Mechanismy nespecificke imunity



Vrozena (nespecificka) imunita

» Stale pripravena rozpoznat eliminovat mikroby.
Nerozpoznava nemikrobialni antigeny.

» Vetsinou eliminuje mikroby drive nez se
rozvinou mechanismy specifické imunity.

» Receptory jsou primo geneticky determinovany,
nejsou produkty rekombinace genu.



Vrozena (prirozena, nespecificka) imunita

Pretrvava ve fylogenéze

Poznavaci receptory jsou fixovany v genomu
Dokonale odlisuje vlastni od ciziho

Reakce na cizorody material je bezprostredni
Nevznika pamet

Propojeni s adaptivni imunitou

Prvni linie obrany proti patogenum

Ugast v normalnich fyziologickych procesech



Vyznam vrozené imunity

... Za preziti obratlovcl pfri infekcich jsou prevazneé - tj.
vice nez z 90% - odpovedny vrozene, elementarni,
mechanismy rezistence, mezi nez patri interferonem

aktivované makrofagy, polymorfonuklearni fagocyty a
Cetné jiné faktory hostitele..."

(Rolf M. Zinkernagel: On differences between immunity
and immunological memory, 2002)



IMUNITA VROZENA A ZISKANA

Vlastnost Imunita vrozena Imunita ziskana

Specificnost struktury spole¢né pro rlizna agens strukturalni detaily antigenu
(molekularni znaky patogent — ,PAMP* — (antigenni determinanty, epitopy)
dsRNA, CpG, LPS, manany, glykany, fosforylcholin...)

Receptory zakdédované v genomu bunék vytvareji se behem vyvoje
zarodecné linie, somatickymi rekombinacemi,
neni nutné preskupovani gen preskupovani genl nutné

Distribuce neklonalni: klonalni:

receptoru vSechny bunky dané skupiny klony bunék odlisné specificnosti

Odiliseni vlastniho
od cizorodého

Nastup reakce

Pamét

jsou identické

perfektni
vyselektovano v evoluci

bezprostredni
(0-4-96 hod)

nevznika

maji odlisné receptory

ano, ale neni perfektni
(autoimunizace)

s latenci
(> 96 hod)

vznika



Prubéh infekci u poruch na Urovni vrozené
a ziskané imunity

: Deficience
vrozené imunity

E Deficience

5 ziskané imunity

/ \

Imunokompetentm

/ organismus

Duration of infecton
@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc. |




SIGNALY NEBEZPECI:

= EXOGENNI (PAMPs)

- ENDOGENNI (napf. STRESOVE PROTEINY
UVOLNENE Z NEKROTICKYCH BUNEK)



Vrozena imunita — poznavaneé struktury
(alarminy)

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP) =
(C. A. Jeneway,Jr, 1989)| uadled™/

stejné pro skupiny mikroorganismu,
konservovane, nevariabilni molekularni ,motivy“, ,signatury®,
,vzorce®, nezbytné pro zZivotnost a patogenitu mikroorganismu,
odlisSné od molekularnich struktur hostitele

napr. lipopolysacharidy, lipopeptidy, peptidoglykany, manosa
povrchovych struktur bakterii a hub, nemetylované motivy CpG
charakteristické

pro bakterialni DNA, dsRNA representujici strukturalni signaturu RNA-virt

Danger, Damaqge-Associated Molecular atterns (DAMP)
(Polly Celine Eveline Matzinger,1994)
molekularni struktury hostitele

napr. HSP60, HSP70, fragmenty fibrinogenu, fibronektin,
hyaluronan..




Receptory vrozené imunity (,,PRR")

V cirkulaci, rozpustné, sekretované:
lektin vazajici manozu ( MBL)
Na bunkach, membranoveé:

zprostredkovavajici endocytdzu ( napr. pro manan na
makrofazich)

signalizacni ,, Toll-like receptory", TLR
Intracytoplazmatickeé:

»,Nucleotide-binding oligomerization domain proteins®, NOD
,Retinoic acid inducible gene I, RIG




PAMPs:

lipopolysacharid (LPS)
peptidoglykany
lipoproteiny

manany

glukany
bakterialni DNA
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Aktivace bunék cestou TLR a cytokinovych receptoru
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TOLL-LIKE RECEPTORY

Peptidoglycan (G+)

Lipoprotein

Lipoarabinomannan

(Mycobacteria)

LPS [Laptospira) .

LPS ( Porphyromonas) LPS (G-)

GP1 ( Trypanosoma cruzi) Lipoteichoic acids (G+) |

Unmethylated

Zymasan (Yeast) RSV F protein dsRNA | |F|ag;::~|||n' CpG DNA

A \ v \/ \

QTLFM
D-2)

Mature Reviews | Immunology



PAMP jsou dulezité v aktivaci dendritickych bunék

PAMP or
O Pathogen

Fathoogen
g Toll

Endocytic
PRR

Dendritic
cell

Nature Reviews | Immunology



especificke ochranne bariery
lidskeho tela

T
Salivary glands: Tears balhe

= 4

secretions cleanse — 1 ] the conjunctivae
oral cavity '“'“-»HH
=] Ciliated epithefium
= protects lung mucosa
S

L
w

Acid pH of
stomach kills
microorganisms

Skinand
mucosae form a ~—
physical barrier e

Vergani & Peakman: Basic & Clinical Immunology, Z2nd Edition.
Capyright © 2009 by Churchill Livingstone, an imprint of Elsevier, Ltd. All rights reserved,



Epitelové bunky — prvni linie imunity

Mechanicka a chemicka bariéra
Pohyb rasinek

Hlen —muciny

Lysozym, fosfolipaza A, histatiny
Defensiny (o)

Surfaktantové proteiny (A,D)

Poznavani nebezpeci, poskozeni (PRR),uvolnéni
cytokinu, chemokinu, zanétlivych mediatoru-
ovlivnéni imunitnich reakci



System vrozené imunity

Celularni slozky

Epitelové bunky (antimikrobialni peptidy, cytokiny)

Mastocyty (farmakologicky aktivni)

Profesionalni fagocyty (neutrofilni
leukocyty, mononuklearni fagocyty)

NK bunky (natural killer)

Dendritické bunky (prezentace antigenu)
Innate lymphoid cells




System vrozené imunity

Humoralni slozky

Mikrobicidni faktory (lysozym, defensiny,
kathelicidiny a dalsi)

Histamin, eikosanoidy

Komplementovy system

Pentraxiny (CRP, SAP, PTX3)

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

Cytokiny (Interferony o.,B, v, TNFa, IL-1, IL-6,
chemokiny)



Komplementovy system



VVSeobecna chakteristika aktivace
komplementového systému (C-systém)

« Jednotlivé slozky jsou v plazmé pritomny v inaktivni
forme, jsou aktivovany svym proteolytickym stepenim.

« St&pi se na mensi &ast (oznadovana jako a) a vétsi
cast (oznacCovana jako b).

* Obvykle Cast b ma také proteolytickou aktivitu, Cast a
zajistuje dalsi funkce C-systém (chemotaxi,
prozanetlivy efekt).

+ Slozky C6-C9 nejsou stepeny, pouze se vzajemne vazi
na sebe.



Komplementovi system

C3 convertase
C5 convertase
C5—— Chb

C3———>C3a + C3b
lytic pathway opsonization anaphylatoxin

formation of membrane-attack phagocytosis inflammation,

comlex, lysis of pathogens phagocyte recruitment

Cbb, C6, C7, C8, C9 C3b C4a, C3a, Cha




Aktivace komplementového systemu

 Klasicka cesta:
— Komplexy lgG-antigen, IgM-antigen,
— C-reaktivni protein
 Alternativni cesta
— Lipopolysacharid G- bacterii
— Bunécna stena nekterych bakterii
— Bunécna sténa kvasinek (zymozan)
— Agregovany IgA
» Lektinova cesta
— Manodza a dalsi sacharidy



Aktivace komplementu

klasicka cesta
C1-INH
C1
C4
C2

\

lektinova cesta alternativni cesta c3b
MBL B
MASP 1, 2 D
C4 P
C2
{ —
C3 konvertaza
v
C3 —C3b
v
C5 —Cbhb
v
C5b
C6
membranolyticky komplex C7
C8
C9




Aktivace klasicke cesty
komplemntového systemu

Cb5a




Ucéinek C9 na buné&énou membranu

{d)
Vergani & Peakman: Basic & Clinical Immunology, 2nd Edition.
Copyright € 2009 by Churchill Livingstone, an imprnt of Elsevier Ltd, All rights reserved,



Alternativni cesta aktivace

komplementoveho systému

* Iniciovana spontanni aktivaci C3 na povrchu
nekterych bakterii (napr vliivem LPS) nebo
kvasinek (napr vlivem zymozanu)

» Aktivovana slozka B

» Stabilizace komplexu se ucastni slozky D a P
(properdin)

* Vznika alternativni C3 konvertaza (C3bBb)



Aktivace alternativni drahy
komplementoveho systemu

C3b, Bb, C3b

C5 Convertase

Activating
surfaces + proteolysis




Regulace aktivity komplementoveho
systému

Plasmatické faktory

Klasicka cesta:
— zejména C1-INH (deficit vede k hereditarnimu angioedému).

Alternativni cesta:
— faktor H (polymorfismy vazany na vznik makularni degenerace sitnice,
mutace u ¢asti pacientu s hemolyticko-uremickym syndromem),
— faktor |

Faktory vazane na bunky:
— CD59 (brani polymerizaci C9),
— CD55 (DAF - decay accelerating factor) - inaktivuje C4b a C3b,
— CDA46 - zabranuje vazbé C3 na bunky.




Biologickeé funkce aktivovanych slozek
komplementoveho systemu

e lyza bunék (mikroorganismu) (MAC)

e opsonizace (C3b)

e chemotaxe (C5a, C3a)

e prozanetliva aktivita (C3a, C5a)

e pfenos imunokomplexu (C3b, C4b)

e regulace pametove odpovedi (C3b, C3d)



Biologicke efekty aktivovaného
komplementoveho systemu

C9 - cytolyticky effect
C3b - opsonizace

C3a, Cba — anafylotoxiny,
histaminoliberace

C5a - chemotaxin



Patogeneticky vyznam
komplementoveho systému

Deficity slozek klasické a alternativni cesty — nachylnost k
bakterialnim infekcim, sklon k systémovym autoimunitnim
chorobam.

Deficit C1-INH: hereditarni angioedem.

Mutace regulacniho faktoru H — nektere formy atypického
hemolyticko-uremického syndromu.

Néekteré polymorfismy faktoru H jsou vazany s makularni
degeneraci retiny.

Paroxysmalni no¢ni hemoglobimurie — je zpusobena mutaci
genu PIG-A (tento gen koduje protein potrebny k vytvoreni
membranove struktury vazici CD 55 a CD 59 - ty chrani chranici
membranu pred lytickym ucinkem komplementu.



Komplementovy system

a klinicka medicina

« Sledovani hladiny slozek C- systému (C3a C4)v
ramci monitorace zanéetliveho procesu, zejmena u
systemovych imunokomplexovych chorob ( treba SLE).

« Monoklonalni protilatka proti C5 — eculizumab — je
pouzivana k lecbe atypického hemolyticko-uremickeho
syndromu, paroxysmalni nocni hemoglobulinurie, je
zkousena u dalSich stavu s aktivaci komplementového
systemu.

« Substituce C1 INH je vyuzivana v terapii atak
hereditarniho angioedemu.




Fagocytoza
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Profesionalni fagocyty imunitniho
systemu

» Granulocyty — neutrofilni, Castecne i eozinofilni

* Monocyty makrofagy:
— Kupfferovy bunky,
— Mikroglie
— Osteoklasty
— Makrofagy sleziny, alveoll, vazivoveé tkané, sinusu..

* Dendriticke bunky (neaktivovane)
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Vyvoj makrofagu z monocytu

®

Microglia (CNS)
Kupffer cells (liver)
Differentiation Alveolar
macrophages (lung)

Bone
marrow
stem cell

Osteoclasts (bone)

Blood Tissue :
== monocyte | macrophage ma:;?:uphage
_LerT "‘nz Activation - E‘a,ﬁ
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Interakce leukocytu s endoteliemi pfi pfechodu leukocytu
Z cévy do extravaskularnino prostoru
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Dve faze interakce mezi fagocyty
a cevni stenou

* Rolling — reverzibilni interakce dana vazbou mezi
endotelialnimi selektiny a jejich ligandymin a
povrchu leukocytl ( napf sialyl-Lewis* )

» stabilni vazba — vytvari se po aktivaci
prozanetlivymi faktory. Je dana interakci mezi
leukocytarnimi integriny a jejich ligandami na
endoteliich — napr ICAM-1.



Leukocyte adhesion deficiency
(LAD)

Velmi vzacne primarni poruchy fagocytozy (primarni
imunodeficience)

PriCinou je porucha interakce granulocyt-endotelie.

LAD-I je pusoben deficitem intergrinu (B-2 integriny)
LAI-Il porucha sialil-Lewis*

Zavazneé nekrotizujici flegmonosni zanéety, poruchy hojeni
ran, porucha odhojovani pupecniku

Granulocyty nejsou pritomny v exudatu, naopak v cirkulaci
je vyrazna granulocytoza.



Natalizumab

 Humanizovana monoklonalni protilatka vazici se
na a, integrin (ten se vaze se na integrinovy
receptor VCAM-1).

* Dochazi k blokaci adheze a nasledneho

prestupu leukocytu (hlavné T-lymfocytu) do
extravaskularnich prostor.

* Vyuzivano v lécCbe roztrousené mozkomisni
sklerozy, nove i Crohnovy choroby.



Chemotaxiny

Produkty rozpadu bunek

Cba

IL-8, IL-1

Leukotrieny

Desticky aktivujici faktor (PAF)



Opsoniny

» Latky zlepsuji adhesi fagocytujici bunky
k fagocytovane Castici.

« Specifickeé: IgG, (IgM pouze neprimo aktivaci
komplementoveho systemu)

* Nespecificke: C3b, fibronektin, CRP, MBL....
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Jednotliva stadia fagocytozy

Adherence fagocytované c;:)éqt‘i(ce k membrané fagocytujici
unky

A

Tvorba psudopodii, které postupné obaluji fagocytovanou ¢Castici

N

Tvorba fagosomu

\ !

Splynutim fagosomu a lysozomu vznika fagolysosom
Lysosom

Uvniti fagolysosomu dochazi k usmrceni
a degradaci fagocytovaného materialu

Nedegradovatelny material
je uvolnén z bunky




Zabijeci mechanismy fagocytujicich
bunek

Reaktivni metabolity kysliku (H,O,, hydroxylovy radikal
(.OH), superoxidovy aniont (O,"), singletovany
Kyslik(.O,)

Reaktivni dusikové metabolity (NO, NO,)

Hydrolazy: proteazy, lipazy, DNAsy

Nizkeé pH

Lysozym

Lactoferin

Defenziny — antimikrobialni polypeptidy




Porucha tvorby reaktivnich
metabolitu kysliku

Mutace slozek NADPH oxidazy.

Nasledkem je zavazna porucha granulocytozy —
Chronicka granulomatozni choroba.

Fagocyty nejsou schopny usmrtit fagocytovane
mikroorganismy (stafylokoky, plisne).

Manifestaci je zejména tvorba abscesu.



Defensiny

Polypepticy ucinné proti rade bakterii, plisni ale
| nékterym virum.

Jsou produkovany predevsim neutrofilnimi
granulocyty a epitelialnimi bunkami.

Hlavnim mechanisme je poruseni integrity
bunécné membrany, vcetné tvorby poru
vV membrane.

Déli se na skupiny integrinu o a .



Lysozym

« Stepi bunécnou stenu G+ bakterii

» Pfitomen v granulich granulocytd,
plazme, sekretech



Prirozeni zabijeCi (NK bunky)

Morfc;logicky se jedna o velké granulované lymfocyty
(LGL).

Vznikaji v odlisné linii nez T a B- lymfocyty.

Noveé jsou razeny mezi innate lymphoid cells ( ILC).

Rozpoznani cilove bunky je antigen nespecificke. Zalezi
na vzajemnem pomeru aktivacnich a inhibiCnich signalu
na povrchu cilove bunky.

v u VAR a4

7 u L. a4

(nepozmeénénych) HLA-I antigenu na povrchu cilove
bunky.

Aktivacni stimuly: napriklad adhezivni (napr. lektiny),
receptor Fcylll receptor (CD16).



Prirozeni zabijeCi (NK bunky)

aktivacni receptory poznavaji proteinove a
sacharidové struktury patogenl na povrchu
tercovych bunék a neklasické molekuly MHC

inhibicni receptory poznavaji klasické molekuly
MHC I bez ohledu na identitu peptidd, které
jsou na né vazany

geny, které ovliviuji funkci NK, jsou
shluknuty na chromosomu 12 (,,natural killer
gene complex — NKC")



Prirozeni zabijeCi (NK bunky)

NK bunky jsou namireny zejména proti nadorovym a
viry infikovanym bunkam.

Vrchol odpovedi NK-bunegk je jiz behem nekolika hodin
po primarni infekci jako soucCast indukované vrozené
imunitni reakce

Mechanismy cytotoxicity jsou stejne jako u Tc
lymfocytu.

Dulezitym stimulacnim cytokinem ie IL-12 (jako produkt
aktivovanych makrofagu) IFN-o.,B, IL-2, IL-18

Jsou dulezitvm zdrojem prozanétlivych cytokinu — IFNy,
IL-3, TNF-a




Antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

A

e %

NK Cell

infikované Buriky




Large granulated lymphocyte




Interferony (IFN)

 Typ 1: IFN o, IFN B — jsou produkovana nékterymi
bunkami infikovanymi viry (hlavné fibroblasty,
granulocyty). V ciloveé bunce inhibuji virovou
replikaci.

e Typ 2 -, Imunni*“: IFN y: produkovan aktivovanymi
Ty1 bunkami, NK burnikami, zpusobuje predevsim
aktivacit makrofagu.

 Interferony 3. typu - IFN A —IL28A,B, IL-29 —
podobné IFN-I



Mechanismus ucinku interferonu

Viral nucleic
: acid
Virus B

o

Antiviral proteins block
o o / viral reproduction

D

Interferon binding simulates
cell to turn on genes for
antiviral proteins

4
<
Host cell 1 % Host cell 2
* Infected by virus » Entered by interferon from cell 1;
* Makes interferon * Interferon induces changes that protect

* Is kiled by virus it



Antivirovy efekt interferonu 1

* VVazba na specificky receptor (heterodimer)
infilkovanych i dosud zdravych bunek.

 Aktivace rady protivirvych mechanismu:
— IF-2 proteinkinaza — fosforyluje (tim deaktivuje)
iniciacni faktor IF-2 — nutny pro proteosyntezu.

— 2'5 oligoadenylat syntetaza — aktivace ribonukleaz
stepicich virovou RNA.




Innate lymphoid cells (ILC)

Vznikaji ze spolecného lymfoidniho prekurzoru.
Nemaji antigen-specificke receptory.

Nejsou aktivovany v lymfoidnich organech ale
primo v tkanich ( kuze, sliznice...).

Po ruznych aktivacnich stimulech produkuji fadu
cytokinu.

Odpoved je rychla, nedochazi ke klonalni
expanzi.



Innate lymphoid cells (ILC)

NK bunky — tvorba IFN-y, TNF-o

ILC1 — transkripCni faktor T-bet, produkce IFN-y,
TNF-o (analog THA1)

ILC2 — transkripcCni faktor GATAS, produkce IL-
9, IL-13, IL-6 ( analog Th2)

ILC3 — transkripcni faktor RORyC, tvorba IL-17,
IL-22 (analog Th17)




Zanet



ZANET

Zakladni obranna reakce organismu na infekéni i
neinfekéni podnéty, vedouci k poskozeni bunék, tkani,
organu.

Soucéast efektorovych mechanismu adaptivni imunity.

Zanetliva reakce je primarne prospésna. Pokud je
dysregulovana, zpusobuje poskozeni lokalné i celkové.

Zanéetliva draha:
induktory — sensory — mediatory



ZANET
Fyziologicky Ucel:

Obrana hostitele proti infekci
Reparace poskozené tkaneé
Adaptace na stres, obnoveni homeostazy



Zanet
Jedna se o rychlou odpoved organismu na poskozeni tkani
nebo infekci

Hlavni roli hraji sloZzky nespecifické imunity
Hlavni udalosti v misté zanétu

— Vznik vasoaktivnich a chemotaktickych latek, Casto
produktu aktivace komplementového systému.

— Zvyseny pritok krve do mista zanétu.

— Priliv zanétotvornych bunék, zejména granulocytu
a makrofagu.

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



ZANET

Induktory:

exogenni:
mikrobialni (PAMP, faktory virulence)
nemikrobialni (alergeny, iritancia, cizi

materialy,toxickeé slouceniny)

endogenni:
signaly ze stresovanych, malfunkcnich,
poskozenych tkani, produkty rozkladu
extracelularni matrix (DAMP)



Iniciace zanetlive odpovedi

Poskozeni bunék a aktivce
komplementu vede k uvolnéni
chemotaktickych a vasoaktivnich
substanci a pfilivu krve do mista
poskozeni

Histamin zpUsobuje zvySenou
permeabiliotu kapilar a nasledny
pranik fagocytujiich bunék

Fagocytujici buriky niCi
bakterie, mrtvé bunky a
bunécnou drt, coz postupné
vede k tkanové reparaci




Lokalni mediatory zanetu

Vasoaktivni aminy — histamin, serotonin - uvolnéné z poskozenych bunék,
stimulovanych mastocytu.

Produkty kininoveho systému, komplementoveho systemu, koagulacniho
systemu.

Metabolity kyseliny arachidonove leukotrieny, prostaglandiny 5-HETE
Platelet activating factor

Produkty mononocytu, neutrofilt: IL-1, TNF-a, IL-6, IL-18, chemokiny, NO,
Produkty aktivovanych lymfocytt - TNF-a, IL-6, IFN-y, chemokiny



Celkové pfiznaky zanéetu

Vznikaji zejména pod pusobenim IL-1, IL-6,
TNF-a

Teplota
Unava, ospalost, ztrata chuti k jidlu

_aboratorni znamky: leukocytoza, zvysena
W, zvySené hladiny reaktantu akutni faze,
snizene hladiny zeleza a zinku v plazme.




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 nejcastegji
vyuzivany: C-reaktivni protein (CRP)

Dalsi: soucasti komplementoveho systemu, alfa-
1-antitrypsin, serovy amyloid A, fibrinogen...




C-reaktivni protein

Vaze se na fosfatidylcholin bunécnych membran.
Aktivuje klasickou cestu komplementu, pusobi opsonizacné.
Produkovan po zanetlivem stimulu zejmena jatry.

Rychly vzestup (1-2 dny), polocCas kolem 24 hodin — je
dobrym monitorem zanetlivého procesu.

Hladiny jsou zvySeny priinfekCnich ( hlavné bakterialnich) ale
| neinfekCnich zanetech (operace, uraz, infarkt myokardu...!)



ZANET
Patologicke nasledky:

Zanetlivé poskozeni tkani, autoimunisace,
systémova zaneétliva reakce.

Fibrosa, metaplasie, rlst tumoru.

Zméena homeostatického nastaveni,
autoinflamace



AUTOINFLAMACE

patologicky dusledek dysregulace zanétlivé
_reakce

= horror
autoinflammaticus
Edward Munch: Masters SL et al: Horror autoinflammaticus.
. The Scream* The molecular pathophysiology of
1893-1910 autoinflammatory disease. (Ann Rev

Immunol 2009; 27: 621 - 668 )



zanétlivych procesu

* Nesteroidni antiflogistika (antirevmatika):
kyselina acetylosalicylova, paracetamal...

* Glukokortikoidy
 Antimalarika

* Monoklonalni protilatky proti prozanetlivym
cytokinum a adhezivnim molekulam.



