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Interferony

- nejvyznamnéjsi mechanismus Siroké obrany proti virové

nakaze
Transfar
medium
Heat-inactivated E}
influenza
1 .
overnight discard & overnight
Frezh
Charicallanteic S
mem brange ‘

The Discovery of Interferon

From leaacs and Lindenmann, Proc, Roy Soc B, 1357

Live

virus

)

overnight

NO
REPLICATION

—

=

[=]
1

Percentage of control hemagglutinin titer

!

I I I
0 ) 12 24

Hours after treatment with inactivated virus

FIGURE 5.1 The discovery of interferon, an experiment showing the induction
of interfering activity. Pieces of chorioallantoic membranes were exposed to
heat-inactivated influenza virus and the membranes were removed after varying
intervals. A fresh membrane was added to the medium, incubated for 24
hours, challenged with infective influenza virus and the medium was titrated
48 hours later for hemagglutinin activity. After Isaacs A, Lindenmann J. Virus
interference. |. The interferon. Il. Some properties of interferon. Proceedings of
the Royal Society of London B 1957, 147: 258—273, with permission.



interferon je |atka, kterd je syntetizovana
zejména jako odpovéd na virovou infekci
nemaji pfimy efekt — nastavuji jen antivirovy
stav Virus
sekretovany a Sireny jednak lokalné, jednak il infects
mohou byt Sireny v cirkulaci
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interferony kIasifikujeme jakotypula?2
bunék po stimulaci
- typickym induktorem je dsRNA (rozpoznava TLR3)
- produkovany jako rana odezva na virovou infekci
IFN 2 — produkt NK bunék a aktivovanych T lymfocyt(

I T N R YT

Type 1 All cells Virus infection, dsRNA 9
§ 1 9
£ 1 S
K 1 S
W 1 9
Type 2 T lymphocytes NK cells IL-12 antigen ~y 1 12

TABLE 5.3 The human interferons and some of their properties. Type 1 interferons are structurally unrelated to type 2 interferon. Type 1 interferons are typically
secreted in response to viral infection, triggered by intracellular appearance of double-stranded RNA (dsRNA). Type 2 interferon is typically secreted by

T lymphocytes and NK cells following stimulation by IL-12 which, in turn, is secreted by macrophages and dendritic cells in response to antigen presentation and
activation. This table does not include the IFN-like interleukins



- receptory pro interferon prfitomny na vétsiné bunék; liSi se receptory proIFN 1 a 2
- receptory rozpoznavaji jen IFN produkovany danym zivociSnym druhem
- vazba IFN na receptor zahdji kaskadu déjd v hostitelské bunce, které zahrnuji JAK-STAT drdhu

IFN-producing IFN-responding IFN ma vyznam zejména v pripadé primarni infekce;
cell cell u sekundarni infekce se spiSe uplatni specificka
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- intracelularni signalni doména
receptoru aktivuje JAK, ktera
fosforyluje STAT

- fosforylovany STAT migruje do jadra,
kde zesili transkripci vybranych gen

- cely déj probiha v ramci minut

- fada virQ vyvinula mechanismy, jak
branit indukci produkce interferonu
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- rGzné imunomodulacni vlastnosti
interferonu: aktivace NK bunék,
indukce IL-15 za ucelem zvyseni
aktivity NK bunék a T-lymfocytd,
inhibice nespecifické prolirace T-
lymfocytd, prodlouzeni prezivani T-
lymfocytd, upregulace MHC |
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Pritomnost interferond nepulsobi na adsorpci ani na prunik viru do bunky.

Navazanim IFN na bunécény povrch je odstartovana celd rada biochemickych reakci. V jejich pribéhu je
indukovdna exprese nejméné 3 enzymu: (2°-5" oligoadenylatsyntetaza, ribonukledza L a 73K proteaza.
Aktivovana 2-5 oligoadenylat syntetaza katalyzuje syntézu neobvyklého oligonukleotidu z ATP. Oligonukleotid
pak aktivuje endoribonukleazu cili RNazu L, ktera plsobi destrukéné na mRNA, coz vede k inhibici syntézy

virovych bilkovin u bunék infikovanych viry.
Po aktivaci 73K proteinkinazy dvouretézcovou RNA dochazi rovnéz k inhibici syntézy bilkovin, avsak odliSnou
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FIGURE 5.6 Enhanced susceptibility to Sindbis virus of mice lacking the
receptor for type 1 IFN. Adult control mice (strain 129 Sv/Ev) and congenic
knockout mice (strain 129 Ev/Sv INFos/BR™/~) were infected with 100 plaque-
forming units by the subcutaneous route and followed for virus titer and
illness. Sindbis virus replicated mainly in macrophages and dendritic cells in
many tissues and susceptible mice died very rapidly, perhaps from an
overwhelming ‘cytokine storm’. After Ryman KD, Klimstra WB, Nguyen KB, Biron



Makrofagy
- fagocytarni bunky, derivované z hematopoietickych prekurzortd v kostni dreni
- do cirkulace se dostavaji jako krevni monocyty; po vstupu do organ( se z nich stavaji tkanové makrofagy
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Dendritické bunky

dendritické bunky sehravaji klicovou ulohu v
pripadé prirozené i ziskané imunity
plamacytoidni dendritické bunky (pDC) se
vyvijaji z lymfoidnich prekurzord; cirkuluji jako
plasma-like buriky a poté migruji do
lymfoidnich tkani
myeloidni dendritické bunky (mDC) — z
monocytl v cirkulaci; CD11+ fenotyp; migruji
do tkani, véetné lymfoidnich, kde méni
morfologii v klasicky dendritické bunky

- dva podtypy: Langerhansovy bunky (LC) v

kQZi a instersticidlni DC v dalSich tkanich

krevni monocyty po oSetreni GM-CSF a IL-4
diferenciuji na mDC

VSechny DC jsou efektivni ve vazbé antigen(;
po aktivaci v perifernich tkanich migruji do
lymfatickych tkani, kde se stavaji efektivnimi
antigen prezentujicimi bunkami
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Dendritic cell type

Drivers of differentiation from
hematopoietic precursors FIt3L, GM-CSF GM-CSF, IL-4

Location T cell zones of Epidermis and dermis Other tissues
lymphoid tissues

Circulating surface markers CDl1lc— CDllc+ CDllc+

Activation required Yes Yes Yes
for efficient antigen
presentation

Toll-like receptors TLR 1,6, 7,9, 10 TLR 1, 2, 3, 5, 8, 10 TLR'1,2,3,4,5,6,8

Activation inducers Viral RNA, viral DNA, CD40L | Antigen, inflammation, CD40L | Antigen, inflammation, CD40L




NK bunky

- jsou velké lymfocyty, které Ize rozpoznat diky cytoplasmatickym granulim

- granule obsahuji perforin — vytvari pory v
plasmatické membrane; a granzymy — proteiny, které
mohou iniciovat apoptozu

- povrchové markery: low affinity Fc receptor, CD56+,
CD3-

- NK bunky maji aktivacni receptory (integriny a jiné
molekuly na bunééném povrchu)

- killer inhibitory receptors” (KIRs) — pokud obsazeny,
iniciuji kaskadu déji vedouci k inhibici aktivacnich
cest

- KIRs ¢asto rozpoznavaji MHC | molekuly a brani
lyzovani normalnich bunék

- bunky, které maji snizené mnozstvi MHC |
molekul (nadorové buriky, bb infikované
nékterymi viry) neaktivuji KIRs a jsou pak
predmétem lyzy

- nékteré viry (zejm. velké DNA viry) vytvare;ji
podobné molekuly jako MHC |, aby zmatly NK
bunky
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FIGURE 5.3 Depletion of NK cells renders mice more susceptible to an
experimental infection. Mice were treated with a monoclonal antibody that was
directed against an NK cell receptor, Ly-49H, and 2 days later were injected
intraperitoneally with 10 PFU of murine cytomegalovirus. Mice were tested for
virus titers (log,o PFU per spleen 3 days after infection) or were followed for
survival. After Brown MG, Dokun AO, Heusel JW ef al. Vital involvement of a



- !\IK bu.nky jsou obvykle aktivovany zahy po Anatural killer (NK) cell recognizes MHC |
infekci on a healthy cell and does not kill it.
- aktivace napf. IFN 1

NK cell Healthy cell

An infected cell that does not Virus
present MHC lis killed.

http://www.youtube.com/watch?v=ZHffoSfNKw8

NK cell Infected cell



Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) a pattern recognition receptors (PRRs)

- napr. bakterialni sténa obsahuje lipopolysacharidy, lipoproteiny a
peptidoglykany, které jsou pritomny jen u bakterii, ale ne u eukaryot; PAMPs
jsou tedy paterny pritomny jen u mikroorganismu — receptory, které
rozpoznavaji PAMPs se oznacuji jako PRRs

- jednu skupinu PRRs tvori Toll-like receptory




Toll-like receptory (TLRs)

- sdileji spolecné strukturni charakteristiky jako extracelularni doménu obsahujici na leucin bohata
opakovani a cytoplasmatickou doménu podobnou IL-1 receptoru

- nékteré TLR funguji v kooperaci s dalSimi povrchovymi molekulami

- ruzné signalni drahy, které ale vétSinou zahrnuji spolecné komponenty jako myeloidni diferencia¢ni faktor
88 (MyD88) a toll-interleukin receptor (TIR)

- jednotlivé TLR rozpoznavaiji specifické mikrobialni komponenty, které se nevyskytuji v eukaryotickych

bUﬁkéCh - Cellular localization Viral ligands Bacterial ligands

Plasma membrane Lipoproteins, peptidoglycans
2 Plasma membrane Envelope proteins Lipoproteins, peptidoglycans
3 Endosomes ds RNA
4 Plasma membrane Envelope proteins Lipopolysaccharide
5 Plasma membrane Flagellin
8] Plasma membrane Lipoproteins, peptidoglycans
7 Endosomes ssRNA
8 Endosomes ssRNA
9 Endosomes Unmethylated CpG Unmethylated CpG
10 Plasma membrane Unknown (2005) Unknown (2005)
11 Plasma membrane Uropathogenic bacteria




- pripadé virové infekce hraji vyznamnou roli zejména TLR 3,7 a 8
- TLR3 rozpoznava dsRNA (TLR3 je zejména na DC a po aktivaci vede k produkci IFN 1)
- TLR7 a 8 rozpozndavaji ssRNA, véetné virové mRNA a genomy nékterych ssRNA vir(

Wires Gram negative bacieria Gram positive baclena Fungi
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Defensiny

- mnohobunécné organismy produkuji ,pfirozené” antimikrobialni peptidy, které poskytuji obranu predevsim proti
bakteriim a houbam

- defensiny jsou jedny z nejznaméjsSich antimikrobidlni peptidl

- nékteré defensiny napfiklad brani vstupu mnohych herpesvirll do bunky branénim vazby na receptor nebo
blokddou postvazebnych procesu

a Effect on the virion b Effect on HIV-infected cell € Effect on influenza-
virus-infected cell
Disruption of viral
| membrane by delensin
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Komplement a prirozené protilatky

- sérum mnohych savcu vykazuje antivirovou aktivitu, kterd maze byt dana aktivaci komplementu nebo
pritomnosti pfirozenych protilatek

- komplement sestava ze skupiny proteind, které cirkuluji v plasmé

- vysledkem aktivace komplementu je vytvoreni kanalu v membrané vedouci k lyze viru nebo jiného patogenu

- komplement je efektorovym mechanismem specifické imunitni odezvy, ale mize fungovat i nespecificky (napfr.
mnohé retroviry jsou lyzovany lidskym komplementem i kdyZ nejsou pritomny specifické protilatky)
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RNA interference
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N T

persistence

Specificity Broad Fine Epitope-based
PAMP-based

Induction time Hours Days to months

Requires antigen | No Yes

processing

Involves clonal No Yes

expansion

Responder Macrophages, CD4+, CD8+ T cells,

cells DCs, NK cells B cells

Effector cells DCs, NK cells | CD8+T cells

(CD4+T cells)

Effector Phagocytosis, | Antibodies,

mechanisms cytolysis by cytolysis,
NK cells, cytokines,
chemotaxis, chemokines
cytokines,
chemokines

Memory and No Yes

effector recall

Long-term No Yes

Virus titer (Log;; PFU perspleen)

Effector CTL (% lysis)
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Specificka imunita
- hlavni hraci: bunky imunitniho systému B a T lymfocyty

_ B cell response T cell response T cell response

Type of immunity Humoral Cellular Cellular

Precursor (memory) cell B lymphocyte CD4+ precursor CD8+ precursor

Effector cell Plasma cell CD4+ lymphocyte CD8+ CTL

Mediator molecules Immunoglobulins (Igs) Cytokines Perforins, granzymes,
cytokines

Persistence of effectors Yes No No

Anamnestic (memory) Yes Yes Yes

response




vsechny typy lymfocytl jsou konstantné produkovany z prekurzorovych kmenovych bunék v kostni
dreni. Progenitorové bunky migruji z kostni dfené do thymu, kde podstoupi maturaci

z thymu: naivni T lymfocyty migruji do sleziny, lymfatickych uzlin a urcitych tkani jako klze a
sliniznice

B lymfocyty z kostni drené migruji rovnou do lymfoidnich tkani

dalsi daleziti hraci: monocyty/makrofagy a dendritické buriky (profesionalni antigen prezentuijici
bunky)

T-lymfocyty mUzeme rozdélit na CD4 a CD8

CD4+ T-lymfocyty nesou T receptor, ktery rozpoznava antigeny prezentované MHC ||

CD8+ T-lymfocyty nesou T receptor, ktery rozpoznava antigeny prezentované MHC |

CD4+ lymfocyty funguiji jako ,helper” lymfocyty a interaguji s B lymfocyty nebo CD8 lymfocyty

CD4+ lymfocyty mohou byt rozdéleny na Thl a Th2

- Th1 sekretuji velké mnozsti IFNg a IL-2 a fidi klondlni expanzi CD8+ lymfocyt(

- Th2 sekretuje IL-4, IL-5 a IL-21 a Fidi klonalni expanzi B lymfocyt(
CD8+ lymfocyty jsou efektorové bunky; provadi lyticky utok na bunky nesouci cizi antigen s MHC |
a produkuji cytokiny, které mohou nalakat zanétlivé bunky



Indukce imunitni odezvy

- B bunka nese jiz Ig urcité
antigenni specifity, rozpozna
tedy pouze konkrétni epitop

- mezitim antigen prezentujici
bunky (dendritické bunky a
makrofagy) navazi ten stejny
protein, endocytuji, zpracuji a
vystavi pomoci MHC Il

- CD4+ lymfocyty rozpoznaiji
peptid prezentovany MHC I,
budou stimulovat B bunky
produkci cytokind IL-4, IL-5 Ci
IL-21

- maturované B bunky budou
produkovat protilatky dané
specificity

Nalve - “ J Dendritic
B lymphocyte cell

Protein endocytosed
Processed via Class |l pathway

O
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Efektorovy ucinek protilatek

A) Neutralization B) Complement Lysis

C) Opsonization and Phagocytosis D) ADCC

o proteins == neufralizing == non-nautralizing opsonizing complement envelope @ perforin 3 Fc receptor mﬂ&“m
antibody antibody complement complex C1 proteins granzymes P
fragments

from M. Huber & A. Trkola (2007) Journal of Internal Medicine, 262(1)



Kinetika produkce protilatek

Poliovirus antibody titer
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| Second signal

—————

Indukce bunécné imunitni odezvy Professional
APC

Nalve CD8
T lymphocyte
- antigen prezentujici buniky vystavi antigen na

MHC |; dendritické bunky migruji do spadové
lymfatické uzliny

- v uzliné rozpoznano CD8+ lymfocytem pres T- 2 e e o
1 1
AR A\7 1 1
bunécény receptor i  Cytokines
- pokud prijde druhy signal od dendritickych : T >
bunék nebo CD4+ lymfocyt(, nastane klonalni i i
expanze CD8+ lymfocytl a diferenciace do - - '
podoby efektorovych CD8+ lymfocytl Proliferation
Differentiation
Small
Memory fraction
CD8 cells
Mature CD8
effector cells
|l|—|" MHC Class |
molecule ' Antigen (Ag)
Ill_l!— beta? a B cell epitope
microglobulin
B T cell epitope
L”J T cell receptor
(TCR)




Efektorova funkce CD8+ lymfocytu

- CD8+ lymfocyty ucinkuji dvéma zpusoby: cytolytickym Uutokem a sekreci interleukin a cytokin(
- v pripadé cytolytického efektu vyluCuji perforin a granzymy, které spousti apoptozu
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Virus titer
(Log,q PFU per spleen)

Effector CTL (% lysis)

- po skonceni akutni faze klesad mnozstvi CD8+ lymfocyt 10-
100x, zbytek pak predstavuji pamétové CD8+ T-lymfocyty (od
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Shrnuti

- makrofagy, dendritické buriky a NK bunky jsou hlavni hraci prirozené imunity

- makrofagy a dendritické bunky nesou pattern recognition receptors

- vyznamna uloha IFN a cytokin( pfi virové infekci

- specificka imunita ma dva hlavni komponenty: protilatky a efektorové lymfocyty
- processing antigenu na MHC | a Il molekulach

- B bunky, CD4 a CD8 lymfocyty

- imunologicka pamét



