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Zakladni fyziologickou funkci imunitniho systému
je obrana proti patogennim mikroorganismum.

Imunoprevence — vakcinace
Imunoterapie — substituce, modulace



Ekologické interakce mikrobu a hostitele

Parasitismus

Komensalismus

Mutualismus

partial g > complete

PATHOBIONT - PATHOGEN



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

SouZziti hostitele s mikroorganismy je vysledkem

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

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



Terminologie

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

Mikrobiom:
ptivodné kompletni set genti v mikrobioté,

Veers

nyni mikrobiota a jeji veskery geneticky material




Mikrobiota obsahuje 104 bakterialnich bunék, tj. 10x vice ne je
bunék, které tvori nase télo.
(Jsme tedy z vice nez 90% ,,mikrobialni”).

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

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

Gilbert JA et al.: Current understanding of the human microbiome (Nature Medicine 2018; 24(4): 392 -400):
Podle novych vyzkumu je pomér bakterii k lidskym bunkam cca 1,3: 1

a jejich genua cca 2 miliony k 20 000).



The gut microbiota
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Humans harbor

. Gut bacteria play important roles
1,000 species in health and disease
N > «=» Disease
w w ' w ® Longevity ® Obesity
. ® Immunity ® Diabetes
® Anti-inflammation ® Mood
@ Digestion and absorption ® Cancer
® Amino acid metabolism @ Allergies
Every person hosts about ® Lipid metabolism ® Aiitiva
160 species @ Vitamin production ® Autism
@ Short-chain ® Multiple sclerosis

fatty acid metabolism ® Inflammatory
bowel disease

Many factors influence the gut profile

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

* porod

* kojeni

e strava

* infekce

 antibiotika

* hygienicka opatreni

e kontakt se zevnim prostredi



. Bacteroidaceae

‘ Lachnospiraceae

@ Ruminococcaceae
Prevotellaceae

. Enterobacteriaceae

’ Veillonellaceae

. Bifidobacteriaceae

Clostridiaceae
Lactobacilleaceae
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Bacterial diversity

Interindividual variability




Clovék a jeho mikroby

mySuperorganismus*

skompletni ja“



Molekularni biologické metody
pri studiu mikrobioty

e 16S rRNA — kodujici geny

* Metagenomicka analyza — sekvenovani veskeré
mikrobialni DNA komplexniho spolecenstva

* Analyza transcriptomu, proteomu, metabolomu



Mikrobiom c¢loveka

Archaea

Skin microbiome

Oral microbiome
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Mikrobiom: Archaea

Jednobunécné mikroorganismy

« extremofilni” (hyperthermofilni,hyperacidofilni, hyperhalofilni
. mesofilni

. nékteré druhy maji charakteristicky metabolismus - methanogenesi.

V lidském travicim traktu se vyskytuji:
Methanobrevibacter smithii
Methanosphaera stadtmanae
Methanobrevibacter oralis

Biologicky vyznam je tc. studovan.

Archaea predstavuji novou skupinu probiotik (archaeobiotika)
(Gaci N et al: World J Gastroenterology 2014, 20(43): 16062-16078)



Mikrobiom: Bakterie

Firmicutes:

Clostridium, Bacillus, Lactobacillus, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus....

Bacteroidetes:
Bacteroides, Flavobacteria ...

Actinobacteria:
Corynebacterium, Propionibacterium....

Proteobacteria:
E. coli, Proteus ....



Mikrobiom: Houby

Aspergillus, Alternaria, Candida, Cladosporium,
Cryptococcus, Fusarium, Malassezia,
Rhodotorula, Sacharomyces .....



Mikrobiom - Virom

Bakteriofagy, v€. temperovanych (cca 1200 virotypu)

Breitbart M et al.: Matagenomic analyses of an uncultured viral community
from human feces.

(J Bacteriol 2003; 185: 6220-6223)

Viry eukaryontl (adenoviry, rotaviry, enteroviry, noroviry, Bocavirus,
Picobirnavirus, Cosavirus, Anneloviridae)

Reyes Aet al.: Going viral: next generation sequencing applied to phage populations in the human gut.
(Nature Rev Microbiol 2012; 10: 607-617)



Rozmanitost mikroorganismu v lidském téle

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

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

Skin

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

1-6 fungal genera

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

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

Source: Am J Epidemiol @ 2015 Oxford University Press



Actinobacteria
B Corynebacterium
Nares B Propionibacterium
Other Actinobacteria
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Vyznam strevni mikrobioty

e Zdabrana usidlovani patogennich mikrobd.

e Lokalni produkce antimikrobidlnich pusobku.
e Stimulace tvorby Treg (Bacteroides fragilis)
 Tvorba vitaminu B12, K

* Degradace komplexnich polysacharidl ( Bacteroides
. thetaiotaomicron)

* Tvorba a sekrece imunoglobulin(
 Regulace hematopoézy

 Rozvoj ,MALT“

 Maturace imunitniho systému

 Regulace hematopoézy

e OQOvliviiovani neurohormonalnich proces



Fyziologicka mikrobiota indukuje tvorbu

»prirozenych protilatek”
 Isohemaglutininy (anti A, B)
e Xenoaglutininy (napr. anti aGal)

* Protilatky proti antigenim mikrobioty

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



»Hygienicka“ hypotéza

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

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

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

Casna kolonizace
(enterobacteriacae, laktob.)
eJesle

eParazitarni infekce Nizké riziko alergii

(Umetsu et al., 2002)



Dlouhodobé pusobeni probiotik (E. coli - Colinfant)
na imunitni systém deéti
Opakovana oralni aplikace nepatogenniho kmene E. coli po porodu
redukovala vyskyt alergii v pozdéejsim véeku (10 a 20 let)

Clin. symptoms
After 10 years

Colonized infants (n = 77) 12%* (9)

Control infants (n = 55) 33% (18)

After 20 years

Colonized infants (n = 150) 16% (24)

Control infants (n = 144) 32% (46)

*p <0.01



Mikroby a autoimunitni choroby

Molekularni (antigenni) mimikry:

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

Rozsirovani spektra epitopu v prubéhu infekéniho procesu

Vliv strevni mikrobioty

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




Mikrobiota a nadory

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

Tyto ucinky mohou byt lokalni i celkové.

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

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



Mikroby a metabolismus

V mikrobioté streva obéznich je zvysené
zastoupeni Firmicutes

Souvisi se schopnosti mikrobioty vyuzivat
energii z potravy?

Ovlivnuji nékteré bakterie mikrobioty kmenové
bunky pro diferenciaci v bunky tukové?

Ovlivinuje mikrobiota pocit hladu?



Moznosti ovlivhéni mikrobioty

* Probiotika

* Prebiotika

* Imunomodulatory

* Antibiotika

* Terapie bakteriofagy

* Transplantace stolice (u infekci C. difficile)

* Produkty mikrobioty (napr. bakterialni polysacharidy Bacteroides
fragilis)



PROBIOTIKA

zZivé mikroorganismy aplikované peroralné,
pusobici blahodarné na zdravi clovéka a
zvirat

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



PREBIOTIKA

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

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



Transplantace mikrobioty stolice
(fecal microbiota transplantation)

 0Od jednoho darce, Casto blizkého pribuzného.
 Od vice darcu (stool banks).
* Transplantace autologni stolice (odebrané
v klidovém obdobi a vhodné uchované).
* Anaerobné kultivovana stolice od zdravych darcu.

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



Kazdy mame svuj vlastni mikrobialni ,,makeup“

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

Ackerman J: The ultimate social network.

(Scientific American 2012)



IMUNITA V USTNI DUTINE

Ustni dutina jako soué&ast slizni¢niho imunitniho systému
Indukéni (imunizace , tolerance) i efektorové schopnosti
Sliny: obsahuji produkty lokalni i systémové imunitni reakce
slinné zlazy
steérbinova tekutina

Etiopatogenéze chorob ustni dutiny je vazana na lokalni
systemovou imunitu, na lokalni i systéemoveé choroby, na
vrozenou i adaptivni imunitu, na bunéecné i humoralni faktory.



SLINY

e 750 — 1000 mL/den: paroticka zlaza 40%, submandibularni 40%,
sublingualni 10%, malé slinné zlazy 10%.

* Vétsina IgA dimer, 5-10% monomer. IgA, : IgA,=55:45
*slgA:1gG:IgM: = 200:2:1g/L

* Muciny, lysozym, laktoferin, laktoperoxidaza, defensiny a jiné
antimikrobialni peptidy, inhibitory proteaz

 Sulkularni tekutina (gingival crevicular fluid) se dostava do slin v
mnozstvi cca 1-2 mL/den, v nichzZ je nafedéna 1:500 — 1:1000.
Protilatky zde obsazené jsou predevsim z krve.



Imunologicky aktivni bunky v ustni dutine

 Epitelové (PRR, cytokiny)

e Lymfocyty T, B, diferencované plasmacyty, dendritické bunky,
makrofagy, neutrofilni, eosinofilni, basofilni leukocyty, mastocyty,
bunky NK

* Aplikace antigenu do sliznice indukuje tvorbu protilatek v malych

slinnych zlazach, aplikace submukdzni vede k tvorbé protilatek ve
velkych slinnych zlazach.

* Intranazalni a sulingualni imunizace indukuje tvorbu protilatek, které
jsou prokazatelné ve slinach i v genitalnim traktu.



ZUBNI KAZ

 Je povazovan za nejrozsirenéjsi (infekéni) chorobu
* Lokalizovana destrukce zubni tkane bakteriemi

* Etiologie: predevsim Streptococcus mutans (glucosyl transferase,
GTF), surface protein streptococcal antigen I/11 (SAl/ll)

* Moznosti aktivni i pasivni imunizace



Vakciny a vakcinace



Aktivni a pasivni imunizace

e Aktivni imunizace

Indukcni faze — produkeni faze
Imunologicka pamét (primarni a sekundarni reakce)

Specificka prevence prip. profylaxe a terapie

e Pasivni imunizace
U¢inek okamzity, pfechodny (biologicky poloéas)

Specificka terapie prip. profylaxe



Vakcinace je hodnocena medicinsky i ekonomicky jako

jeden z nejefektivnéjsich zpusobu prevence vzniku a Sireni
infekcnich chorob.

Na individualni arovni chrani jedince pred onemocnénim.
Na populacni urovni (kolektivni imunita dana vysokou

proockovanosti populace) brani sireni infekcnich agens a
ochrani i neockované osoby.
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Jennerova vakcina v Brné

(c.k.vSeobecny zaopatrovaci ustav u sv. Anny)

Do roku 1817 probéhlo pét velkych ockovacich slavnosti
s hudbou a zpévem, tancem, hrami a prémiemi, zprvu na
komarovskeé louce, pozdeji v Pisarkach, kde v parku byl

postaven drevéeny pavilon ve stylu antické svatyné s bustou
E. Jennera.

(Kruta V: Pocatky ockovani proti nestovicim na Morave,
Déjiny védy a techniky 1971,;4: 228-244)



On 9th December 1979, the W.H.O. officially declared
smallpox to be completely eradicated
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Pravidelné ockovani v CR 2011
(Vyhlaska 537/2006, novela 299/2010 Sb.)

povinné plosné ockovani proti

zaskrtu, tetanu, cernému kasli, hemofilové invazivni infekci,
virové hepatitide B, détské obrnée, spalnickam, zardénkam,
priusnicim

doporucena ockovani

u rizikovych déti proti tbc (BCG)

proti pneumokokovym a meningokokovym (A+C) onemocnénim,

kliStové encefalitidé, virové hepatitidé A, planym nestovicim,

infekci lidskymi papilomaviry, chripce



Hexavakcina

Zaskrt, tetanus, pertuse, virova hepatitida
B, détska obrna, infekce zpusobené H.
influenzae b.

Ukonceni do 18 mésicu véku, preockovani.

Spalnicky, zardenky, priusnice

Od 15. mésice, preockovani za 6-10 mésicu



LKlasické” vakciny

Atenuované mikroby: BCG (proti TBC), poliomyelitis
(Sabinova), spalnicky, zardénky, priusnice, cholera,
Zluta zimnice

Inaktivované mikroorganismy: pertuse, vzteklina,
hepatitis A, kliStova encefalitida, poliomyelitis
(Salkova), cholera

Toxoidy: tetanus, zaskrt



NOVE VAKCINY

Subjednotkoveé

Splitové, steépené (pripravovane stépenim infekcnich agens
a isolaci imunoprotektivnich slozek)

Rekombinantni (vlozeni genu kodujiciho protektivni antigen
do produkcniho mikroorganismu, ktery pak tento antigen
produkuje, vyprodukovany antigen je izolovan a
purifikovan)

Imunogennost je zvysena adsorpci na mineralni nosic
nebo konjugacri s bilkovinnym nosicem, napr. toxoidem.



NOVE VAKCINY

Vektorovée (vektorem jsou predevsim poxviry, napr. vysoce
atenuovany kmen Ankara, ptaci poxviry, adenovirus, S. typhi
a dalsi, kromé antigent mohou kddovat i cytokiny, napr. IL-2)

DNA-vakciny (gen, kodujici antigen umistén do bakterialniho
plasmidu, ktery obsahuje imunomodulacni nemetylovany
motiv bakterialni DNA — CpG)




DNA-vakciny

Os lélggﬁalfo’ﬂuﬁp asrls sny antigen je vpraven s vhodnym promotorem

Aplikace intramuskularni,
intraepidermalni -,,gene gun"
sliznicni

ntigen se ari in vivo a indukuje jak protilatkovou, tak celularni
fﬁwurﬂtl% rea Yytv JeJakp



Principy spravné vakcinace

Individualni pristup k oCkovanému.

Dodrzovani absolutnich a relativnich kontraindikaci.
Dodrzovani spravné ockovaci techniky.

Pouziti vhodné vakciny podle veku.

Vybrani vhodného mista aplikace.

Desinfekce mista vpichu (alkohol)

Zdravotnicky dohled po dobu 30 min.



Schema vakcinace

Zakladni schema
konvencni,

zrychlené

Preockovani



Zpusoby aplikace vakcin

Intramuskularné
jehla 25 mm, oblast nedominantniho deltového
svalu, u kojencu a batolat do 2 let do stredni
casti anterolateralni oblasti kvadricepsu, kolmo
Subkutanné

jehla 15-20 mm, kozni rasa nad tricepsem nedominantni
paze, pod uhlem 45 st.

Intradermalné
jehla 9-10 mm, predni strana deltového svalu
nebo na volarni stranu predlokti

Peroralné, sublingualné, nasalné



Nezadouci ucinky vakcinace

(Souhrn Udajl o pripravku, pribalovy letak).
Ocekavané neocekavané zavazne

Mistni:  zarudnuti, otok, bolest

Celkove: telesna teplota (do 37,4 bézne, do 38
tolerovano, od 38,1 Iéky, lIekarska pomoc),

Unava, bolest hlavy, svall, kloubd

Alergické nezadouci ucinky na aktivni i pasivni
slozky vakciny (zpravidla béhem minut!)




Ostatni biologicky vyznamné soucasti vakcin

Antibiotika (kanamycin, neomycin)
Konservacni prostredky (thiomersal)
Stabilizatory: struktura a konformacni

integrita epitopu je ovlivnéna predevsim
teplotou a pH.

Chlorid horecnaty, humanni albumin,
laktoza, sorbitol, zelatina.

Latky z technologického procesu (napf. OVA)




Imunologické adjuvans

Substance podané spolu s antigenem zvysujici jeho imunogennost

Glenny AT, Pope CG, Waddington H, Wallace V:

The antigenic value of toxoid precipitated by potassium alum
(J Path Bacteriol 1926, 38-45, 1926)

Aluminium fosfat nebo hydroxid zlistavaji stale hlavhim
imunologickym adjuvans v humanni mediciné



Imunologické adjuvans

Zesiluje a udrzuje imunogennost antigenu.
U¢inn& moduluje imunitni reakci.
Redukuje potrebneé mnozstvi antigenu i
nutnost opakovaného podani.

Zlepsuje ucinnost vakcin u novorozencd,
starych osob i nemocnych s podlomenou
Imunitou.

Jejich vyznam je zvlast’ dulezity u strukturalné
jednoduchych preparatd.



Adjuvans:
zakladni mechanismy ucinku

.Doruceni* antigenu burikdm a organim imunitniho
systému (,,delivery systems").
mineraini solj, emulse, lijposomy, virosomy,
biodegradovateiné polymerni mikrosféry, ISCOM
(immune stimulating complexes)

Imunostimulace (predevsim aktivaci bunék vrozené imunity)
ligandy TLR, cytokiny, saponiny, bakteriaini exotoxiny

Budoucnost maji komplexni adjuvantni systemy (integrovana
adjuvancia); je nutno vzit v uvahu zviastnosti patogeneze i
rozdilné imunogenni viastnosti antigend.




Adjuvans aktivuje dendritické bunky

Aktivace prima
interakce slozek adjuvans charakteru ,,PAMP*
s TLR i dalsimi PRR

Aktivace neprima
prostrednictvim ,DAMP* uvolnovanych pfri
poskozeni tkani mikroby (kyselina mocova,
ATP, HMGB-1)

Vyznam ,fylogeneticky konservovanych” struktur mikrobu.



Adjuvancia polarizuji imunitni reakci

Adjuvancia obsahujici ligandy TLR (napf. monofosforyl lipid A — MPL)
podporuji odpoved Thl a CTL,

Adjuvancia vedouci k tvorbé DAMP (napf. aluminium a MF59 —
emulze squalenu,polyoxyethylen monooleatu a sorbitantrioleatu ve

vodé) podporuji odpovéd Th2 a B.

Virosomy, liposomy, ISCOM se uplatnuji pri zkrizené presentaci a
zapojeni lymfocytl T CD8+.



Adjuvancia v humannich vakcinach

Slouceniny aluminia
DPT, DT, H. influenzae b, S. pneumonie,
HAV, HBV, inakt. poliovirus, HPV
Olej/voda-MF59
HSV, HBV, HIV
MPL- AS04/AS02
HAV HBV, HPV, HIV,malarie, tbc, leishmaniasa
Virosomy (IRIV)
HBV, HPV/HAV
Podjednotka cholerového toxinu B
cholera



Adjuvans — dvé tvare

Zesiluje, udrzuje a sméruje imunogennost antigenu.
Uéinné moduluje imunitni reakci.

Redukuje potrebné mnozstvi antigenu i nutnost
opakovaného podani.

Zlepsuje ucinnost vakcin u novorozencu,

starych osob i nemocnych s podlomenou imunitou.
Jejich vyznam je zvlast dllezity u molekuldrné
jednoduchych preparatu.

Ma schopnost prolomit prirozenou imunologickou
toleranci (experimentalni autoimunitni choroby )



Imunoglobulinové preparaty



Vyuziti imunoglobulinovych preparatd

|dentifikace a kvantifikace antigenu (mikrobiologie, hematologie,
transplantologie, klinicka imunologie)

Imunoterapie a imunoprofylaxe

(klasicka pasivni imunizace, terapie nadoru, imunomodulace,
predevsim imunosuprese)

|zolace a purifikace antigennich preparatu




Priprava imunoglobulinovych preparatu

Polyklonadlni ,antiséra” (hyperimunni séra) xenogenni
(imunizace zvirat — kralik, koza, prase, kun...)

alogenni (lidska od pfirozené i zamérné imunizovanych
dobrovolniku)

Monoklonalni protilatky

mysi
modifikované (chimerické, humanizované, lidské)



/7 V

ecby

Indikacni skupiny imunoglobulinové

Substituce tvorby protilatek
Primarni imunodeficience
Sekundarni imunodeficience

Imunoregulace

Autoimunitni choroby
Vaskulitidy
Alergicka onemocnéni

Lécba infekénich chorob - substituce i imunoregulace



Antiséra pouzivana v lidské mediciné

* Antibakterialni: tetanus (lidské), botulismus (konskeé),
antigangrenodzni (konske), zaskrt (konskeé)

* Protivirova: hepatitida B (lidské), vzteklina (konské),
varicella-zoster (lidské), CMV (lidské), klistova encefalitida
(lidské), hepatitida A, spalnicky a jiné virdzy (nespecificky
lidsky imunoglobulin)

* Proti hadim a pavoucim jedum (koriska)
* Anti Rh (lidské)



Nespecifické (normalni) imunoglobulinové derivaty
(pfiprava z plasmy 15 000-60 000 zdravych darcU krve)

Intravenozni - 5%:
7S - intaktni molekula 1gG

5S - molekula 1gG rozstépena v pantové oblasti na fragmenty
Fab, a Fc (Gama-Venin)

lgM, obohacené preparaty (Pentaglobin)

Intramuskularni 16% roztok prevazneée IgG

Subkutanni - jedna se v podstate
o intravendzni derivaty zahusténé na 16%.




Indikace substituc¢ni imunoglobulinové |éCby

1gG > 5 g/l: Pri klinicky ziejmé imunodeficienci a
poruse tvorby specifickych protilatek.

5 g/I< 1gG> 2 g/l: Pri priznacich imunodeficience nebo
poruse tvorby specifickych protilatek.

10G < 2 g/l: Jednoznacna indikace zahajeni
imunoglobulinové 1éCby.




