IMUNOLOGIE
V ZUBNIM LEKARSTVI

2. Strukturalni charakteristika imunitniho systému
(Prof. J. Lokaj, 2018)



IMUNOLOGIE V MEDICINE

Fyziologicky a patogeneticky princip:
imunologicka diagnostika,
imunoterapie, imunomodulace
imunologicka prevence chorobnych stavl (vakcinace)
Lékarska specializace:
alergologie a klinicka imunologie
Specializace ostatnich pracovniki v Iékafstvi:
vysetrovaci metody v imunologii a alergologii
|ékarska biopatologie — imunologie



Inverzni vztah mezi incidenci infekcnich a imunologickych
chorob v letech 1950 - 2000

Bach J-F: N Engl J Med 2002; 347: 911- 920
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ZacCatek imunologie jako samostatné discipliny

Imunologie se zrodila jako nezavisla disciplina v r. 1880,
kdy L. Pasteur, na zakladé jasného uspéechu Jennerovy
vakcinace zamérné oslabil virulenci puvodce slepici
cholery a prokazal, Ze tato kultura nevyvola onemocnéni,
ale imunitu proti néemu. Vr. 1881 uspésné pouZil Bac.
anthracis k imunizaci ovci proti anthraxu a v r. 1886
uspéesné naockoval devitiletého chlapce J. Meistera proti
vztekliné; pouZil vysusenou michu z kraliku, infikovanych
Lfixnim virem”,




Imunitni systém jako , Sesty smyslI"

-V 4

IMUNOSENSORY-IMUNORECEPTORY

Zakodované v zarodecné linii Vzniklé somatickymi mutacemi

Pattern recognition receptors,PRR TCR, BCR

MOLEKULARNI MOTIVY (VZORCE) ANTIGENY-EPITOPY ,T",.B"
~ARCHETOPY"

exogenni (PAMP), endogenni (DAMP)

Systém vrozené imunity Systém adaptivni imunity



/ Imunitni systém je soucasti \
fyziologického radu organismu
nervovy systém

metabolismus H endokrinni systém
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Tri faze imunitni reakce

* Neindukovana, nespecificka reakce

Bezprostredni, behem 0-4 hodin: preformované
faktory (kozni a slizni¢ni bariéry, pH, lysozym a jiné
enzymy)

* Indukovana, omezené specificka reakce

Odviji se béhem 4- 96 hodin: aktivace
komplementového systému, fagocytoza, cytotoxicita,
zanetliva reakce

* Indukovana adaptivni reakce-specificka

po 96 hodinach: tvorba protilatek, efektorové
lymfocyty T (Tc, Th)



Major histocompatibility complex (MHC)
Human leukocyte antigens complex (HLA)

- chromosom 6,

- geny koduji molekuly, histokompatibilitni antigeny,
ktere jsou nutne predevsim pro aktivaci a funkci T a B
lymfocytd,

- hlavni biologickd uloha je pri presentaci antigent

- diagnostické vyuziti: transplantace, riziko chorob



Charakteristika gent MHC

Dveé tridy: MHC I a MHC 11
Koduji membranové proteiny (antigeny)
MHC I: HLA-A, HLA-B, HLA-C
MHC II: HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ

Polymorfismus:
Geny MHC jsou nejpolymorfnéjsimi geny v genomu

Kodominantni exprese:
Kazdy jedinec ma dvé alely (od obou rodi¢i); oznaduji se
Cislicemi (napr. HLA-A2, HLA-B5, HLA-DR3 ...)

Soubor MHC alel na chromosomu se nazyva
haplotyp



Charakteristika molekul (antigent) MHC

 Molekuly MHC I tridy jsou pritomny na vSech jadernych
bunkach(tedy ne na erytrocytech!)

 Molekuly MHC II tridy jsou pritomny na bunkach
imunitniho systéemu (bunky predkladajici antigen —
dendritické bunky, makrofagy, B-lymfocyty), dale na
bunkach endotelovych a na epitelu thymu.

« Exprese molekul MHC T je na vétsSineé bunék zvySena
pUsobenim IFN, TNF, LT (tedy prfi vrozenych imunitnich
reakcich)

 Expresi molekul MHC II na bunkach presentujicich
antigen, vaskularnich endotelovych bunkach, ale i na
jinych bunkach (ne vsak na neuronech) zvysuije IFNy




Vztah antigenu HLA k chorobdm

(pacienti v %, kontroly v %, relativni riziko)
M. Buc, 1997

* Narkolepsie: HLA-DQ6 (100 —25- 297,0)
« M. Bechterev: HLA-B27 (96 — 9 — 87,4)

+ Celiakie: HLA-DR7/DR3 (34 - 1 - 60,0)
HLA-DQ2 (100 — 72 — 38,5)

« Juvenilni diabetes mellitus: HLA-DR3/4 (32 — 1 — 47,0)

« Revmatoidni arthritida: HLA-DR4 (50 — 19 — 4)



KOMPONENTY IMUNITNIHO SYSTEMU
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Komplementovy systém

Histamin, eikosanoidy ELIMINACE
Antimikrobialni peptidy

Cytokiny vé. interferonu

Proteiny akutni fdaze PROTEKCE
Prirozené protilatky .
Imunoglobuliny PAMET

Lymfocyty B
Lymfocyty T TOLERANCE

Buriky NK, NKT, ILC ,
Buriky predklddajici Ag | PARALYZA
Profesiondlni fagocyty

Mastocyty PATOLOGIE
Endotelové burky

Epitelové bunky
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Cell type

Principal function(s)

L¥mphocyles: B lymphocytes;
lymphocytes; natural
killer cells

Blood lymphocyte

Specific recognition of antigens
B lymphocytes: mediators of humoral
immunity
T lymphocytes: mediators of cell-mediated
immunity

Natural killer cells: cells of innate immunity

Antigen-presenting cells:
dendritic cells; macrophages;
follicular dendritic cells

.
»J

Dendritic ceﬂ. Blood monocyte

Capture of antigens for display
to lymphocytes:

Dendritic cells: initiation of T cell responses

Macrophages: initiation and effector phase
of cell-mediated immunity

Follicular dendritic cells: display of antigens
to B lymphocytes in humoral immune
responses

Effector cells: T lymphocytes;
macrophages; granulocytes

_—
Neutrophil

Elimination of antigens:

T lymphocytes: helper T cells and cytolytic
T lymphocytes

Macrophages and monocytes: cells of the
mononuclear phagocyte system

Granulocytes: neutrophils, eosinophils
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Zakladnimi operacnimi jednotkami adaptivni imunity jsou
lymfocyty T a B




A single progenitor cell gives rise to
Iagemrbaroflynprfocwes,eadm
a different specificity
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@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing. Inc.



Postulaty klonalni selekcni teorie

 Kazdy lymfocyt ma jeden typ receptoru s jedinecnou specificitou

 Bunky, které vznikly z aktivovanych lymfocyt{ proliferaci a diferenciaci maji
receptory stejné specificity.

 Lymfocyty, které maji receptory pro télu vlastni antigeny jsou v Casném
stadiu vyvoje lymfoidnich bunék odstranény a tudiz v repertoaru zralych
lymfocytl chybi (,forbidden clones")

« Interakce mezi epitopem antigenu a receptorem schopnym ji vazat vede
k aktivaci lymfocytu (nutny je vsak jeste ,,druhy" signal)



Hozumi N, Tonegawa S:

Evidence of somatic rearrangement of
immunoglobulin genes coding for
variable and constant regions

Proc Natl Acad Sci USA 1976; 73: 3628-32



Germline configuration
V segments D segments J segments Constant region exons

D to J recombination \/

V to DJ recombination

—— -
transcription, splicing

I -

translation, assembly

(adapted from Janeway 2001)
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VYVOJ A SELEKCE B- LYMFOCYTU

Kostni dren

Negativni selekce autoreaktivnich bunek



VYVOJ A SELEKCE T LYMFOCYTU
Thymus

salection

Sell-MHC-rastricted,
self-tolerant
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Nature Reviews | Immunclogy




Krevni obraz: leukocyty

Odbér krve do EDTA (nesrdzliva)

Leukocyty
dospéli: 40-9,0x10°/L
4-7 let: 5,5—15,5x 10°/L

novorozenci: 9,0—30,0 x 10°/L



Diferencialni krevni obraz

Dospéli Déti Kojenci

TyCky do5% do6% do8%

Granulocyty neutrofilni 40-70% 25-60% 17-60%

eosinofilni dod4% 1-5% 1-5%
basofilni dol% do 1% do 1%
Monocyty do7% 1-6% 1-6%

Lymfocyty 25-45% 25-50% 20-70%



|lzolace mononuklearnich bunék z krve
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K identifikace lymfocytu i ostatnich bunék
imunitniho systému se pouzivaji
monoklonalni protilatky



Monoklonalni protilatky: C. Milstein, G. Kohler
(Nobelova cena 1984)

R ‘ 1




Monoklonalni protilatky jsou tvoreny hybridomy /n vitro

» Linie myelomovych bunek, které jsou metabolicky defektni
(HGPRT-hypoxanthin-guanin phosphoribosyltransferase) — herostou v mediu
HAT (hypoxanthin, aminopterin, thymidin) a nesekretuji imunoglobuliny.
Jsou ,,nesmrtelne®.

« Normalni bunky B (imunizovanych mysi) prinaseji témto
myelomovym bunkam enzymy, které jsou nezbytne pro syntézu
DNA a umoznuiji rlst v mediu HAT. Fuzi B- bunék a bunék
myelomovych vznikne ,hybridom". Hybridomy produkuji
monoklonalni protilatky.



Antigen X

Isolate spleen
cells from mouse
immunized

with antigen X

B o P2 000

Mutant myeloma line;

Mixture of spleen cells, including unable to grow in HAT
some producing anti-X antibody : selection medium; does
not produce antibody

Mixture of

')
In vitro selection
in HAT medium

Only fused cells ).x"t
(hybridomas) S Al
grow

L 1 N
"Clone" cells (so each well
contains the progeny of one cell)

v

¥ B =

||
Screen supernatants for presence of anti-X antibody
and expand positive clones

e 7@ . :
Hybridomas producing
monoclonal anti-X antibody
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Monoklonalni protilatky

nemodifikované: (muronomab-CD3;
Orthoclone, OKT3)

modifikovaneé:
chimerické (V-domeény mysi)
humanizované (CDR oblasti mysi)
lidskeé

radioimunokonjugaty, onkotoxiny



Nomenklatura monoklonalnich protilatek

« -mab (pripona pro monoklonalni protilatky nebo jejich
fragmenty)

o -umab (lidské) -omab (mysi)
o -xXIimab (chimerické) =zumab (humanizované)

(dalsi slozky nazvu maji vyjadrovat ,terce" :
napr. virove-vir, nadorové —tum, imunologické —lim,
kardiovaskularni — cir, neurologické —ner apod.)



pouzivanych k terapii

|i Mouse hybridoma ; In vitro antibody libraries
Transgenic mouse

Human hybridomas

Mouse Chimeric Humanized Human

:-‘:éeneﬁc engineefiﬁg ”
V gene cloning
CDR grafting

nature
Hohlfeld R et al. (2005) Drug Insight: using monoclonal antibodies to treat gk%lﬁélé NEUR L Y

multiple sclerosis




CD klasifika€ni systém (Pariz 1982)

CD= cluster of differentiation:

Molekuly bunécnych membran prokazované monoklonalnimi protilatkami

metodikou pritokové cytometrie

(t¢. asi 400 CD znak(, umoziiujicich posouzeni vyvojového stadia bunék a jejich aktivace).

Odbér nesrazlivé krve (EDTA)

Lymfocyty T: CD3+ (58-85%)
Th: CD3+CD4+  (30-60% z CD3+)
Tc: CD3+CD8+  (15-35% z CD3+)
Lymfocyty B: CD19+ (7-23%)

Bunky NK: CD16+CD56+ (6-20%)



Mixture of cells is labeled with fluorescent antibody
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CD19
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Zakladni subpopulace lymfocytu B
BCR: IgM —Iga.,Ig3 — CD19

B-1B bunky

(minoritni subpopulace B-bunék v pleuralni a peritonealni dutiné, castecné ve streve, tvori
,prirozené protilatky*)

B-2B bunky

(predominantni populace B-bunék pfitomna ve sleziné a v lymfatickych uzlinach tvorena v
kostni dreni v pribéhu Zivota)



ZAKLADNI SUBPOPULACE BUNEK T (CD3+)

Taf
Th (CD3/CD4+)
Th1 (IFNg, TNF, LT, IL-2, IL-3, GM-CSF)
Th2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13)
Th17 (IL-17,IL-21, IL-22; IFNy, IL-10...)
Tc (CD3/CD8+)
Treg (CD4/CD25+ ...)

TyS (CD3+, CD4-, CD8+0.01)

NKT (C3+,TCRa; Va24-Ja18 a VPB11)
poznavaji glykolipidové antigeny s CD1
aktivované produkuji cytokiny (vC. IFNy a IL-4)



Thl, Th2 a Th1l7 lymfocyty

'Signature' ‘Immune Host Role in
cytokines reactions defense diseases
Autoimmune
Macrophage diseases;
TH|1| » IFNy activation; lﬂ;ﬁggg? tissue damage
ce lgG production associated with
chronic infections
Mast cell,
I IL-4 eosinophil
= L5 ECRERE - Helminthi Allrgic
ce IL-13 Y= LI B O] parasites diseases
alternative
macrophage
activation
Tu17 IL-17A Neutrophilic, Extracellular Organ-specific

IL-17F monocytic bacteria;

cell IL-22 inflammation fungi autoimmunity




Cytotoxické CD8+ T lymfocyty

 Zabijeji bunky exprimujici peptidy virovych antigenu, které jsou
asociovany s molekulami MHC I. tridy

* Granula obsahuji granzym a perforin

* Perforin usnadnuje granzymu vstup do cytoplasmy cilové bunky a
granzym iniciuje nekolik cest apoptozy

* CD8+ dale sekretuje IFN gama




REGULACNI BUNKY T (Treg)

Konstitucni Treg prirozené, nTreg, (CD3+CD4+CD25+ FOXP3)

samostatna populace vznikajici vtymu, neproliferuji pri
polyklonalni stimulaci, tlumi reakce T-, B- NK-
a dendritickych bunék primym kontaktem

Indukované iTreg (CD3+CD4+, IL-10, TGF-[3)
vznikaji pri imunitni reakci, v podstate jsou subpopulaci

lymfocytu Th, tlumi bunky Th1, Th2, ale i jiné bunky
prostrednictvim cytokinu



PAMETOVE BUNKY T

T central memory, Tecm; T effector memory, Tem; Tissue resident memory T cells, Trm

Centralni pamétové bunky (CCR7+, CD62L+)

jsou v sekundarnich lymfatickych organech, vykazuji nizkou cytolytickou
aktivitu a omezenou schopnost migrace; jsou nejucinnéjsi pri systémovych
infekcich

Periferni (efektorové) pamétové bunky (CCR7-, CD62-)

jsou v nelymfoidnich tkanich (plice, kiZze, tukova tkan), jsou cytolytické a
maji vyrazny cirkulacni potencial; jejich lokalizace umoznuje bezprostredni
reakci na infekce v perifernich tkanich

Tkanové rezidentni pamétové bunky

jsou v tkanich, nerecirkuluji, maji protekcni i regulacni vlastnosti



Primarni

a sekundarni
lymfatické
organy

secondary lymphoid organs
and tissues

Waldeyer's ring (lymph nodes,
tonsils and adenoids)

bronchus-associated
lymphoid tissue
thymus lymph nodes
bone bone marrow
marrow spleen
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———___mesenteric lymph
nodes

lamina propria

urogenital
lymphoid tissue

lymph nodes
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LYMFATICKA UZLINA

bymehod folide
(with germinal center)

lymphatic vessel

paracortical area
(mostly T cells)

germnal cerer

@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.




Vysetreni lymfatickych uzlin

Zvetseni lymfatickych uzlin
v dusledku imunitni reakce na antigen
infiltrace zanétlivymi bunkami (lymphadenitis)
infiltrace a proliferace malignich buneék

pri imunologickych (SLE, RA) a metabolickych chorobach

U zdravych dospélych osob byvaji axildrni a inguindlni uzliny hmatné (v pruméru 1 cm).

V détstvi je reakce lymfatickych uzlin bézna.

U dospélych do 30 let je asi 80% lymfadenopatii benignich, u osob nad 50 let jen asi 40%.
Diagnosticky vyznam pri infekci HIV



Slezina

PALS
(mosty T oells)

central artericle

—— marginal sinus

—  red pup ——

@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.




VlySetreni sleziny

U zdravych osob slezinu nenahmatame

Hyposplenismus: vrozena asplenie

stavy po splenektomii
Vyznam vakcinace proti pneumokokiim!

Splenomegalie:
hyperplasie bunék imunitniho systému (infekce)

poruseni prutoku krve (cirhoza jater, trombodzy)
maligni procesy (primarni i sekundarni)
autoimunitni procesy (RA-Felty, SLE, hematol.)
extramedularni hematopoéza



Mucosa-associated lymphoid tissues (MALT)

gut lumen

=

geminal

folicke
(B cell area)

N

gut wall
@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.




Zakladni spojeni mezi systémem prirozené
a adaptivni imunity predstavuji

DENDRITICKE BUNKY



Populace lidskych dendritickych bunek

 Myeloidni_ (dermis, dychaci cesty, strevo, thymus,
slezina, jatra, lymfoidni tkane)

- Plasmacytoidni (lymfoidni organy, jatra, plice,
klze)

 Langerhansovy (epidermis, sliznicni epitel)




NK (Natural Killer) bunky

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

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

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

jejich cytotoxicka aktivita je jednak prirozenad, jednak muze byt
zprostrfedkovana protilatkami vazanymi na FcR IIl (CD16), ADCC

ovliviuji vrozenou i adaptivni imunitu svymi cytokiny, predevsim
IFNy a TNFa



Bunky NK

Aktivace NK-bunék je regulovana souhrou signdall, které vychazeji

z aktivacnich a inhibic¢nich receptord.

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

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

Rada gen(, které ovliviiuji funkci NK, jsou shluknuty na chromosomu 12
(,natural killer gene complex — NKC")
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Buriky NKT
* Imunofenotypoveé i funkéneé podobné NKa T
* Pritomny v periferni krvi, slezing, jatrech,
lymfatickych uzlinach, kostni dreni, thymu
* Aktivované migruji do mist infekce nebo zanétu

* Receptor ma charakter ,semi-invariantniho” aTCR
(Va24/Jal8 —Vb11l)

* Poznavaiji glykolipidové nebo lipidové struktury
presentované na nepolymorfni CD1 molekule
(lysofostatidylcholin je autoantigenem pro lidské NKT)



PROFESIONALNI FAGOCYTY

Polymorfonuklearni leukocyty
(neutrofilni granulocyty)
.mikrofdgy" (I. Mecnikov)

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



@ 1997 Current Biology Ltd. f Garland Publighing. Inc.

Selectin-mediated adhesion is weak, and allows leukocytes to roll along
the vascular endothelial surface

Blood flow —»

¢ .-' O
.I e Ch
128 i
=l .
L)
o L
£
. o =
(J L}
L
LG p.
L & _;._" o OIS s 4 i @ ) for)
L & L ) i L L £ ....}I
] X i t 3 t L X t
I T J%IL‘ Wrriantaantagm :H EANTEANTY AN AAT TSN AT e i "-r"" am b P o n Ty, TR Wi d & r;*__‘.l AT T AN,

® 6 o6 o o o o o

bﬁlﬁa'mirrﬂntla'ﬂ

Rolling adhesion Tight binding Diapedesis Migration

O




FAGOCYTOSA




Zabijeci mechanismy fagocytuijicich
bunék

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

Reaktivni dusikové metabolity (NO, NO,)
Hydrolazy: proteazy, lipazy, DNAsy,RNAsy
Nizké pH

Lysozym

Lactoferin

Defenziny — antimikrobialni polypeptidy



Metody vysetreni fagocytarnich funkci

Chemotaxe: vysetreni chemotaxe pod agarozou
Ingesce: ingresce metakrylavych partikuli

Tvorba reaktivnich metabolitu kysliku: NBT (INT) test,
chemiluminiscence, redukce tetrarhodamidu , burst test

VySetreni exprese [32-integrinu (adhesivnich molekul)
Mikrobicidni aktivita in vitro

(o



Mastocyty

Lokalizovany perivaskularné a v blizkosti neuronu

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)

Jsou jednou z nejvyznamneéjsich soucasti vrozenych obrannych imunitnich
mechanismu.



Komplementovy systém
starobyly pilif imunity



Vaclav Tomasek: Bakteriologie
(Vysokoskolské rukoveti, fada spisu lékarskych , Melantrich, 1938)

yKomplement jest soucast normalnich sér zivocisnych vyznacujici
se tim, ze 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 pravdepodobno, ze funkci komplementu jsou
jesté jiné ucinky sera, napt. ucinek opsonisacni zalezejici v tom, 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
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Evoluéni aspekty komplementového systému
a hemostazy

Hlavni proteolytické kaskady krve — komplement a koagulace —
zacCinaji v evoluci spolecné.

Napr. ,ziva fosilie”, charakteristicky ¢lenovec, 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 rozruznéni:

savci reaguji na poranéeni a nebezpeci vykrvaceni
aktivaci hemostazy, zatimco antimikrobialni
obrana je zprostredkovana imunitnimi
mechanismy vrozenymi a pozdeéji adaptivnhimi.
Presto rada pozorovani svedci, ze hemokoagulace
a aktivace trombocytl ma stale vztah k obrané
protiinfekcni, Zze nékteré puvodni funkce zustavaji
zachovany.




Jednota komplementového, koagulacniho,
fibrinolytického a kininového systému

 VVychazeji z prapuvodni spolecné drahy

* Jsou organizovany jako proteolyticka kaskada
kazdy enzym je pritomen v plasmé v inaktivni forme jako
proenzym (zymogen), je aktivovdn limitovanou proteolyzou,

uvolnujici z prekurzorové molekuly aktivni faktor
e Aktivacni procesy jsou regulovany pozitivni i negativni zpétnou vazbou
* Aktivace jednoho systému ovlivinuje systémy ostatni
* Jsou integralni soucasti vrozené imunity



Komplement — koagulace — fibrinolyza
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Komplementovy systém

zakladni slozky

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

Regqulacni proteiny komplementu Receptory pro komplement




Aktivace komplementového systému

Classical Lectin Alternative
pathway pathway pathway
binding of C1q to antibody-  binding of MBL or spontaneous breakdown
antigen complexes, CRP ficolins to pathogen of C3 to C3(H20)
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Komplement jako imunoreceptor

Klasicka draha aktivace

imunokomplexy (Fc-1g)

CRP vazany na ligand
fosfatidylserin v membrané apoptotickych bunék,

nektere viry a G- bakterie



Komplement jako imunoreceptor

Lektinova draha aktivace

MBL (manose-binding lectin) reaguje
predevsim s terminalnimi zbytky manosy,
ale i jinych cukrd, 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
sacharidove, lipidové struktury mlkroorganlsmu i na jiné
povrchy.

Properdin jako imunoreceptor

Properdin zahajuje aktivaci tim, ze 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)



Komplementovy systém
(regulacni proteiny komplementu)

Solubilni

C1 INH (vaze se na Clr a Cis 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
CPi 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; fagocytoza,
inhibice aktivace T- lymfocyt(



Komplementovy systém
(receptory pro komplement — CR)

C1gRp (CD93) - fagocytoza

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

gC1gR — chemotaxe

C3aR — prozanétliva aktivace
C5aR (CD88) — prozanétliva aktivace



C5a, C3a, C4a: ,,anafylatoxiny”
C5a je 20x ucinnéjsi nez C3a a 2500x ucinneéjsi nez C4a

degranulace mastocytu a basofill

chemoatraktans (hlavné neutrofilu)

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 v patogenéze chorob

» Deficience funkcnich proteintl C-systému

» Poruchy regulace aktivace C-systemu

* Persistentni aktivace C-systému

- Unik mikroorganism@ pred Gcinky komplementu
 Nefunkcnost C-systému u malignich procest

* CR jsou receptory i pro mikroorganismy a viry



Vrozené deficience C-systému
(Speth C et al, 2008)

C1 (SLE, bakterialni infekce) 50-100
C4 (SLE, bakterialni infekce) 20-50
C2 (SLE, bakterialni infekce) > 1000
C3 (bakterialni infekce) 20-50
C1-INH (hereditarni angioedém) > 10 000
B 0

D (bakterialni infekce) < 5

P (meningokokové infekce) > 100



Vrozené deficience C-systému
(Speth C et al, 2008)

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

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

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

C9 (meningokokové infekce) >1000



Hereditarni angioedém

Frank MM, et al. Ann Intern Med. 1976;84:580-593, with permission.




HAE 2012-2015

142 pacientl s diagnézou HAE v CR
(HAE 1 typu 123 pacientu; HAE 2 typu 19 pacientu)

Centrum Pocet pacienti

FNUSA Brno - Ustav klin. imunolog. a alergolog. 67
FN Motol - Ustav imunologie 36
FN Plzeii - Ustavimunologie a alergologie 18
ENHK - UKIA 16
FNKV Praha - Odd.alergologie a klin. imunologie 4

VFN Praha - Ustav imunologie a mikrobiologie 1

Celkem 142

R. Hakl: Centrum pro diagnostiku a lé¢bu HAE, UKIA FN u sv. Anny Brno



Lokalizace ataky

n=1673 atak

0% 20% 40% 60%

BFi&ni (N = 635) 38,0%
Koncetinova (N = 441) 26,4%
Oblicejova (N = 155) 9,3%
Bfisni + Koncetinova (N = 133) 7,9%

Edém laryngu (N = 76) :| 4,5%

Jiné (N = 61) :|3,6%
Koncetinova + Jiné (N = 38) :| 23%
Koncetinova + Edém laryngu (N = 38) :| 2.3%
BFigni + Jiné (N = 22) 13%

Obli¢ejova + Edém laryngu (N = 20) 1,2%

Obli¢ejova + Koncetinova (N = 16) 1,0%

Ostatni (N = 38) :| 2,3%

R. Hakl: Centrum pro diagnostiku a lé¢bu HAE, UKIA FN u sv. Anny Brno



Spoustéci faktor

n =1673 atak

Ataky (%)
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Mechanickeé drazdéni (N = 160) | | 9.6 %

Stres (N = 155) :| 9,3%

Infekce v poslednim tydnu (N = 60) 36%
Menstruace (N = 42) 2,5%

Stomatologicky zakrok (N = 10) 0,6 %
Lékarsky instrumentalni zakrok (N = 6) 0,4%
Jiné (N = 51) :| 3,0%

Neznamo (N = 1080) 64,6 %

Neuvedeno (N = 109) :| 6,5 %

R. Hakl: Centrum pro diagnostiku a lé¢bu HAE, UKIA FN u sv. Anny Brno



U&inky C1-INH

(Kuklinek B, Hanzlikovd J: Hereditarni angioedém, Medical Tribune, 2013)

Inhibi¢ni aktivita
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Strategie lécby HAE

New Therapies for Hereditary
Angioedema (HAE)

Kallikrein
Inhibitor

BK B2R
Antagonist

Endothelial Cell
BZR=B,-receptor; BK=bradykinin; EACA=epsilon-aminocaproic acid;, HK=high-molecular-weight kininogen

PK=prekallikrein.
Zuraw BL. Immunol Allergy Clin North Am. 2006;26:691-708.




Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie

Porucha regulace tvorby komplexu atakujiciho membranu (MAC)
- deficience CD59 (membranovy inhibitor reaktivni lyzy) -
podmifiuje zvySenou citlivost erytrocytu ke komplementu a vede
k intravaskularni hemolyze.

VIV

Pricina: mutace genu PIG-A, kOdU]ICIhO fosfat/dy//nOS/tolglykan
A, ktery zprostredkovava vazbu asi 40 protein( v bunééné
membrane vé. DAF(CD55) a CD509.



Dalsi hemolytické stavy
zprostredkované komplementem
* Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS)

tromboticka mikroangiopatie, ktera vede k mechanickée
intravaskularni hemolytické anemii, konsumpci
trombocytu, termindlnimu orgdnovému selhdni ledvin
(sporadicky-typicky-, E. coli produkujici Shiga-toxin,
atypicky -vrozeny, mutace gent pro komplement,H,l,B,C3)

* Choroba z chladovych aglutininu (CAD)
* Paroxysmalni chladova hemoglobinurie



Ovlivneéni aktivity C-systému jako moznost
iImunoterapie

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)



C1-INH: terapeutické vyuziti

« Substituce
hereditarni angioedém (HAE)

- Modulace aktivity C-systému
sepse, septicky sok
syndrom cevni propustnosti (vascular leak syndrom)
akutni infarkt myokardu
syndrom mozkové ischemie




Komplement a lIécba chorobnych stavii

Monoklonalni protilatky proti C5 (pexezilumab, eculizumab)

paroxysmalni nocni hemoglobinurie,
syndrom mozkove ischemie, infarkt myokardu, koronarni
bypass, nahrada chlopné,

revmatoidni artritida, dermatomyositis,
membranosni nefritida



Moznosti modulace komplementového systému

(Reis ES et al: Clin Immunol 2015)

CLASSICAL LECTINS ALTERNATIVE
PATHWAY PATHWAY PATHWAY

PATHOGENS AND DAMAGED CELLS

MBL/Ficolins

Amplification I
Loop £ -

\ / ® Purified/ recombinant C1-INH
® Anti-C1s (TNT009)
—e * Anti-MASP-2 (OMS721)

A FD inhibitors (Lampalizumab, ACH-CFDIS)

@ C3 inhibitors (AMY-101, APL-2)
I ® Soluble CR1 (TP10)
® Anti-C5a (CaCP29)
C5bC6C7C8CY, © c5aR1 antagonist (CCX168)
[ MAC J @ C5 inhibitors

(eculizumab, zimura, LFG316,
conversin, SOBI0O02, ALN-CC5*,
Ra101348, mubodina, ergidina)

HOST CELL




Studium komplementoveho systému je stale
aktualni a pritazlive

Uloha v protimikrobni imunité.

Ulast pFi fyziologickém i patologickém zanétu.
Zapojeni do intracelularni signalizace, ktera ovliviuje
aktivaci, diferenciaci i proliferaci bunéek.

Ovlivnéni adaptivni reaktivity lymfocytu T a B

Modulace komplementového systému slibuje
praktické vyuziti v medicine.



