1. Patients

INKT cells were analyzed in peripheral blood of 36 patients with
acute HSV reactivation. Secend analysis was performed when the
acute infection resolved, 11 days in average {5-25 days). Further
demographic and clinical data are provided by Table 1.

3.2, iNKT cells and their subpopulations during HSV infection

During acute HSV infection, neither the percentage of iNKT cells
(Fig. 1A) nor their absolute numbers (Fig. 1B) changed. Similarly
the proportion {Fig. 1C) and the absolute numbers (Fig. 1D} of
the subpopulations of iNKT cells {CD4", double negative = DN,
CD8", (D161 and CD1617) underwent only negligible changes
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during acute HSV reactivation. Thus, neither iNKT cell nor their
subpopulations expand during H5V infection.

3.3. Expression of T-cell markers on iNKT cells during HSV infection

Fig. 1E and F shows that iNKT cells do not up-regulate activation
markers CD69 or CD25 during acute HSV infection.

3.4. Expression of NK markers on iNKT cells during HSV infection

The analysis of NK markers revealed that higher proportion of
iNKT cells expressed NKG2D during acute infection {Al) than in
steady state (S5) (73.78% in Al versus 67.80% in S5, p=0.002,
Fig. 1E). Higher proportion of iNKT cells expressing NKG2D did
not correspond to MFI of NKG2D on iNKT cells {95.54 in Al versus
99.64 in SS, p = 0.292, Fig. 1F).

The up-regulation of NKG2D on iNKT cells mimics to what has
been observed on classical NK cells during acute HSV infection
[17]. We thus speculated that iNKT cells might substitute the func-
tion of NK cells in some patients. To test this hypothesis, we di-
vided patients into two groups, “NK high” and “NK low™;
according to median NK cell percentage (8.11% among lympho-
cytes). We then analyzed the expression of surface markers on
iNKT cells separately in these two groups. However, the surface
marker-expression pattern on iNKT was similar in both groups
{data not shown).
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Fig. 1. Amount and phenctype of iNKT cells during acute HSV infection. (A) Frequency of iNKT cells amoeng lymphocytes and (B) absolute number of iNKT cells (cells/mm?) in
peripheral bleod of patients during acute HSV infection (Al) and steady state (S5). Each line between Al and 55 point cerresponds te an individual patient (n = 36). (C) Mean
percentage of indicated iNKT cell subpopulations ameng iNKT cells and (D) their mean absolute number {cellsfmm?®) in peripheral bloed of patients during acute infection {Al)
and steady state (SS). Each line cerrespends to the mean values, errer bars indicate the standard deviation. (EF) Expression of indicated T and NK surface markers on
6B11CD3" iNKT cells during acute HSV infection (black bars) and in steady state (white bars). The values indicate (E) the mean of cells expressing indicated surface marker
and (F) the mean of flucrescence intensity (MFI). Error bars indicate the standard deviation. Patients were divided inte two groups according median frequency of iINKT cells:
“low iNKT cells patients” (%iNKT cells ameng lymphecytes in steady state < 0.05%) and "high iNKT cells patients” (¥iNKT cells ameng lymphocytes in steady state > 0.05%).
Figures G and H show# iNKT cells expressing indicated surface marker in “high iNKT cells patients” group (G) and in “low iNKT cells patients” (H). Error bars indicate the

standard deviation.

Finally, we divided patients according to the median iNKT cell
percentage (0.05) into “iNKT low™ and “iNKT high” group. Interest-
ingly, iNKT cells behaved in a different way in both groups during
HSV reactivation. In “iNKT high” group, the phenotype of iNKT cells
did not change {Fig. 1G). In “iNKT low” group, the up-regulation of
NKG2D on iNKT cells remained statistically significant (75.18% in
Al versus 69.71 in 55, p=0.002, Fig. 1H). Moreover, iNKT cells
down-regulated NKG2A in this group of patients during acute
HSV infection (32.61% in Al versus 40.03 in 55, p = 0.014, Fig. 1H).

3.5. Cytokine production by iNKT cells in acute HSV infection

Intracytoplasmic cytokine content {IFN-y, TNF-z, IL-4 and IL-13)
was measured after in vitro restimulation with PMA and ionomy-
cin. During acute infection, more iNKT cells produced TNF-
(87.99% versus 74.19%, p = 0.0006, Fig. 2A) but not other cytokine

than in steady state {Fig. 2A). Interestingly, this trend was main-
tained only in the group of “iNKT cell - high” patient group
(89.76% in Al versus 65.43 in 55, p=0.0007, Fig. 2C) but not in
“iNKT cell-low” patient group {86.66% in Al versus 80.77 in S5,
p=0.073, Fig. 2D).

4. Discussion

In this work we provide indirect data arguing for the involve-
ment of human iNKT cells in the immune response against HSV.
Indeed, iNKT cells change the phenotype during HSV reactivation
- up-regulate NKG2D, subgroup of patients down-regulate NKG2A
and enhance their capacity to produce TNF-o. Importantly, all of
these changes were previously shown to mediate clearance of
HSV [7].
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However, INKT cells are not probably indispensable for the
clearance of HSV. Though the patients with lower percentage of
iNKT cells tended to reactivate HSV more frequently, the trend
did not reach statistically significant level (correlation coelficient,
data not shown).

These findings mirror what has been observed in experimental
animal studies. The absence of iNKT cells did not impair the im-
mune response against KOS strain of HSV-1 [5]. The involvement
of iNKT cells in anti-HSV immune response was revealed when
mice were infected with more aggressive strain of HSV-1 {5C16).
The absence of CD1d-restricted T cells in infected animals indeed
resulted in impaired clearance of HSV-1 (5C16) and more florid
acute infection than wild type animals [8]. These experiments indi-
cate that iNKT cells are not absolutely required for the clearance of
commoen strains of HSV in immunocompetent host. They might
play more important role in particular situations such are more
agegressive strain of the virus, immunocompromised host etc.

Kastrukoff et al. [11] “quantified” the impact of various cellular
population on the clearance of HSV. The absence of iNKT cells in-
creases viral loads 10 times, much less than the absence of NK cells
{1000 x ), CD4 T cells (100 x ) or CD8 T cells {100 x ). Importantly,
the absence of iNKT cells clinically resembled rather the absence of
NK cells than T cells. In both NK - deficient and iNKT - deficient ani-
mals the viral loads reached their peak on the day 3, whereas the
absence of T cells resulted in the highest viral loads on day 6
[11]. This data indicates that iNKT cells contribute to early, innate,
phase of the immune response similar to the effect of NK cells [20].

In this work we provide further support for the hypothesis of in-
nate - like behavior of iNKT cells in HSV infection.

First, we chserved the fine tuning of NK receptors on the surface
of iNKT cells. iNKT cells up-regulated NKG2D, an activating NK
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receptor, that is required for NK cell mediated resistance to many
viruses [14]. The up-regulation of NKG2D might be the crucial
point of iNKT cell mediated anti-HSV response. HSV, at least in cell
lines, down-regulates NKG2D ligand expression. Up-regulation of
NKG2D overcomes the loss of its ligand and rescues the potential
to kill HSV infected targets [17]. iNKT cells then might lyse HSV -
infected targets by perforin upon NKG2D ligand-NKG2D interac-
tion [12].

Patients with low iNKT cell numbers also down-regulated
NKGZ2A. NKGZ2A is inhibitory receptor that plays a critical role in
down-regulating iNKT-cell responses. The blockade of NKGZA
receptor rescues the responses of iNKT cells [16]. Given the fact
that CD94-NKG2A interaction regulates cytolytic activity of HSV-
specific memory CD8 T cells [18], one could speculate, that the
down-regulation of NKG2A might represent an additional anti-
HSV mechanism of iNKT cells.

Second, iNKT cells enhanced their capacity to produce TNF-o
during HSV infection. TNF-« is a potent anti-viral and anti-HSV
cytokine [15]. By its secretion iNKT cells might contribute to HSV
clearance.

We found difference in the behavior of iNKT cells during HSV
infection between two groups of patients-patients with high and
low iNKT cell numbers. NK receptor expression profile (both up-
regulation of NKG2D and down-regulation of NKG2A) changed
only in “iINKT cell low” patient group whereas cytokine preduction
was enhanced only in “iNKT high” group.

Differential behavior of iNKT cells in “iNKT cell high” and “iNKT
cell low” patient groups during HSV infection might be caused by
various factors. First, the differences might be induced by the virus.
Different strain and different virulence of the virus might be
responsible for differential behavior of the immune response
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Fig. 2. Production of cytokines by iNKT cells during acute HSV infection Intracytoplasmic cytokine contentin 6B11°CD3" iNKT cells after in vitro re-stimulation during acute
HSV reactivation (black bars) and in steady state (white bars). The values indicate (A) the mean of cells preducing indicated cytckine and (B) the mean of fluorescence
intensity (MFI). Error bars indicate the standard deviation. Intracytoplasmic cytokine content in 6B117CD3" iNKT cells after in vitro re-stimulaticn in patients with high (C)
and (D) low INKT cell numbers during acute HSV reactivation (black bars) and in steady state (white bars). Values correspend to the mean of cells preducing indicated

cytekine and error bars indicate the standard deviation.
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including iNKT cells. Detailed analysis of the viruses is, however,
beyond the scope of this work.

Second, the difference might be given by the intrinsic factors of
the hosts. However, the analysis of demographic data did not re-
veal any difference between both patient groups. There was an
identical distribution of the age and sex in both groups of patients.
Moreover, there was an identical proportion of patients treated by
immunosuppressive drugs in both groups and identical proportion
of patients suffering from immune-mediated disorders such as
autcimmune or atopic diseases {data not shown). Similarly, the ba-
sic characteristics of the immune system (proportion of CD4" T,
CD8" T, NK and B cells) were identical in both groups of the
patients {data not shown).

Finally the differences might be induced by iNKT cells them-
selves. Enhanced capacity to produce TNF-a by iNKT cells from
“iNKT high” group is more keeping with expectations that an in-
crease in number of iNKT cells reflects the activation of these cells.
However, the restriction of the changes of NK receptor repertoire
to the “INKT low” group seems counterintuitive - changes in iNKT
cell phenotype are occurring in the patients in which the numbers
of these cells are not increased.

The seeming discrepancy might be explained by factors that
regulate NKG2D and NKGZA expression. The expression pattern
of NKG2A is in fact more in keeping with expectations. NKG2A
expression on iNKT cells is enhanced by TCR ligation and by cyto-
kines such as IL-6, IL-10 or I1-21, whereas IL-4, 1.-23 or TGF-§
down-regulate the expression [4,16]. Relatively enhanced expres-
sion of NKG2A on iNKT cells from “iNKT high” compared to “iNKT
low” group might simply reflect the activation status of these cells
[16].

A single gene with little polymorphism encodes NKG2D [10].
The expression of NKG2D is regulated by cytokines and ligands
of NKG2D. The expression is elevated by IL-2, 11-7, IL-15 and IFN-
o whereas IL-21, TGF-4, IFN-y or chronic exposure of NKG2D to
its both soluble and membrane bound ligands down-modulates
NKG2D [3].

The potential to produce cytokines on per-cell basis was similar
(with the exception of TNF-z) in both patient groups {“iNKT low™
and “iNKT high”). However, the total amount of cytokine produc-
ing iNKT cells is enhanced {data not shown) and the total amount
of cytokines might be increased in patients with high amounts of
iNKT cells, a potent cytckine producer. One can speculate that
increased amounts of cytokines produced by iNKT cells (IFN-v) rel-
atively block the up-regulation of NKG2D on iNKT cells in “iNKT
high” group as a negative feedback loop.

All above menticned changes on iNKT cells during HSV infection
{expression of NK receptors, enhanced production of TNF-x) were
reported as cell percentage. None of these trends was associated
with corresponding change of MFI. Probably not a whole iNKT cell
pool reacts against HSV. We hypothesize instead that the capacity
to express given surface marker or to produce cytokine was in-
duced by HSV in the subpopulation of iNKT cells. Alternatively
the particular subpopulation expanded. The hypothetical subpopu-
lation might he found within DN subset that almost exclusively ex-
press NKG2 receptors and harbors cytotoxic potential [2,9].

One could argue that our results are influenced by high propor-
tion of patients suffering from autcimmune/inflammatory disor-
ders and treated by immunosuppressive drugs. It must be
highlighted that identical results were obtained when these pa-
tients were omitted from the analysis (data not shown).

In conclusion our work shows that iNKT cells change phenotype
and potential to produce cytokines during HSV reactivation. iNKT
cells up-regulate NKG2D, down-regulate NKGZA and enhance
capacity to produce TNF-a. These changes can contribute to the

clearance of HSV and are reminiscent of the behavior of NK cells.
Altogether our data suggests that INKT cells are involved in the
immune response against HSV and contribute mainly to its early,
innate phase [17,20].
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V druhém projektu jsme se zaméfili na nasi hypotézu u HSV-1, ktery zptuisobuje

typické orofaryngové infekce.

Material a metoda (HSV-1):

Skupina méla tentokrat 36 pacientt (8 muzt a 28 Zen), vékovy median 38,6
rokti (15-67 let). Ze studie byli vyfazeni pacienti se zndmou malignitou,
imunodeficienci 1 autoimunnim onemocnénim. Periferni krev jsme analyzovali
dvakrat. Poprvé ve chvili objeveni specifickych piiznakl - herpetické 1éze a podruhé
po vymizeni klinickych ptiznaki (v priméru za 11 dni, 5 — 25 dni)

Diagno6za infekce herpes simples 1. byla provedena na zikladé typickych
klinickych projevi.

Periferni krev byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie (FACSCalibur

Becton Dickinson, Mountain View, CA) s pouZzitim CellQuest software.

Metodika byla totozna jako v pfipadé s VZV. Konkrétné:

Pro povrchové znaky:

Buiiky (plnou periferni krev) jsme inkubovali 15 minut ve tmé pri 4st.C s
nasledujicimi monoklonalnimi protilatkami (fluorochromkonjugované): anti-
6B11 (6B11), anti-CD56 (C5.9 and N901/NKH-1), anti-Vy9 (IMMU 360), anti-CD25
(B1.49.9), anti-CD158a (HP-3E4), anti-CD161 (DX12), anti-CD3 (UCHT1), anti-
CD4 (13B8.2), anti-NKG2A (131411), anti-NKG2D (149810), anti-CD8 (B9.11).
Nasledné jsme pouzili NH4Cl k lyze erytrocytti. Po centrifugaci (1200 — 2000 otacek
po dobu 5 minut) odlijeme supernatant. Po ptidani PBS (200 — 500 pl) mame vzorek

pfipraven k analyze.
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iINKT buiiky byly identifikovany jako 6BI11"CD3*, NK buiiky jako CD56"CD3-a T
buiiky jako CD56- CD3*

Metoda intracytoplasmatického barveni:

Pfes noc nechdme in vitro stimulovat plnou krev pomoci PMA a ionomycinu v
pfitomnosti Brefeldinu A, ktery stabilizuje membranu. Dojde k nastimulovani TCR a
produkci cytokint. Centrifugaci odstranime supernatant. Suspenzi bunék obarvime
povrchovymi protilatkami konjugovanymi s florochromy. V dalSim kroku fixujeme
20 minut pfi pokojové teploté 2% paraformaldehydem. Perforace membrany jsme
docilili inkubaci s PBS obsahujici 0,5% saponin a 1% BSA. Nasledn¢ byly pouzity
intracytoplazmatické protilatky anti-IFN-y (45.15), anti-TNF-a (IPM2/188), anti-IL-4
(4D9), anti-IL-13 (32007) zifedéné v permeabilizaénim pufru (saponin) a ponechané
ve tm€ 30 minut pii pokojové teploté. Na zavér jsme builkky vymyli a pouzili jsme

zékladni FACS pufr k analyze pomoci FACSCalibur s pouzitim CellQuest software.

Pro povrchové 1 intracytoplazmatické znaky byly pouZity monoklonalni

protilatky firem: BD Pharmingen, Immunotech, Sigma — Aldrich a RDSystems —

BIOMEDICA.

Ke statistické analyze byl pouzit parovy Studentiv T-test.
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Vysledky (HSV-1):
Béhem akutni infekce HSV nedoslo k signifikantnim zménam v procentudlnim

ani absolutnim zastoupeni iNKT lymfocytt.

Obrazek 12: Srovnani subpopulace iNKT behem akutni infekce HSV-1 a stady state.
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Zaroven jsme bc¢hem akutni HSV infekce neprokazali zvySenou expresi
aktivacnich znaki CD69 ¢i CD25.

Zajimavych vysledkt jsme ziskali analyzou NK bunécnych znakl na povrchu

INKT lymfocyt. Signifikantné vétsi mnozstvi iINKT lymfocyth exprimuje vice

NKG2D receptoru béhem akutni infekce nez béhem klidového stavu.

Obrazek 13: Exprese povrchovych zmakii iNKT lymfocytii béhem akutni infekce

HSV-1 (cerny sloupec) a ve stady state (bily sloupec).
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Rozdélili jsme si pacienty do 2 skupin - “INKT low” a “iNKT high”.
Pozoruhodné bylo zjisténi, ze se iNKT lymfocyty chovaji v obou skupindch odlisné
béhem HSV reaktivace. Ve skupin€ iNKT high nedoslo ke zméné fenotypu. Zatimco
ve skupin€ iNKT low zvySena exprese NKG2D ziistala signifikantn¢ vyznamna.
Zaroven v této skupin€ iNKT lymfocyty downregulovaly NKG2A béhem akutni HSV
infekce.

Béhem akutni infekce vice iNKT lymfocyth produkovalo TNF-o nez v
klidovém stavu. Toto bylo pozorovano jen u “iNKT high” skupiny pacienti. U
ostatnich métenych cytokinii (IFN-y, IL — 4 a IL — 13) nedoSlo k signifikantnim

zmeénam.

Obrazek 14: Mnozstvi iNKT (vyjadieno v %) exprimujici jednotlivé povrchové
znaky. Srovnani u iNKT high a iNKT low pacientii béhem akutni infekce HSV-1

(Cerny sloupec) a behem stady state (bily sloupec).
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ZAVERECNA DISKUZE

I. Interferuji iNKT bunky s herpetickou infekci? Hraji
roli v kontrole herpetické infekce nebo reguluji

imunitni systém?

V prvni ¢asti bylo cilem zjistit, zda dochazi ke zmén¢ iINKT bunék beéhem
herpetickych infekci nebo zda zistavaji indiferentni. Prvni jsme se zaméfili na VZV
infekci, kde jsme jako pacienty zvolili skupinu osob, kde pacienti prodélavaji
reinfekce VZV v podobé péasového oparu, zatimco skupinou kontrolni byly osoby,
které prodélaly VZV pouze jako primoinfekci neStovic v détstvi. V druhém ptipadé
jsme chtéli zjistit, zda dochazi ke zméné fenotypu nebo funkce iNKT bun€k béhem
akutni infekce HSV-1 a po jejim odeznéni.

Dtivodt, pro¢ jsme se zaméfili na herpetické infekce, bylo hned nékolik. Je jiz
prokéazano, Ze rod herpesviri downreguluje expresi CDId [191]. Jelikoz CDI1d
molekuly prezentuji glykolipidové antigeny iNKT lymfocytlim, coz nasledné vede k
rychlému rozvoji efektorovych funkci iNKT, je velmi pravdépodobné, Ze touto
downmodulaci se herpesviry snazi uniknout tomuto mechanismu imunitni odpovédi.
CD1d molekula vSak neprezentuje virové glykolipidy, nemiize tudiz iNKT aktivovat
ptfimo. Je vSak teoreticky mozné, ze infekce herpetickym virem vede ke zvysené
expresi a prezentaci endogenniho ligandu a ten nepifimo aktivuje iNKT. iNKT ale

mohou byt stimulovany i jinymi mechanismy (cytokiny, svymi NK receptory).
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Druhym diivodem byly experimentalni studie s alfa-herpesviry na mysich
[224][225]. V téchto experimentalnich modelech mysi bez iNKT bunék (Ja2817 a
CD1d”") mély t&zsi pribéh herpetické infekce (HSV-1 a HSV-2).

Chovani INKT v periferni krvi ptfi herpetickych infekcich u lidi dosud
systematicky pospano nebylo. Bylo pro nas velkou vyzvou pfejit od téchto
experimentalnich modelu k lidské studii.

Ttetim divodem, pro¢ jsme se rozhodli ovéfit hypotézu, zda se kromé NK a T
lymfocytl podileji na kontrole herpetickych infekei i iNKT burky, je case report
11leté divky, kterd rozvinula diseminovanou zivot ohrozujici infekci VZV 5 tydnii po
podani Zivé vakciny obsahujici oslabené viry VZV kmene Oka. Jedinou prokazanou
abnormalitou byl tézky deficit iNKT bunck. Tento deficit byl funk¢ni i kvantitativni

[198].

Vysledkem prvni prace je jednoznacnd korelace snizenych hodnot iNKT
lymfocytlh s opakovanymi reaktivacemi VZV infekce. Naopak porovnani ostatnich
bunécnych populaci (T lymfocyt, NK bun€k) prokézalo u obou srovnavanych skupin
pouze nesignifikantni rozdily.

Z vysledki vSak nelze jednoznacné fici, zda sniZzeni iNKT lymfocyti je
pfi¢inou nebo efektem VZV infekce. Virové infekce mohou teoreticky snizovat pocet

iNKT a to dokonce n¢kolika mechanismy.

- INKT mohou doc¢asné snizit expresi povrchovych znakil po své aktivaci a
stanou se nedetekovatelné nami pouzitymi metodami [228]. My jsme k
detekci INKT pouzili kombinaci protilatky anti-CD3 a monoklonalni

protilatky proti TCR Va24Jal8 (ndzev protilatky je 6B11).
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- pocet INKT v periferni krvi mize byt snizen vyCerpanim a to bud
absolutné samotnym virem nebo relativné relokaci iNKT do periferie do

mista zanétu.

V téchto ptipadech docasného vycerpani, respektive relokace, iNKT bychom
vSak ocekavali postupny navrat hodnot iNKT bunék po odeznéni akutni herpetické
infekce. K tomu vSak nedoslo a proporcni zastoupeni iNKT lymfocyti bylo identické
pii srovnani hodnot u pacientti, kteti méli posledni manifestaci onemocnéni pied vice

nez 1 rokem s pacienty, kteti prodélali reaktivaci VZV pred méné nez 1 rokem.

Obrazek 15: Srovnani mnozstvi iNKT u pacientu VZV, kteri manifestovali
onemocneni pred vice nez I rokem (Cerné body) vs. manifestace VZV pred méné nez

rokem (bilé body).
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II. Méni INKT bunky fenotyp nebo funkci (produkci

cytokinti) v dobé akutni exacerbace herpetické infekce?

Vedle snizené¢ho poctu iNTK u VZV pacientil jsme prokazali i fenotypové a

funk¢ni abnormality iNKT v dobé akutni exacerbace infekce.

V prvé tadé jsme zaznamenali zvySenou expresi receptort NKG2D na
povrchu iNKT lymfocyti. To koresponduje se zvySenim téchto receptori na
klasickych NK buiikach béhem herpetickych infekci, jak publikoval ve své praci D.
Schepis [229]. Tento aktivacni receptor byl zvysené exprimovan u akutni HSV-1
infekce. Ke zvySeni doSlo i vpfipadé VZV, zde vsSak zvySeni nedosahlo

signifikantnich hodnot.

NKG2D je aktivacni receptor NK bunék, ktery je dilezity pro NK buiikami
zprostiedkovanou resistenci k mnohym virovym infekcim [230]. Protivirové U¢inky
INKT mohou byt proto podobné jako u NK bunck spoustény piimo pies NKG2D
receptor. Po navazani ligandu NKG2D na receptor NKG2D dojde k aktivaci iNKT
buiiky a k nasledné cytolyze infikované buiiky za pomoci perforini [231]. HSV
downreguluje expresi NKG2D ligandu, ¢imzZ se snazi vyhnout tomuto mechanismu
protivirové obrany [229]. Je velmi pravdépodobné, Ze nami zjiSt€éna upregulace
NKG2D receptoru na povrchu iNKT lymfocytd, “vyrovnava” ztratu NKG2D ligandu
a ponechava cytolyticky potencidl iNKT lymfocyttim.

Zarovenn mohou INKT lymfocyty pfispivat k eliminaci herpetickych infekci
nepiimo — podporou ostatnich bunéénych typt zodpovédnych za kontrolu herpetické

infekce [232]. Timto ptikladem miize byt podpora diferenciace virus specifickych T a
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B lymfocyti s naslednou produkci specifickych protilatek. Nabizi se zde i mozZnost,

ze INKT substituuji funkci NK bunék u nékterych pacientt.

INKT low HSV pacienti zaroven downregulovali NKG2A receptor. NKG2A
je inhibi¢ni receptor, ktery hraje klicovou roli v potlaceni iNKT odpovédi. Blokada
tohoto receptoru vedla k aktivaci funkci NKT lymfocyti [233]. Jelikoz interakce
CDY%4 — NKG2A reguluje cytolytickou aktivitu HSV-specifickych pamétovych CD8
T lymfocytl [234], mGze byt downregulace NKG2A dal$i mechanismus iNKT bunck
proti HSV infekci.

Dalsi zjisténou zménou fenotypu bylo, Ze iINKT lymfocyty VZV pacientii
exprimuji signifikantné vice inhibi¢niho receptoru CD158a. Ten je navic jesté vice
exprimovan pii akutné probihajici infekci.

CD158a je receptor patiici do rodiny vysoce polymorfnich KIR receptorti
(killer-cell immunoglobulin like receptor). Skupina téchto receptorti reguluje
cytotoxické funkce NK bun€k svou interakci s MHC I. molekulami na povrchu
bunék. Protoze CD158a patii do skupiny inhibi¢nich KIR (KIR2DL), tak pfi
rozpoznani vlastnich MHC I. molekul inhibuje zabijecskou funkci NK bunék [235].

Kromé NK bun¢k je CD158a exprimovan i T lymfocyty a to TCRaf3 i TCRyd

[236].

Pacienti s vysokymi pocty iNKT bun¢k méli navic pfi akutni HSV infekci
signifikantné zvySenou produkci TNF-a. TNF-a je potentni antivirovy cytokin [237].
Zvysend sekrece TNF-o iNKT lymfocyty miiZe ptispivat k obrané proti HSV. TNF-a
je prozanétlivy cytokin, Gi€astnici se vyznamnym zplisobem antivirové obrany [238].

Inhibuje replikaci viru parakrinnim U¢inkem, vazbou na membranu dokaze zvysit
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resistenci dosud nenapadenych bunck k virové infekci, st€épenim virové RNA dokéze
potlacit translaci virovych bilkovin a v neposledni fadé navodi lyzu infikovanych

bunék zvysenim aktivity cytotoxickych T lymfocytu.

Ptfesny mechanismus, kterym iNKT kontroluji herpetické infekce, teprve ceka
na odhaleni. Nase vysledky — konkrétné nezménény profil cytokinové produkce u
VZV a zvySena produkce TNF- a pouze u nékterych HSV-1 pacientli — mluvi vSak
proti klicové roli ndmi méfenych cytokini v imunitni reakci iNKT bunék proti

herpetickym viram.

Dtlezitym faktem zistava, Ze upregulace NKG2D 1 downregulace NKG2A
byly jiz diive popsany jako mechanismy obrany proti HSV [239]. Nam se podafilo

tyto zmény popsat u iNKT lymfocyti.

Vsechny naSe vysledky koreluji s vysledky experimentédlnich studii na
zvitatech. Ugast iNKT na imunitni odpovédi proti HSV byla u mysi odhalena, kdyz
byly mysi experimentalné infikovany vice agresivnim kmenem HSV-1 (SC16). Mysi
bez INTK lymfocytlh mé&ly horsi pribéh HSV-1 (SC16) infekce [224] ve srovnani s
kontrolni skupinou. Z téchto experimentl je patrné, Zze iNKT nejsou absolutné
nezbytné pro kontrolu HSV infekce béZnymi kmeny u imunokompetentnich jedinct,
avSak mohou hrat dllezitou roli u imunokompromitovanych jedinct, ¢i pfi ndkaze
agresivnim typem HSV-1. Ackoliv i nasi pacienti s niz8i hladinou iNKT lymfocytt
reaktivuji HSV cCastéji, nedosahlo toto zjisténi signifikantnich hodnot. Usuzujeme

tudiz i z naSich vysledki, Ze iNKT nejsou nepostradatelné pro kontrolu HSV infekce.
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Zaveérem lze fici, ze jsme popsali kvantitativni 1 kvalitativni zmény iNKT
lymfocytl jak u pacientd s reaktivacemi VZV, tak u akutni HSV-1 infekce. Nase

vysledky tudiz naznacuji podil iNKT buné¢k na kontrole herpetickych infekci.
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III. Jakym mechanismem se iNKT podileji na kontrole

alfaherpesvirové infekce?

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze INKT lymfocyty se podili na kontrole
herpetickych infekci. Zbyva se zamyslet, jakym mechanismem k tomu dochazi. Jedna
se 0 mechanismus zavisly na produkci cytokinl po stimulaci TCR receptoru nebo se
naopak iNKT buiky chovaji spiSe jako NK bunky a jsou stimulovany nespecifickymi

signaly a reaguji zménou exprese inhibi¢nich a aktivac¢nich receptor?

Z definice a funkce iNKT bunék vime, ze iNKT lymfocyty produkuji velmi
Siroké spektrum cytokind, které mnohdy piisobi “proti sobé”. Mohou se proto chovat
jako regulatofi imunitniho systému, ale i jako agresofi. Jedna skupina vyzkumnych
praci popisuje iNKT lymfocyty jako prozanétlivé bunky navic se schopnosti Ui€astnit
se protinadorové imunity [240]-[246], zatimco druhd skupina praci popisuje iINKT
lymfocyty jako silné reguldtory imunitni odpovédi a popisuje jejich mozny vliv v
prevenci autoimunitnich onemocnéni [135], [138], [139].

Pro funkci regulatori maji velkou ftadu ptedpokladii - jejich potentni
schopnost produkovat cytokiny Th2 profilu (pfedev§im 1L-4). Ptikladd, kdy reguluji
imunitni odpoveéd’ je znamo mnoho ( roztrousena skleréza [166], [167] SLE [171]-
[173], TIDM [137], [160]-[162]).

Na druhou stranu pro moznou funkci agresori (likvidatorti infekce) svédci
hlavné jejich schopnost produkovat IFN-y a 1 jejich chovani zde spiSe piipomina NK
bunky vcetné exprese NK povrchovych receptor a cytotoxicity [124], [128].

Nase vysledky ukazuji na skutecnost, ze se INKT u herpetickych infekci
chovaji spiSe jako agresofi. NejvyznamnéjSim vysledkem svédcici pro tuto teorii je
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upregulace NKG2D receptortl, coz jsme prokazali u obou praci. Zaroven i zvySena
sekrece TNF-a u nékterych pacientl svédci spise pro prozanétlivou funkei.

Nenasli jsme zadné argumenty, aby u herpetickych infekci byly regulatory
imunitni odpovédi. V takovém piipadé bychom ocekavali naptiklad zvySeni

regulacnich cytokind, ke kterému vsak ani u jedné prace nedoslo.
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IV. Jaka je pozice iNKT bunék v imunitni odpovédi a jaky

je jejich evolucni vyznam?

Jedna se o populaci dilezitou pro fungovani imunitniho systému — je evolu¢né
konzervovana (stejnd) od mysi az po ¢loveka, rozeznava identické antigeny u vsech
savcl. Jednd se pravdépodobné o funkci vitdlni pro kazdy organismus. Tuto
roli/funkci zatim nezname a dosavadni vyzkum ji ptili§ neobjasnil. Popsal role, které
jsou zasadni pro fungovani a integritu kazdého organismu (boj proti infekci, regulace

autoimunity), ale i proto, ze tyto funkce jdou ¢asto proti sobé&, je jim tézké porozumét.

Pro¢ nékdy produkuji IL-4 a IL-13 a siln¢ reguluji imunitni systém, pro¢ v
jinych modelech napomahaji sekreci protilatek, pro¢ v nékterych modelech produkuji
IFN-y a likviduji nadorové buiiky, pro¢ v nckterych modelech blokuji produkci
protilatek a reguluji autoimunitni nemoci a kone¢né pro¢ u virovych infekci méni

expresi NK receptort a kontroluji virovou naloz?

Odpovéd’ zatim nezndme. Je ale mozné, ze INKT buiky funguji jako
“zesilova¢” imunitni reakce. Citlivé monitoruji vlastni tkdn€ a signaly od nich
prichazejici. K tomu jsou dostatecné¢ vybaveny. Maji Siroké spektrum zplsobi
aktivace. Aktivace iNKT bun€k pomoci CD1d na rozdil od aktivace konvencnich
lymfocyti nevyzaduje prezentaci zralou APC, k aktivaci tudiz dochdzi velmi zédhy,
jesteé pred aktivaci konvencnich lymfocyth. iNKT lymfocyty vSak nejsou zévislé
pouze na aktivaci zprostiedkované TCR, aktivace je moznd i prostiednictvim NK
receptori na jejich povrchu ¢i nepfimo kombinaci prozanétlivych cytokint.
Dominantni signal pak vyznamné amplifikuji a zasadn¢ ovlivni downstream imunitni
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odpovéd’. Bud’ piimou interakci s buitkkami (NK, B, T) nebo rychlou sekreci Sirokého
spektra cytokini zdhy po aktivaci. Navozend cytokinova odpovéd mulze byt
prozanétliva Thl (IFN-y, TNF-a), Th17 ¢i regulacni Th2 (IL-4, IL-5, IL-13).
Moznosti interakce s bunikami jsou nasledujici. Aktivace iNKT vede k
upregulaci CD40L. Interakce CD40-CD40L a cytokinova sekrece vyvola aktivaci a
maturaci DC, ktera mé za nasledek antigenni prezentaci a augmentaci odpoveédi CD4+
a CD8&+ T lymfocytl [129]. Rychl4 sekrece IFN-y navic velmi zahy aktivuje NK
buiikky, coz vede k dal§i produkci IFN-y [128]. iNKT lymfocyty mohou také
substituovat CD4+ T lymfocyty a pomoci aktivaci B lymfocyti, coZ vede k produkci
protilatek a vzniku B pamétovych lymfocytii [247]. Produkce IL-2 aktivovanou
iINKT bunikou mize navodit proliferaci T regulacnich lymfocytl, které nasledné

dokazi inhibovat proliferaci iNKT [248].

Obrazek 16: Interakce iNKT s ostatnimi buitkami. [88]
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Pokud by mély iNKT buiky tak centralni roli v imunitnim systému, byly by
jisté atraktivnim cilem terapeutickych intervenci. Zda je to realné, ukaze budoucnost.

Nekteré pokusy jiz byly popsany. Limitujici pro pouziti manipulace s iNKT
bunikami u lidi je jejich signifikantn€ nizsi zastoupeni v periferni krvi ve srovnani s
experimentalnimi modely na mysich (10-1000x).

Dalsi alarmujici fakt pfi manipulaci s iINKT bunkami je skutecnost, ze
experimentalni podani a-GalCer u mysi miize navodit jak akceleraci [249], [250] tak
indukci [251] autoimunitniho onemocnéni.

Prvni klinické studie s podanim a-GalCer byly provedeny na onkologickych
pacientech [252]-[255]. Zadna studie nevedla k signifikantnim vysledkéim, ve viech
ptipadech dosSlo k aktivaci vrozené i adaptivni imunity a studie mély jen mirné
nezadouci Ucinky.

Obecnou snahou proto je vyvinout syntetické antigeny, které mediuji pouze
silnou IFN-y nebo pouze silnou IL-4 odpovéd'.

Tento poznatek by mohl byt dileZity pro vyuZiti jako adjuvans ve vakcinach
¢i pro stimulaci protinadorové imunity.

Véiim, Ze moje prace prispéla k tomu, Ze jsme porozuméli jedné z jejich

funkci a to chovani pfi akutni virové infekci.
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