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Imunitni mechanismy
zajistujici vrozenou a adaptivni imunitu

jsou integrovany,
doplnuji se a jsou na sobe zavislé,
tvori funkcni celek

Koncepce spojeného, jednotného
imunitniho systemu
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Nové paradigma v imunologii

Janeway CA, Jr.:
Approaching the asymptote?

Evolution and revolution in immunology.

(Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 1989,54: 1-13)

vrozeny imunitni systém poznavad (infekcni) pivod antigenu
,pattern recognition theory”

adaptivni imunitni systém odlisuje specificnost antigenu

»clonal selection theory”



Jednim z nejvyznamnéjsich objevii
v imunologii je prikaz a charakterizace
receptord (,senzord"), zakodovanych
v zarodecneé linii.

Pattern — recognition receptors (PRR)



Receptory vrozené imunity (,,PRR")

V cirkulaci, rozpustne, sekretovane:
lektin vazajici manozu ( MBL)
Na bunkach, membranove:
zprostredkovavajici endocytozu ( napr. pro manan na makrofazich)
signalizacni ,Toll-like receptory", TLR
Intracelularni:
»,Nucleotide-binding oligomerization domain proteins", NOD
»Retinoic acid inducible gene I, RIG




PRR- Pattern Recognition Receptors

* TLR (Toll-like receptor): TLR1 -11
v bunécné membrane (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



Nezapominejme na
,Komplement"!

Komplementovy systém je archetypovy imunosensor
(,,PRRY), ktery poznava strukturalni motivy a signatury
mikroorganismu i hostitele, “patterns®, ,, archetopy”,
které spousti kaskadu jeho aktivace.



Aktivace komplementoveého

Classical Lectin
pathway pathway
binding of C1q to antibody-  binding of MBL or

antigen complexes, CRP
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Alternativni draha aktivace
komplementu

Properdin jako imunoreceptor

Properdin zahajuje aktivaci tim, ze se nekovalentné
vaze na tercove struktury (zymosan, Neisseria
gonorrhoeae, kraliCi erytrocyty) pak angazuje solubilni

C3b




Lektinova draha aktivace
komplementu

MBL - MASP - C4-C2-C3

MBL (manose-binding lectin)

Reaguje predeVS|m S termlnalnlml zbytky manosy,
ale i jinych cukru, napf. N-acetyl-D-glukosaminem.



Klasicka draha aktivace komplementu

Clq -
imunokomplexy (Fc-1g)
CRP vazany na ligand
fosfatidylserin v membrane apoptotickych bunek,
nektere viry a G- bakterie



Vrozena imunita — poznavané struktury: PAMP

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP)
()
- stejné pro skupiny mikroorganismu,
- konservované, nevariabilni molekularni ,motivy”, ,signatury®,

yvzorce”, nezbytné pro zivotnost a patogenitu
mikroorganismu,

- odlisné od molekularnich struktur hostitele

C. A. Jeneway Jr, 1989
napr. lipopolysacharidy, lipopeptidy, peptidoglykany, manosa
povrchovych struktur bakterii a hub, nemetylované motivy CpG charakteristicke
pro bakteridalni DNA, dsRNA representujici strukturdlni signaturu RNA-virt



Vrozena imunita — poznavaneé
struktury DAMP

Polly Celine Eveline Matzinger,1994

Danger, Damage-Associated Molecular atterns (DAMP)
endogenni molekularni struktury hostitele uvolnované pri apoptoze nekroze,

poskozeni bunék

HMGB1 (high mobility group box 1)

eCIRP (extracellular cold-inducible RNA-binding protein)
Histony

ATP,

Kyselina mocova

Jaderna i mitochondrialni DNA



Bruce A. Beutler Jules A. Hoffmann Ralph M.Steinman

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2011

for the discoveries concerning the activation of innate immunity
(Beutler, Hoffmann),
for the discovery of the dendritic cell and its role in adaptive immunity
(Steinman)




Tri faze imunitni reakce

* Neindukovana, nespecificka reakce

Bezprostredni, beéhem 0-4 hodin:
reformované faktory (kozni a sliznicni
ariéry, pH, lysozym a jiné enzymy)

* Indukovand, omezené specifickd reakce

Odviji se behem 4- 96 hodin: aktivace
komplementového systemu, fagocytoza,
cytotoxicita, zanétliva reakce

* Indukovana adaptivni reakce-specificka

0 96 hodinach: tvorba protilatek, efektorové
ymfocyty T (Tc, Th)




. HOW - i
ELIE METCHNIKOFF

CHANGED e COURSE or
MODERN MEDICINE

Metchnikoff and Olga in the late 1870s or early 1880s.
@ Archive of the Russian Academy of Sciences (584.2.254)




Zanet
zakladni, geneticky zakonzervovana, obranna reakce mnohobunécnych
organismu na infekcni i jiné podnéty, soucast efektorovych mechanismu
adaptivni imunity.
stereotypni v prabéhu (induktory — sensory — medidtory — efektory).
univerzalni ve svém smérovani (cilem je aktivovat déje, které sméruji
k likvidaci skodliviny, ale soucasné i k obnové poskozenych struktur a
funkci).
pfi nadmérné aktivaci nebo abnormalni regulaci dochazi k poskozeni

vlastnich bunék, tkani, organti, systému; zanét pak chorobnou zménu

pfimo vyvoldva nebo k ni prispiva.



Klasicke projevy zanetu

Aulus Cornelius CELSUS, Rudolf VIRCHOW



s»bloudivé buriky mesodermalni pohlcuji jak zbytecné Cdsti
samotného téla Zivocichu, tak cizi télesa, kterd pronikla zvenku nebo,
je-Ii to nemozné, aspon je obklopuji a zadrzuji“  (I.1.Mecnikov)

METCHN| KeFF

Fagocyty: makrofagy a mikrofagy



Mecnikovova koncepce
»fyziologického zanetu“
* Zanét je zpuisobem a zarukou udrZovani identity a integrity

organismu.

* Organismus je ,,dysharmonickou entitou* a musi se snazit
dosahnout stavu ,,harmonie®, jejimz vyrazem je zdravi.

* Harmonizujicim procesem je fyziologicky zanét, vykonnymi
bufikami jsou fagocyty.



R.Medzhitov: Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame

Inflammatory Pathway

Inducers

Tissus damage

Sensors

TLR

Mast cell Dencritic call

—
L2

Macrophage

Mediators
TLR

TNF, IL-1, IL-6

CCL2, CXCLe

Histamine
Bradykinin

Eicosanoids

Target tissues




Zanétliva reakce pri udrzovani stalosti
vnitrniho prostredi organismu

- Fyziologicky stav tkané: homeostaza
- Stres, malfunkce: parainflamace

- Poskozeni, infekce: inflamace

(Medzhitov,R: Nature 2008; 454: 428-435)



Ruslan Medzhitov,
plvodem Taskent, Uzbekistan,
zak prof. Janewaye

A Homeostasis

B Cellular Stress Responsa

L @-ﬂ-‘!l._g_—siﬁqu .:_?r-:j 'f:_qr;_n'ii

C-P?m-mm

Ebudueasal =

=y UL BN
AN

L _gé E. '=ﬁ-.-. o

ey

Ll | b L

-“'J Tissue-resident

C Tissue Stress Response
(Parainflammation)

e
I@Tlmua-rﬁldsnt

macrophageas

TNF

IL-1 MCF-1

Tissue-residant
macrophageas

CXCLS '.:“j
D
Inflammatory

monocytes and
Eeutroﬁhilﬁ-




Molekularni podstata rozvoje

y A4

zanetu

* INFLAMASOM

multiproteinovy komplex tvoreny NLRP3 (PRR), adaptorovym
proteinem ASC a proteolytickym enzymem, kaspazou-1, aktivujicim
IL-1beta a IL-18

* KOMPLOSOM

intracelularni slozky komplementu (C3, C3a, C5, C5a, C3aR, C5aR),
interaguji s inflamasomem

Arbore G, Kemper C, Kolev M:

Intracellular complement — the complosome — in immune regulation.
(Molecular Immunology 2017; 89: 2-9)



Age

Innate immunity

Adaptive immunity

® |[ncreased
inflammatory
responses in males

¢ Increased IgE
levels in males

Childhood/
pre-puberty

T Inflammation in males
T NK cells in males

e CD4/CD8 ratios and
CD4* T cell numbers
equal

¢ CD8* T cell numbers
equal

¢ IgA levelsin
males = females

¢ IgM levels in
males = females

¢ |gG and IgM levels
equal

¢ B cell numbers equal

* T, cellnumbersin
males = females

Post-puberty/
adulthood

T Inflammation in
females
T NK cells in males

* CD4/CDS8 ratios
and CD4* T cells
T in females
e CD8'Tcells
T in males
* T cell activation/
proliferation
T in females
e T, cells Tin males
* B cells Tin females
¢ [mmunoglobulins
Tin females

T Inflammation in males
TIL-10 in females
T NK cells in females

e CD4/CD8 ratios and
CD4*Tcells Tin
females

e CD8*Tcells T in males

o T cell activation/
proliferation Tin
females

° ng cells T in males

® B cells T in females

* Immunoglobulins
T in females

Nature Reviews | Immunology



IMUNITA VE STARI

Biologicky proces starnuti je provazen poklesem
imunity, zvysenym vyskytem béznych infekcnich
nemoci, vyssi prevalenci malignich nadoru,
chorob autoimunitnich a chronickych, slabsi
odpovédi pri vakcinaci.

Odhaduje se, ze v roce
2050 bude v rozvinutych
zemich 25% lidi nad 65 let;
svetovd populace dosahne
poctu 9 miliard.



IMUNOSENESCENCE

S véekem imunitni systém postupné chradne.
Podstatou ,imunosenescence” je dysregulace
imunitniho systému, na niz se podili involuce
primarnich imunologickych organu i vnitrni
defekty tvorby, zrani, migrace, homeostazy
bunék imunity a jejichz pricinou jsou i zmeny
epigenetické

Starnuti je spojeno s chronickym
prozanétlivym stavem (, inflammaging®).



Inflammaging

e Charakteristicky znak imunosenescence
e Chronicky, mirny, sterilni zanét

. Zvy'/éﬁm' pro- (IL-6, TNF alfa, IL-1 beta) i proti-(IL-10) zanétlivych
cytokinu,

tvorenych predevsim mononuklearnimi fagocyty, ale téz
bunkami svalové a tukové tkané a v neposledni radé starymi

bunkami s charakteristickym, se senescenci asociovanym
sekreCnim fenotypem.

(Franceschi et al: Ann NY Acad Sci 2000; 908: 244- 254
Franceschi et al: Trends Endocrinol Metab 2017; 28: 199-212)



Autoinflamace

Horror

autoinflammaticus

McDermott MF et al.: (Cell 1999; 97: 133- 144)

Edward Munch:

The Scream Manthiram K et al.: The monogenic autoinflammatory
1893-1910 diseases define new pathways in human innate immunity
and inflammation (Nature Immunology 2017; 18: 832- 842)



Autoinflamacni syndromy

* Poruchy s abnormalné zvysenou zanétlivou reakci, které jsou
zprostredkovany predevsim bunkami a molekulami systému vrozené
imunity u predisponovanych organismu

* Jsou dusledkem nadmérné produkce anebo biologické aktivity
zanétlivych mediatoru (predevsim IL-1beta) nebo chybéni
endogennich inhibitoru.

* Pr.: familiarni horecka stfredozemniho more, kryopyrinopatie,
hyperimunoglobulinemie D, syndromy periodickych horecek....



Autoinflamace a autoimunizace v patogenéze chorob

(Peckham D et al.: The burgeoing field of innate immune-mediated disease and autoinflammation.
J Pathol 2017; 241: 123 — 139)

Immunological
Disease

Auto- o
i Continuum

Innate Immunity
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Dochazi v systému vrozené imunity
k adaptivhim zménam?
Existuje pamét i na urovni vrozené imunity?

LAdaptivni zmeény jsou vazany s obecnou
schopnosti biologickych systéemu zapamatovat

prozitou zkusenost a ucinneji reagovat na
opakované podnety kvantitativni i kvalitativni
zmenou”,

Jaroslav Sterzl 1925-2012

Jaroslav Sterzl: Imunitni systém a jeho fyziologické funkce

(Ceskd imunologickd spole¢nost, Praha, 1993)



Imu nOlOgiCké pa mét’ Staphylococcal toxoid
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Pamét’ lymfocytu B

Aktivace lymfocytu B:

v lymfoidnich folikulech sekundarnich lymfatickych organu se
diferencuji kratce zijici plasmaticke bunky, které se dostavaji do
kostni drene a do sleziny, kde tvori a produkuiji specifické

protilatky

v zarodeénych centrech lymfatickych organu se zaroven formuji
bunky pametove. Predevsim to jsou dlouho zijici plasmatické
bunkP{, které se dostavaji do kostni diené a kontinualné tvori
protilatky. Druhym typem pamétovych bunék jsou centralni
pamétové burky, které zlstavaji v sekundarnich lymfatickych
organech, mirne proliferuji, netvori protilatky, ale mohou
nahrazovat hynouci dlouho zijici plasmatické bunky a po
setkani se sEecifick\’/m antigenem rychle prechazet do stadia

kratce zijicich plasmatickych bunék.




Pamét’ lymfocytu T

Aktivace lymfocytu T:

* naivni T-lymfocyty jsou aktivovany, proliferuji a diferencuji se jako efektorové
lymfocyty T, které v tkanich plisobi proti specifickému antigenu jednak primo,
jako cytotoxické lymfocyty T, jednak neprimo, prostrednictvim cytokinu; asi 90%
z nich pak podlehne apoptdze

* nékteré z efektorovych lymfocyta T zlstavaji v tkanich v blizkosti mista vniku
antigenu, jsou schopny rychlé reaktivace, proliferace a ucinku — oznacuiji se jako
efektorové pamétové bunky.

e cast z aktivovanych T-lymfocytu zlstava v sekundarnich lymfatickych
organech jako tzv. centralni pamétové buriky T. Po opakovaném stietu s
antigenem jsou rychle aktivovany, proliferuji a diferencuji se v efektorové
elementy, nékteré v lymfatickych organech zlistavaiji.




Vlastnosti adaptivnich pameét'ovych
bunek

* Mnozstvi antigen-specifickych pamétovych bunék je asi tisickrat vyssi
neZz puvodnich (z 1:10° na 1: 103)

Pamétové burniky T i B jsou snadnéji aktivovatelné

Pamétoveé buriky B nesou isotypovy pfesmyk (IgM-IgG,IgA, IgE) a jejich
receptory vykazuji vyssi afinitu zpusobenou somatickou hypermutaci

(4

V populaci bunék T neni ekvivalent dlouho zijicich pamétovych bunék B
Receptory bunék T nepodléhaji somatickym hypermutacim

Pamét adaptivniho imunitniho systému je ,,osobni“:
kazdy z nas si zapamatoval jen to, s ¢im se setkal



Obsah a rozsah pojmu ,,imunologickd pamét” se vyviji —
imunologicka pamét se netyka pouze adaptivni imunity,

jisté rysy pameti lze vidét i u imunity vrozené.

Farber DL, Netea MG, Radbruch A, Rajewsky K, Zinkernagel RM:
Immunological memory: lessons from the past an a look to the future
(Nature Reviews Immunology 2016; 16: 124 -128)

Chester KS: The problem of acquired physiological immunity in plants. (Q Rev Biol 1933; 8: 275 - 324)



Existuje pamet’ i na urovni vrozeneé
imunity?

Innate immune memory: towards a better understanding of host

defense mechanisms
Quintin J, Shin-Chin Cheng, van der Meer JWM, Netea MG: Curr Opin Immunol 2014; 29: 1-7

* Reakce vrozeného imunitniho systému ma adaptivni
charakteristiky, které jsou funkéné ekvivalentni klasické
imunologické pameéti (,trained immunity”)

» Zakladnimi mechanismy se jevi epigenetické modifikace
histonu a modifikace bunécnych receptoru (PRR).

* Projevuje se na urovni mononuklearnich fagocytu a bunék
NK.



,Pamet’oveé stopy“ v systemu vrozene
Imunity

Trained immunity  Innate immune memory Inflammatory memory

Hromadi se dukazy, Ze bunky systému vrozené imunity
(makrofagy, bunikky NK) po infekci nebo vakcinaci méni
své funkcni programy; vykazuji vyssi a dlouhodobéjsi
odpovidavost na sekundarni stimuly. Tedy i komponenty
systému vrozené imunity maji adaptivni schopnosti.

Tyto vlastnosti jsou podminény jejich epigenetickym .
reprogramovanim po stimulaci exogennimi i endogennimi
falgtory.

Biologicky vyznam: napf. nespecificke protekéni ucinky
vakcinaci), poskozujici disledky nepatfi¢né aktivace
imunologicka paralysa, autoinflamacni procesy,

ateroskleroza).




Jen ten uvidi budoucnost kdo
vystoupi na vrchol minulosti

Cefkaitaineo ofelitaavin £k vBerty000 déti v prvnich Etyrech letech Zivota byla niZsi
u déti imunizovanych BCG nez u neimunizovanych. Uvazovalo se o tom, ze BCG
indukuje ,nespecifickou imunitu®.

(Néslund C, 1932)

Infekce urcCitymi mikroorganismy casto vede i k navozeni rezistence proti jinym,
nepribuznym mikroblm (Lurie, 1942, Suter 1953, Elberg 1960).

Zvysena odolnost experimentalnich zvirat po infekcich urcitymi bakteriemi je
zpUsobena ziskanou schopnosti fagocytu destruovat mikroorganismy.
Mackaness GB: The immunological basis of acquired cellular resistence.

(J exp Med 1964, 120: 105 — 120)

{

Vyznam ,heterologniho, , nespecifického” , necileného” tcinku vakcin je v
soucasné dobeé studovan i pod zastitou WHO (Working group on nonspecific
effects of vaccines). Pozornost je vénovana Zivym atenuovanym mikrobtim (BCG,
virus spalnicek a poliomyelitidy).



Prof. Mihai G.Netea
Radboud University,
Nijmegen, The Netherlands

Netea MG, Quintin J, Van der Meer JWM:

Trained immunity: a memory for innate host defense.
(Cell Host Microbe 2011; 9: 355 — 361)

zcG RN e
& 1ran”d aunty

Monocytes

Long2ermn . Netea MG, van der Meer JWM:
activated . . . .

~emcetes  Tr@ined immunity: an ancient way of
remembering

(Cell Host Microbe 2017; 21: 297 -300)



Innate immune activation by infections or vaccinations leads to histone modifications and
functional reprogramming of cells (such as monocytes, macrophages, or NK cells) termed
“trained immunity” or “innate immune memory.”

Infection or vaccination

¢

Epigenetic reprogrammng in innate immune cells  E———

)

* Long-noncoding

g RNA expression

Trained immunity transcriptional & functional programs

s

« Histone modification ~ » DNA methylation « Modulation of miRNA

‘ N
Adaptive states Maladaptive states
Tolerance « Mucosal tolerance

» Immune paralysis in sepsis
programs « Limitation of tissue damage in infection

Training « Innate immunity maturation

* Hyperinflammation in tissues
programs « Nonspecific protection by vaccines

« Atherosclerosis
Mihai G. Netea et al. Science 2016
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Systém vrozené imunity ma
schopnost adaptacnich zmeén,
které, na rozdil od adaptivni
imunity, neznamenaji nutnost
genetické rekombinace, ale
spocivaji v epigenetické
remodelaci, ktera ovlivauje
geneticky profil aniz by doslo ke
zmeéne sekvence DNA.



Adaptacni zmény (,trénink”) byly popsany
u profesiondlnich fagocytul, bunék NK, ILC2,
dendritickych, endotelovych a
fibroblastovych bunék stromatu,
kmenovych bunék epitelu, ale i u
hematopoetickych prekursorovych bunek
kostni drené, stimulovanych bakteriemi
(BCG), B—glukanem, ale téz oxLDL.



Vyzkumné projekty INTRIM
(International Trained Immunity
Consortium) jsou zameéreny na infekce
(tbc, malarie, mykozy), vakcinaci
(heterologni ucinky vakcinace),
autoinflamaci, aterosklerozu,
imunosenescenci, nezadouci ucinky
chemoterapie nadoru (hematopoetické
a progenitorové bunky kostni drené).



Komplementovy system
starobyly pilir imunity



Vaclav Tomasek: Bakteriologie
(VysokoSkolské rukoveéti, rada spisu lekarskych ,
Melantrich, 1938)

yKomplement jest soucast normalnich sér Zivocisnych vyznacujici
se tim, zZe se vaze na sensibilisované antigeny a rozpousti je, jsou-
li k tomu zpUsobilé. Schopnost fixace jest obecnou vlastnosti
komplementu, schopnost lysy jest ucinek specielni. Podle povahy
rozpusténého antigenu rozeznava se ucinek hemolyticky a
bakteriolyticky. Jest pravdépodobno, ze funkci komplementu jsou
jesté jiné ucinky sera, napf. ucinek opsonisacni zalezejici vtom, ze
serum pripravuje bakterie k fagocytose. Komplement je Cinitel
nespecificky, je obsazen v seru normalnim a jeho ucinnosti
nepribyva v pribéhu imunisace.”



Fyziologie komplementového systému

mikrobicidni ucinky
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Evolucni aspekty komplementoveho
systému
a hemostazy
Hlavni proteolytické kaskady krve — komplement a koagulace — zacCinaji v evoluci
spolecne.

Napr. ,ziva fosilie” charakteristicky clenovec, podkovovity krab z doby pred 500
miliony lety, vyuziva integrovaného systému koagulace a komplementu k zabrané

vykrvaceni i k obrané proti infekci.




Evolucni aspekty

V prubéhu vyvoje doslo k rozriznéni:

savci reaguji na poranéni a nebezpeci vykrvaceni
aktivaci hemostazy, zatimco antimikrobialni
obrana je zprostredkovana imunitnimi
mechanismy vrozenymi a pozdéji adaptivnimi.
Presto rada pozorovani svedci, ze hemokoagulace
a aktivace trombocytl ma stale vztah k obrané
protiinfekéni, Ze nékteré plvodni funkce zUstavaji
zachovany.




Komplement — koagulace — fibrinolyza

' COAGULATION COMPLEMENT FIBRINOLYSIS
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Komplementovy systém

Zakladni sloZky

Properdin MBL
Faktor B Ficolin L,H,M
Faktor D MASP 1,2,3

Requlacni proteiny komplementu Receptory pro komplement




Komplementovy systém
(regulacni proteiny komplementu)

Solubilni

C1 INH (vaze se na Clr a Cls oddélujice je od C1q)
Faktor I  (Stépi C3b a C4b vyuzivaje faktoru H, C4BP, MCP
a CR1 jako kofaktor()
Faktor H (vaze C3b a vyrazuje Bb)
C4BP (C4-binding protein, vaze C4b C-3 konvertazu AP) a vyrazuje C2)
Properdin (stabilizuje
Vitronectin (brani vazbé C5b-9 na membrany a polymerizaci C9)
Clusterin ~ (brani vazbé C5b-9 na membrany a polymerizaci C9)
Karboxypeptidaza N (inaktivuje C3a a C5a, stépi C-term. arginin)



Komplementovy systém
(regulacni proteiny komplementu)

Vazané na membrany bunék

CR1-CD35 (urychluje rozklad CP i AP C3-konvertaz)
MCP-CD46 (membrane cofactor protein — kofaktor pro I)
DAF-CD55 (decay accelerating factor, urychluje rozklad
CP i AP C3- a C5- konvertaz )
Protectin-CD59 (blokuje vazbu C9 a brani tvorbé MAC)
CRIg (vaze se na C3b a inhibuje AP C3 a C5 konvertazy)



Komplementovy systém
(receptory pro komplement — CR)

CR1 (CD35) — vazba C3b a C4b, transport a klirens
imunokomplext, fagocytoza
CR2 (CD21) — vazba C3d, C3dg, iC3b, CD23, IFNy,
EBV, aktivace B- lymfocytl
CR3 (CD11b/CD18) — vazba iC3b, ICAM-1, LPS, fibrinogenu,
koagulacniho faktoru X, mikrobnich proteinti; fagocytdza
CR4 (CD11¢/CD18) — vazba iC3b, fibrinogenu; fagocytdza
CRIg — vazba C3b, iC3b, C3c; fagocytdza,
inhibice aktivace T- lymfocytd



Komplementovy systém
(receptory pro komplement — CR)

C1gRp (CD93) - fagocytdza

cC1gR (calreticulin) — fagocytdza, respiracni vzplanuti,
odstranovani apoptotickych bunek

gC1gR — chemotaxe

C3aR — prozanétliva aktivace
C5aR (CD88) — prozanetliva aktivace



Komplement jako imunoreceptor

Klasicka draha aktivace

imunokomplexy (Fc-Ig)

CRP vazany na ligand
fosfatidylserin v membrane apoptotickych bunek,

nektereé viry a G- bakterie



Komplement jako imunoreceptor

Lektinova draha aktivace

MBL (manose-binding lectin) reaguje
predevsim s terminalnimi zbytky manosy,
ale i jinych cukry, napf. N-acetyl-D-
glukosaminem.

Ficoliny
jsou receptory pro acetylové skupiny cukru



Komplement jako imunoreceptor

Alternativni draha aktivace

Standardni model:

Aktivace je zahajena kovalentni vazbou C3b, ktery je tvoren
spontanni hydrolysou thioesterové vazby C3 na protelnove
sacharidové, lipidové struktury mlkroorganlsmu i na jiné
povrchy.

Properdin jako imunoreceptor

Properdin zahajuje aktivaci tim, Zze se nekovalentné vaze na
tercové struktury (zymosan, Neisseria gonorrhoeae, kralici
erytrocyty) pak angazuje solubilni C3b

(Spitzer D et al. J Immunol 2007; 179: 2600-2608)




Ctvrta cesta aktivace
komplementu?

* Byla ﬁgokézéna v experimentu na ,C3-knock-out mysich®,
u nichz se netvori C3-konvertaza.

» Inkubace trombinu s lidskym C5 vede k tvorbé Cba.

Huber —Lang M et al.:

Generation of C5a in the absence of C3:
new complement activation pathway
(Nat Med 2006, 12: 682-687)



Aktivace komplementoveého

Classical Lectin
pathway pathway
binding of C1q to antibody-  binding of MBL or

antigen complexes, CRP
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Cba, C3a, C4a: ,anafylatoxiny”
C5a je 20x ucinnéjsi nez C3a a 2500x ucinnéjsi nez C4a

degranulace mastocytu a basofilu

chemoatraktans (hlavné neutrofilt)

zvysuji expresi CR3 na neutrofilech a ICAM-1 na endotelu

stimulace degranulace a respiracni vzplanuti neutrofilt

zvyseni exprese adhesivnich molekul a makrofazich,
zvyseni sekrece IL-1 a IL-6

stimulace proliferace aktivovanych lymfocytd T



Komplement a angiogenéze

 Vaskularni endotelové rustové faktory (VEGF) a
receptory pro né (VEGFR) maji zasadni roli pri tvorbé
novych krevnich cév i pri jejich remodelovani.

e Jejich tvorbu ovliviauje i komplementovy systém,
ktery muize byt tercem terapie napfr. makularni
degenerace zavislé na veku, retinopatie prematurity,
poruch intrauterinniho vyvoje plodu.



Komplement komplikuje graviditu
(Girardi G et al.: J exp Med 2006, 203: 2165-2175)

Porucha vyvoje placenty vedouci k potratu nebo k
omezeni intrauterinniho ristu plodu mize byt zplisobena
nadmeéernou aktivaci komplementového systému : C5a
vede k dysregulaci angiogennich faktort (funkcni
deficience VEGF a zvyseni koncentrace sVEGFR-1).




Komplement v patogenéze chorob

» Deficience funkcnich proteind C-systému

» Poruchy regulace aktivace C-systéemu

» Persistentni aktivace C-systému

» Unik mikroorganismt pred Ucinky
komplementu

» Nefunk¢nost C-systému u malignich
procesu

 CR jsou receptory i pro mikroorganismy a
viry



Vrozené deficience C-systéemu

(Speth C et al, 2008)

C1 (SLE, bakterialni infekce)
C4 (SLE, bakterialni infekce)
C2 (SLE, bakterialni infekce)
C3 (bakterialni infekce)

C1-INH (hereditarni angioedém)

50-100

20-50
> 1000

20-50
> 10 000

B
D (bakterialni infekce)
P (meningokokové infekce)

0
< 5
> 100



Vrozené deficience C-systéemu

(Speth C et al, 2008)

H (meningokokové infekce >100
glomerulonefritis MPGN 11
atypicky hemolyticky uremicky syndrom,
vékem podminéna makularni degenerace)

I (bakterialni infekce) 20-50
Karboxypeptidaza (angioedém, urtika) <5

C5 (meningokokové infekce) 20-50
C6,C7,C8 (meningokokové infekce) cca po 100

C9 (meningokokové infekce) >1000



Komplementovy systém:
atraktivni terapeuticky terc

Flexner S, Noguchi H: Snake venom in relation
to hemolysis, bacteriolysis and toxicity
(J exp Med 1903; 6: 277-301)



Ovlivnéni aktivity C-systému jako moznost imunoterapie

C1l-inhibitor

Ovlivnéni C3 a C5 konvertaz
CR1 (CD35)-complement receptor type 1
DAF (CD55)-decay-accelerating factor
MCP (CD46)-membrane cofactor protein

Ovlivnéni komplexu atakujiciho membranu (MAC)
CD59

Inhibice C5
Humanizované monoklonalni protilatky
(Pexelizumab, Eculizumab)



Moznosti ovlivnéni komplementové
kaskady

(Reis ES et al: Clin Immunol 2015)

CLASSICAL LECTINS ALTERNATIVE
PATHWAY PATHWAY PATHWAY

PATHOGENS AND DAMAGED CELLS

® Purified/ recombinant C1-INH

* Anti-C1s (TNTO09)

* Anti-MASP-2 (OMS721)

& FD inhibitors (Lampalizumab, ACH-CFDIS)
% C3 inhibitors (AMY-101, APL-2)

® Soluble CR1 (TP10)

® Anti-C5a (CaCP29)
C5bC6CT7C8BCY, © C5aR1 antagonist (CCX168)
MAC @ C5 inhibitors

(eculizumab, zimura, LFG3186,
conversin, SOBI0O02, ALN-CCS5*,
Ra101348, mubodina, ergidina)

HOST CELL
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Clovék a jeho mikroby:

ssuperorganismus®; ,kompletni ja

Mikrobiota obsahuje 1014 bakterialnich bunék, tj. 10x vice nez je bunék,

které tvori nase télo.
(Jsme tedy z vice nez 90% ,,mikrobidlni“).

Pocet genli naSeho mikrobiomu prevysuje 150x pocet genti v lidském
genomu.

(V lidském travicim traktu je 3,3 milionu genu z vice neZ tisice druhi
mikrobd; lidsky genom mad 20-25000 gend).



Myslenka, Ze mikroorganismy, které jsou
vsude kolem nas, maji snahu dostat se nam
pod kuZzi

a zniCit nas, je stale pevné zakofenéna

iv modernim Védomi.

& F HL .
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h“' g

1..,.._‘- :
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5] 4 :l ) e 'l.l'_:', ;
PAUL DE KRUIF

LOVCI MIKROBU

|

Ale z mnoha tisicti mikrobialnich druhu
je jen asi stovka patogennich!



,Parasitismus vznikl

v temné prapuavodni
davnovékosti jako nasledek
stalého styku mezi

ruznymi zivymi bytostmi.
Znamena prulom do oné
obrany, kterou se normalné
kazda ziva struktura brani
vpadu jinych Zivych
jednotek.”

Hans Zinsser, 1935
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+Mikroorganismy,
. jak bylo zjisténo,
jsou spiSe prihlizejici.
Je to nase odpovéd na jejich
pritomnost, ktera zptusobuje nemoc.
Nase vyzbroj pro likvidaci bakterii
je totiZ tak silna, Ze nas ohrozuje
mnohem vic nez atoc¢nik”.

Lewis Thomas 1913 - 1993

Uloha mikroorganismu p¥i vzniku a rozvoji alergickych
a autoimunitnich chorob



Ekologické interakce mikrobu a hostitele

Parasitismus

Komensalismus Mutualismus

PATHOBIONT - PATHOGEN



... Clovék hned po narozeni uz nenf jen sam sebou.
Lidsky organismus se stavd gigantickym sidlistém pro
miliardy mikroorganismij.

SouZiti hostitele s mikroorganismy je vysledkem

oboustrannych adaptaci, které se v priibéhu vékii
neustdle vyvijely a zdokonalovaly...

Ji¥i Kruml a Ivo Miler: Zivot bez mikrobti (Orbis, Praha, 1975)



Terminologie

Microbiota (drive mikroflora):
spolecenstvi mikroorganismi v riznych mistech
hostitele

Mikrobiom:
ptivodné kompletni set gent v mikrobioté, hromadny

genom mikrobu Zijicich v a na nas,
nyni mikrobiota a jeji veskery geneticky material




Mikrobiota obsahuje 1074 bakterialnich bunék, t;j.
10x vice nez je bunek, které tvori nase telo.
(Jsme tedy z vice nez 90% ,mikrobialni®).

Pocet genu naseho mikrobiomu prevysuje 150x
pocet genu v lidském genomu.

(V lidském travicim traktu je 3,3 milionu genu z vice nez tisice druhu
mikrobu (lidsky genom ma 20-25000 genu).

I Gilbert JA et al.: Current understanding of the human microbiome
Nature Medicine 2018; 24(4): 392 -400



The gut microbiota

1 \ : ' Gut bact | t rol
. ut bacteria play important roles
1,000 species in health and disease
|_Health _ Disease
' ® Longevity ® Obesity
' ® Immunity ® Diabetes
® Anti-inflammation ® Mood
@ Digestion and absorption ® Cancer
® Amino acid metabolism @ Allergies
Every person hosts about ® Lipid metabolism ® Asthma
160 species ® Vitamin production ® Autism
® Short-chain ® Multiple sclerosis

fatty acid metabolism ® Inflammatory
bowel disease

Many factors influence the gut profile

® Age ® Exercise
® Biological gender ® Stress
® Body mass index ® Travel
® Smoking ® Pollution
@ Dietary fiber intake @ Caesarean section
® Saturated fat intake or vaginal birth
® Geography
Bacterial cells

5 40 .0 » 55 czsmpory
53)0.2;

RIKEN, 2016




Prukaz a identifikace mikroorganismu
(drive a nyni)

,molekularni biologové“
16S rRNA gene sequence

,prabakteriologové”
mikroskopie, kultivace, pokus na zvireti




Molekularni biologicke metody
pri studiu mikrobioty

e 16S rRNA — kodujici geny

* Metagenomicka analyza — sekvenovani veskeré
mikrobialni DNA komplexniho spolecenstva

* Analyza transcriptomu, proteomu, metabolomu



Mikrobiom cloveka

Archaea

Skin microbiome

@?3%

Oral microbiome

Bacteria Viruses

Urogenital tract
microbiome

>4 90”0

Wendy S. Garrett J Cell Biol 2015;210:7-8

© 2015 Garrett



Rozmanitost mikroorganismu v lidském téle

Oral Cavity Nares
3,000-11,500 bacterial species <——— 2,000 bacterial species

1-7 viral genera 2-5 viral genera
1-4 fungal phylotypes

Skin

<— 2,000-3,000 bacterial species
3-5 viral genera

1-6 fungal genera

Vagina
2,000 bacterial species
1-5 viral genera
4-15 fungal OTUs

Stool
30,000-40,000 bacterial species
0—2 viral genera
1-3 fungal genera

Source: Am J Epidemiol @ 2015 Oxford University Press
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Fyziologicka mikrobiota indukuje tvorbu
»prirozenych protilatek®

* Isohemaglutininy (anti A, B)
e Xenoaglutininy (napr. anti aGal)
* Protilatky proti antigeniim mikrobioty

Nizka séroreaktivita proti nékterym mikrobum (napr.
Firmicutes, Proteobacteria) v raném détstvi je
asociovdna s vyvojem alergie v pozdéjsim obdobi).
Christman et al. JACI 2015



,Hygienicka*“ hypotéza

Strachan DP: Hay fever, hygiene, and household size (BMJ 1989; 299: 1259-1260)

Vysoké riziko alergii
e Industrializovana spolecnost
o ,Aseptické” prostredi
e Antibiotika
e Limitované spektrum bakterii

v mikroflofe Lymfocyty Th2
Imunologicky
nezraly jedinec
Geneticka
predispozice eZivot na venkové Lymfocyty Treg

eCasna kolonizace
(enterobacteriacae, laktob.)
eJesle

eParazitarni infekce Nizké riziko alergii

(Umetsu et al., 2002)



Mikroby a autoimunitni choroby

Molekuldrni (antigenni) mimikry:

Geneticka konservace klicovych molekul v pribéhu evoluce zarucuje,
ze cetné vyznamné molekuly infekénich agens a jejich hostitele jsou
si velmi podobné, v urcitych doménach dokonce identické.

Rozsirovani spektra epitopu v prubéhu infekéniho procesu

Vliv strevni mikrobioty

Experimentalni modely vC. bezmikrobnich zvirat: vliv na zanétlivé
choroby streva, ale i na extraintestinalni autoimunitni choroby
(revmatoidni arthritida, T1 diabetes, roztrousena skleréza,uveitida).




Aktivace autoreaktivnich lymfocytu T strevni
mikrobiotou provokuje autoimunitni reakci
i vimunologicky privilegovanych oblastech.

2. TCR-dependent
_ activation of retina-
\f specific T cells

— Y = 3. Migration
}JE%NN and infiltration

© /<< = D into the eye Q
; < 1. commensal <~ \.
@ L icrobiota <
t’/)é; . 1% Circulation ™ - )

e = A
ﬂ ) e s €
Intestinal = *| Intestinal Sssive o SRR e
Lamina Lamina 4. Development of autocimmune
Propria Propri uveitis and loss of vision

Horai R et al: Immunity 2015; 43(2): 343-353



Mikrobiota a nadory

Hromadi se dukazy, zZe fyziologicka, komensalni mikrobiota ma
vyznamny vliv na karcinogenezi, progresi nadort i odpovéd na
protinadorovou lécbu.

Tyto ucinky mohou byt lokalni i celkové.

K praktickému vyuziti se nabizi Uprava diety, prebiotika, probiotika,
transplantace stolice nebo definované mikrobioty.

(Dzutsev A et al, Eur J Immunol 2015; 45: 17-31)



Moznosti ovlivhéni mikrobioty

* Antibiotika

* Probiotika

* Prebiotika

* Imunomodulatory

* Terapie bakteriofagy

* Transplantace stolice (u infekci C. difficile)

* Produkty mikrobioty (napr. bakterialni polysacharidy Bacteroides
fragilis)



Od Mecnikova k soucasné koncepci probiotik

Le Professeur METCHNIKOFF

Metchnikoff E:

Intestinal poisons and arteriosclerosis.
(Annales de I'Institut Pasteur 1910;24:
753-70)

Metchnikoff E, Williams HS:
Why not live forever?
(Cosmopolitan 1912; 53: 436 — 464)

Bacillus bulgaricus
Lacto-bacilline of Metchnikoff



PROBIOTIKA

zivé mikroorganismy aplikované peroralne,
pusobici blahodarné na zdravi clovéka a
zvirat

nejcasteji pouzivana probiotika:
laktobacily,
streptokoky, enterokoky
bifidobakterie,
E. coli (kmen Nissle),
kvasinky (Saccharomyces boulardii)



PREBIOTIKA

Selektivhé fermentované slozky potravy,
které vedou k specifickym zménam ve
slozeni a aktivité stfevni mikrobioty s
blahodarnym vlivem na zdravi hostitele:

Inulin, fructo-oligosacharidy, galacto-oligosacharidy,
lactulosa...



Transplantace mikrobioty stolice
(fecal microbiota transplantation)

 Od jednoho darce, casto blizkého pribuzného.
 Od vice darcu (stool banks).
* Transplantace autologni stolice (odebrané
v klidovém obdobi a vhodné uchované).
* Anaerobné kultivovana stolice od zdravych darcu.

VyuZiti: prujem vyvolany antibiotiky
prujem zpusobeny Clostridium difficile
perspektivné metabolicke, kardiovaskularni,
neurologické, autoimunitni, alergické choroby



Kazdy mame svuj vlastni mikrobialni
,makeup”

,,Nas individualni osud, zdravi a mozna i
nékteré z nasich c¢innosti je mnohem vice
zavislé na variantach genu v nasem
mikrobiomu nez v nasich vlastnich génech®.

Ackerman J: The ultimate social network.

(Scientific American 2012)



Podkladem individualizované, personalizované,
»precizni“ mediciny bude nejen analyza organismu,
ale i jeho mikrobiomu.

Paﬂents with same condition

Good response

i
- -..i'. N
j] Bad side effects

Mo response



c est les
microbes,
qui auront le
dernier mot"

J sou to’Mikroby, které budou
m|1' posledm slovo.

Jsou to lékari, kteff jim ho chtéji utnout.



