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Zanet jako komplexni reakce systému vrozené imunity
Indukce a rozvoj adaptivnich imunitnich reakci
Imunologicka pamét
(prof. J. Lokaj)



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)



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

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

primo vyvolava nebo k ni prispiva.



Klasické projevy zanétu
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s»bloudivé buriky mesodermalni pohlcuji jak zbytecné cdsti
samotného téla Zivocichu, tak cizi télesa, kterd pronikla zvenku nebo,
je-1Ii to nemozné, aspori je obklopuji a zadrzuji*  (I.I.MecCnikov)

ELIE, METCHNI Kef F

Fagocyty: makrofagy a mikrofagy



Mecnikovova koncepce
,fyziologického zanétu®
* Zanét je zpusobem a zarukou udrZovani identity a integrity

organismu.

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

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



R.Medzhitov: Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame
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Zaneétliva reakce pri udrzovani stalosti
vnitrniho prostredi organismu

 Fyziologicky stav tkané: homeostaza
. Stres, malfunkce: parainflamace

- Poskozeni, infekce: inflamace

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



Ruslan Medzhitov,
plivodem Taskent, Uzbekistan,
zak prof. Janewaye
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ZANET
Indukce zanétu:
infekce

poskozeni tkani
stres nebo funkcni porucha bunéek



ZANET

Induktory:

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

cizi materialy, implantaty)

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



ZANET
Fyziologicky ucel:
Obrana hostitele proti infekci

Reparace poskozené tkané
Adaptace na stres, obnoveni homeostazy



ZANET
Patologicke nasledky:

Zanetlivé poskozeni tkani, systémova zanétliva reakce
autoimunizace.

Fibroza, metaplazie, rlst tumoru.

Autoinflamace.



Mediatory zanétlivé reakce

 [L-1, IL-6, TNF-a — celkové zanétlivé priznaky

e |L-1, TNF-0, IL-18 - lokalni aktivace bunék imunitniho
systému

* |[L-8, leukotrieny, prostagladiny, C5a- chemotaxe.

* Histamin, serotonin, metabolity kys. arachidonoveé -
vazodilace, ovlivnéni permeability.



Celkoveé priznaky zanétu

* Uplatnuje se zejména vliv IL-1, IL-6 a TNF-o.

* Ovlivenim hypotalamického centra se zvysuje télesna teplota.
 Zvysuji se hladiny plazmatickych “proteinu akutni faze”.

* Klesa sérova hladina Fe a Zn.

* Objevuje se unavnost, nechutenstvi.



Monitorovani akutniho zanétlivého procesu

* Télesna teplota
* Sedimentace erytrocytu (FW)
e PocCet leukocytu v krvi

e Zmeény spektra sérovych bilkovin
v elektroforéze (pokles albuminu, vzestup al a a2
globulinu)

* Sledovani hladin proteinu “akutni faze”




Proteiny “akutni faze”

Produkovany jatry po stimulaci prozanétlivymi cytokiny

(IL-1, IL-6, TNFcx)

e C-reaktivni protein (CRP)

e Sérovy amyloid A

 Alfa-1-antitrypsin

* Orosomukoid (alfal- kysely glykoprotein)

* Prealbumin

* Prokalcitonin

* Fibrinogen

* Slozky komplementového systému



Zmeény v koncentraci proteint akutni faze pri zanétu
(N E J Med 1999;340(6):448-454)
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Farmakologické ovlivnéni zanétlivé odpovedi

* Blokada tvorby metabolitu kyseliny
arachidonové: nesteroidni antiflogistika

 Blokada tvorby cytokinu, odpovidavosti na
cytokiny, exprese adhezivnich molekul:
glukokortikoidy

* Ovlivnéni chemotaxe a dalsich stadii fagocytozy:
antimalarika

* Blokada TNF-a. monoklonalnimi protilatkami



Molekularni podstata rozvoje zanétu

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

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

Arbore G, Kemper C, Kolev M:
Intracellular complement- the complosome — in immune regulation.
(Molecular Immunology 2017; 89: 2-9)



IMUNITA VE STARI

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

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



IMUNOSENESCENCE

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

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



Inflammaging

* Charakteristicky znak imunosenescence.
* Chronicky, mirny, sterilni zanét; vyznam zmnozeni ,,DAMP*.

* Zvyseni produkce pro- i protizanetlivych cytokinu (IL-6, TNF¢,
IL-1[3, IFNy, IL-10) predevsim mononuklearnimi fagocyty, ale té?
bunkami svalové a tukove tkane a v neposledni rade starymi
bunkami s charakteristickym, se senescenci asociovanym
sekrecnim fenotypem.

Franceschi C et al: Inflamm-aging. An evolutionary perspective on immunosenescence.
(Ann NY Acad Sci 2000; 908: 244- 254)

Franceschi C et al: Inflammaging and ,,Garb-aging”.

(Trends Endocrinol Metab 2017; 28: 199-212)



Autoinflamace

Horror

autoinflammaticus

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

Edward Munch:

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



Autoinflamacni syndromy

 Onemocnéni s abnormalné vysokou zanétlivou reakci, ktera je disledkem
geneticky podminénych dysregulaci v systému vrozené imunity. V posledni
dobé jsou razeny mezi primarni imunodeficience.

* Jsou to vzacha onemocnéni zacinajici vetsinou v déetském véku a projevuji
se kolisavymi nebo opakujicimi se epizodami horecky a zanétl serdznich
povrchu, kloubu, klize, oCi — infekéni pricina neni zjiSténa, autoprotilatky
nejsou pritomny.

* Pr.: familiarni stredomorska horecka, syndrom hyperimunoglobulinemie D
(deficience mevalondt kindzy), periodicka horecka s afty, faryngitidou a
krcni adenitidou (PFAPA) a dalsi.

 Urady téchto chorob jsou téz oralni manifestace (aftdézni ulcerace).



Autoinflamace a autoimunizace v patogenéze chorob

(Peckham D et al.: The burgeoing field of innate immune-mediated disease and autoinflammation.
J Pathol 2017; 241: 123 — 139)
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Syndrom PFAPA: ,periodic fever, aphthous stomatitis,
pharyngitis, cervical adenitis syndrome® (Marshalliv syndrom)

Ataky zacCinaji zpravidla pred 5. rokem, ¢astéji jsou u chlapcu.
Horecky v mésicnich intervalech (39 st. C, trvaji 3-6 dnu).
Exudativni faryngitida a tonsilitida s negativnim nalezem
bakteriologickym (72%).

Cervikalni lymfadenitida (88%).

Aftdzni stomatitida (u 40-70% pacientu).

Mezi epizodami uplné asymptomatické obdobi.

Rychla odpovéd na jednu davku glukokortikoidu ( 60 mg
prednisonu), priznivy terapeuticky ucinek ma i cimetidin (H2-
antihistaminikum) nebo tonsilektomie.




/Zanét a nemoci parodontu

* GingiVitis: zanét désni, pojivova tkan pfiléhajici k zublim zstava
intaktni

* Parodontitis: zanét podplirnych pojivovych tkani zub(i s progresivnim
uvolnénim a destrukci kosti

Inicialni zanét v parodontu je fyziologickym obrannym
mechanismem namirenym proti mikroorganismum. Destruktivni
faze znamena prechod gingivitidy v parodontitidu.



Sepse

* Celosvetove velmi zavazny zdravotnicky problém (odhaduje se, ze je
ve svéte rocné 31,5 milionu pacientu se sepsi, 19,4 milionu s tézkou
sepsi a ze v dusledku sepse zemre 5,3 milionu osob (Fleischmann C. et
al. 2016).

» Ustfednim patofyziologickym mechanismem je silna aktivace systému
vrozené imunity a nadmeérna zanétliva reakce, uvolnéni cytokind,
chemokind, aktivace fagocytu, komplementového systému,
koagulacniho systému a soucasné vyrazna imunosuprese na urovni
fagocytu, bunék predkladajicich antigenu i lymfocytu CD4+ a CD8+.

* \lyzkumné projekty k terapii sepse jsou zamereny jak na protizanétlivé
tak na imunostimulacni preparaty.



Definice sepse
(2016 Third International Concensus for Sepsis and Septic Shock)

SEPSE:

e Zivot ohrozujici dysfunkce organu, ktera je zpusobena dysregulaci reakce
hostitele na infekci

» dysfunkce organu muze byt ucena jako akutni zména celkového skore
SOFA (the sequential organ failure assesment) o 2 body a vice.

SEPTICKY SOK:

e sepse, kdy zakladni cirkulacni a bunécné nebo metabolické abnormality
vyrazneé zvysuji mortalitu

* klinicky definovan jako sepse s pretrvavajici hypotenzi, ktera vyzaduje
vasopresory udrzujici arterialni tlak na 65 a vice mmHg, a koncentraci
laktatu v séru nad 2mmol/L.



Indukce a rozvoj adaptivnich
imunitnich reakci



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.



Rozpoznavani cizorodych struktur imunitnim systémem

Vrozena imunita:

 receptory rozeznavajici molekularni
 signaturu (,,archetopy", napr. PAMPs) —
» pattern recognition receptors" (PRR)

Adaptivni imunita:

« molekuly MHC I. a II. tridy (HLA)
 receptory lymfocytl T (7CR)
 receptory lymfocytl B (BCR)




ANTIGEN — adaptivni imunita

(Antibody generating substance)

 Struktury, na néz reaguje adaptivni imunitni
systém.

* Receptory lymfocytu B a T poznavaji epitopy
antigenu. epitopy B: sekvencni i konformacni
na nativni molekule, epitopy T: vétSinou
linearni peptidy tvorené intracelularne.

Antigennost vs. imunogennost
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Receptor lymfocytu B (BCR)
(IgM, IgD)

BCR




Receptor lymfocytu T (TCRa3, TCRY0)
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Populace lidskych dendritickych bunek

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

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

 Langerhansovy (epidermis, sliznicni epitel)
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Transport antigenu dendritickymi bunkami
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Indukce imunitni reakce zavisi na tom, zda se
antigen dostane do lymfoidnich organt v
dostatecném mnozstvi a zustane tam dostatecné
dlouhou dobu.

JestliZze se antigen do lymfoidnich organii
nedostane, je imunitnimi bunkami ignorovan.
Pro transport antigenu z periferie do lokalnich
organizovanych lymfoidnich tkani jsou kriticky
vyznamné bunky predkladajici antigen.

Rolf M. Zinkernagel et al.:
Antigen localization regulates immune responses in a dose- and time- dependent fashion:
a geographical view of immune reactivity

Immunological Reviews 1997; 156: 199-209



Imunizace

Antigennost vs. imunogennost

1. Signal : Epitop — receptor bunék B, T (BCR,TCR)
2. Signal : ,kostimulace®, , kosignaly“

adhesivni molekuly,

cytokiny — (fagocyty, APC, lymfocyty T)

fragmenty komplementu - C3d
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Imunologické adjuvans

e Zesiluje, udrzuje a smeéruje imunogennost
antigenu.

* U¢inné moduluje imunitni reakci.

* Redukuje potrebné mnozstvi antigenu i nutnost
opakovaneho podani.

e Zvysuje ucinnost vakcin predevsim u novorozencu,
starych osob i nemocnych s podlomenou imunitou.

* Ma ale také schopnost prolomit prirozenou
imunologickou toleranci



Antigeny aktivujici lymfocyty B

Thymus-independentni, typ 1 a 2
Typ 1: polyklonalni aktivatory, mitogeny,
stimuluji B-bb nespecificky
Typ 2: polysacharidy bakterii, aktivace je
specificka
(predevsim IgM, nizka afinita, kratka pameét)
Thymus-dependentni
Proteiny, glykoproteiny. Vyzaduji kooperaci T-B.
(IgM, 1gG, IgA, vysoka afinita, dlouhodobd pameét)




Aktivace B lymfocytu a produkce Ig

* Ag se vaze na membranovy IgM a IgD receptor zralého naivniho B-
lymfocytu — aktivaci bunky

» Aktivace vede k proliferaci Ag specifickych B-lymfocytu, k jejich
diferenciaci a vzniku pameétovych a plazmatickych bunék

* Jedina bunka béhem jednoho tydne muize vyprodukovat vice nez

5000 plazmatickych bunék, které sekretuji vice nez 1012 molekul Ig za
den
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Isotypovy presmyk
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Somaticka hypermutace
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Presentace antigent lymfocytim T

- T-lymfocyty poznavaji antigeny pouze ve forme peptidovych
fragmentt vazanych na MHC I nebo II (fenomen MHC-restrikce
neboli syngenni preference).

- Antigen musi byt nejdrive v bunkach presentujicich antigen ,zpracovan"
(processing)- nativni protein je Eroteolyticky egradovan na peptidy, ktere
se (intracelularne) vazi na molekuly MHC. Tento komplex se dostava na
bunécnou membranu, kde je schopen reagovat s TCR lymfocytl T.

- T-lymfocyty jsou schopny poznavat i lipidove a glykolipidove struktury: je
I’c\sl)l_lpcc‘)‘puI?:cltjelNK-T, ktera poznava tyto antigeny ,neklasickymi molekulami

» Imunogennost proteino chh antigend je podminéna schopnosti bunek predkiladajich
antigen vytvorit peptidy, ktere se budou vazat na viastni molekuly MHC.
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Imunologicka pamét



,LAdaptivni zmény jsou vazany s obecnou schopnosti
biologickych systému zapamatovat si proZitou
zkusenost a ucinnéji reagovat na opakované

Jaroslav Sterz1 1925-2012  nodnéty kvantitativni i kvalitativni zménou*

Jaroslav Sterzl: Imunitni systém a jeho fyziologické funkce
(Ceskd imunologickd spoleénost, Praha, 1993)



Obsah a rozsah pojmu ,,imunologicka pamét” se vyviji —
imunologicka pamét se netyka pouze adaptivni imunity,
jisté rysy pameéti lze vidét i u imunity vrozené.

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

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



,Pameétové stopy” v systému vrozené imunity

Trained immunity  Innate immune memory Inflammatory memory

Hromadi se dikazy, Ze bufiky systému vrozené imunity
gmakrofégy, bunky NK) po infekci nebo vakcinaci méni své
unkCni programy; vykazuji vyssi a dlouhodobéjsi odpovidavost
na sekundarni stimuly. Tedy 1 komponenty systému vrozené
imunity maji adaptivni schopnosti.

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

Biologicky vyznam: napf. nespecificke protekeni ucinky
vakcinaci), poSkozujici dusledky nepatfi¢né aktivace
imunologicka paralysa, autoinflamacni procesy, ateroskleroza).




Imunologicka pamét

F.M. Burnet, F. Fenner:

The production of antibodies
(Macmillan, Melbourne, 1949)

Staphylococcal toxoid
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Pamét lymfocytu B

Aktivace lymfocytu B:

* _vlymfoidnich folikulech sekundarnich lymfatickych organi se diferencuji kratce
zijici plasmatické bunky, které se dostavaji do kostni drené a do sleziny, kde tvori a

produkuji speciticke protilatky

. v zarodeénych centrech lymfatickych organt se zaroven formuji bunk
pamétové. Pfedevsim to jsou dlouho zZijici plasmatické buriky, které se dostavaji do
kostni drené a kontinudlné tvofi protilatky. Druhym typem pamétovych bunék Lsou
centralni pamétové burky, které zustavaji v sekundarnich lymfatickych organech,

mirné proliferuji, netvofi protilatky, ale mohou nahrazovat hynouci dlouho Zijici
plasmatické bunky a po setkani se specifickym antigenem rychle prechazet do

oo /s

stadia kratce zijicich plasmatickych bunék.




Pamét lymfocytu T

Aktivace lymfocytu T:

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

* neékteré z efektorovych lymfocytu T zUstavaji v tkanich v blizkosti mista vniku
antigenu, jsou schopny rychlé reaktivace, proliferace a ucinku — oznacuji se jako
efektorové pamétové bunky.

e cast z aktivovanych T-lymfocytu zlistava v sekundarnich lymfatickych
organech jako tzv. centralni pamétové burnky T. Po opakovaném stiretu s
antigenem jsou rychle aktivovany, proliferuji a diferencuji se v efektorové
elementy, nékteré v lymfatickych organech zistavaji.




PAMETOVE BUNKY T

« Centralni paméet'oveé bunky (CCR7+, CD62L+)

jsou v sekundarnich lymfatickych organech vykazuy nlzkou cytolytlckou
aktivitu a omezenou schopnost migrace; jsou nejucinnegjsi pri systémovych
infekcich

- Efektorové pamét'ové bunky (CCR7-, CD62-)

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




Vlastnosti adaptivnich pameétovych bunék

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

* Pamétové bunky T i B jsou snadnéji aktivovatelné

* Pamétové buriky B nesou isotypovy presmyk (IgM-IgG,IgA, I1gE) a jejich
receptory vykazuji vyssi afinitu zpusobenou somatickou hypermutaci
 V populaci bunék T neni ekvivalent dlouho Zijicich pamétovych bunék B
* Receptory bunék T nepodléhaji somatickym hypermutacim

Pamét adaptivniho imunitniho systému je ,,osobni“:

kazdy z nas si zapamatoval jen to, s cim se setkal



Imunologicka pamét’ a vakcinace



The Global Alliance for Vaccines and Immunization (GAVI)

» Vice nez 10 miliond déti zemre do svych pefi
let; z nich 1,5 milionu na choroby, jimz |ze
zabrdnit vakcinaci.

» Ve vsech vekovych skupindch zemre 2 miliony
lidi na choroby, kterym lze predejit vakcinaci.

* Meningokokové, pneumokokove a rotavirove
infekce, proti nimz se vakciny v soucasné dobe
vyvijeji, jsou pricinou smrti 2 miliond lidi.

(ddaje z WHO, 2002)



Vakcinace je hodnocena z medicinského
i ekonomickeho pohledu jako jeden z
nejefektivnéjsich zplsobl prevence vzniku

W IrIv

a sireni infekcnich chorob.

Na individualni drovni chrani jedince pred onemocnénim.

Na populacni urovni (kolektivni imunita dana vysokou
proockovanosti populace) brani Sifreni infekCnich agens a
ochrani i neoCkované osoby.




Za pocatek imunologie Ize oznacit objevnou metaforu s

generativni schopnosti: lidskou tvar s jizvami po cernych
nestovicich.

Bylo napadné, ze jizvy jsou odrazem stavu odolnosti proti
nove atace onemocneéni.

Ali Maov Maalin,
Merka Town, Somalia

26. 10. 1977
Posledni nemocny

na svete s prirozene
vzniklou variolou.




On 9th December 1979, the W.H.O. officially declared
smallpox to be completely eradicated
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WE, THE MEMBERS OF THE GLOBAL COMMISSION FOR THE
CERTIFICATION OF SMALLPOX ERADICATION, CERTIFY

NOUS, MEMBRES DE LA
THAT SMALLPOX HAS BEEN ERADICATED FROM THE WORLD.

COMMISSION MONDIALE
POUR LA CERTIFICATION
DE L'ERADICATION DE
LA VARIOLE, CERTIFIONS
QUE L'ERADICATION DE
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NOATBEPAAAEM, TO NOSOTROS, MIEMBROS DE LA COMISION MUNDIAL PARA LA CERTI-
OChIbl B MHPE BOALWE FICACION DE LA ERRADICACION DE LA VIRUELA, CERTIFICAMOS
HET. QUE LA VIRUELA HA SIDO ERRADICADA EN TODO EL MUNDO

ot A i Dubel, Nt huboes
/ wtiue, W(Qﬂtl’/ %JL o Jg(ﬁ]@j

———

I 2 ” é/»@/ FEN s (nahe
L\ ) ’ =
t /({/., x.(» Ve & ﬁ? 2 t; "4
i iAo Ve A//%’("/’/”/’f‘éz, ? % W )
'a AN
-

/A sms erive e P Adanbie (937

- 5234 " |
- A sl 38

~ . 'f-‘,LL"'a';‘.-g‘\


http://www-micro.msb.le.ac.uk/Tutorials/Pox/parch.jpg

