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Vykonnée bunky nespecifické imunity

Profesiondini fagocyty

» Neutrofilni granulocyty
= Tvori 50-70% z WBC
= Nizkd fagocytarni akfivita — ,,mikrofagy*

» Krdtkd zivotnost

= Monocyty
» 2-12 %z WBC
» 7 cirkulace prechdzeji do tkani kde diferencuji v makrofdgy

» Dlouhd zivotnost
= Vyssi fagocytdrni kapacita : ﬁ




Prvni obrannad linie

= Poranéni tkdni = aktivace makrofagU
» Produkce prozdnétlivych cytokinO a chemokint

» Rozvojzdnétu, Idkdani neutrofild do mista infekce

Inflammatory cells migrate

Bacteria trigger Vasodilation and increased ; : i
macrophages to release vascular permeability cause ir:;;?ntn:f:tlcln?';r rﬁllggis;?grs
cytokines and chemokines redness, heat, and swelling that cause pain
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Pronik do mista infekce

1. ADHEZE

= Endotelie — vlivem prozdnétlivych cytokinU exprese adhezivnich molekul

» E a P selektiny - reverzibilni vaziba - rolling

Integrin activation
by chemokines

Migration through
endothelium

Rolling Stable adhesion

Leukocyte Sialyl-Lewis X-modified glycoprotein
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Pronik do mista infekce

2. Exiravazace

= Pokud prirollingu prefrvavd zanétlivy signdl, nasleduje ireverzibilni vaziba na
endoftelidlni sténu — LFA na povrchu neutrofilu se vazi na endotelidini integriny —
VCAM, ICAM - ireverzibilni vaziba na endotel

- 4 Integrin activation Migration through
3 . Dia pe d eza Rolkng by chemokines Stable adhesion endothelium

Leukocyte & Sialyl-Lewis X-modified glycoprotein

= Prostup skrze endotelie
= PECAM, JAM, CD99

£~ Integrin (low affinity state)

Integrin (high-
a“ir}ity state)

» Transceluldrni

=» Paraceluldarni

Integrin ligand
(ICAM-1)

Chemokines ®

Fibrin and fibronectin <
(extracellular matrix)

Cytokines
(TNF, IL-1)

Macrophage
with microbes




Pronik do mista infekce

4. Chemotaxe

= V misté zanétu tvoreny latky s chemotaktickymi UCinky
= Exogenni— fMLP
= Endogenni— C3a, C5q, IL-8, CXCL8, CXCL-7

» Vazba na receptory neutrofiinino granulocytu
» Pohyb ve sméru koncentracniho gradientu

» Produkce hydrolytickych enzymU = naruseni mezibunécné hmoty >

prostup do mista zadnétu pomoci reverzibilnich interakci adhezivnich
molekul

| Chemotaxis - directional >




Rozpozndni patogenni Castice

» Patftern recognition receptors (PRR)- rozpozndvaji PAMPs (103 struktur)
= TLR, NOD-like, NLR, RIG-like receptory

» Vazba patogenni Castice na receptory zahdiji viastni proces fagocytozy:
» |ngesce — fagosom

= Digesce -splynuti fagosomu s lysozomy - kone¢nd degradace
= Mechanismy zabijeni na kysliku nezdvislé

= Mechanismy zabijeni na kysliku zavislé



Mechanismy zabijeni na O, nezavisle

»  Antimikrobidlni peptidy a enzymy
» Kathepsiny
®» |ysozym
» Defenziny

» Kyselé pH

» Proteiny omezujici dostupnost stopovych prvkd a vitaminu

» | aktoferin — vyvazuje zelezo

= Vitamin B12 binding protein




Mechanismy zabijeni na O, zavislé

= Enzymatickd tvorba reaktivnich kyslikovych medidtort
» Doprovdzend vyraznou spotrebou kysliku — oxidacni vzplanuti

» Ustfedni role — NADP oxiddza

lysosome

secondary primary
granule granule




NADPH oxiddazo

» |nfraceluldrni lokalizace - membrany
» 4 podjednotek (2 v membrdné fagolysosomu, 4 v cytosolu)

» Akfivace - signdini kaskada spusténd receptory — fosforylace podjednotek
Resting Activated

ooy Microbes  qaammamn OO
membrane

gggeeace

Inflammatory ‘oo
mediators

cytosol

eop
_RhoGDI |




NADPH oxiddazo




Myeloperoxiddza

Oxidoreduktaza
Obsahuje hemovou skupinu — nazelenalé zbarveni

Preména peroxidu vodiku na kyselinu chlornou, kterd je az 50 krat UCinnéjsi

H,O,+ ClI'+ HF —MPO 5, HOCI + H,0

Kyselina chlornd mUze byt substrdtem dalsich reakci, pri kterych vznikd
hydroxylovy radikdl a signletovy kyslik — lipoperoxidace membrdan - smrt
fagocytujici bunky

HOCl + O; —» OH" + CI'+ O3

HOCI + H,0, —'0, + H,0 + HCl

HOCI1 + Fe*" — OH" + CI'+ Fe**



INOS
inducibilni syntaza oxidu dusnatéeho

= Azurofilni granula neutrofild, monocytU

= Tvorba NO z aminokyseliny argininu — podil na degradaci patogenU

= Regulace MPO - Tvorba NO redukuje
Ok.I_IVI.I_U MPO Intracellular

NADPH
NADPH" + H*<>

Extracellular
(or phagosomal)
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/Averecnad faze fagocytdzy

= Vylouc¢eni degradovanych ¢dsti patogenu exocytdzou
= Neutrofily brzy podléhaiji poskozeni a umirgji

= Ve tkanich jsou fagocytovany makrofagy

= Nahromadéni zbytkd mikroorganismi a fagocytU — hnis (nazelenalé
zbarveni zpUsobuje MPO)
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Fagocytdzou to nékdy nekonci

» Jak se fagocyty podileji na eliminaci patogeny, které nemohou byt diky své
velikosti nebo agresivité zfagocytovanye
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Staphylococcus aureus

Pseudomycelia Candida albicans




NETOza

= Novy typ bunécné smrfi

» Reaktivni kyslikové medidatory tvorené NADPH oxiddzou jsou druhymi posly

= Dochdz k citrulinaci histonU, rozvolnéni jaderného chromatinu a jeho
vypuzeni do extraceluldrnino prostoru

Granule
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NETOza

Vznikd sit tvorend jadernym materidlem, obsahujici MPO a nékteré dalsi
antibakteridlni peptidy z granuli neutrofild

Do procesu NETOzy vstupuje pouze mald cdst aktivovanych neutrofild

Ucel —vé&fiinou boj s velkymi patogeny, které nemohou byt zfagocytovdny
» MPO, cadheliciny, defenziny — mikrobicidie

= Sif — omezeni sifeni patogenU v prostoru

Mozné nezddouci dUsledky

» Uvolnéniintraceluldrnich komponent — moznd tvorba autoprofilatek profi
intraceluldrnim strukturdm neutrofild

» Podezreni z UCasti na imunithé podminéné frombodze



Vysetreni fagocytdzy

= Adheze
» Cytometrickd detekce CD11b/CD18 - deficit — LAD syndrom
= Chemotaxe

= Boydenova komUrka

= migrace fagocytd v nddobce skrze membrdnu s velmi
malymi pdzy ve sméru chemotaktického gradientu

» Pocitani bunék které pronikly na druhou stranu membrdany
» Migrace pod agardzou

= Do agardzoveho gelu se vyfiznou jamky — do jedné se pipetuje
suspenze vysetfovanych bunék, do druhé chemoatraktant

= Bunky migruji smérem k jamce s chemoatraktantem

= Po inkubaci 4 h se gel ususi a obarvi

24-72Z hours

—

» Odecitd se vzddlenost, kterou bunky urazily od stredu jamky

T



Vysetreni fagocytdzy

» Testingesce
» Testuje se schopnost bunék pohltit mikrosferické hydrofilni partikule (MSHP)
= Krev se inkubuje s MSHP Cdasticemi

®» Poté se zhotovi natér krve a obarvi se

» Pocitaji se 100 bunék, pozitivni jsou ty, co
obsahuji v cytoplazmé 3 a vice MSHP Cdastic

» Vyznam mdad snizeni — sepse, nadory,
nezralé formy granulocyty




Vysetreni oxidacniho vzplanuti

= [NT/NBT test

» |nkubace krve s nitroblue tetrazolium chloridem (NBT) nebo jod nitroblue

s

tetrazolium chloridem (INT) a latkou stimulujici oxidacni vzplanuti

Pri oxidacnim vzplanuti dochdzi k redukci NBT nebo INT na nerozpustny barevny
formazan

°s

Hodnoceni poctu pozitivnich bunék (obsahuji barevnd granula)

» Chemiluminiscence

Stimulace bunek (PMA, tMLP, bakterie, zymosan)

Pridavek chemiluminiscencni Iatky — viivem oxidacniho vzplanuti dochdzi k
oxidaci chemiluminiscencni sondy* - emise fotonu = pristroj luminometr
> pocitdni zablesku

Vzhledem k vysledku (pocty zdbleskd) je nutno zndt absolutni pocet granulocyts
U pacienta = vysledky se musi prepocitat na pocet bunék v reakci!

*Luminol, isoluminol



Burst test (BTT)

» Detekce oxidacniho vzplanuti v granulocytech a monocytech pomoci
protokové cytometrie

Princip — Produkty oxidacniho vzplanuti oxiduji fluorescencni barvivo

Funkcni test

Odbeér krve do heparinu
Nejsou stanoveny konkrétni referencni meze

Nutno se vzorkem pacienta vzdy zpracovat i
vzorek zdravé kontroly!

Hodnoceni — porovndni pacienta s kontrolni osobou -
% pozitivnich granulocytu a monocytu




Burst test (BTT)

Oxidacni vzplanuti mUze byt indukovdno riznymi zpUsoby

Opsonizace E.Coli profilatkami 2 Py o Chemoatraktant fMLP — vazba
vazba na Fc receptory i e naformylpeptidové receptory
Formylpeptidovy ' @ g sprazené s malymi G proteiny —
receptor indukce chemotaxe a také
slabé aktivace NADPH oxiddazy

Fc receptor

) —

PMA — nizkomolekuldrni Iatka,
priMmo pronikd memlbrdnou a
vaze se na proteinkindzu C »>
rychld a masivni aktivace

AKTIVACE



Burst test (BTT)

= Krok 1: Stimulace fagocyty

PBS — negativni kontrola

E. Coli — vazba na Fc receptory — aktivace fosfatidylinositol 3-kindzy (PI3K)
pozn. v reakci je nutnd pritomnost opsonizujich proftildtek — bez nich granulocyty
na E.coli nereaguiji (napr. izolované granulocyty z krve)

orientacni norma >80 %

PMA — mald molekula - rychly prinik skrze membrdnu do cytoplazmy — pfimd
vazba na proteinkindzu C (PKC) —rychld a masivni aktivace, kterd po kratké
dobé mUze vést i ke smrti bunky

orientacni norma >90 %

Proc¢ r0zné stimulace?2 = Siroké spektfrum patogenl, rizné cesty aktivace NADPH
oxiddzy

Snaha postihnout nejcastéjsi signdini drahy aktivace, které vedou k fosforylaci
NADPH oxiddzy a jeji aktivaci 2 muize byt defektni pouze urcitd drdha aktivace



Burst test (BTT)

» Krok 2: Zviditelnéni produkce ROS pro prutokovy cytometr

= Fluorescencni barvivo Dihydrorhodamin 123 (DRH 123) - vlivem ROS dochdzi k
oxidaci na Rhodamin 123

= Fluorescence pri 536 nm (zelenqd)

» Svételnd emise zaznamendna detektory cytometru

» |ntenzita fluorescence Umérna aktivité oxidacniho vzplanuti

HoN
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Odhaleni falesné snizené aktivity oxidacniho
vzplanuti

» U nékterych onemocnéni (napr. akutni zanét, sepse, diabetes mellitus)
mohou byt granulocyty pacienta naakfivované in vivo!

= Proto pri stimulaci odpovidaji granulocyty rychleji a diive dochdzii k
poklesu aktivity oxidacniho vzplanuti a rozpadu granulocytU (v laboratofi je
¢as nastaven na 20 min)

Nemoié osoba Zdravd osoba
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Odhaleni falesné snizené aktivity oxidacniho
vzplanuti

= Test oxidaéniho vzplanuti se provede znova s fMLP:

» fMLP — chemoakraktant - vaziba na formyl peptidovy receptor sprazeny s
malymi G proteiny — aktivace fosfolipdzy A2 (PLA2)

= Nizkd& mira aktivace (do 35 %) granulocytu

» Je-li akfivita oxidacniho vzplanuti snizend po stimulaci E.coli a PMA a
neobvykle vysokd u fMLP (napr. aktivace 60%) = pravdépodobnd aktivace
bunék in vivo, nikoli deficit NADPH oxiddzy!




Chronickda granulomatdzni choroba
(GCD)

» Defekt NADPH oxiddzy — porucha tvorby ROS
» Deédicnost X- vazand (zavazneéjsi) nebo autosomalné recesivni (mirnéjsi)
= 1:250 000

» Ndchylnost k infekcim kataldza pozitivnimi patogeny a mikromycetami
(plisné)

= Tvorba hlubokych abscesd (mohou pUsobit Utlak okolnich tkdni)

= Casny ndstup choroby




GCD
de-novo mutace — autosom. recesivni

Matka i otec maiji
/ neporusenou
akftivitu
oxidacniho
0.0% 88.1% vzplanuti
fagocytU,
zatimco jejich
__dité (pacientka)
po PMA vypadd
/ shodné s
negativni
kontrolou
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Matka - STIMULACE PMA

Otec - STIMULACE PMA

37,9%

Pacient po stimulaci
PMA nereaguje
(shodny obraz s
negativni kontrolou)

Otec mda oxidacni
vzplanuti po PMA v
normé (1 pik vpravo)

P Ale matka ma dvoji

populaci neutrofild —
jedna populace (pik
Vpravo) reaguje na
stimulaci, ale druhd
populace (pik vlievo)
nereaguje - matka
je prenaseckou
mutace



Myeloperoxiddza (MPO, MXX)

Oxidoreduktaza
Obsazena v granulich neutrofild a monocytu
Obsahuje hem - nazelenalé zbarveni sekretu s vys§im obsahem fagocytu

Preménuje peroxid vodiku na kyselinu chlornou (az 50 krat toxictéjsi)

NETOza - MPO obsazena v siti tvorené jadernym materidlem

Negativni regulace pomoci syntézy NO — tvorba nitrosylovych komplexU



Deficience myeloperoxiddzy

= Deficience vrozena:
1. Castecnd - vyskyt cca 1:2000
2. Uplnd - vyskyt cca 1:4000

» Dédicnost - autosomalné recesivni

= A7 50% pacienty klinicky asymptomatickych
» 7A&vazny prObéh nemoci - 5-10% postizenych (Casté infekce, zejména plisné)

» Deficience ziskana:

» diagbetes mellitus, té€zké infekce, nedostatek zeleza, intoxikace olovem,
diseminované tumory, nékteré leukemie




MPQO - priprava vzorku

= | pacient = 2 zkumavky

» 7nacenileukocytl v obou zkumavkdch pomoci anti-CD14 (odliseni monocytu od
granulocytu)

= 30 min inkubace s protilatkou ve tmé, poté ndsleduje promyti

= Dalii krok - zcela nezbyinad je fixace a permeabilizace membrdn (MPO je infracelularni
marker, zafimco protilatky jsou velke molekuly, ktere pres neporusenou membranu
prirozene projit nemohou)

= Permeabilizace - vytvoreni pord do bunééné membrany (umozni prunik anti-MPO do
cytoplazmy a granuli, kde se MPO prirozené nachazi)

= Fixace — stabilizace membran, brani rozpadu permeabilizovanych bunek

Jedna zkumavka -znaceni protilatkou anti-MPO
Druhdé zkumavka se neznaci anti-MPO - slouZi jako izotypova kontrola
Hodnoceni - % MPO pozitivnich granulocytl a monocytU
Norma 75 -100%

Unpermeabilized Digitonin Triton X-100




ZDRAVA
KONTROLA

{6):70021369.LMD FL1 LOG MONOCYTY

- =~ I00403S0UMD - [4):200403 30 LM0 ALY LOG MOKOCYTY

MPO FITC

lzotypovd
kontrola

MPQO pozitivni
monocyty

28

Deficit MPO
Exprese MPO - monocyty

PACIENTKA

(5):20040381.LMD FL1 LOG MONOCYTY

1.

A
0.3%

MPO FITC

U pacientky jsou monocyty
MPO negativni— pik se
prekryvd s izotopovou
kontrolou
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Deticit MPO
Exprese MPO - granulocyty

ZDRAVA ANi
PACIENTKA SROVNANI
KONTROLA
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- ] A
0.6% . # .
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MPO FITC MPO FITC
) o U pacientky jsou
lzotypova  MPO porzitivni granulocyty MPO negativni
kontrola granulocyty — pik se prekryva s

izotopovou kontrolou




Deficit MPO lze poznat i na Burst Testu!

Burst Test - stimulace E. coli

ZDRAVA
KONTROLA

{3):20019658.LMD FL1 LOG A

O o e

7} 20019657.LMD ; (2)Z0019657 LD FL1 LOG A

.

100

STIMULACE E.C.

Pocet aktivovanych
bunék: 95%

Stimulacni index: 163
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I "

STIMULACE E.C.

Pocet aktivovanych
bunék: 89%

Stimulacni index: 22
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B STIMULACEEC
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\1 ontrola
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Fagocyty maji u pacientky nizsi
pozitivitu meanu intenzity
fluoprescence ( posun piku
doleva) na oxidacni vzplanuti
po stimulaci E. coli ve srovndani
se zdravou kontrolou.




Deficit MPO Ize poznat i na Burst Testu!

ZDRAVA KONTROLA

(6):20019660.LMD FL1 LOG A

§
§
\

177 20019657.LMD - (2:20019657.LMD FLT LOG A

STIMULACE PMA

Pocet aktivovanych
bunek: 97%

Stimulacni index: 281

Burst test - stimulace PMA

PACIENTKA

(5):20040298.LMD FL1 LOG A

STIMULACE PMA

Pocet aktivovanych bunék:

92% a 6%

Stimulacni index: 23 a 201

SROVNANI

W STIMULACE PRA
B =TIMULACE PMA

h zdrava
pacientk 'm C Il"EI'EJ]EJ

Fagocyty maji u pacientky nizsi pozitivitu
na oxidacni vzplanuti po stimulaci

PMA ve srovndni se zdravou kontrolou =
doordinoval se test MPO kde se ukdzalo,
7e pacientka je MPO deficitni



Co je stimulacni index (Sl)¢
ZDRAVA KONTROLA

(6):70019660.LMD FL1 LOG A

| » Medidn intenzity fluorescence daného piku (MFI) =
=] I / poloha stredu piku na ose x

= Stimulaéni index = MFI stimulovanych bunék
MFI nestimulovanych bunék

= Stimulaéni index=130/0,4463 = 281

TT 1|."]|]| T |||||r|1“1| T

stimutace pma MFIB=130
MFI nestim bunék=0,463

Stimulacni index: 281




