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Imunitni systém

e Funkcéni charakteristika:

homeostaza, sebeudrzovani na Urovni
molekularni vystavby organismu

schopnost rozpoznani a eliminace
cizorodych a skodlivych latek z organismu

* Integralni soucast organismu
propojeni s metabolismem, endokrinnim
a nervovym systémem




Imunitni systém — slozka celotélového

informacniho systéemu
Schopen prijimat podnéty prostrednictvim
receptoru
Podnéty kvalitativné a kvantitativhé vyhodnocuje
Na podnéty reaguje efektorovou aktivitou
Shodné rysy s hormonalni a nervovou soustavou
Vzajemné se funkcneé i strukturné provazuiji

Maji schopnost odpovidat na vsechny druhy
prichazejicich podnétu
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Uloha imunitniho systému

* Reaguje s cizorodymi/nebezpecnymi
substancemi z vnéjsiho prostredi (zejména
antimikrobialni ochrana).

e Ucastni se odstrafiovani starych
a poskozenych bunék vlastniho téla.
 Napada nadorové a viry infikované bunky
vlastniho téla.



Prenos informaci v imunitnim systému

Prostrednictvim membranovych interakci:
* Blizky kontakt bunka- bunka

* Membranové receptory na bunkach IS reaguiji s
odpovidajicimi ligandy na jinych bunkach IS nebo
jinych bunkach - prenos aktivacniho signalu

* Vzdaleny kontakt: bunka — biologicky aktivni latka

* Kontakt je opéet veden pres bunécny receptor —
prenos aktivacniho signalu



Poruchy imunitniho systému
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Kombinace faktoru podminujicich vznik
autoimunitnich chorob
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Imunitni systém - zakladni pojmy



Antigen

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

e Zakladni slozeni:

* nosicska ¢ast molekuly

* Antigenni determinanty — epitopy, tvorené 5-7
aminokyselinami



Vztah antigenu a epitopu

Antigenic determinants
on antigen

Antigens:
& components
= of cell wall

Copyright € 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Bergamin Cummings.



Imnunogennost

* Schopnost vyvolat imunitni reakci — musi:
— Byt cizorodé

— Mit dostatecnou molekulovou hmotnost (> 6 kDa)

— Mit komplexni strukturu

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



Chemické slozeni antigenu

Proteiny — obvykle vyborné imunogeny.

Polysacharidy- jsou dobrymi imunogeny
zejména jako soucast glykoproteinu.

Nukleové kyseliny- Spatna imunogenicita,
vazana zejména na komplexy nukleovych
kyselin a proteind.

Tuky — velmi zridka se uplatnuiji jako
imunogeny. Nejzname;jsi jsou sfingolipidy.



Zkrizena reaktivita antigenu

* Pfiimunitni 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




Imunitni systém

 Funkéni charakteristika:
homeostaza, sebeudrzovani na Urovni
molekularni vystavby organismu

schopnost rozpoznani a eliminace cizorodych a
skodlivych latek z organismu

 Morfologickda charakteristika:
lymfoidni, lymforetikularni systém

* |ntegralni soucast organismu
propojeni s metabolismem, endokrinnim
a nervovym systémem




Zaklad imunitniho systemu

* Lymfaticka tkan a lymfatické organy
* Bunky imunitniho systému



Slozky imunitniho sytému

* Periferni oblasti imunitniho systému je mozno
rozdélit do neékolika funkcnich oblasti jejichz
imunitni odpovéed ma urcité odlisné
charakteristiky.

e Zakladni slozky imunitniho systému:

— Kostni dren, tymus

— Lymfatické uzliny a slezina
— Imunitni systém sliznic

— Kozni imunitni systém

— Lymfaticky cévni systém



Lymfatické organy

* Primarni: kostni dren, thymus

— Vznik, diferenciace a zrani imunokompetentnich
bunék

* Sekundarni lymfatické organy: slezina, lymfatické
uzliny, MALT

— misto, kde probihaji specifické imunitni reakce



IMUNITA

* Vrozena (prirozena, nespecificka,

innate immunity)
u vsech mnohobunécnych organismu

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

Adaptivni = vznikly adaptaci



Vrozena imunita

Fyzikalni bariéry

Kuze

Sliznice
Respiracni trakt
Mocovy trakt



Vrozena imunita

Chemické bariéry

pH (kuze 5,5, Zaludek 1-3, vagina 4,5)
mikrobicidni substance — antimikrobialni peptidy
(lysozym, defensiny, cathelicidiny...)



Vrozena imunita

Biologickeé bariéry

Mikroorganismy fyziologické mikroflory
(komensalni mikroorganismy)



Nespecificka imunitni odpoved

Pokud Ag pronikne pres fyzikalni, chemickou a

mikrobialni bariéru — dochazi k rozvoiji

nespecifické imunitni odpovédi

* 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



PAMP , Pathogen Associated
Molecular Pattern”

Patogenem asociované molekulové vzory

Vysoce konzervované 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 4—2 Examples of PANMPs and DAMPs

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

Damage-Associated Molecular Patterns

Stress-induced HSFPs

proteins

Crystals NMonosodium urate
Muclear proteins HMGEB1

CpG, cytidimne-guanine dinucleotide; dsRHMNA, double-stranded BMNA; HMGEB1,
high-mobility group box 1; HSPs, heat shock proteins; LPS,
lipopolysaccharide: ssRBRMNA, single-stranded RM.A.
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PRR- Pattern Recognition Receptors

Vazi PAMP a DAMP

Exprese PRR neni klonalni — receptory pritomné
na stejném typu bunék maji stejnou identitu

Pripraveny okamzité reagovat - rychla odpoved

Schopny diskriminace mezi patogennimi a
nepatogennimi mikroorganismy

Pfi vazbé patogenu nevznikd imunologickd pamét



PRP bunék prirozené imunity

PRP funguiji jako

— Receptory pro fagocytozu, kde stimuluji pohlceni
Ag

— Chemotaktické receptory zajistujici postup
fagocytujicich bunék do mista zanétu

— STimulancia - stimuluji produkci efektorovych
molekul a cytokinu, které pomahaji rozvoiji
prirozené imunitni odpovedi a nasledné i
adaptivni imunitni odpovédi



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 o3, v, TNFa, IL-1, IL-6,
chemokiny)



Molekuly bunécnych interakci

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

Chemokiny (C, CC, CXC,CX3C)

Adhezivni m0|eku|V:integriny, selektiny, adresiny




Cytokiny

* Hlavni regulatory imunitniho systému,
ousobici na kratkou vzdalenost
orostrednictvim vazby na specifické receptory
na povrchu bunék

* Jsou produkovany bunkami imunitniho
systému, maji kratky biologicky polocas

 U¢&inek — autokrinni, parakrinni, endokrinni



Schéma typu pusobeni cytokint na druhé bunky

Receptor
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Cytokiny

Hlavnim producentem je urcita skupina bunek
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

e Stimulacni:
— Stimulace T- lymfocytu: IL-2

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

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

* Prozanetlivé cytokiny: IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a

» Regulaéni: IL-10, IL-13, TGF-



Interferony

* Typ I: IFN @, IFN [3 : jsou produkovany
nékterymi bunkami infikovanymi viry (hlavné
fibroblasty, makrofagy). V cilove buice
inhibuji virovou replikaci.

* Typ II ,,JImunni‘: IFN vy: produkovan
aktivovanymi T, 1 bunkami, zpusobuje
aktivaci makrofagu.



Mechanismus Ucinku interferonu

- -

Viral nucleic
acid / New viruses

Antiviral proteins blo
viral reproduction

Interferon
molecules
produced

Interferon binding
simulates cell to turn o
genes for antiviral prote

Host cell 1 Host cell 2
¢ Infected by virus e Entered by interferon from cell 1;
e Makes interferon e Interferon induces changes that

e |s kiled by virus protect it




Cytokiny

* Uplatnuji se v patogenezi:
— atopickych chorob (IL-4, IL-13 — stimulace tvorby
IgE)
— Zanétlivé choroby (TNF-a.)
— Imunodeficity (defekt produkce IFNy, IL-12)
e Ale lze je vyuzit i terapeuticky
— protinadorova lécba (IL-2, IFN-a)
— Lécba sklerézy multiplex (IFN-[3)
— Lécba nékterych imunodeficitu (IFN-y)



Komplementovy systemu

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

Po zakotveni nekterych slozek na povrchu bunky dochazi
ke stépeni 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 proteint 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
komplementoveého systemu

¥ klasicka - spousténa vazbou C1q na Fc usek molekuly

1gG nebo IgM, nebo C-reaktivni protein
= alternativni - spousténa bakterialnimi produkty nebo

jako nasledek spontanni hydrolyzy C3 slozky komplementu
regulaCnimi faktory I a H

= [ektinova - 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 mikroorganismi



Aktivace komplementového systéemu

| Alternative Pathway |
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Aktivace komplementového systému

* Do urovné slozky C5b probiha cestou
enzymatické kaskady
* Od aktivovaneé slozky C5b dochazi k

neenzymatickému sestaveni komplexu
napadajiciho membranu - MAC = Membrane

Attact Complex
e Vysledkem je lyza bunky



Membranolyticky komplex

= »-‘-"5

¥ ;\‘ . ., :
Sy

o ik e B o et
o ;qé Sy O
Or oy

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com



Komplementovy systém - funkce

Proteolytickym stepenim dochazi k aktivaci
komplementové kaskady — vznik molekul s
ruznymi biologickymi ucinky:

Oznaceni nebezpecnych vzoru
mikroorganismu - opsonizace (C3b, C4b)
Chemotaxe (C3a, C5a, komplex C567)
Tvorba anafylatoxinu (C3a, C4a, C5a

Osmoticka lyza (komplex C5b-C9)



Aktivace komplementoveho systemu

* Initiation of
complement . . . .
activation Early steps Late steps

Microbe‘

Alternative

C3bis
pathway 2 deposited Membrane attack
oh microbe complex (MAC)

pathway Antibody

Mannose
binding lectin

Effector . C3b:
- functions Inflammatlon Opsonization and

- phagocytosis

Csa: Lysis of
Inflammation microbe




Funkce C1-INH

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

of Cirzsp proteolytically active

T
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Deficience komplementového
systému

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

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

 C1INH: hereditarni angioedém.



Hereditarni angioedém

Zpusoben deficitem C1 INH,dominantné dédicny

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

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

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



Imunochemické vysetreni jednotlivych slozek
komplementového systemu

€3 (0,7 -1,5 g/L)
C4(0,1-0,4 g/L)
C1-INH (210-390 mg/L); + funkéni test

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

MBL (0,3 — 3,5 mg/L)



Lektin vazajici manozu (MBL)

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

* Asiu25% populace Ize prokazat heterozygotni
deficit.

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

écbe.




Vrozena imunita

Celularni slozky

Epitelové a endotelove 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

W8
> @0
a ’. i

'\.{ﬁ.l\
Platelet
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Basophil

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
(cytokinli, chemokinQ, rist.faktord) - modulace zanétové odpovédi
Kratce zijici buniky, v cytoplazmé cetna granula obsahujici histamin,
proteoglykany, interleukiny (IL-4, IL-13) — ¢asna faze zanétové reakce,
Vazi Igk — degranulace - rozvoj zanétu

Kratce zijici buniky 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 perivaskuldrné a v blizkosti neuront

e/

Dlouhozijici bunky

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

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

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

Ué&ast v reparacnich procesech

Jsou jednou z nejvyznamnéjsich soucasti vrozenych obrannych
imunitnich mechanism.



NK (Natural Killer) bunky

jsou morfologicky podobné lymfocytlim ,nefagocytuji, nemaji
adherencni schopnosti

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

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

jejich cytotoxicka aktivita je jednak prirozena, jednak muze byt
zprostredkovana protilatkami vazanymi na FcR 11l (CD16), ADCC

ovlivAuji vrozenou i adaptivni imunitu svymi cytokiny, pfedevsim IFNy a
TNFa



Funkce NK bunék

cell Killing of
infected cells

Macropage with T
phagocytosed Killing of

microbes rhagocytosed

microbes
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Bunky NK

Aktivace NK-bunék je regulovdna souhrou signall, které vychazeji

z aktivacnich a inhibicnich receptord.

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

e Aktivacni receptory (KAR) poznavaji heterogenni
skupinu ligandu, které se objevi na bunkach v
dusledku stresu, maligni konverse, virové infekce.

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



Antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

Virus-infected Cell




PROFESIONALNI FAGOCYTY

Polymorfonukledrni leukocyty

(neutrofilni granulocyty)
.mikrofdgy" (I. Mecnikov, 1845-1916)

Mononukledrni fagocyty
(v krvi i ve tkanich)
.makrofdgy" (I. 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



Fagocytoza

Adherence fagocytované Caetice k membrané
fagocytujici buriky

A

Tvorba psudopodii, které postupné obaluji fagocytovanou castici

N\

Tvorba fagosomu

\ I

Splynutim fagosomu a lysozomu vznika fagolysosom

Lysosom

Uvnitf fagolysosomu dochazi k usmrceni
a degradaci fagocytovaného materialu

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



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, tj. objevuji se obvykle od casného veku.

e V\yskyt solitarnich, granulomu v ¢asném véku.

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



Moznosti vySetreni fagocytarnich funkci

Chemotaxe: vysetreni chemotaxe pod agardzou
Ingesce: ingresce metakrylavych partikuli
Tvorba reaktivnhich metabolitu kysliku:

NBT test (nitro-blue-tetrazolium test),
chemiluminiscence, redukce tetrarhodamidu —
cytometrické stanoveni

VySetreni exprese [32-integrinu
Komplexni vysetreni: mikrobicidie




Deficit leukocytarnich integrinu
(LAD-)

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 postiZzena periproktalni oblast, objevuji se
gingivitidy, lymfadenitidy, kozni infekce.

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



Chronicka granulomatézni choroba

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

Granulomy mohou pusobit utlak, napriklad zlucovodu.

VétsSinou pomeérne casny nastup obtizi, prvni priznaky se
vsak vzacné mohou objevit i v dospélosti.

Pricinou je porucha tvorby reaktivnich metabolitt
kysliku.
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Cesta leukocvtu do mista zanetu
' ' Migration through '

i 'Integrin activaion ~ Stable
g by chemokines ~adhesion ~endothelium

E Integrin |
(low-affinity state) :
- » ,; Blood flow >

Integrin (high-
affinity state)

Leukocyte

Proto- 4 Integrin B
glycan ! ligand d4a
@ a aq 4
\‘? 2 @ ",' @ ® @\
_ ; 2 R .7 9 @ Chemokines 3
Cytokines =y # Dp O— o
(TNF, IL-1) . ] . N 9 ©a
Macrophage stimulated Fibrin and fibronectin——
by microbes (extracellular matrix)
© Elsevier 2012. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 7e www.studentconsult.com



Zanet

fylogeneticky stara a monoténni obranna
reakce

efektorovy mechanismus nejen vrozené, ale i
adaptivni imunity

rozvoj zanetu:

— rozpoznani nebezpecného podnétu

— vyhodnoceni charakteru podnétu a rizika

— vyliti granul, transkripce genu, ..

kazdy zanét ma imunopatologickou slozku



Zanét-
komplexni obranna reakce systému
vrozené imunity

* na infekci bakterialni, virovou, parazitarni,
* na poskozeni tkani fyzikalnimi a chemickymi faktory

* na efektorové stadium adaptivni imunitni reakce

Sméruje k odstranéni skodliviny a k obnové
poskozenych struktur a funkci



Zanet

rychla odpoved 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 zaneéetu

* 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 bunék —

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



Klasické znamky zanéetu

Bolest
Zarudnuti

Otok
Horecka



Zanét - 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)

Zmeny regulace teploty (nékteré mediatory
pusobi jako pyrogeny)




Vliv prozanétlivych cytokinu

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

Ovlivénim hypotalamického centra termoregulace se zvysuje
télesna teplota

— Aktivator metabolickych pochodl v bunkach IS: indukce exprese heat
shock protein (HSP) (pomoc pfi skladani nativnich nové
syntetizovanych proteint do spravnych konformaci)

Aktivace osy hypothalamus — hypofyza nadledinky — mobilizace
tkanového metabolismu

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

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



Hlavni udalosti v miste zanétu

* Hlavni roli hraji slozky nespecifické imunity

— Vznik vasoaktivnich a chemotaktickych latek, casto
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 prostord.



Iniciace zaneéetlivé odpovedi

Steps of the
Inflaammatory Response

The inflammatory response is a body’s
second line of defense against invasion
by pathogens. Why is it important that
clotting factors from the circulatory sys-
tem have access to the injured area?

EJ Phagocyies engulf
bacteria, dead cells,
and cbllular dcbns.

n Plat.elels mosve ot of
the capillary to seal the
wounded area.

F2 Histamines cause capil-
laries 1o leak, releasing
phagocyres and clotting
factors into the wound.

people.eku.edu/ritchisonqg/301notes4b.html



http://people.eku.edu/ritchisong/301notes4b.html

Laboratorni znamky zanétu

leukocytoza,

zvysena FW

zvysené hladiny reaktantu akutni faze
snizené hladiny zeleza a zinku v plazmé



Proteiny akutni faze

Jejich hladina se zvysuje v dob akutniho
zanetu

Jsou produkovany hlavné jatry pod vlivem IL-1,
IL-6, TNF-al

Nejznameéjsi a diagnosticky nejcasteéji
vyuzivany: C-reaktivni protein (CRP)

Dalsi: soucasti komplementového systéemu,
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 pri rozpadu tkani
a napomahaji jejich odstranovani fagocytozou
Zvysena syntéza:

sérovych transportnich proteinu: ceruloplazmin,
feritin

Antimikrobildnich proteinl — hepcidin
Snizuje se tvorba albuminu, prealbuminu, transferinu



Mediatory zanéetlivé 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. arachidonoveé -
vazodilace, ovlivnéni permeability.



Monitorovani akutniho zanetlivého procesu

Télesna teplota
Sedimentace erytrocytu (FW)
Pocet leukocytu v krvi

/meny spektra sérovych bilkovin

v elektroforéze (pokles albuminu, vzestup ol a
a2 globulinu)

Sledovani hladin proteint “akutni faze”



Prezentace Ag

Antigeny jsou molekuly, které vyvolaji imunitni odpoved.

Antigeny jsou vetsinou proteiny Ci glykoproteiny, nebo
polysacharidy.

Antigeny pochazejici z vnejsiho prostredi se do organismu
dostanou pres gastrointestinalni trakt, respiracni trakt, kuzi
nebo arteficialné napr. injekcne.

Antigeny vnitfni se nachazeji pfimo v burikach, muze se
jednat napr. o proteiny kddované virovymi geny nebo proteiny
kodované mutovanymi geny v nadorove zmenéenych
bunkach.



Antigen prezentujici bunky

* Konstitutivni:
— Dendritické bunky
— Monocyty, makrofagy
— B-lymfocyty
* |Inducibilni:
— Vaskularni endotelové bunky
— Epitelové a mezenchymalni bunky



Dendritické bunky

Jsou mostem mezi prirozenou a adaptivni
Imunitou

Presentace antigenu T lymfocytum —
adaptivni imunitni reakce

Zdroj kostimulacnich signalu

Podpora vrozené imunity (interakce s NK,
NK-T, T-lymfocyty y0)



APC

Antigen Cross- Teel

capture presentation response
Infected cells ~ Dendbritic cell

and viral "

antigens picked
up by host APCs

Virus-specific
CD8* T cell
infected cell
Costimulator

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

Viral antigen



Adaptivni imunita:
charakteristické rysy

Specificnost:

Prirozena imunita: Jsou rozeznavany struktury,

které jsou stej

né u rady cizorodych agens

(PAMP)

Adaptivni imunitni systéem naproti tomu

poznadva a odlisuje ruzné epitopy antigenu (T-, B-)




Adaptivni imunita: specificnost

VSechny faze adaptivni imunitni reakce (poznani
antigenu, aktivace lymfocytu, efektorove
mechanismy) jsou zaméreny na konkrétni
antigenni determinantu (epitop)

Lymfocyt ma genetickou informaci pro jeden
,antigenni receptor” zajistujici tvorbu tisice
identickych kopii tohoto receptoru.



Adaptivni imunita:
charakteristické rysy

Rozsah repertoaru:

Adaptivni imunitni systém je

schopen odlisit (TCR, BCR lymfocytti) vice nez 107-8
epitopl antigend.

* Schopnost poznat rizné antigeny je takrka

* neomezena. Odhaduje se, ze adaptivni imunitni systém
dokaze odlisit cca 10*%-1> epitopd.

* Priciny diverzity:
* Somatické rekombinace (somatické preskupovani genu).
 Mutacni mechanismy.



Vrozena imunita:
charakteristicke rysy

Autoreaktivita:
Adaptivni imunita se vytvorila k poznavani
»Cizich “ mikroorganismd, ale také vlastnich

molekul.

Pamét:

Vytvoreni imunologické

pameéti je pro adaptivni imunitu priznacnée
— primarni a sekundarni reakce, ,,booster”.




Adaptivni imunita:
charakteristickeé rysy

Receptory:
U adaptivni imunity receptory lymfocyti T a B
vznikaji somatickym preskupovanim genda.




Lymfocyty T a B jsou zakladnimi operacnimi jednotkami
adaptivni imunity

* T-lymfocyty jsou zameéreny na intracelularni
antigeny

* T-lymfocyty ovlivnuji dalsi bunky predevsim
pusobenim cytokint

* B-lymfocyty na extracelularni antigeny
* B-lymfocyty produkuji imunoglobuliny



Vyvoj lymfocytu v thymu

subcapsular
region

cortex

cortico-
medullary
junction

medulla

o

PYE T v

Immature CD374°8"
double-negative thymocytes

o0 o

Y Immature CD3*4*8"
double- positive thymocytes

*,..-32% /

Mature CD4*8™ and CD478"*

thymocytes
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IO venule z:o;}

Cortical
epithelial

cell mediates
positive
selection

Dendritic
cell mediates
negative
selection

medullary
epithelial
cell
macrophage

Figure 513 The Immune System, 2/e (© Garland Science 2005)




Kostimulacni signaly nutné pro
aktivaci T lymfocytu

-Antigen recognition. T cell response.

CD28
"Resting"
(costimulator- —? 2 _ ——
deficient) Naive
APC T cell

: . Nn response
Activation of APCs by microbes, or anergy

innate immune response
Effector
T cells _mda@X
=> " ‘.Y
&
IL-2
N
hﬁ B ﬁb.

B Activated *
T cell survival,

B7 CD28

APCs:
increased
expression of 4
costimulators,
secretion of
cytokines

I
Cytokines
(e.g.,

IL-12) proliferation
and differentiation
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Vazba CD40 — CD40L

T cells recognize :
antigen (with or 084?04&'; B‘gﬁ’feg’ e Activated DCs
without B7 0 DC o stimulate T cell
costimulators), 2 f BTexprestglon proliferation and
causing expression a o c’y fg‘g;eefn differentiation
of CD40L on T cells

_ Enhanced T cell
Cytokines . proliferation
&@ and differentiation
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Antigen . .Lymphocyte' " Clonal . . " Effector
recognition activation expansion Differentiation functions
Activation of
Naive  ——— = macrﬂphagES,
CD4+ B cells,
Ef[f)ictor other cells;
i . -
A > S inflammation

“-IL 2R

“r Cytokines
(e.g., IL-2)

CD4+
T cell

Killing of

> infected
"target cells";
Effector macrophage

CD8* T cell activation
(CTL)

CD8+
T cell

Memory
CcDs*
T cell

Lymphoid organ Peripheral tissue
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Thl, Th2 a Thl7 lymfocyty

Signature Immune Host Role in
cytokines reactions defense diseases
Autoimmune
Macrophage diseases;
TH|1| == |FNy activation; ln;{%?ggg';” tissue damage
ce lgG production associated with
chronic infections
Mast cell,
eosinophil
| E‘Ct""ﬂ““?? ~ Helminthic Allergic
q'al?;?n;t(i:vg'n’ parasites diseases
macrophage
activation
Neutrophilic, Extracellular Organ-specific
monocytic bacteria; autoimmunity
inflammation fungi

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



Cytotoxické T-lymfocyty

e Jsou CD8+

* Rozeznavaji cizorody antigen prezentovany na
HLA-I antigenech.

e Cytotoxicky pusobi perforin, dale ruzné
mechanismy indikujici apoptozu cilové bunky
(granzymy, FasL, lymfotoxin).

* Jsou i dulezitymi producenty cytokinu (Tcl a
Tc2 bunky)



Diferenciace efektorovych
cytotoxickych T lymfocytu

CD4+ helper T cells
produce cytokines
that stimulate
CTL differentiation

Differentiated CTLs

CD4+ helper T cells  5py0. &
enhance the ability G
of APCs to stimulate
CTL differentiation

cDst
T cell Differentiated CTLs

& ¢
5o

Cytokines

CD4+ helper T cell
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Mechanismy ,,zabijeni” cytotoxickych
T lymfocytu

Perforin/
granzyme—
mediated
cell killing

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

“Granzymes enter
Granzymes———-‘r—%
Perforin 7/ target cell cytosol,

Serglycin=~ % activate caspases

" Fas/Fasl—
mediated
cell killing

_ _ Apoptosis
FasL on CTL interacts of target cell

“with Fas on target cell

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



B lymfocyty

zakladnimi bunkami specifické humoralni
Imunity

primarni funkce - produkce protilatek —
imunoglobulinu (lg)

lg- zaméreny proti mikroorganismum nebo
jejich toxinum pusobicich v télnich tekutinach
Ci dutinach tj. mimo bunky



£ A
BCR receptor <

P e Sklada se ze dvou
Heavy X Elrrfjﬁ-sn-e
chaln AnBgen-

identickych tézkych
retézcu a dvou
identickych lehkych
retézcu

nindling site

compisment-{,
birding sitas |

e Na kazdém retézci
_ jsou variabilni a
T konstantni oblasti

4 |l
Tall plece=” ¢ ¢
[Hswifide bond ——-

Ig domain ,
i P
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Protilatky

* |g existuji ve dvou formach:

— membranove vazané na povrchu B-lymfocytu , kde
funguji jako receptor pro antigen

— sekretované, které jsou v cirkulaci, tkanich,
mukoze

— jsou sekretovany plazmatickymi bunkami, které
vznikaji z B-lymfocytu po jeho aktivaci a dalsi
diferenciaci

— Vazou se na Ag a aktivuji efektorové mechanismy
vedouci k eliminaci Ag



~ Spleen,
other
lymphoid

organs

Mucosal

tissues,
peritoneal
cavity

B cells

IlgM

d
(4

Marginal
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(4
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+ helper T cell
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T-independent,
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lzotypovy presmyk a funkce
jednotlivych Ig

Folikularni Th
lymfocyt

@ Cytokines

Mucosal tissues;
cytokines,
(e.g., TGF-3, APRIL,

“lsotype IFN-v|[IL-4] " "BAFF, Dthers)
~switching }
Q = 1a MQ Q

IgG subclasses
(lgG1, IgG3)

Principal | Complement Fc receptor- Immunity Mucosal
effector activation dependent against immunity
: phagocyte helminths (transport of
functions responses; IgA through
complement Mast cell epithelia)
activation; degranulation
neonatal immunity (immediate
(placental transfer) hypersensitivity)
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Efektoroveé funkce protilatek

“ﬁ; Neutralization
'}_,= of microbes
and toxins

Opsonization and
phagocytosis
of microbes

Antibodies

B cell %y
"CE = §,—f
>4 AT

& o< T
3

Microbe

Antibody-
dependent cellular
cytotoxicity

Phagocytosis of
microbes opsonized

ﬁﬁD with complement
fragments (e.g., C3b)

< / csb
i . receptor
~ > e Inflammation I
Complement
B - -
- Lysis of microbes I

activation
L3> ©
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Adaptivni imunita: pamét

Zvyseni imunitni reakce po opakovaném setkani s
puvodnim antigenem.

Klonalni selekce — klonalni expanze
Diferenciace: terminalni efektoroveé bunky

eeo /

dlouze zijici pamétové bunky

Imunitni reakce
primarni
sekundarni (anamnesticka,“booster®)



Imunitni protilatkova odpoved

Primary ' ' Secondary
antibody response antibody response

First Repeat
infection infection Plasma

Short-lived plasma
cells in lymphoid M
~. organs - Low-level Long-lived emory
E a&i}mc{y plasma cells
9 Activated proguction in bone marrow
s
s Long-lived —= -
S plasma cells Memory
g in bone marrow| B cell
< [ | /7 nE 1 [ 7F [
0 7 >30 0 3 10 >30
Davs after
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Peptidoglykany
Tvar molekuly Y

Dva tézkeé a dva lehké retézce
spojené disulfidickymi mustky
Variabilni ¢ast — vazba Ag
Konstantni cast - urcuje
prislusnost Ig do tridy: - existuje
5 trid Ig: I1gA, I1gG, IgD, IgE a IgM

disulphide
bond

heavy chain

o —variable portion —

light chain



Vazba Ag a protilatky

* Nevazebné interakce
— Vodikové mustky
— lontoveé interakce
— van der Waalsovy sily
— Dipol-dipol

* |Interakce mezi antigenem a protilatkou zavisi
na pH, iontoveé sile a pritomnosti dalsich latek
napr. detergentu, chelatotropnich Cinidel ...



Imunochemické metody

Podstatou je interakce Ag a protilatky (lg) in
vitro za tvorby imunokomplexu

Moznost stanovit pritomnost a koncentraci jak
protilatek tak antigenu

Reakce je vysoce specificka, tj. vysoce citliva
MuUze vznikat precipitat, aglutinat Ci
imunokomplex

Pro provedeni techto reakci potrebujeme
predem pripravené protilatky — tzv. antiséra



Rozdeleni imunologickych laboratornich metod

serologické (humoralni) - detekce antigenu a
protilatek, tvorba protilatek proti infekénimu
agens |

5 >
- \ e, a
) { ] & > LY )
cr L‘) b 4 < P, =

bunécné - pocty a funkce jednotlivych typu
leukocytu

% (@ ﬂ%o

Monocyte Lymphocyte Neutrophil Eosinophil Basophil




Adaptivni imunita: autotolerance

Lymfocyty, které by poznavaly ,vlastni“ antigeny
jsou bud odstranény nebo inaktivovany.

Imunologicka tolerance centralni.
Imunologicka tolerance periferni.

Prolomeni tolerance — autoimunizace.



IMUNOLOGICKA TOLERANCE

Destrukce nebo inaktivace lymfocytli s BCR nebo TCR,
které poznavaji a vazi epitopy vlastnich antigent

CENTRALNI PERIFERNI (T-i B-)
— T lymfocyty Anergie
* thymus k uplné aktivaci lymfocytl chybi
— negativni selekce druhé, kostimulacni signaly
— B lymfocyty Suprese

* kostni dfen reaktivita lymfocyt( je tlumena tzv.

— negativni selekce Treg



Lymfocyty T i B primarné neodlisuji vlastni a cizi

thymus kostni dren

lymfocyty namifené proti vlastnim antigeniim jsou odstranény pfi
y,hegativni selekci” apoptoézou

\Z

centralni tolerance

lymfocyty namifené proti vlastnim antigenim proniknuvsi do periferie
jsou utlumeny (anergie, suprese)

\%

periferni tolerance

>




prolomeni tolerance

nevhodné geny nevhodné prostredi
determinuijici specifickou zevni i vnitrni
reaktivitu na autoantigeny
i obecnou vnimavost
k autoimunitnim reakcim

AUTOIMUNITNIi CHOROBA



L STUNEAST CONSULT

Type of
hypersensitivity

Pathologic immune
mechanisms

Mechanisms of tissue
injury and disease

Immediate
hypersensitivity
(Type 1)

TH2 cells,IgE antibody, mast cells, eosinophils

Mast cell . IgE

Mediators

Mast cell-derived
mediators (vasoactive amines,
lipid mediators, cytokines)

Cytokine-mediated
inflammation (eosinophils,
neutrophils)

Antibody-
mediated
diseases

(Type 1)

IgM, IgG antibodies against cell surface or
extracellular matrix antigens

Inflammatory cell

Complement- and Fc receptor—
mediated recruitment and
activation of leukocytes
(neutrophils, macrophages)

Opsonization and
phagocytosis of cells

Abnormalities in cellular
function, e.g., hormone
receptor signaling

Immune
complex—
mediated
diseases

(Type IIT)

Immune complexes of circulating antigens
and IgM or IgG antibodies deposited in
vascular basement membrane

Neutrophils

Antigen-antibody complex

Complement and Fc receptor-
mediated recruitment and
activation of leukocytes

T cell-
mediated
diseases

(Type IV)

1. CD4+ T cells (delayed- hypersensitivity)
2. CD8* CTLs (T cell-mediated cytolysis)

Macrophage

o T cell
§ o

o 1e)
Cytokine

OO Y O§ 0¥

1. Macrophage activation,
cytokine-mediated
inflammation

2. Direct target cell lysis,
cytokine-mediated
inflammation
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Imunopatologické reakce humoralni
- S ucasti Igk protilatek

* Atopie — reakce typu 1 nebo téz precitlivélost casného
typu

e K reakci dochazi velmi rychle po setkani s Ag (minuty)

* Spojen s tvorbou IgE proti nékterym antigenim
alergenlm z vnéjsiho prostredi:
— slozky pylovych zrnek
— antigeny roztocl z domaciho prachu
— potravinové antigeny
— zvireci srst

— Vétsina alergen( proteiny nebo glykoproteiny s
enzymatickou aktivitou



ALERGICKA PRECITLIVELOST neboli
precitlivélost prvniho typu

/prostredkovana Igk -atopicka

e atopie je individualni nebo rodinny sklon k tvorbé
protilatek IgE jiz na mala mnozstvi alergenu, obvykle
proteinu

* typické projevy —senna ryma, bronchialniho astma
rhinokonjunktivitida

* syndromu alergického ekzému/dermatitida

neatopicka
 hmyazijed, helmintozy, |€éky,...



Type-| hypersensitivity

IL-4 drives B cells to Acute release of mast cell
Pollen-specific IgE Second
proa,uu llgs In response binds ! ! cel 10 eomel:ls e:#m allergic

iy

© 1997 Current Bigiqgy Ltd. / Garland Publishing, Inc.

* Pri prvnim setkani s alergenem je dany alergen rozeznam imunitnim systémem jako
Ag, dojde k aktivaci IS a tvorbé IgE protilatek a alergeny se navazi svym Fc koncem
na Fc epsilon receptory zirnych bunék.

* Pri dalSim setkani s alergenem dojde k vazbé alergenu na navazané IgE na zirnych
bunikach, to zpusobi pohyb Fc epsilon receptorli na membrané, jejich konformaéni
zménu, coz vSechno v dlsledku vede k aktivaci zirné buriky, tj. vyplaveni mediatoru
pfipravenych v zirné bunce, které ovlivni okolni tkané a bunky.



Diagnostika atopické precitlivelosti

Anamneéza

Celkovy a specificky IgE

Eosinofilie

Specifické Igk

Test aktivace bazofilu

Eosinofilni kationicky protein v séru

Kozni testy

Provokacni a eliminacni testy

Vysetrovani NO ve vydechovaném vzduchu



Nejcastejsi alergeny
Inhalacni:
— Pyly — traviny, stromy, plevele
— Roztoci domaciho prachu
— Zvireci alergeny
— Plisné
Potravinové
— Mléko
— Vejce
— Orechy
— Morské plody
Léky
— Penicilinova antibiotika, lokalni anestetika
Injekcni
— Jed blanokridlého hmyzu



ALERGENY-taxonomie

prvni tri pismena=rod dalsi pismeno=druh
arabske cislo=identifikacni poradi

Phl p 1-13 Phleum pratense (bojinek, timotejka)

Bet v 1-7 Betula verrucosa (briza)

Asp f 1-34 Aspergillus fumigatus

Der f 1-22 Dermatophagoides pteronyssimus -
(roztoci)

Fel d 1-7 Felis domesticus
Api m 1-10 Apis mellifera (Celer)
Ara h 1 Arachis hypogaea (bursky orech)



Alergeny vyvolavajici pozdni typ
precitlivelosti
* Reaktivni chemikalie obsazené v
lécich, kosmetickych vyrobcich,
natérovych hmotach, soli nékterych kovu

silice rostlin

* Vznik kontaktni alergie — diferenciace do Th1l
lymfocytu



Alergeny mohou zpusobovat ruznou
reakci
e Vetsina alergenu proteiny nebo glykoproteiny
s enzymatickou aktivitou

 Komplexni organické slouceniny — protilatkova
odpoved

* Anorganické latky (kovy) — bunécna odpovéd’



Autoimunitni choroby



Autoimunitni choroby

 onemocneéni, pri kterém autoprotilatky nebo
autoreaktivni T-lymfocyty vedou k poskozeni
vlastnich bunék nebo tkani

e postihuji 5-7% populace, predevsim zeny



Autoimunitni choroby

Systémové

Organoveée specifickeé

Rada onemocnéni ma intermedidrni
charakter s postizenim nékolika organu.



Serologicka diagnostika
autoimunitnich chorob

Vnitrni stimulace imunitniho systému

V jejim dusledku vznikaji autoprotilatky
Jsou zameéreny proti télu vlastnim tkanim
Zpusobuji zanétlivou reakci

Protilatky jsou zaméreny proti:

— organum

— tkanim

— trombocytim



Patogenetické mechanismy
autoimunity

Pet fazi:

Faze predispozice
Iniciace lokalni imunologické reaktivity

Nekontrolovana produkce autoreaktivnich T- a
B-lymfocytu spojena s vytvorenim
autoprotilatek

Efektorova faze
Udrzovani choroby



Prevalence autoimunitnich chorob

(Mackay IR, BMJ 2000; 321: 93-96)

Choroby stitné zZldazy: > 3% dospelych Zen
Revmatoidni artritida: 1% celkové populace, prevaha Zen
Primdrni Sjégrendv syndrom: 0,6-3% dospélych Zen

Systémovy lupus erytematosus: 0,12% celkové populace, prevaha Zen

Roztrousend sklerdza: 0,1% celkové populace, prevaha Zen
Diabetes I. typu: 0,1% déti

Primdrni bilidrni cirhdza: 0,05-0,1% Zen stredniho a starsiho
veku

Myasthenia gravis: 0,01% celkové populace, prevaha zen



Klasifikace autoimunitnich chorob

e Systémova:
Lupus Erythematodus, Sklerodermie,
Revmatoidni artritida

* Organove specifické:
Hashimotova choroba, Perniciozni anémie,
Addisonova choroba

* Prechodny typ:
Myastenia Gravis, Idiopaticka leukémie,
Juvenilni Diabetes



Diagnostika AlO obecné

Klinika
Nalez autoprotilatek

Histologicky nalez



Laboratorni diagnostika autoimunitnich
chorob

« ELISA
» NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE (IF)

* IMMUNOBLOTING (IB)



Serologické metody

1. Klasické serologické metody
- Aglutinace (pfima / nepfima)
- Precipitace (v kapaliné, v gelu)
2. Imunochemické metody s naslednou detekci

- Imunofluorescence (pfima / nepfima)
Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)
Imunoblot, imunodot

3. Metody zalozené na efektorovém ucinku
protilatek (vyuzivané v klinické mikrobiologii)

Komplement fixacni reakce
Inhibi¢ni a neutralizaCni testy



Imunofluorescence

Zdroj:

hd Lu m i n isce n Ce www.chemiaasvetlo.sk/teoria

/chemiluminiscencia/

Jev, pfi kterém latka emituje zareni po absorpci excitacniho zareni
(Fotoluminiscence) nebo pri chemické reakci (Chemiluminiscence)

Zdroj: www.infobiologia.net/2017/01/bioluminiscencia-animales-bacterias.html

Fluorescence emise zareni kratce po excitaci (108 az 10 s)

Fotoluminiscence
Fosforescence emise zareni trva deli dobu (102 s a7 dny)



|

FITC-labeled
anti-human
antibody

CLOTTED
g 0D

Zakladni princip

FITC-labeled
anti-human
antibody

Specific human
antibody

Inkubace -
Promyti >
Kryci sklicko

Specific human
antibody

Cell with antigen




Protilatka s navazanym fluorescenénim barvivem
(fluorochromem)

Nejcastéji pouzivany fluorochrom je FITC
(fluoresceinizothiokyanat)

excitacni/emisni vinova délka 495/520 nm (zelené svétlo)
Konjugat je urcen na specificky vazbu pro urcitou tridu
imunoglobulinl (I1gG/IgA) — vybérem konjugatu
stanovime protilatky jen této tfidy
Pro nékteré autoimunitni onemocnéni ma klinicky
vyznam vyskyt autoprotilatek v izotypové tridé IgA
(napfr. celiakie)

Specific human
antibody

Cell with antigen

FITC-labeled
anti-human
antibody




@ytoBead®

Imunofluorescence

Antigenni substraty pouzivané pri neprimé IF
» Bunky HEp2 (Human Epithelial) — detekce ANA

- odvozené z linie Hela (karcinom délozniho Cipku)

- rychle se délici bunky, v mitdéze pozorovatelna
chromatinova desticka — dulezity znak pro
odliSeni jednotlivych typu ANA

Neutrofilni granulocyty — detekce ANCA

Crithidia luciliae — prvok, detekce protilatek proti dsDNA

Opici jicen — detekce EMA

LKS (liver, kidney, stomach) — detekce AMA, ASMA, GPC, RET, ...

YV V V V

- kombinace 3 krysich tkani: jatra, ledviny, zaludek



ANA (Anti Nuclear Antibodies)

e Velka skupina protilatek

e VAzZise naruzné antigeny v jadre (DNA, RNA, centromery, ...)

* Vyskyt pfi rlznych autoimunitnich onemocnénich (systémovy lupus erytematodes,
Sjogrenllv syndrom, revmatoidni artritida, ...)

Dry eyes,
damage to
eye surface

Sjogren's

?mdrome

Dry mouth,
E - i%reased
NG 3008 tooth decay

Fluorescencni obraz v mikroskopu mUize vypadat stejné nebo podobné u riznych
protilatek — pokud vidime urcity obraz, nevime jesté, o jakou autoprotilatku se jedna
(na jaky antigen se vaze), k jejimu blizSimu uréeni mohou pomoci jiné metody (ELISA,
ImunoBlot)




Antinuklearni autoprotilatky (ANA)

* Reaguji a molekulovymi terci pritomnymi v
jaderném aparatu bunky

e Vyskyt u systémovych nemoci
* Infekce EBV, CMV
* \/yskyt roste asymptoticky s vékem

* VetsSinou imunofluorescencni stanoveni na Hep-2
bunkach — bunécna linie odvozena od lidského
karcinomu

* \lysetreni IF



Schéma Hep-2 bunky

smooth
nucleolus endoplasmic

centrioles reticulum

nucleus

lysosomes

chromatin ~,
cell Golgi
membrane apparatus
anchoring
+_
cytoplasm V proteins

stress proteins
(tropomyosin)
mitochondrion
peroxisome

rough cytoskeleton
endoplasmic . i
reticmf;um microtubules ) free (actin)
huclear ribosomes
membrane

nuclear pore




Typ: Homogenni
antigen :

histony - bazické proteiny asociované s DNA
polynukleotidy - dsDNA, ssDNA
Ku - DNA vazebny protein

klinické asociace :
SLE, léky indukovany lupus, RA

143



negativni obraz




Laboratorni diagnostika autoprotilatek e‘? D Y N "E X

VN T FE CH N O L 0 G I E S

Fluorescencni obraz na Hep-2

HOMOGENNI Polynukleotity - dsDNA, ssDNA
Histony - H1,H2A ,H2B, H3,H2A-H2B komplex




Laboratorni diagnhostika autoimunitnich
chorob

* ELISA
o NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

* IMMUNOBLOTING



Autoprotilatky - RF

Revmatoidni faktory — rozpoznavaji epitopy na
~c ¢asti molekuly 1gG

munopatologicka zanétliva reaktivita v
cloubech

Vytvareni komplexu s autolognimi IgG, vazba
na Fc fragment na makrofazich, tvorba
prozanétlivych cytokinl — zanét

Podobné stafylokokovému proteinu A



Antifosfolipidovée protilatky

* Vznikaji pri infekénim poskozeni vlastnich tkani
— odhaluji se fosfolipidové struktury, které by
byly normalné nedostupné — charakter autoAg

* Protilatky vznikaiji proti:
— Kardiolypinu
— Fosfatidylserinu
— Etanolaminu
— Kys fosfatidové
— B2 glykoprotienu



Prevalence protilatek proti stitné zlaze

Onemocnéni | TSH Anti-TPO Anti-TG Anti -
TSH-R

Hashimotova N (V) 60-90% 30-40% 0%
thyreoiditida

Graves- J T ™ 60-70% 10-20% 80-100%
Basedowova
choroba

Normalni - - - 5-15% 4-8% 0%
populace

Stanoveni autoprotilatek: ELISA — metody



Imunitni reakce na nadorové bunky

Akutni zanét

DAMP nadoru — prozanétlivé cytokiny, ROI, RNI
destrukce nadorovych bunék, utlum angiogenese
a metastatické schopnosti

Bunky NK
Bunky NKT
T-lymfocyty y/0, /3

Lymfocyty B




Stimulace imunitni odpovédi u nadoru
vede k

e Zniceni klont nadorovych bunék

* Odstranéni nadoru

X

* Nadorove bunky vznikaji z vlastnich bunék
* Mala exprese Ag

e Slaba imunogennost

* Silna imunitni odpoved vznika pouze u
onkogennich viru



Imunitni systéem a maligni nador

Imunologicka uprava nadoru (cancer immunoediting):

Stadium imunitniho dozoru (immunological surveillance) — eliminace maligné
transformovanych bunék.

Vytvoreni rovnovahy mezi imunitnim systémem a nadorem, selekce rezistentnich
mutantl — populace nadorovych bunék konstantni, pod Urovni klinické
detekovatelnosti

Imunitni systém neni schopen burky eliminovat, m{ze trvat az 10 let( melanom,
nador prsu)

Unik malignich bunék pfed imunitnimi reakcemi — klinicky detekovatelné

Klonalné expandujici nadorové buriky jsou geneticky znacné nestabilni a snadno
u nich dochazi k chromsomalnim aberacim



Elimination Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

une selection

Cancer immunoedition

Dunn GV, Bruce AT, lkeda H, Old LJ, Schreiber RD:
Nature Immunology 2002; 3:991-998



Bunécna imunita proti nadorum

Ag nadorovych bunék zachyceny APC
Prezentace Ag na komplexech MHC-II. tridy

Komplex MHC Il.tridy a peptid — rozpoznan
CD4+ T-lymfocyty
Aktivované T-lymfocyty — produkce cytokind,

které jsou 2.sighalem pro konecnou
diferenciaci cytotoxickych CD8+ T-lymfocytu



NK - bunky

NK bunky (natural killers, prirozeni zabijeci)

In vitro : lyza bunék napadenych viry i
nadorovych b.

Cil:

— Bunky, které neexprimuji MHC I.tfidy

— bunky, které jsou obaleny IgG protilatkami
Aktivitu NK bunék zvysuiji IL-2 a IL-12



Poruchy imunity

* Rozpoznavani vlastniho od ciziho — pri poruse
autotolerance = autoimunitni onemocnéni

e Rozpoznavani pozmenénych bunék — pri
poruse imunitniho dohledu = nadorova
onemocheéni

* Rozpoznavani skodlivého a neskodného — pri
poruse obranyschoposti = atopie, alergie,
imunosuprese, imunodeficience



IMUNODEFICIENCE

PRIMARNI SEKUNDARNL
(VROZENE) (ZISKANE)

Zvysena vnimavost k infekcnim agens
Nachylnost k malignim procestim
Autoimunitni projevy

Dysregulace imunitniho systemu



Varovné znamky primarnich imunodeficienci

-Otitis media osmkrat a castéji za rok
-Pneumonie alespon dvakrat do roka

-Opakujici se infekce hluboko v tkanich nebo na
neobvyklych mistech (svaly, jatra)

-Infekce vyvolané oportunnimi mikroby
-Abnormalni reakce na zivé vakciny
-Neuspéch cilené antibiotikoterapie
-Rodinna anamnéza



Klinickd manifestace imunodeficienci

Casty vyskyt zavaznych infekénich komplikaci: pneumonie
(nejméné 2x rocné), otitis media (az 8x rocneé) sinusitidy,
meningitidy, abscesy hluboko v tkanich nebo na
neobvyklych mistech — svaly, jatra.

Infekce mohou byt zplsobeny atypickymi agens
(oportunnimi patogeny).

Infekce Spatné odpovidaji na konvencni léCbu antibiotiky.
Zvysena frekvence banalnich infekci.

Abnormalni reakce na zivé vakciny

Casté&ji nez v béZné populaci se objevuji néktera nddorova
onemocneéni.

Rodinna anamnéza



Diferencialni diagnostika PID

HUMORALN( BUNECNE FAGOCYTARN{ KOMPLEM
KOMBINOVANE ENT.
vyskyt 70% 20% 9% 1%
veék <6 m 0...<2r 0..<2r kdykoli
priznaky tézke resp. inf. omfalitidy autoimunitn
respiracni inf. pneumonie adenitidy I 0.
otitidy dermatitidy pyodermie SLE
pneumonie prﬂjmy otitidy P?DQEHHI
oportunni inf. mf.’
edemy
infekce extracelularni | viry houby neisseria
echoviry houby enterobakterie spp.
mykobakterie
komplikace | echovirové inf. | nadory rizné ruzné
nadory autoimunitni o.
autoimunitni
Q.
preziti dospélost ranné détstvi rizné ruzné
choroby sIGAD SCID CGD HAE
XLA LAD

CVID




Vysetrované parametry v
imunologické laboratori

Hladiny imunoglobulinti

Hladiny C3, C4 slozek komplementu v séru
Aktivace komplementu klasickou a alternativni
cestou

Zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci
ProliferaCni schopnosti, produkce cytokinu
Burst test

Myeloperoxidaza



