Sliznicni a kozni imunita



Sliznicni povrchy

e Oddéleni vnéjsiho prostredi od vnitrniho
prostredi cloveka

 Sliznicni povrchy jsou zodpovédné za resorbci
Zivin, vymeénu plynu x obrovské mnozstvi podnétu
(slozky potravy, fyziologicka mikrofldra,
indiferentni mikroflora, enviromentalni podnéty)
— nesmi dojit ke vzniku imunitni odpoveédi

e X patogenni mikroby — nutna imunitni reakce —
eliminaci patogenu — reparace poskozeni



SPOLECNY IMUNITNi SYSTEM SLIZNIC
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Mukozni imunitni systém — MALT
(Mucosa- Associated Lymphoid Tissue

* GALT — Gut- Associated Lymphoid Tissue —
sliznicni imunitni systém traviciho traktu

 BALT — Bronchus-Associated Lymphoid Tissue-
sliznicni imunitni systém dychaciho traktu

 NALT- Nassal — Associated Lymphoid Tissue —
nasalni imuniti systém

* Mocopohlavni sliznicni imunitni systém

* Oko, slinné zlazy, stredni ucho



Regionalizace imunitniho systéemu

Region Special Challenges

Gastrointestinal ~ Tolerance of food antigens
tract Tolerance to commensal
microbiota but responsive
to rare pathogens
Enormous surface area

TABLE 13-1 Features of Regional Immunity

Special Anatomic
Features

Tonsils
Peyer’s patches, lamina,
propria follicles

Specialized Cells or Molecules: Functions

Intestinal epithelial cells: mucus secretion

M cells: luminal antigen sampling

Paneth cells: defensin production

Secretory IgA, lgM: neutralization of microbes in the lumen

DC subsets: luminal antigen sampling; lamina propria antigen
sampling; T cell tolerance induction; effector T cell activation;
induction of B cell IgA class switching; imprinting gut-homing
phenotypes of B and T cells

Respiratory Exposure to mix of airborne
system pathogens and innocuous
microbes and particles

Adenoids

Ciliated respiratory epithelial cells: mucus and defensin production
and movement of mucus with trapped microbes and particles out
of airways

Secretory IgA, lgM, 1gG: neutralization of microbes outside
epithelial barrier

Cutaneous Large surface area
immune
system

Keratinizing stratified
squamous epithelial
barrier

Keratinocyte: keratin production, cytokine and defensin secretion

Langerhans cell: epidermal antigen sampling

DC subsets: dermal antigen sampling; T cell tolerance induction;
effector T cell activation and imprinting skin-homing phenotype




Regionalizace imunitniho systéemu

TABLE 13—2 Numbers of Lymphocytes in Different
Tissues

Spleen 72 < 10°
Bone marrow 50 x 10°
Blood 10 x 10°
Skin 20 x 10°
Gastrointestinal tract 50 % 10°

Data from Clark RA, B Chong, N Mirchandani, NK Brinster, K Yamanaka, BK
Dowkiert, and TS Kupper. The vast majority of CLA™ T cells are resident in
normal skin. Journal of Immunology 176:4431-4439, 2006; Ganusov AA and
De Boer RJ. Do most lymphocytes in humans really reside in the gut? Trends
in Immunology 28:514-518, 2007.




Kazdy regionalni imunni systém ma

— Vlastni unikatni anatomii zahrnujici sekundarni
lymfoidni tkanée

— Zahrnuje specialni typy bunék a molekul, které se
zridka vyskytuji v jinych mistech (Langerhansovy
bunky v kuzi, M bunky ve streve, Tg,d v epitelu, B
lymfocyty produkujici IgA v mukoze)

— Vlastni imunoregulacni mechanismy



SLIZNICE A KUZE (EPITELEM KRYTE POVRCHY)

Povrch sliznic zazivaciho traktu......... 200 m?
Povrch dychaciho traktu.................. 80 m?
Povrch KOzZe ....oooevvevveveeiiieeeenn, 2 m?

Podnéty: potrava .......cccceveeeeeeenene.. ~ tuny
mikrobiota ........ccceceenee. 10%4 bakterii
antigeny ve vzduchu

Obména epitel. bunék streva .......... 10%1/den

Produkce IgA (prevysuje ostatni isotypy)... 5-9g/den
90% infekcnich agens vstupuje sliznicemi

80% imunologicky aktivnich bunék organismu je ve
sliznicich



Sliznicni imunitni systém

gastrointestinalniho traktu GALT
Difuzné rozptylené lymfoidni bunky strevni
sliznice
Agregaty lymfoidnich bunék v mukdzni vrstve
Peyerovy platy
Apendix
Mezentericke lymfatické uzliny

Jatra



Imunita gastrointestinalniho systému

2 zakladni chrakteristiky:

Mukodza tenkého a tlustého streva — vetsi nez
200m? (velikost tenisového kurtu)

500 raznych druht bakterii — dohromady 1014
bunék — 10x vice nez bunék clovéka

Soustredeno okolo 80% imunokompetentnich bunék
téla — nejvetsi lymfyticky organ ) spolu s kuzi
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Bunky strevniho epitelu

Vznikaji dieferenciaci multipotentni kmenové bunky:
4 typy bunek:

Enterocyty, kolonocyty v tlustém streveé
rychla obména-18 h

Poharkové bunky - granula mucinu produkuji hlen

Panethovy bunky - na dné krypt tenkého streva,
sekrecni granula - defensiny, ziji 20 dni

M- bunky - v epitelu kryjicim lymfatické folikuly



Bunky strevniho epitelu

* Epitelové bunky

Soucast fyziologickych barier: pevné spojeni epitel. bunék,
tvorba hlenu, rychla obnova sliznicni vrstvy

ce/

Kratce zijici, 3-5 dni, rychla obména

Mikrob, ktery pronikl do epitelové burky, nemuze invadovat
do podslizni¢ni vrstvy diky rychlému odlucovani bunék

Udrzovani strevni homeostazy regulaci absorpce vody,
elektrolytt a Zivin

Povrch bunék chranén a muciny - tvorba hlenu a
glykosaminoglykany — glykokalyx ) oboji produkovano
kazdych 6 -12 hodin

Schopny diskriminace mezi patogenni a nepatogennimi
mikroorganismy — zajisteéno intracelularni lokalizaci PAMP
receptorl (TLR2,4,5,6,7,9; NLR receptory pro flagelin)



Bunky strevniho epitelu

* Obmeéna je regulovana mirou expozice
potravnim faktorim

* Podvyziva Ci absence potravinovych podnétu
vede k atrofii epitelové vrstvy

e Stimulace proliferace epitelovych bunék
pusobenim mikrobialnich podnétu — vyrazné
omezena u bezmikrobnich zvirat



Uloha epitelovych bunék

* Prima ochrana pred vniknutim
mikroorganismu

* Kooperace s intraepitelovymi T-lymfocyty
pomoci adhezivnich interakci

* Produkce humoralnich slozek regulujicich
aktivitu epitelovych bunék



Epitelové bunky

Bez aktivace nizka exprese TLR2 a TLR4

Po aktivaci produkce prozanétlivych cytokint: TNF
alfa, GM-CSF, IL-8, zvysovani exprese TLR4

Pritomny receptory pro IL-2 a dalsi cytokiny

Po aktivaci zvySeni exprese HLA-II, pusobenim IFN-y —
produkovan intraepitelovymi T-lymfocyty, zvysuje se
schopnost ep. bunék prezentovat Ag

Konstitutivneé pritomna molekula CD1d — predkladani
antigenu ne-proteinové povahy — napr.
lipopolysacharidu



Epitelové bunky streva

* Na svém povrchu maji Fc receptory: FcyRIl a
FcyRIIl a dal neonatalni FcRn

* neonatalni FcRn — prenos materskych IgG in
utero

* U dospélych prenos imunokomplexu IgG a ciz.
Ag do podsliznicni vrstvy — pro zpracovani
dendritickymi bb.



Poharkové bunky

Vytvari ve velkém mnozstvi muciny -
hydratované gely skladajici se z riznych
glykoproteinu

~unkce mucinu: lubrikace a ochrana strevnich
clkd

nterakce s lysozymem a sekrecnimi
imunoglobuliny

Hlen chrani epitelové bunky pred prichycenim
mikroorganismu



Panethovy bunky

Sekrecni epitelové bunky
Produkce lysozymu, fosfolipazy A

Produkce defenzinu — vazba na mikrobialni
membrany s velkym obsahem zaporné nabitych
fosolipidu a pusobi mikrobicidné (Listeria,
Esherichia, Salmonella, Candida Albicans)

Lokalizovany v blizkosti proliferujicich kmenovych
bunék, které chrani pred mikrobialnim
poskozenim



Intraeptelialni T lymfocyty

Lokalizovany zejména v klcich tenkého streva

Tc lymfocyty (CD3+8+), plisobi cytotoxicky —
granzym nebo vazbou pres Fas-FasL na infikované
nebo nadorove zméneéené epitelialni bb.

75% exprimuje receptor af oligoklonalniho
charakteru

Regulace nezadoucich reakci proti potravinovym
A8

25% exprimuje receptor yd — sekrece cytokinu
dulezitych pri hojeni epitelii



lymfocyty

lymfocyty a lamina propria
T

Epitelialni T-




Homing tkanove specifickych T-
lymfocytu




M - BUNKY V EPITELU KRYJICIM
LYMFATICKE FOLIKULY

Epitelové bunky s nizkym nebo chybéf'l'cim
kartackovym lemem, minimalni gl,\fkgka, X, bez
lysozomalnich struktur, basolateralné vybezky

Funkce: transport antigenu do lymfatického
folikulu

Pocet: 1/100 - 1/1000 konvenénich enterocyti



Eptelialni M bunky — transport Ag pres
sliznicni povrch

¢

Bacterium %

Dendritic
call



Lymfoidni folikuly

Organizovany lymfoidni systém
V epitelialni vrstve sliznic nebo tésné pod touto
vrstvou

Peyerovy plaky — tvoreny vice nez 100 folikulu s
centralni zénou slozenou z lymfocytu B a mensim
poctem lymfocytu T

Uprostred jsou folikularni dendritické bunky,
dendritické bunky a makrofagy

V interfolikularni oblasti se nachazeji venuly s
vysokym epitelem — exprese adhezivnich molekul
— zachyceni lymfocytu z obéhu



Gastrointestinalni imunitni systém
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,JHoming“ lymfocytu

e Rizena migrace a usazovani se lymfocytl u
urcCitych tkanich imunitniho systému.

* Je zavisla na expresi adhezivnich molekul
oznacovanych jako homingové receptory na
lymfocytech.

* Na endoteliich cilovych tkani jsou
exprimovany prislusné ligandy pro tyto
receptory, oznacované jako adresiny.



Venuly s vysokym endotelem

(High endotelial venules)

e Specializované venuly, mistem kde lymfocyty
pronikaji z krevniho obéhu do stromatu
lymfatickych uzlin nebo do sliznicniho
imunitniho systému.

* Jsou na nich adhezivni molekuly umoznujici
vazbu zejména ,,naivnich®” (panenskych) T-
lymfocytd.



Cesty T-lymfocytu

a,:B, integrin se vaze na mukdzni vaskularni adresin MAdCAM-1 na
endotelidlnich burkach
CCR9 se vaze na CCL25 na stfevni epitelové bunky




Gastrointestinalni imunitni systém

Strevni klk
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Indukce imunitni odpovédi na strevni
sliznici

M-bunky lokalizovany v tenkém streve, v

oblasti zvané Peyerovy plaky

Pred M- bunky prostupuiji, makromolekuly
castice, mikroorganismy

Pod nimi se nachazi lymfoidni folikul tvoreny
velkymi lymfocyty a APC

Déle velky pocet pamétovych B-lymfocytu
stimulovanych Ag



Indukce imunitni odpovédi na strevni
sliznici
Mino folikuly jsou v lamina propria rozptyleny:

CD4+T-lymfocyty, které sousedi s venulemi
tvorenymi vysokym endotelem

Fibroblasty — podileji se na diferenciaci epitel.
bunék

Makrofagy a dendritické bunky — zdroj cytokinu

Den. bb. nejsou plné vyzralé, po stimulaci
dozravani a prenos Ag do prislusnych
lymfatickych uzlin



Dendritické bunky sliznic

Rozdéleni do dvou subsettu DC-1 a DC-2

DC-1 -stimulace infekcnim Ag ve vysoké
concentraci — aktivace T-lymfocytl do Thl
(IFN-y a cytotoxické mechanismy)

DC-2 —stimulace nizkymi davkami Ag — za
fyziologickych podminek — aktivace lymfocytu
do Th2 (IL-2,4 a 13 ) a Tr — produkce cytokinu
IL-10 a TGFpB

Vysledek aktivace B-lymfocytu k produkci IgA




Humoralni mechanismy slizni¢niho
imunitniho systému —role IgA

Produkovan B-lymfocyty a plazmatickymi
bunkami v submokoznich vrstvach

Transport pres eptelialni bunku na sliznicni
povrch - transcytdza

Vaze se na transportni Fc-receptor - endocytoza
a preneseni na luminarni stranu bunky, tam
fuzuje s membranou a cast receptorové molekuly
( tzv. sekrecni komponenta) spolu s navazanym
IgA se odstepi

Prenos IgA do materského mléka a do zazivaciho
traktu novorozence



Struktura molekuly sekrecniho IgA

~125A
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Vlastnosti a funkce sekrecniho IgA

Produkovano v nejvétsim mnozstvi -3-5g denné
Odolnost vUci proteolytickym enzymUim
Neutralizace toxinu, virll a enzymu

Inhibice adherence mikroorganismu k epiteliim
Zabrana pruniku antigenu a mikrobd
Opsonizacni efekt

Protilatkami mediovana cytotoxicita

Intraceluldrni neutralizace viru v epitelovych bunkach pfi transportu slgA

(fuze vesikll obsahuijicich slgA s endosomy obsahujicimi antigen)

IIIII

mediovanych reakci)



Sekrecni imunoglobuliny

IgA — nejvetsi strukturni heterogenita
Monomer, polymer a sekrecCni
V zazivacim traktu IgA2, v dychacich cestach IgAl

U sekrecnich vyhoda polyvalence — 4 -8 vazebnych
mist pro Ag — vysoka avidita x nizka afinita

Kromé IgA také IgM
Vyznam v raném détstvi a u selektivniho deficitu IgA
Nachylnéjsi k proteolytickému rozkladu v lumen strfeva



Antimikrobni mechanismy
na sliznicich

Faktor Mechanismus

komensalni bakterie kompetice s exogennimi mikroby,
produkce protizanétlivych latek

tésné spoje epitelu brani priniku bakterii

rasinky zachytavaji mikroby

mucin zachytava bakterie

lysozym zabiji G+ bakterie (stény)

laktoferin vaze zelezo (inhibice ristu mikrobu)

laktoperoxidasa usmrcuje bakterie (volné radikaly)

antibiot. peptidy usmrcuji bakterie

sekrecni Ig blokuji adherenci bakterii k epitelu



Antimikrobni peptidy

e Cathelicidiny - kationické peptidy
neutrofilni leukocyty, nékteré epitelové burnky, mastocyty,
ucinkuji jako prirozena mikrobicidni antibiotika

e Defensiny - kationické peptidy

* «a-defensiny — neutrofily, Panethovy bunky tenkého
streva,maji vyznamnou roli pri zanétu,
hojeni ran a zasahuji i do imunity ziskané

* B-defensiny - epitelové bunky Ustni sliznice bronchd, urogenitdlniho traktu,
epidermis,

* jejich I\})/azba na fosfolipidové membrany mikrobl vede k poruseni jeji integrity
a k zabiti

mikroba



Funkce defensinu




Komensalni (normalni) mikroflora
mikrobiota

~ 101* bakterii, ~ 1000 druh

~ 50% nekultivovatelnych

slozity ekosystém

soucast prirozené imunity sliznic a kuze
vzajemné interakce mikroorganismu

kompetice-kolonizacni resistence, “guorum sensing”, produkce
bakteriocinu ...

interakce s makroorganismem: symbiosa, komensalismus,
pathogenita, ucast v metabolismu hostitele (fysiologické
funkce)

modulace imunity



Lidsky mikrobiom

We are a “super-organsim”

The human gastrointestinal tract hosts a vast
microbiome — >1000 different species;
>majority non-culturable

Establishes during the first week and stabilizes
within the first 3-5 years of life

Cooperative relationships have established
through co-evolution to maintain
homeostasis



Lidsky mikrobiom

e Bacteria (~1000 species)

* Firmicutes (Ruminococcus,
Clostridium, Eubacteria)

* Bacteroidetes (Bacteroides)
dm Actinobacteria

— (Bifidobacterig)
0410 il * Proteobacteria
(Enterobacteraceae)
* Fusobacteria
Golon Jnmiiem o \siryses
10110 10107 ehuin

Fungi




Immune tissue development requires
normal gut colonization

a Splkenic CD4 b Intestinal CD4 ¢ Intestinal lgA
(ins=t: splenic COE) (inset: intestinal COE) (insst: Payer's-patch kgd)

‘-'H. -.J..-I

Camn-fres mouse _

Movuss colonized
with intestiral bacteria 7

Reprinted from Nature Review Immunology Volume 4, Macpherson, AJ and Harris, NL.
Interactions between commensal intestinal bacteria and the immune system, p478-485,

Figure 2. Copyright (2004) with permission from Nature Publishing Group.



Navozeni tolerance

Na zacatku infekce
nejsou dendritické
bb. plné aktivovany,
zalezi na
koncentraci IL-6. Pri
nizké koncentraci
IL-6 vznikaji
regulacni T-
lymfocyty, které
inhibuji Thl, Th2
odpoved.




Innate leukocyte cells

Adaptive Immunity Innate Immunity

Helper T cell subsets Innate lymphocyte subsets

o  IFN-y ILC1

Natural killer (NK)

Naive CD4* / IL-13, IL-4 S 0
T cell — IL-6IL-5 ! ILC2 |
o i | Nuocytes, Natural helper |
(N |

\ -— - - - - - - — — — — — — ~

ILC17 [
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ILC22
NKp46* ILC

o TGF-g, IL10
° IL-35




ORALNI TOLERANCE

: 1

Inhibice systémové imunity nasledujici
po peroralnim podani antigenu (proteinu)

Ustaveni tolerance: 5 az 7 dni po oralni
aplikaci

Trvani: nékolik meésicu

Fyziologicky vyznam: tolerance k antigeniim potravy



Oral tolerance

* [nduction of mucosal and systemic non-
responsiveness to dietary antigens
e Active immune response that depends upon
— tolerogenic dendritic cells (make 1L-10),
— CD4 + CD25 + T regulatory cells (make TGFB & IL-10)
* Mechanisms of tolerance:

— lgnorance (no/low costimulatory signals)
— Inhibition/Anergy (inhibitory signals)



Vyuziti indukce ,,oralni“ (sliznicni)
tolerance v prevenci a lécbé

perordlni, intranasdlni nebo inhalacni aplikace antigenu

Autoimunitni choroby (autoantigeny)

- exp. modely, klin. studie (RA, RS, diabetes)
Transplantace (aloantigeny)

- exp. modely

Alergie (Cisténé alergeny napr. roztocovy Derp. 111-139)
- exp. modely



Klze jako imunologicky organ

» Klze ma funkci primarniho lymfoidniho organu
( Fichtelius KE et al.: Int Arch Allergy 1970,37:607 )

« SALT (skin associated lymphoid tissues)
(Streilein TW: J Invest Dermatol 1978;71:167-171)

« SIS (skin immune system)
(Bos JD et al.: J Invest Dermatol 1987,88:569-573)



Fyziologické obranné bariéry kuze

Epidermis — vicevrstevnost
Odumirani

Pritomnost latek tukové povahy a jejich cidni
pusobeni na mikroorganismy

pH — nizké
Fyziologicka mikrobialni flora kuze

G pozit.(corynebacterium, stafylokoky,
mikrokoky



Fyziologické obranné bariéry kuze

* Prostup infekci — nejcastéji kozni zlazy a
vlasové vacky, nebo mechanickym narusenim
struktury

* Cizorodé organismy zachycovany pomoci
Langerhansovych bunék v epidermis i dermis



Bunky v koznim imunitnim systému

Keratinocyty - produkce cytokint: (IL-1,6,10, TGF-p, TNF), exprese MHC
IT.tridy - moznost prezentace Ag

Melanocyty
Langerhansovy bunky v epidermis - APC
Dendritické burky v dermis
Fibroblasty - produkce kolagenu, odstariovani apoptotickych bb.
Monocyty a makrofdgy
Granulocyty (neutrofilni, ojedinéle basofilni a eosinofilni)-dermis
Mastocyty
Endotelové burky lymfatickych a krevnich cév
Buriky NK (ojedinélé)
Buniky NKT- dermis
Lymfocyty T (cca 90% /B a 10% y/3)
v dermis CD3+,CD4+, CD8+; DR+, CD25+
v epidermis CD3+,CD8+



Dendritické bunky v kuzi

* Langerhansovy bunky

* Kozni dendritické bunky — vyzravaji z
myeloidnich dendritickych bunék
— Nachazeji se v dermis
— Funkce — prezentace Ag T- lymfocytum



Funkce Langerhansovych bunek

* Exprese CDla

* Antigeny pronikajici epidermalni vrstvou jsou
vychytavany Langerhansovymi bunkami, které
potée cilené migruji do spadove regionalni
uzliny. Pritom dozravaji a zpracovavaji
antigenni material. Dendritické bunky
stimuluji primarni imunitni reakci s klonalni
expanzi specifickych T a B lymfocytu.



Kuze - poskozeni nebo prunik infekce

Dendritické bb — zachycuji Ag,
prezentace T-lymfocytum v lymfatické uzliné
Vznik efektorovych a pamétovych T-lymfocyt(

Putovani do mista zanétu



Keratinocyty

Hlavni slozka epidermis

Diferenciace z kmenovych bunék pod vlivem
cytokinU

Zdroj regulacnich a efektorovych cytokinu

Regulace procesu krvetvorby



Humordlni faktory v koznim imunitnim
systemu

Antimikrobidlni peptidy -defensiny, cathelicidiny,dermcidiny

Lysozym

Slozky komplementového systému (C3,fB,fH;: CD59 /DAF/,
CD46 /MCP/, CD59; CR1, CR2)

Cytokiny (IL-1, TNF-a , ... interferony, chemokiny...)
Imunoglobuliny (IgG, IgA v¢. SIgA)

Fibrinolysiny

Produkty koagulacni kaskady

Eikosanoidy a prostaglandiny

Neuropeptidy



Klinické imunopatologické stavy spojené s poruchou
imunitni funkce kuze

Puchyrnata onemocnéni kiize — pemphigus
vulgaris, pemphigoid

Psoriasis

Atopicka dermatitida

UV svétlo



