Z.anét, fagocyty, komplement

(Milan Ci)



Z.anét



Z.anét

Télo je pred poranénim/proniknutim mikroorganismu chranéno
fyziologickymi a fyzikalnimi bariérami.

Kiize — keratinocyty, pot (promyvani, mastné kyseliny)

Gl trakt — nizké pH v zaludku, mastné kyseliny, zlu¢ové kyseliny,
piirozena sttevni mikroflora

Dychaci trubice — rasinky, mukozni pokryv

Nosohltan a oko — mukoézni pokryv, sliny, lysozym v slzach
(hydrolyza peptidoglykant)

Pokud dojde k prekonani téchto bariér - zanét, imunitni reakce.




Z.anét
Definice:

Souhrn imunitnich a fyziologickych reakci na poruseni integrity organismu, které¢ vedou
k lokalizaci poSkozeni, ochrané poskozeného mista a k jeho zhojeni.

Vznik zanétu:

* Antigenni podnét (infek¢éni mikroorganismy)
* Poranéni chemickymi nebo fyzikdlnimi vlivy
* Ischemie organt a tkani

Klasické projevy lokalniho zanétu:

* Rubor = z€ervenani

* Tumor = otok

* Dolor = bolestivost

e (Calor = zvySeni mistni teploty

Druhy zanétu:

* Akutni — fyziologicka obranna reakce; odezni bez nasledki a poranéna tkan se
kompletné zhoji
* Chronicky = obvykle patologicky; tkan je do ur¢ité miry nahrazovana vazivem;
mulZe byt 1 tzv. sterilni, bez pfitomnosti mikroorganismi



Proces zanétlivé reakce

Prvni signaly k rozvoji zanétlive reakce davaji:
1. Degranulované tkanove zirné bunky
2. Fagocyty

3. Latky uvolnéné z poskozenych bunék a mezibunééné hmoty



Déje doprovazejici zanét

Zvyseni permeability cév, prostup plasmatické tekutiny do extravaskularniho
prostoru a otok.

IIIII

Faktory uvolnéné z poskozenych bunék aktivuji koagulaci. Hlavnim principem
je pireména rozpustné bilkoviny fibrinogenu na nerozpustny fibrin.

Aktivace fibrinolytického systému — zabranéni Sifeni srazeni krve mimo mista
poranéni. Pri fibrinolyze se z inaktivniho plasminogenu vytvaii enzym
plazmin, ktery stépi fibrin na fadu mensSich polypeptidii, a tim snizuje
kompaktnost krevni srazeniny, eventualné krevni srazeninu ¢astecné rozpousti.

Aktivace kininového systému — aktivovany koagula¢ni faktor XII ptsobi
na prekalikrein, vznika kalikrein, nasledné bradykinin, ktery zvysuje
permeabilitu kapilar.

Zvysena exprese adhezivnich molekul na endoteliu — zachycovani fagocyti,
pozdéji lymfocyti.



Déje doprovazejici zanét
Aktivace komplementového systému.
Aktivace fagocytii.
Ovlivnéni mistnich nervovych zakon¢eni (bolest).
Zvysena syntéza metaboliti Kyseliny arachidonové (TX, LT, PG).

Zmény regulace teploty (horecka). Je vyvolana stimulaci hypotalamového
centra prozanétlivymi cytokiny. Nasledné je aktivovan tkanovy metabolismus
mobilizaci 0sy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (ktira nadledvin — steroidy,
antistresovy hormon Kkortizol). Zvysena teplota sama zvysuje metabolismus
imunokompetentnich bun¢k. Indukuje se exprese Hsp (Heat Shock Proteins).
Ty funguji jako tzv. chaperony — vazi se na nové syntetizované polypeptidové
fetézce a na intracelularni denaturované proteiny a napomahaji jejich
poskladani do nativnich konformaci.

Jatra vychytavaji stopové prvky dilezité pro rist bakterii.

Cytokiny produkované v misté zanétu stimuluji v jatrech produkci proteint
akutni faze (C-reaktivni protein, CRP; komplementové slozky C3 a C4; sérovy
amyloid P, SAP).



Koagulac¢ni kaskada
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Contact With Damaged Vessel Plasmaticky prekalikrein

Tissue Damage l

T Factor Xlla Factor XII » Faktor XII

Ca++ l
Fador VIl ——— Fador Vlla Factor XI FactorXia R
«—— Ca++ Plasmaticky kalikrein
Factor IXa Factor IX

Ca++, Pho spholipid
Ca++ Factor Vil o
Platlet Phospholipid ~ Vysokomolekularni

kininogen —— Bradykinin

Factor X—— Factor Xa Factor X

Ca++ Factor V
Fatelet Phosphdipid

Dilatace cév
Zvyseni permeability kapilar

Fibrinogen(Factor I}

Factorva T
FactorVllla

T

FProthrombin(Factor 1) —'>Thr0mbin _—
Fibrin
Cat++ {loose)

Fador XIl| ———— Factor Xllla ————

Fibrinclot
(tight)



Mechanismy obranného zanétu

Fagocytdza, faktory fagocyti

A

Komplementovy systém Reakce cévniho endotelu

~__ e

Prostanoidy «—— Mechanismy obranného zanétu ———— Kininy

/

Srazeni krve

Specificka faze zanétu
Nedegradované Ag Stépy jsou ve vazbé s MHC
proteiny prezentovany lymfocytlm.



Fagocyty



Historie

|. Me¢nikov — Fagocytoza a prirozena imunita — Nobelova cena 1908
poprve pouzit pojem fagocyt

fagocyty larev moiske hvézdice obklopily tiisku; fagocytdza a digesce
bakterii makrofagy a PMNS

puvod z feckych slov phagein — jist, cytos — bunka

http://fb.ru/article/214500/kratkaya-
biografiya-ili-ilicha-mechnikova-istoriya-
jizni-otkryitiya-dostijeniya-i-osobennosti-
deyatelnosti



Bunky imunitniho systému

Pluripotentni kmanova bunka

IL-3 : IL-3, GM-CSF
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Polymorfonuklearni leukocyty (PMNS)

« 40-65% vSech leukocytt (3-5 x 103 /ul krve)
 kratce zijici, v nadbytku v krvi, chybi ve zdravé tkani
 charakteristické jadro

« granulaa CD66 membranovy marker

* prvni obrannd linie v boji proti patogennim mikroorganismim

« fagocytoza, intracelularni zabijeni
e generovani RMK a RMD

« degranulace

» zanct, poskozeni tkani

« chemotaxe
s ﬂ?




Polymorfonuklearni leukocyty (PMNS)

* Primarni granula

— azurofilni

— charakteristické pro mladé neutrofily

— neutralni proteasy - cathepsin G, elastasa, proteinasa 3

— lysozym, defensiny, fosfolipasa A2, myeloperoxidasa
* Sekundarni granula

— specifické pro zralé neutrofily

— lysozym, NADPH oxidasa, laktoferin, elastasa, kolagenasa
« Terciarni granula

— gelatinasova

— na prednim konci migrujicich fagocytu

— gelatinasa (destrukce membran)
» Sekrecni vacky

— reservoar membranovych komponent



Eosinofily

Jejich tloha v organismu je nyni rozsahle diskutovana a prehodnocovana.
Puvodné — obrana proti parazitim (Cerviim)

 NADPH oxidasa (podobn¢ jako u neutrofili)
 Eosinofilni peroxidasa

« Hlavni bazicky protein a dalsi proteiny z granuli eozinofila



Monocyty / Makrofagy

» fagocytoza, zabijeni
» obnova tkani
 prezentace antigenu pro specifickou im. odpovéd
 charakteristické jadro a CD14 membranovy marker
 adheruji na plast a sklo
 aktivuji se plisobenim cytokint
« samy cytokiny produkuji
o likviduji I maligni

a pozménéné vlastni struktury




Aktivace fagocytii v zanétu

» SOS signaly

— N-fMLP

— PGs, LTs, PAF

— Komplement

— Prozanétlivé cytokiny
* Odpovéd fagocytl

— chemotaxe

— adherence

— diapedéza

— aktivace

— fagocytoza a zabiti




1. Klidovy stav 2. Rolovani 3. Aktivace 4. Adheze 5. Migrace

¢ o

Endotel
- Tkan
Selektiny Chemokiny Integriny
Rolovani Adheze Transendotelialni migrace
Integrin
(aktivni)
Integrin
(neaktivni)
v : LFA-1 VLIA-4
. PSGL-1 PECAML
PECAM-1
P-selectin ICAM-1 VCAM-1 '



Receptory na fagocytech

* komplementoveé receptory

* Fcreceptory

« Toll-like receptory

« chemotaktické receptory (fMLP)

* mandzove receptory rozeznavajici cukerne struktury na povrchu bakterii
a nékterych vir

e scavengerove receptory — rozeznavaji acetylované LDL



Chemotaxe a adherence
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ZabijeCské mechanismy fagocytu

Mechanismus

Specifické produkty

Acidifikace pH = 3,5 — 4,0 (bakteriostatické, baktericidni)

Toxické RMK Superomdo’vy ar_1|9nt, peroxid vodiku, singletovy kyslik,
hydroxylovy radikal, chlornany

Toxické RMD Oxid dusnaty

Antimikrobialni peptidy

Defensiny, kationické proteiny

Enzymy

Lysozym, kyselé hydrolasy

Dalsi

Laktoferin, protein vazajici vitamin B12

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




Aktivace NADPH oxidasy

Bunécna membrana

2H" Protonovy

&kana’l

NADPH NADP* + 2H*
—_— W

Cytosol



Tvorba neutrofilnich extracelularnich pasti (NETS)

LPS NADPH  NADP*+H*
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Dekondenzace chromatinu



Spravna funkce fagocytu je pro organismus nezbytna

Deficience ve funkcich fagocytd = téZzky prubéh banalnich
infekci

Priklad: CGD — defektni NADPH oxidasa
Naopak hyperaktivace fagocytu — problémy

poskozeni okolnich bunék a tkani reaktivnimi metabolity a
proteolytickymi enzymy



Komplement



Komplement: historie

Objeven vr. 1894 — 1899
Jules Bordet (1870-1961)

Pracoval V Mecnikové laboratori
(Pasteuruv ustav v Pafizi)

Serum z morcCat imunizovanych proti
cholefe ve zkumavkach aglutinovalo
Vibria cholerae (prikaz specifickych
protilatek k antigenu). Po vazbé na
Ag byly senzitizovany dalSi molekuly
(doSlo  k bakteriolyze) nazvané
Bordetem alexin, nyni komplement.
Komplement se vaze na Ag-Ab
komplex - to e podstatou
komplement fixaéni reakce.

Tato reakce se dodnes pouziva v
diagnostice infekCnich nemoci.



Komplement fixacni test
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Komplementovy system

je slozen z riznych plasmatickych proteinu (30)
ty mezi sebou reaguiji
opsonizuji patogen

iIndukuji zanétlivou odpoved



Komplement - zakladni pojmy

. C-aktivace: alterace C proteinu a jejich interakce s dalSi
slozkou (komponentou)

. C-fixace: komplementova utilizace komplexu Ag-Ab

- Hemolyticka aktivita: C lyzuje erytrocyty potazené
protilatkou

- C-inaktivace: denaturace teplem




Proteiny komplementoveho systemu

Nomenklatura:
Clkomplex(qgrs), C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9
. faktory B, D, H a |, properdin (P)

manozu vazajici lektin (MBL), MBL asociované
serinove proteasy (MASP-1 MASP-2)



Aktivacni produkty komplementovych
proteinu (nomenklatura)

Aktivovaneé slozky jsou obvykle ,overlined”: napr. C1qgrs

Po enzymatickém stepeni se vetsi Step obvykle vaze na
aktivacni komplex nebo membranu a mensi peptid je
uvolnen do okoli.

Pismeno “b” je obvykle pouzivano pro vétSi peptid a

pismeno “a” pro mensi peptid, napf. C3b/C3a, C4b/C4a,
C5b/C5a)



Obecny biochemicky princip kaskady
komplementove aktivace

Nékolik komplementovych proteinu jsou proteasy, které
samotné jsou aktivovany proteolytickym stéepenim.

Tyto enzymy jsou nazyvany zymogeny.



Cesty komplementové aktivace

Komplementova kaskada muze byt aktivovana jednim
ze tfi zpusobu:

Klasicka cesta — iniciovana vazbou C1q

* Vazbou na komplex Ab-Ag

« Vazbou na povrchové komponenty Dbakterii (proteiny,
polyanionicke struktury)

« Vazbou na C-reaktivni protein (protein akutni faze, ktery se vaze
na fosfocholinova rezidua bakterialnich polysacharidl)

Lektinova cesta — iniciovana vazbou MBL (mannose-binding lectin)
= sérovy protein, jehoz koncentrace vzrasta v priubéhu akutni faze
imunitni odpovédi, na povrchové struktury bakterii a vird, které
obsahuji mandzu

Alternativni cesta — iniciovana vazbou spontanné aktivovaného C3
na povrch patogenu




Cesty aktivace komplementu

Klasicka Lektinova Alternativni
cesta cesta cesta
I I I
zavisla na protilatkach nezavislé na protilatkach
_ I
Aktivace C3

generovani C5 konvertasy

aktivace
C5

LYTICKA cesta




Klasicka cesta

Lektinova cesta

C3 konvertaza

{c

Komplex Ag/Ab Mandza na Povrch patogena
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Odstranéni Ag/Ab

Figure 2-19 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Aktivace klasické cesty

Clqg je komplex se 6 hlavickami = vazebné misto
Clg je asociovano po 2 molekulach Clr a Cls
Vazba na povrch znamena v kone¢ném dusledku
aktivaci C1r, nasledné Cls a stepeni C4.

Figure 2-21 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Aktivace lektinove cesty

MBL (mannose binding lectin) pripomina C1 komplex. S
6 hlavickami s afinitou pro cukerné struktury povrchu
po 2 molekulach MBL-
(MASP-1 a MASP-2).

patogenu

je asociovano

associated serine protease (M
Vazba na povrch znamena aktivaci MASP a stepeni C4.

MASP-1
MASP-2

MASP-1
MASP-2

Mannose-binding lectin

Figure 2-24 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Aktivace klasicke (i lektinove) cesty
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Figure 2-22 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Spusténi alternativni cesty:

C3 komponenta je Stépena spontanné (hydrolyza thioesterovych vazeb) —
vznik C3(H,0O) = funkcné aktivni C3

C3(H,0O) vaze faktor B, ktery je nasledné stépen faktorem D

Vznika rozpustna C3 konvertasa, ktera stépi dalsi C3 na C3a a C3b

C3b se vaze na povrch vlastnich bunék nebo na povrch patogena

c3 H:z0
‘ @ C3 konvertéza
. e
} > +— " Lyticka faze aktivace komplementu

C3(H:0)8b
C3a

Pokud je na povrchu vlastnich buneék, je rychle inaktivovan — vznik iC3b

Pokud je C3bBb na povrchu patogena — nejsou pritomny regulujici proteiny
Potom se vaze faktor P — properdin, ktery stabilizuje C3bBb konvertazovou

aktivitu

C3bBb je ekvivalentem C4b2b klasické cesty



C4b2b3b a C3b,Bb = C5
konvertasy

C4b2b3b ] C3b,Bb

~N. L

C5 se vaze na C3b

C4b2b3b ] C3b,Bb

~N £

\/’

C5 je stépena C2b nebo Bb

C4b2b3b C3b,Bb

Figure 2-30 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

C4b2b3b z klasicke (resp.
lektinove) cesty

nebo jeho ekvivalent C3b,Bb
z alternativni cesty

jsou C5 konvertasy
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Figure 2-35 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Vysledek aktivace komplementu

klasicka cesta lektinova cesta _

komplexy Ag/Ab vazba lektinu na povrch povrch patogena
patogena
Jd G
Y

aktivace komplementu

Jc 2 C o L

N y 4

v V

aktivace zanétlivych opsonizace patogena zabiti patogena
bunék

Figure 2-18 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Funkéni tfidy proteinu
komplementoveho systemu

Proteiny atakujici
membranu

C5b
C6
C7
C8
C9

Komplementové
receptory

CR1
CR2
CR3
CR4
CiqR

Funkéni tfidy proteinu
komplementoveho systemu
'Vazba na Ag/Ab Clq
| Vazba na manozu MBL
Cir
Cls
Aktivacni enzymy Cszb
D
MASP-1
MASP-2
Proteiny vazajici se na Cdb
membranu a opsoniny C3b
Cb5a
Mediatory zanétu C3a
Cda

Proteiny regulujici
komplement

C1INH
C4bp
CR1
MCP
DAF
H
I
P
CD59

Figure 2-20 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




receptor| specificita funkce bunéény typ
Makrofagy, monocyty,
&%135) C3i%3%4b stimulace fagocytozy neutrofily, FDC,
erytrocyty, B-lymfocyty
C3d, iC3b, “ £
CR2 C3dg soucast korecePtoru B-lymfocyty
(CD21) Epstein- B-lymfocytu EDC
Barr virus
?I\/II23 1) Makrofa t
ac- ; - . akrofagy, monocyty,
C3b stimulace fagocytoz ;
(o | Joeyiozy neutrofily, FDC
CR4 ,
(gp150,95) iC3b _ . Makrofagy, monocyty,
g:Dpl181)CI ' stimulace fagocytozy neutrofily, DC
C5a oEa aktivace G proteinu endotel., zirné b,
receptor anafylatoxin fagocyty
C3a C3a aktivace G proteinu endotel., zirne b,
receptor anafylatoxin fagocyty

Figure 2-31 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Biologické efekty produktu
komplementove aktivace

C3a (anafylatoxin) - degranulace zirnych bunék;
zvySena vaskularni permeabilita; anafylaxe

C3b (opsonin) - opsonizace; aktivace fagocytu

C4da — anafylaxe

Cb5a - anafylaxe jako u C3, ale intenzivngjsi; atraktant
a aktivator neutrofilu, vyvolava agregaci neutrofild,
stimulaci oxidativnhiho metabolismu a uvolnéni

leukotrienu, degranulaci zirnych bunék

MAC - cytolyza



Opsonizace a fagocytoza

opsonizace navazani fagocytoza

SN
S
N

komplement i
bakterie



Komplement — shrnuti ucinku

uzitecne:
opsonizace a usnadnéeni fagocytozy
chemoatrakce a aktivace fagocytu
lyza bakterii a infikovanych bunek
regulace protilatkové odpovedi
clearance immunich komplexu
clearance apoptickych bunek

skodlive:
zanét, anafylaxe



