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ZAKLADNI POJMY



Imunita

* Vrozena (prirozena, nespecificka, innate immunity)
u vsech mnohobunécnych organismu

e Adaptivni (ziskana, specificka, adaptive immunity)
az od obratlovcu

Adaptivni = vznikly adaptaci



Antigen

e Latka, kterou rozezna imunitni systém a ktera
vyvolava imunitni reakci

e Zakladni slozeni:

* nosicska cast molekuly

e antigenni determinanty — epitopy, tvorené 5-7
aminokyselinami



Vztah antigenu a epitopu

Antibody A

Antigenic determinants
4/ on antigen

» Antigens:
components

Binding sites of cell wall
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Imnunogennost

e Schopnost vyvolat imunitni reakci — musi:
— byt cizorodé
— mit dostatecnou molekulovou hmotnost (> 6 kDa)
— mit komplexni strukturu

e Produkty imunitni reakce ( protilatky, T-
lymfocyty) maji schopnost s Ag specificky
reagovat



Chemicke slozeni antigenu

Proteiny — obvykle vyborné imunogeny.
Polysacharidy- jsou dobrymi imunogeny
zejmeéna jako soucast glykoproteind.
Nukleové kyseliny- Spatna imunogenicita,
vazana zejména na komplexy nukleovych
kyselin a proteinu.

Tuky — velmi zridka se uplatnuiji jako
imunogeny. Nejznamejsi jsou sfingolipidy.



Hapten

* Nizkomolekularni latky které vyvolavaji
Imunitni reakci po vazbé na jiné
vysokomolekularni latky.

* Maji schopnost s produkty imunitni reakce
reagovat.

* Typickymi hapteny jsou nékteré kovy,
vyvolavaji IV. (bunécny) typ precitlivélosti,
nebo léky zpusobuijici . (atopicky) typ
precitlivélosti.



Imunogenicita haptenu
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Zkrizena reaktivita antigenu

* Priimunitni reakci muze nekdy dojit k reakci s
jinou latkou, nez tou, ktera reakci puvodné
zpusobila.

* Je to dano imunologickou podobnosti obou

latek, ale nemusi se jednat o podobnost
chemickou.

e Zkrizena reaktivita se uplatnuje zejména v
patogenezi imunitnich chorob.
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Zkrizena reaktivita antigenu




THE IMMUNE SYSTEM

Infection of the human
body by pathogenic
microorganisms such as
bacteria, viruses,
parasites or fungi triggers
the immune response. It
occurs in a two-step
process

DR.T.V.RAD MD




IMUNITA VROZENA



% Tissue damage causes release
of vasoactive and chemotactic

factors that trigger a local

increase in blood flow and

capillary permeability

Phagocytes and antibacterial
exudate destroy bacteria

Permeable capillaries allow an

P te to site of
influx of fluid (exudate) and cells Exudate hagocytes migrate to site o

inflammation (chemotaxis)




Vrozena imunita

Fyzikalni bariéry:
Kuze

Sliznice
Respiracni trakt
Mocovy trakt



Vrozend imunita

Chemické bariéry:
pH (kuze 5,5, zaludek 1-3, vagina 4,5)
mikrobicidni substance

(lysozym, defensiny, cathelicidiny...)



Antimikrobialni peptidy

Endogenni antibiotika.
Charakterizovano asi 20 ruznych proteind.

Tvoreny keratinocyty, mastocyty, bunkami ekkrinnich
zlaz, ale téz neutrofilnimi granulocyty a bunkami NK.

Spoustéji a koordinuji aktivitu rady slozek vrozeného a
adaptivniho imunitniho systému

(,,alarminy®).
zajistuji integritu a rlst epitelu, podporuji angiogenézi.



Antimikrobialni peptidy v
residentnich koznich bunkach

cathelicidiny (hCAP18/LL 37) keratinocyty
b - defensiny (HBD - 2, HBD - 3)  keratinocyty

dermcidiny (DCD) ekkrinni potni Zlazy

Lysoszym - glykosidasa, ktera ma baktericidni ucinky a je schopna Stépit
polysacharidové vazby mezi N-acetylglukosaminovymi jednotkami a zbytku
N-acetylmuramové kyseliny v bunécné sténé grampozitivnich bakterii.
Gramnegativni bakterie nejsou nachylné k enzymatickému pulsobeni

lysozymu, protoze peptidoglykanova vrstva je chranéna vnéjsi membranou.



Vrozena imunita

Biologické bariéry

Mikroorganismy fyziologické mikroflory

(komensalni mikroorganismy)



Nespecificka imunitni odpoved

* Pokud Ag pronikne pres fyzikalni, chemickou a
mikrobialni bariéru — dochazi k rozvoji
nespecifické imunitni odpovedi.

* Nespecificka imunitni odpoved se rozviji v
radu minut v po vazbé Ag na tzv. pattern
recognition receptory — PRR.

* PRR jsou pritomny na bunkach prirozené
imunity, ale muzou byt i humoralni.



Vrozena imunita:

charakteristické rysy
PRR - Specificnost:
Jsou rozeznavany struktury, které jsou stejné
u rady cizorodych agens (u mikroorganismu
jsou to tzv. ,, pathogen associated molecular
pattern®, PAMP, napr. v lipopolysacharidech
nebo peptidoglykanech).
Adaptivni imunitni systém naproti tomu
poznava a odlisuje epitopy antigenu (T-, B-)



PAMP ,, Pathogen Associated
Molecular Pattern”

Patogenem asociované molekulové vzory.

Vysoce konzervovaneé struktury pritomny na
rozsahlych skupinach mikroorganismu, jsou
esencialni pro jejich zivotni funkce.

Nevyskytuji se na hostiteli.
Peptidoglykany, kyselina lipoteichova,
lipopolysacharid bakterialni manany, glukany,

Bakterialni sekvence DNA tvorené cytosinem a
quaninem (CpG) a dvousroubovicovou DNA.



DAMP ,,Damage Associated Molecular
Patterns”

* Vznikaji pri poskozeni infekci, zanétem,
chemickymi toxiny, trauma, snizené krevni
zasobovani.

* Nesouvisi s bunkami v apoptoze.



PAMPs and DAMPs

TABLE 42 Examples of PAMPs and DAMPs

Pathogen-Associated Molecular Patterns Microbe Type
MNMucleic acids ssRMNA Wirus
dsRMNA Wirus
CpG Wirus, bacteria
Proteins Pilin Bacteria
Flagellin Bacteria
Cell wall lipids LPS Gram-negative bacteria
Lipoteichoic acid Gram-positive bacteria
Carbohydrates MNMannan Fungi, bacteria
Dectin glucans Fungi

Damage-Associated Molecular Patterns

Stress-induced HSPs

proteins

Crystals Monosodium urate
MNMuclear proteins HMGE 1

CpG, cytidine-guanine dinucleotide; dsRMNA, double-stranded RMNA, HMGET,
high-mobility group box 1; HSPs, heat shock proteins; LPS,
lipopolysaccharide: ssRMNA, single-stranded RM.A.

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



PRR- Pattern Recognition Receptors

Identifikace PAMP a solubilnich slozek imunity.
Exprese receptoru neni klonalni — receptory
pritomné na stejném typu bunéek maji stejnou
identitu.

Pripraveny okamzité reagovat — neni potreba
proliferace — rychla odpovéd.

Schopny diskriminace mezi patogennimi a
nepatogennimi mikroorganismy.



Vrozena imunita:
charakteristické rysy

Rozsah repertoaru:

Poznavaci schopnost PRR je omezen3,

odhaduje se na cca 103 molekuldrnich vzorc”,
zatimco adaptivni imunitni systém je

schopen odlisit (TCR, BCR lymfocytl) vice nez 1078
epitopu antigenu.

Kromé soucasti mikroorganismu poznava
vrozeny imunitni systém také alterované bunky
hostitele (prostrednictvim napr. heat shock
proteint, membranovych fosfolipidt, MHC).



Receptory bunek prirozené imunity

Tri funkce:
— Receptory pro fagocytozu stimuluji pohlceni Ag.

— Chemotaktické receptory zajistuji postup
fagocytujicich bunék do mista zanétu.

— Stimuluji produkci efektorovych molekul a
cytokinu, které pomahaji rozvoji prirozené
imunitni odpovédi a nasledné i adaptivni imunitni
odpoveédi.



PRR- Pattern Recognition Receptors

Innate Immunity

Specificity

For structures shared by classes of microbes (pathogen-
associated molecular patterns)

Differaent
microbes

Identical
mannose
receptors

Receptors

Encoded in germline; limited diversity (pattern recognition
receptors)

Mannose Scavenger
receptor receptor

Toll-like ¥\ methionyl
receptor receptor

Distribution of
receptors

MNonclonal: identical receptors on all cells of the same lineage

Discrimination of self
and non-self

Yes; healthy host cells are not recognized or they mavwy
express molecules that prevent innate immune reactions
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Cell-Associated Pattern
Recognition Receptors

Toll-like receptors (TLRs)

Cell associated PRR

Location

Plasma membrane and endosomal
membranes of dendritic cells,
phagocytes, B cells endothelial
cells, and many other cell types

Specific Examples
TLRs 1-9

PAMP/DAMP Ligands

Various microbial molecules
including bacterial LPS and
peptidoglycans, viral nucleic
acids

NOD-like receptors (NLRs)

Cytoplasm of phagocytes epithelial
cells, and other cells

NOD1/2
MALP family
(inflammasomes)

Bacterial cell wall peptidoglycans

Flagellin, muramyl dipeptide, LPS;
urate crystals; products of
damaged cells

RIG-like receptors (RLRs)
- S

Cytoplasm of phagocytes and other
cells

RIG-1, MDA-5

Viral RNA

C-type lectinike receptors

Plasma membranes of phagocytes

Mannose receptor

Dectin

Microbial surface carbohydrates
with terminal mannose and
fructose

Glucans present in fungal cell walls

Plasma membranes of phagocytes

CD36

Microbial diacylglycerides

N-Formyl met-leu-phe receptors

33

Plasma membranes of phagocytes

FPR and FPRL1

Peptides containing
N-formylmethionyl residues
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PRR- Pattern Recognition Receptors

TLR (Toll-like receptor): TLR1 -11
v bunécné membrané (napfr. TLR2, 4)
v endosomech ( TLR3, 7, 9)
RLR (RIG-I-like receptor):
intracelularni (reakce s viry, tvorba IFNa)
NLR (Nod-like receptors): napr. NOD2,NALP3
v cytoplasmé, slozky inflamasomu
CLR (C-type lectin receptor)
poznavaji nekrotické bunky, manosové zbytky



Vrozena imunita

Humoralni slozky:

Mikrobicidni faktory (lysozym, defensiny, kathelicidiny a
dalsi)

Histamin, eikosanoidy

Komplementovy systém

Pentraxiny (CRP, SAP, PTX3)

Kollektiny (MBL, SP-A, SP-B), Fikoliny

Cytokiny (Interferony a, B,y, TNFa, IL-1, IL-6,
chemokiny)



Solubilni PRR

Soluble Recognition Molecules Location Specific Examples PAMP Ligands
Pentraxins Plasma C-reactive protein Microbial phosphorylcholine and
phosphatidylethanclamine
Collectins Plasma Mannose-binding lectin Carbohydrates with terminal
mannose and fructose
Alveoli Surfactant proteins Various microbial structures
SP-A and SP-D
Ficolins Plasma Ficolin N-Acetylglucosamine and
lipoteichoic acid components of
the cell walls of gram-positive
bacteria
Flasma c3 Microbial surfaces
Plasma lgM Phosphorylcholine on bacterial

membranes and apoptotic cell
membranes
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Vrozena imunita

Humoralni slozky:

Pentraxiny (CRP, SAP — sérovy amyloid P, PTX3)
CRP a SAP — produkovany bunkami jater.

PTX3 - produkovan dendritickymi bunkami, makrofagy a
endotelem v odpovédi na vazbu na TLR a cytokiny.

CRP a SAP - se vazi na ruzna mista bunécnych stén bakterii
plisni a apoptotickych bunék obsahujicich fodatidylcholin a
fosfatidylmetanolamin.

PTX — vazba na vybrané typy gram-positivnich i negativnich
bakterii, viry a plisne, apoptotické bunky.

Vsechny tri aktivuji komplement vazbou na slozku Clq.



Vrozena imunita

Humoralni slozky:

Kolektiny (MBL, SP-A, SP-D)

MBL = Mannose Binding Lectin - vazba manozovych zbytk( ve
stéenach bakterii.

SP-A, SP-D = Surfactant protein A, Surfactant protein D —
opsoniny, nachazeji se v plicnich sklipcich.
Funkce — inhibice rldstu bakterii, spoluprace s alveolarnimi
makrofagy.

Fikoliny — N-acetylglukosoamin a lipoteichova kyselina —
soucast bunecné stény grampozitivnich bakterii

Cytokiny (Interferony a, B, v, TNF-a, IL-1, IL-6, chemokiny)



Molekuly bunécnych interakci

Cytokiny
Interleukiny (IL-1 — IL-35), IFN, TNF, TGF, CSF

Chemokiny (C, CC, CXC,CX3C)

Adhezivni molekuly: integriny, selektiny,
adresiny



Cytokiny

* Hlavni regulatory imunitniho systému,
pusobici na kratkou vzdalenost
prostrednictvim vazby na specifické receptory
na povrchu bunek.

* Jsou produkovany bunkami imunitniho
systému, maji kratky biologicky polocas.

 Ucinek — autokrinni, parakrinni, endokrynni.



Schéma typu pusobeni cytokinu na druhé bunky

Receptor

|

— e ©
o © <—— Sekrece cytokinu




Cytokiny

Hlavnim producentem je urcita skupina buneéek
X mohou vsak byt produkovany riznymi
bunkami.

Vytvareji funkéni cytokinovou sit.

Jeden cytokin ma casto stimulacni i tlumivy
efekt.

PUsobi na vice oblasti, vlastnosti — tzv.
pleiotropni efekt .



Funkce cytokinu

Stimulacni:
— Stimulace T- lymfocytu: IL-2

— Stimulace B-lymfocytl, produkce protilatek: IL-4, IL-5,
IL-10, IL-21

— Stimulace makrofagu: IFN-g
— Stimulace granulocytu: IL-8, chemokiny
— Proliferace progenitorovych bunék

Prozanétlivé: IL-1, IL-6, IL-18, TNF- a

Regulacni: IL-10, IL-13, TGF-P



Cytokiny

e Uplatnuji se v patogenezi:
— atopickych chorob (IL-4, IL-13 — stimulace tvorby
IgE)
— zanétlivé choroby (TNF-a)
— imunodeficity (defekt produkce IFN-y, I1L-12)
* Ale lze je vyuzit i terapeuticky
— protinadorova lécba (IL-2, IFN- a)
— |écba sklerézy multiplex (IFN-()
— |éc¢ba nékterych imunodeficitu (IFN- y)



Interferony

Typ |: IFN-a, IFN-B : jsou produkovany nekterymi
bunkami infikovanymi viry (hlavné fibroblasty,

makrofagy). V cilové bunce inhibuji virovou
replikaci.

Typ Il ,,Imunni®: IFN-y: produkovan aktivovanymi
T, 1 bunkami, zpusobuje aktivaci makrofagu.



Mechanismus ucinku interferonu
(IFN)

S I
Virus pd acid New V|ruses

Antiviral protems blo
viral reproductlon

Interferon binding

simulates cell to turn o
/ genes for antiviral prote

~ 1

Interferon
molecules
produced

N~

Host cell 1 ~. 4 Host cell 2
e Infected by virus q D e Entered by interferon from cell 1;
e Makes interferon e Interferon induces changes that

e |s kiled by virus protect it




Komplementovy systém

Soustava asi 30 sérovych a membranovych proteind,
nékteré z nich jsou latentni enzymy.

Po zakotveni nekterych slozek na povrchu bunky dochazi
ke sStépeni navazanych slozek a ziskani enzymatické
aktivity — konvertazy.

VVVVV

membranolytického komplexu.

Odstepené casti slozek, které nemaji enzymatickou
aktivitu, slouzi predevsim k opsonizaci.

Hlavni slozky 9 sérovych proteinu C1-C9.
C3 ustredni slozka, C3b vazba na mikrobialni povrch.

Terminalni produkt komplementové kaskady C5b, C6, C7,
C8 a C9 (MAC membrane attack complex).



Aktivace aneb cesty
komplementového systemu

Klasicka - spousténa vazbou Clg na Fc usek molekuly
lgG nebo IgM, nebo C-reaktivni protein.
Alternativni - spousténa bakterialnimi produkty nebo
jako nasledek spontanni hydrolyzy C3 slozky komplementu
regulacnimi faktory | a H.
Lektinova - na C1q a na protilatce nezavisla,
spousténa vazbou MBL-mannan.

RUznorodost aktivacnich drah je vysledkem evolu¢niho procesu.

Zajisténi obranného potencialu komplementového sytému na
pritomnost biologicky rozmanitych mikroorganismd.



Aktivace komplementového systému

| Alternative Pathway | | Classical Pathway | | Lectin Pathway |
. Microbe .-

Binding of Mannose
complement TR s .

proteins to @ =3»> |C3b IgG antibody MASP1.33Me — Mannose
microbial cell ' < MASP2 F'"ic."“g

surface or Nws "

antibody

C3
convertase

Formation of '
C3 convertase

.C!eavage nf 3

Formation of '
C5 convertase

Rl =
convertase E

i =T
convertase E

C5a | Csa
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Aktivace komplementového
systému

* Do urovne slozky C5b probiha cestou
enzymatické kaskady.

e Od aktivované slozky C5b dochazi k
neenzymatickému sestaveni komplexu
napadajiciho membranu - MAC = Membrane

Attact Complex.
e Vysledkem je lyza bunky.



Membranolyticky komplex

i Elsewvier 2005, Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology Se www.studentconsult.corm



Membranolyticky komplex

Inflammation

Cell
lysis

tiibitbtaih




Membranolyticky komplex
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Alternativni draha KS

Fylogeneticky nejstarsi
Aktivovana slozka B komplementu

Aktivace na zakladé pritomnosti molekul na

povrchu mikroorganismu

— Lipopolysacharid G- bacterii

— Bunécna sténa nekterych bakterii

— Bunécna sténa kvasinek (zymozan)

— Agregovany IgA

Stabilizace komplexu se ucastni slozky D a P
(properdin)

Vznika alternativni C3 konvertaza (C3bBb)



Aktivace alternativni drahy
komplementového systemu

C3b, Bb, C3b

C5 Convertase

Activating
surfaces + proteolysis




Klasicka draha komplementového
systému

Fylogeneticky nejmladsi — zavisla na pusobeni

protilatek

Zahrnuje pusobeni slozek C1, C2, C4

Vazba C1Q c¢asti molekuly na Fc retézec
protilatek

Na podjednotku Clq jsou navazany Cls a Clr,
které se po vazbe C1g na molekulu protilatky
aktivuji

Clr stepi Cls, a tato pak stépi slozky C2 a C4



Klasicka draha aktivace
komplementu

Complement
activation
@ Soluble IgM (inaccessible Fc)
Mo
Tissue =
antigen Yes

@) Soluhle IgG (Fc portions
not adjacen j

4. No
TR
{@ Antigen-bound IgG '

Yes
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Jednotka C1

1
complex
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Aktivace klasicke cesty
komplemntoveho systému




Lektinova cesta aktivace
komplementu

C3-CONVERTASE C5-CONVERTASE




Aktivace komplementového systému

" Initiation of
complement . . : .
activation Early steps Late steps

Microbe

Alternative Cabis
A - deposited Membrane attack
oh microbe complex (MAC)

/\ o

pathway Antibody

Mannose

binding lectin
Effector . C3b: Cha: Lysis of
- functions Inflammatlon Opsonization and ||Inflammation microbe
- phagocytosis
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Biologicky aktivni produkty
aktivace C

e C2b, C2a
 C3a,C3b
e C4a, C4b
e C5a, C5b
e C5b679(n)
e Ba, Bb

adhese, chemotaxe, aktivace bunek, lyza bunek,
odstraniovani imunokomplext a bunécnych odpadu,
modulace aktivity APC, B - i T-lymfocytu



Imunochemické vysetreni jednotlivych
slozek komplementovéeho systému

+ C3(0,7-1,5g/L)
* C4(0,1-0,4¢/L)
e C1-INH (210-390 mg/L); + funkcni test

e Clq (100-250 mg/L), C2 (10 — 30 mg/L), C5 (80
— 170 mg/L)

e MBL (0,3 — 3,5 mg/L)



Lektin vazajici manozu (MBL)

* Po vazbé na mandzoveé zbytky na povrchu
baktérii aktivuje C2 a C4.

* Asiu 25% populace lze prokazat heterozygotni
deficit.

* Deficit MBP je asociovan s vyssi frekvenci
panalnich infekci a komplikaci pri cytostaticke

écbe.




Deficience komplementoveho
systému

e C1-C4 : Casty vyvoj systéemovych
imunokoplexovych chorob (SLE-like),
nachylnost k pyogennim infekcim.

e C3-C9: zejmeéna nachylnost k pyogennim
infekcim. U deficitu C9 jsou typickeé
opakované meningokové meningitidy.

 C1INH: hereditarni angioedéem.



Zakladni indikace vysetreni slozek
komplementového systemu

Podezreni na deficit nekteré slozky aktivacnich drah:

— Funkcni vysetreni klasické (CH 50) nebo alternativni (AH
50) drahy

— V pripadé patologického nalezu vysetreni hladiny
jednotlivych slozek komplementu.

— Slozky komplementu se chovaji jako proteiny akutni faze.

— Pri silné aktivaci komplementu pri imunokomplexovych
chorobach ale dochazi k vyrazné konsumpci.

Podezreni na poruchu regulacénich slozek komplementové
kaskady (hereditarni angioedém):

— Vysetreni C1 INH a hladiny slozek C3 a C4.



Funkcni vysetreni klasické drahy

Hemolyticky test CH50

lOdbér srazené krve do sklenéné zkumavky, nutno zpracovat do 1 hodiny!

e erytrocyty po inkubaci s protilatkami (amboceptorem)
vytvori komplex antigen — protilatka

e pridani vySetrovaneho séra (obsahuje komplement)

e |yza erytrocytu se projevi uvolnénim hemoglobinu;
detegujeme spektrofotometricky



Funkce C1-INH

C1q binds to antigen- C1INH
complexed antibodies, prevents C1rass
resulting in activation from becoming

of C1rzsz proteolytically active
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Hereditarni angioedém

Zpusoben deficitem C1 INH, dominantné dédicny.

Pri traumatech, stomatologickych vykonech,
infekcich, menstruaci dochazi k nekontrolované
aktivaci komplementového systému.

Vazoaktivni peptidy zpUsobuji zvysenou vaskularni
permeabilitu se vznikem edémem; tercem terapie
muze byt bradykinin.

Klinické priznaky- nesvedivé kozni otoky, dechové
obtize, prujmy, krece v brise.



Komplementovy systém

Nejdulezitéjsi humoralni soucast imunity.
Podili se na identifikaci nebezpecnych vzoru
mikroorganismu.

Na néekteré z nich se vazou slozky komplementu.

Oznacené mikroby jsou pak identifikovany
povrchovymi receptory bunék imunitniho
systému, napr. fagocyty.

PIné aktivovany komplement je schopen

usmrcovat predevsim Gram-negativni bakterie,
neutralizovat viry a opsonizovat.

Vztah k zanéetu



Komplementovy systém je pilirem imunity
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Vrozena imunita

Celularni slozky

Epitelové a endotelové bunky, erytrocyty, desticky
Mastocyty, eosinofily, basofily
NK bunky (natural killer cells)

Profesionalni fagocyty (neutrofilni leukocyty — ,, mikrofagy®,
mononuklearni fagocyty — ,makrofagy“)

Dendritické bunky (bunky presentujici antigeny)



Celularni slozky vrozené imunity

= @

Erythrocyte

.‘.' o 4
Eosinophil

Neutralizace chemokin(, odstranovani komplext Ag-Ab, zpomaleni
pohybu leukocytl v kapilarach zvysuji adhezi na endotel, krevni
skupiny, Rh- faktor

Obsahuji denzni téliska (ADP, serotonin, histamin) a alfa granule
(cytokinl, chemokind, rist.faktord) - modulace zanétové odpovédi
Kratce zijici bunky, v cytoplazmé cetna granula obsahujici histamin,
proteoglykany, interleukiny (IL-4, IL-13) — ¢asna faze zanétové reakce,
Vazi Igk — degranulace - rozvoj zanétu

Kratce zijici bunky 10-20h — v periferni krvi, delsi Zivotnost v tkanich
sliznice dychaciho, traviciho a mocopohlavniho Ustroji;

Receptory pro Ig, chemokiny, cytokiny slozky komplementu...

v cytoplazmé Cetna granula obsahujici kationické proteiny (ECP),
cytokiny (IL-3,IL-5, TNF-alfa...) chemokiny, uloha v ¢asné fazi zanétu



Mastocyty

Lokalizovany perivaskularné a v blizkosti neurond.

e /

Dlouhozijici bunky

Jsou aktivovany IgE a antigeny, imunokomplexy, cytokiny,
anafylatoxiny, hormony, neurotransmitery.

Sekretuji fadu vasodilatacnich a prozanétlivych mediatort —
preformovanych (histamin, kininy, proteasy) i nové syntetizovanych
(leukotrieny, prostaglandiny, NO, cytokiny —zejm. TNFa).

Dlsledek — akumulace bunék prirozené imunity (neutrofily,
eosinofily, monocyty-makrofagy a lymfocyty.

Uélast v reparaénich procesech

Jsou jednou z nejvyznamnéjsich soucasti vrozenych obrannych
imunitnich mechanismu.



Profesionalni fagocyty

Polymorfonuklearni leukocyty
(neutrofilni granulocyty)
,mikrofagy” (. Mecnikov)

Mononuklearni fagocyty
(v krvi i ve tkanich)
,makrofagy” (. Mecnikov)



Fagocytoza

Neutrofilni granulocyty a eosinofilni granulocyty
Monocyty a makrofagy
Fyziologicka funkce:

1. pohlceni - ingesce

2. nitrobunécné zabiti - cidie

3. odstranéni - eliminace
Antimikrobialni systémy:

1. zavisly na kysliku

2. nezavisly na kysliku



Adherence fagocytované Caetice k membrané
fagocytujici bunky

Tvorba psudopodii, které postupné obaluji fagocytovanou ¢astici

Tvorba fagosomu
» N\ I

Splynutim fagosomu a lysozomu vznika fagolysosom

\

Uvnitf fagolysosomu dochazi k usmrceni
a degradaci fagocytovaného materidlu

Lysosom

Nedegradovatelny material
je uvolnén z bunky




Zabijeci mechanismy
fagocytujicich bunek

1. zavisly na kysliku

Reaktivni metabolity kysliku (H,0,, HOCI-, hydroxylovy
radikal, superoxidovy aniont, singletovy kyslik(O,)

Reaktivni dusikové metabolity (NO, NO,)
Hydrolazy: proteazy, lipazy, DNAsy, RNAsy
2. nezavisly na kysliku

Nizké pH

Lysozym

Lactoferin

Defenziny — antimikrobialni polypeptidy



Fagocvtoza hrn uti
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Mechanizmy nitrobunecného zabiti
nezavislé na kysliku

* Proteolytické enzymy: serinové, cysteinove a
aspartatové proteinazy a metaloproteinazy —
naruseni proteinového obalu mikroorganismu
a degradace bilkovin.

e Katepsin G, neutrofilni elastaza...
* Optimalni prostredi — nizké pH.



Moznosti vysetreni fagocytarnich
funkci

Chemotaxe: vysetreni chemotaxe pod agarézou
Ingesce: ingresce metakrylavych partikuli
Tvorba reaktivnich metabolitu kysliku:

NBT test, chemiluminiscence, redukce
tetrarhodamidu.

VySetreni exprese [32-integrinu
Komplexni vysetreni: mikrobicidie



Chronicka granulomatozni choroba

Opakované abscesy nejcasteji postihujici jatra,
periproktalni oblast, plice, objevuji se hnisavé
lymfadenitidy, osteomyelitidy.

Granulomy mohou pusobit utlak, napriklad
ZluCovodu.

Vetsinou pomerné casny nastup obtizi, prvni priznaky
se vsak vzacné mohou objevit i v dospélosti.

Pficinou je porucha tvorby reaktivnich metabolitu
kysliku.
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Deficit leukocytarnich integrinu
(LAD-I)

Pricinou syndromu je porucha syntézy CD18, nevytvari
se komplex CD11/CD18 — integriny nutné k prechodu
cév do mista zanéetu.

Opozdéné odhojovani pupecniku s omfalitidou.
Abscesy s malou tvorbou hnisu.

Casto postizena periproktalni oblast, objevuji se
gingivitidy, lymfadenitidy, kozni infekce.

Porucha hojeni ran.
V krvi vyrazna leukocytoza i mimo akutni infekci.



Cesta Ieukocytu do mista zanetu

Rollin Integrln activaton ~ Stable Mlgratlon through'
J by chemokines adhesion endothelium
Leukocyte ""Blntegnn N
P& (low-affinity stéte) _—
69" Blood flow
| Selectin ligand 7
| Integrin (high-

afﬂmty state)

. Chemokines -
Cytokines )l .- - & @ 9
(TNF, IL-1) &) _ 9 ®a b
Macrophage stimulated Fibrin and flbronectm — 6
by microbes (extracellular matrix)

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Indikace k vysetreni fagocytarnich
schopnosti granulocytu

* Predevsim opakované hluboké abscesy,
hnisavé lymfadenitidy, pripadné i prvni
epizoda abscesu v neobvyklé lokalizaci
(jaterni absces). Obtize jsou vrozené, t;j.
objevuji se obvykle od casného veku.

e Vyskyt solitarnich, granulomu v casném véeku.

* Poruchy odhojovani pupecniku spojené s
poruchou hojeni ran a vyraznou leukocytézou
(LAD syndrom).



NK (Natural Killer) bunky

-jsou morfologicky podobné lymfocytum (,velké granularni
lymfocyty”, LGL), nefagocytuji, nemaji adherencni schopnosti

-specializuji se na zabijeni abnormalnich vlastnich bunék organismu
napadnych nizkou expresi MHC molekul (napf. infikovanych viry,
intracelularnimi bakteriemi, nadorové burky)

-cytotoxické nastroje NK bunék — perforin a granzym — podobné jako
u CD8+ cytotoxickych bunék

-jejich cytotoxicka aktivita je jednak pfrirozena, jednak muze byt
zprostredkovana protilatkami vazanymi na FcR Il (CD16), ADCC

-ovlivAuji vrozenou i adaptivni imunitu svymi cytokiny, predevsim
IFN-y a TNF-a



Funkce NK bunék

INnjured

cell Killing of
injured cells

Virus-infected p——
cell Killing of

infected cells

Macrophage with
phagocytosed

Killing of

microbes phagncy‘tcsed
microbes

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Mechanismy zabijeni NK bunék

lytic granules
NK cell

s ignaling balance

A —

activating
receptor

nh bitory
ecepto

inhibitory perforin @
ligand | ®

Target cell ©

activating
ligand




Bunky NK

Aktivace NK-bunék je regulovana souhrou signalu, které
vychazeji z aktivacnich a inhibic¢nich receptord.

* Inhibicni receptory (KIR) se vazi na molekuly MHC |, které
jsou pritomny na vetsinée zdravych bunék.

e Aktivacni receptory (KAR) poznavaji heterogenni skupinu
ligandU, které se objevi na bunkach v disledku stresu,
maligni konverse, viroveé infekce.

Rada gend, které ovliviiuji funkci NK, jsou shluknuty na
chromosomu 12 (,,natural killer gene complex — NKC“)



Reakce NK bunék

Activating~__§9e¢_—— Inhibitory
receptor” receptor
Ligand _, Self class | Virus inhibits
for NK cell @ MHC —self "> class | MHC
receptor W | peplide £/ expression
. complex = _
Normal Virus-infected cell Stressed cell with
autologous cell (class | MHC negative) induced expression
J of activating ligands
NK cell NK cell activated; NK cell activated;
not activated; Killing of Killing of
no cell Killing infected cell

stressed cell

© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

Virus-infected Cell

Fcreceptor

NK Cell
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Zanéet

fylogeneticky stara a monotonni obranna reakce

efektorovy mechanismus nejen vrozené, ale i
adaptivni imunity

rozvoj zanétu:

— rozpoznani nebezpecného podneéetu

— vyhodnoceni charakteru podnétu a rizika
— vyliti granul, transkripce genu, ..

kazdy zanét ma imunopatologickou slozku



Zanéet-
komplexni obranna reakce
systému vrozené imunity

* na infekci bakterialni, virovou, parazitarni,
* na poskozeni tkani fyzikalnimi a chemickymi faktory
* na efektoroveé stadium adaptivni imunitni reakce

Smeéruje k odstranéni skodliviny a k obnové
poskozenych struktur a funkeci
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Zanéet

rychla odpovéd organismu na poskozeni tkani,
(neimunologicky podnét)

nebo infekci (imunologicky podnét)
vede k lokalizaci onemocnéni
eliminace pripadné infekce
zahojeni

reakce organismu muze byt mistni nebo celkova —
zavisi na rozsahu poskozeni a délce trvani



Dva druhy zanetu

Akutni zanét — fyziologicky proces:

— Odezni bez dusledku, dochazi ke zhojeni
poskozené tkané

Chronicky zanét — patologicka reakce

— Patologicky, dochazi k destrukci tkane,
nahrazovani vazivem a vede k trvalému poskozeni



Prubéh zanetlivé reakce

* Fagocyty a tkanoveé zirné bunky — uvolnéni
obsahu granuli do okoli
e Latky uvolnéné z poskozenych bunek

* Dusledek - zvyseni peremaibility cév — tzn.
prostup plazmatickeé tekutiny do
extravaskularniho prostoru a vznika otok



Zacatek akutniho zanétu

Histamine & Capillaries dilate Chemotactic FPhagocytes
prostaglandins Clotting begins factors attract consume
released phagocytic cells pathogens &

cell debris



Zanéet - prubeh

Zvyseni adhezivity endotelii expresi adhezivnich
molekul — zachyceni fagocytu a lymfocytu — jejich
prunik do tkané.

Altivace koagulacniho, fibrinolytického,
komplementového a kininového sytému.
Ovlivnéni mistnich nervovych zakonceni (bolest).

Zmeény regulace teploty (nékteré mediatory pusobi
jako pyrogeny).



Prubéh akutniho zanétu

INJURY/INFECTION

INFLAMMATION

= - HEALING




Klasické znamky zanétu

Bolest
Zarudnuti

Otok
Horecka



Hlavni udalosti v miste zanetu

Hlavni roli hraji slozky nespecifické imunity

— Vznik vazoaktivnich a chemotaktickych latek, ¢asto
produktu aktivace komplementového systému.

— Zvyseny pritok krve do mista zanétu.
— Priliv zanétotvornych bunék, zejména granulocytu
a makrofagu.

— Zvysena cévni permeabilita vede k prechodu
bilkovin do extravaskularnich prostoru.



Iniciace zanéetlivé odpovedi

Steps of the
Inflasmmatory Response

The inflammatary response is a body’s

second line of defense against invasion
by pathogens. Why is it important that
clotting factars from the circulatory sys-
tem have access to the injured area?

EJl Phagoovies engolf
bacteria, dead cells,
and cellular debris.,

E4 Platelets maove out of
the capillary to seal the
wounded area.

ES Histamines calse capil-
laries o leak, releasing :
phagocyvees amd clorting
tactors into the wound

people.eku.edu/ritchisong/301notes4b.html
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The components of acute and chronic
inflammation and their principal functions

Macrophage

Elimination of microbes,
dead tissue

Source of mediators
(cytokines, others)

Role in immune

response

Source of Immune
mediators response
(histamine, others)

Smooth
muscle

VESSELS

Source of mediators
(nitric oxide,

Endothelium ,./ — cytokines, others)

Basement
membrane
- o - O. A "f P00 senne®™
\ 00 8enae
Elimination Gomplement mediators of inflammation, f\{.ﬁj Extracellular

of miﬂrﬂbesl elimination of microbes = = ‘ ) — . matrix prﬂteins

dead tissue Clotting factors and kininogens: and cells
mEﬂtllilurs'—To inflammation :

Repair

Fibroblasts




Reparace poskozené tkané

* Eliminace poskozenych bunék makrofagy
» Aktivace fibroplastickych mechanismu

* Aktivace angiogeneze

* Regenerace a remodelace tkani

* Kontrolovano hormony enzymy a cytokiny

* U chronického zanétu zvysena sekrece TGF
neta — aktivace fibroblastu — vznik fibrotické
tkané




Laboratorni znamky zanétu

leukocytoza
zvysena FW
zvysené hladiny reaktantu akutni faze

snizené hladiny zeleza a zinku v plazmeé



Monitorovani akutniho
zanéetliveho procesu

Télesna teplota
Sedimentace erytrocytu (FW)
Pocet leukocytu v krvi

/meny spektra sérovych bilkovin
v elektroforéze (pokles albuminu, vzestup al a
a2 globulint)

Sledovani hladin proteinu “akutni faze”



Proteiny akutni faze

Jejich hladina se zvysuje v dob akutniho
zanetu.

Jsou produkovany hlavne jatry pod vlivem IL-1,
IL-6, TNF-a.

Nejznamejsi a diagnosticky nejcastéji
vyuzivany: C-reaktivni protein (CRP).

Dalsi: soucasti komplementového systému,
alfa-1-antitrypsin, sérovy amyloid A,
fibrinogen...



Proteiny akutni faze

Opsonizace

— CRP — C-reaktivni protein

— SAP — sérovy amyloid

— Slozky komplementu C3, C4

CRP a SAP vazi nukleoproteiny vzniklé pfi rozpadu tkani a
napomahaiji jejich odstranovani fagocytozou.

CRP a SAP —iniciace komplementové kaskady.

Zvysena syntéza:
sérovych transportnich proteinu: ceruloplazmin, feritin
antimikrobilanich proteint — hepcidin

Snizuje se tvorba albuminu, prealbuminu, transferinu.



VvV eV /

Nejdulezitéjsi léky vyuzivané k tlumeni
zanetlivych procesu

* nesteroidni antiflogistika (antirevmatika): kyselina
acetylosalicylova, paracetamol...

* glukokortikoidy
e antimalarika
* koloidni zlato

 monoklonalni protilatky proti prozanétlivym
cytokinlm a adhezivnim molekulam



Vliv prozanetlivych cytokinu

Uplatnuje se zejména IL-1, IL-6 a TNF-a.

Ovlivenim hypotalamického centra termoregulace se zvysuje
télesna teplota .

— Aktivator metabolickych pochodu v burikach IS: indukce
exprese heat shock protein (HSP) (pomoc pfi skladani
nativnich noveé syntetizovanych proteint do spravnych
konformaci)

Aktivace osy hypothalamus — hypofyza nadledvinky —
mobilizace tkanového metabolismu.

Cytokiny se dostavaji do obéhu — stimulace sérovych proteint
tzv. “proteinl akutni faze”.

Klesa sérova hladina Fe a Zn.
Objevuje se unavnost, ospalost, nechutenstvi.



Mediatory zanétlivé odpovedi

IL-1, IL-6, TNF-a - celkové zanétlivé priznaky
IL-1, TNF-a, IL-18 - lokalni aktivace bunék
imunitniho systému

IL-8, leukotrieny, prostagladiny, C5a-
chemotaxe

Histamin, serotonin, metabolity kys.
arachidonové -vazodilace, ovlivnéni
permeability



Innate Immunity-
First Line of Defense

- rapid

- does not generate immunologic memory

- dependent upon germ line encoded receptors recognizing
structures common to many pathogens

Recognition by Removal of

preformed, infectious agent
nonspecific effectors

e Inflammation
Recognition of | -
: Rec : recruitment and Removal of
| Infection microbial-associated activation of infectious agent
molecular patterns effector cells

Adaptive immune Transport of Recognition Clonal expansion Removal
response antigen to by naive and differentiation o
(late: >96 hours) lymphoid organs BandT cells to effector cells infectious agent

Figure 2-1 Immunobiology, 6/e. (£ Garland Science 2005)



