Mechanismy nespecifické
Imunity



Vrozena (nespecificka) imunita

Stale pripravena rozpoznat eliminovat
mikroby (PAMPS).

Vetsinou eliminuje mikroby drive nez se
rozvinou mechanismy specifické imunity.
Receptory jsou primo geneticky
determinovany, nejsou produkty
rekombinace genu.

Za urcitych okolnosti mohou i vlastni
antigenni signaly (DAMPs) vyvolat
zanetlivou reakci.



“Trained immunity”

Nové se ukazuje, ze nékteré mechanismy nespecificke
Imunity maji schopnost po opakovanée stimulaci
nekterymi (nespecifickymi) podnety reagovat
iIntenzivneji, efektivneji.

Lze prokazat u NK bunék, dendritickych bunek, bunek
myeloidni rady ale i nekterych bunék kmenovych.

Uplatnuji se epigenetickeé mechanismy.

Krome obrany organismu se uvazuje i o ucasti v
patogenezi rady chorob doprovazenych chronickym
zanetem.



Vyznam vrozeneé imunity

... Za preziti obratlovc{ pri infekcich jsou prevazné - tj.
vice nez z 90% - odpovedny vrozené, elementarni,
mechanismy rezistence, mezi néz patfi interferonem
aktivované makrofagy, polymorfonuklearni fagocyty a
Cetné jiné faktory hostitele..."

(Rolf M. Zinkernagel: On differences between immunity
and immunological memory, 2002)



Pribéh infekci u poruch na Grovni vrozené
a ziskané imunity
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SIGNALY NEBEZPECI:

- EXOGENNI| (PAMPS)

- ENDOGENNI (napf. STRESOVE PROTEINY
UVOLNENE Z NEKROTICKYCH BUNEK)



Vrozena imunita — poznavane struktury
(alarminy)

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP)
(C. A. Jeneway,Jr, 1989)

stejné pro skupiny mikroorganismu,

konservovaneg, nevariabilni molekularni ,motivy®, ,signatury®,
,vzorce“, nezbytné pro Zivotnost a patogenitu mikroorganismu,
odliSné od molekularnich struktur hostitele

napr. lipopolysacharidy, lipopeptidy, peptidoglykany, manosa
povrchovych struktur bakterii a hub, nemetylované motivy CpG charakteristicke
pro bakterialni DNA, dsRNA representujici strukturalni signaturu RNA-virt

Danger, Damage-Associated Molecular atterns (DAMP)
(Polly Celine Eveline Matzinger,1994)
molekularni struktury hostitele

napr. HSP60, HSP70, fragmenty fibrinogenu, fibronektin,
hyaluronan..




Receptory vrozené imunity (,,PRR")

V cirkulaci, rozpustn€, sekretované:
lektin vazajici mandzu ( MBL), C-reaktivni protein
Na bunkach, membranove:

zprostredkovavajici endocytozu ( napr. pro manan na
makrofazich)

signalizacni , Toll-like receptory", TLR
Intracytoplazmatickeé:

»Nucleotide-binding oligomerization domain proteins®, NOD
»Retinoic acid inducible gene I, RIG




PAMPs:

lipopolysacharid (LPS)
peptidoglykany
lipoproteiny

manany

glukany

bakterialni DNA
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TOLL-LIKE RECEPTORY

Peptidoglycan (G+)

Lipoprolein

Lipoarabinomannan
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PAMP jsou dulezité v aktivaci dendritickych bunék

Pathogen

Endocytic
PRR

Dendritic
cell

Nature Reviews | Immunology



especificke ochranne bariery

lidského tela
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Vergani & Peakman: Basic & Clinical Immunology, 2nd Edition.

Copyright © 2009 by Churchill Livingstone, an imprint of Elsevier, Ltd

stomach kills
microorganisms
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System vrozené imunity

Celularni slozky

Epitelove bunky (antimikrobiaini peptidy, cytokiny)

Mastocyty (farmakologicky aktivni)

Profesionalni fagocyty (neutrofilni
leukocyty, mononuklearni fagocyty)

NK bunky (natural killer)

Dendritické bunky (prezentace antigenu)

Innate lymphoid cells




Systéem vrozené imunity

Humoralni slozky

Mikrobicidni faktory (lysozym, defensiny,
kathelicidiny a dalsi)

Komplementovy system

Kollektiny (MBL, SP-A, SP-B), Fikoliny

Pentraxiny (CRP, SAP, PTX3)

Histamin, eikosanoidy

Cytokiny (Interferony o.,f3, v, TNFa, IL-1, IL-6,
chemokiny)




Komplementovy system



VSeobecna chakteristika aktivace
komplementoveho systému

Jednotlive slozky jsou v plazme pritomny v inaktivni
forme, jsou aktivovany svym proteolytickym Stepenim.
St&pi se na mensi ¢ast (oznadovana jako a) a vétsi
cast (oznacCovana jako b).

Obvykle Cast b ma takeé proteolytickou aktivitu, Cast a
zajiStuje dalSi funkce C-systém (chemotaxi,
prozanétlivy efekt).

Slozky C6-C9 nejsou stépeny, pouze se vzajemné
vazi na sebe.



Activation of the complement sytsem

Figute 7.27

CLASSICAL PATHWAY

Anti binds to ic Mannose-binding protein
anhgam pamgem binds to pathogen surface

U )|

COMPLEMENT
ACTIVATION

T1

i — 2 ; 2%

Recruitment of OP”"W“““ of pathopens Lysis and death
inflammatory cells ’w"‘m?ﬂ uptake and E'"'"U zfs pathogens

agocytic colls

o Garland Publishing/Eevier Science



Aktivace komplementového
systemu

« Klasicka cesta:
— Komplexy IgG-antigen, IgM-antigen,
— C-reaktivni protein
« Alternativni cesta
— Lipopolysacharid G- bacterii
— Bunécna stena nekterych bakterii
— Bunécdna sténa kvasinek (zymozan)
— Agregovany IgA
» Lektinova cesta
— Manoza a dalsi sacharidy



Aktivace komplementu

klasicka cesta lektinova cesta alternativni cesta
C1-INH MBL C3b
Cl MASP 1, 2 B
C4 C4 D
C2 C2 P
C3 konvertaza
7
C3 —C3b
7
C5 —C5b
I
C5b
C6
membranolyticky komplex C7
C8
C9




Aktivace klasicke cesty
komplemntoveho systemu

C3a Cha




Udinek C9 na buné&énou membranu

(d)
Vergani & Peakman: Basic & Clinical Immunology, 2nd Edition.
Copyright © 2009 by Churchill Livingstone, an imprint of Eisevier, Ltd. All rights reserved.



Alternativni cesta aktivace

komplementoveho systemu

Iniciovana spontanni aktivaci C3 na
povrchu nekterych bakterii (napr vlivem
LPS) nebo kvasinek (napr vlivem
Zymozanu)

Aktivovana slozka B

Stabilizace komplexu se ucastni slozky D
a P (properdin)

Vznika alternativni C3 konvertaza (C3bBb)



Aktivace alternativni drahy
komplementoveho systemu

C3a C3 C3a

@ e
o I w NN\

C3b, Bb C3b, Bb, C3b
L D, P C3 Convertase C5 Convertase
Activating

surfaces + proteolysis



Lektinova (treti) cesta aktivace
komplementoveho systemu

 Mandzu vazici lektin ( MBL) se vaze na
nektere cukry na povrchu bunek (napr.
manozu).

» Aktivovany MBL aktivuje C2 a C4 za

tvorby C2aC4b — tj aktivovany MBL pusobi
jako aktivovana C1 klasické cesty aktivace

komplementu.

(pozn. lektin = protein s vysokou vazebnou
silou k sacharidum)



Aktivace klasické a lektinove cesty komplementu

Nature Reviews | Immunoclogy



Regulace aktivity
komplementoveho systemu

» Plasmaticke faktory

— Klasicka cesta — zejména C1-INH (deficit vede k
hereditarnimu angioedemu).

— Alternativni cesta — faktor H (polymorfismy
vazany na vznik makularni degenerace sitnice,
mutace u Casti pacientu s hemolyticko-uremickym
syndromem), faktor |

» Faktory vazane na bunky:

— CD59, CD55,CD46 ruznym zpusobem, brani
aktivaci komplementoveho systemu.



Biologické funkce aktivovanych slozek
komplementového systému

e lyza bunék (mikroorganismu) (MAC)

e opsonizace (C3b)

e chemotaxe (Cba, C3a)

e prozanetliva aktivita (C3a, Cb5a)

e pienos imunokomplexu (C3b, C4b)

e regulace pamétové odpovedi (C3b, C3d)



Fagocytoza
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Polymorfonuklearni granulocyt
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Profesionalni fagocyty imunitniho
systemu

» Granulocyty — neutrofilni, Castecne i
eozinofilni
* Monocyty makrofagy:
— Kupfferovy bunky,
— Mikroglie
— Osteoklasty

— Makrofagy sleziny, alveolu, vazivoveé tkane,
sinusu..

* Dendritické bunky (neaktivovaneé)
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Vyvoj makrofagu z monocytu
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Dve faze interakce mezi fagocyty
a cevni stenou

* Rolling — reverzibilni interakce dana vazbou
mezi endotelialnimi selektiny a jejich
ligandy na povrchu leukocytu (napr sialyl-
Lewis*)

» stabilni vazba — vytvari se po aktivaci
prozanetlivymi faktory. Je dana interakci
mezi leukocytarnimi integriny a jejich
ligandami na endoteliich — napr. ICAM-1.
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Interakce leukocytu s endoteliemi pfi prechodu leukocytu
z cevy do extravaskularniho prostoru
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"Klasicke” faze fagocytarniho
procesu

Chemotaxe cileny pohyb bunék proti
smeru koncentrace chemotaktickych
faktoru (chemotaxinu)

Adheze

Ingesce —pohlceni, vytvareni fagosomu.
Ten pote splyva s lysosomem za vzniku
fagolysosom.

Intracelularni degradace — po zabiti
nasleduje destrukce fagocytovaného
materialu



Chemotaxiny

Produkty rozpadu bunek

Cba

IL-8, IL-1

Leukotrieny

Desticky aktivujici faktor (PAF)



Opsoniny

« Latky zlepsuji adhesi fagocytujici bunky
k fagocytované castici.

» Specificke: IgG, (IgM pouze nepfimo
aktivaci komplementoveho systemu)

* Nespecificke: C3Db, fibronektin, CRP,
MBL....



Jednotliva stadia fagocytozy

Adherence fagocytované Caetice k membrané fagocytujici




Zabijeci mechanismy fagocytujicich

bunek
Reaktivni metabolity kysliku (H,O,, hydroxylovy radikal
(.OH), superoxidovy aniont (O,"), singletovany
kKyslik(.O,)
Reaktivni dusikové metabolity (NO, NO,)
Hydrolazy: proteazy, lipazy, DNAsy
Nizké pH
Lysozym
Lactoferin
Defenziny — antimikrobialni polypeptidy



Prirozeni zabijeCi (NK bunky)

. ?/Iorfc;logicky se jedna o velké granulované lymfocyty
LGL).

* Vznikaji v odlisné linii nez T a B- lymfocyty.

« Noveé jsou fazeny mezi innate lymphoid cells ( ILC).

* Rozpoznani cilove bunky je antigen nespecificke. Zalezi
na vzajemném pomeéru aktivacnich a inhibi¢nich signalu
na povrchu cilové bunky

A a4

o L aLB ad

(nepozmenenych) HLA-I antlgenu na povrchu cilové
bunky.

« Aktivacni stimuly: napriklad adhezivni (napfr. lektiny),
receptor Fcylll receptor (CD16).



Prirozeni zabijeCi (NK bunky)

NK bunky jsou namireny zejména proti nadorovym a
viry infikovanym bunkam.

Vrchol odpovedi NK-bunek je jiz beéhem nekolika hodin
po primarni infekci jako soucCast indukované vrozené
Imunitni reakce

Mechanismy cytotoxicity jsou stejné jako u Tc
lymfocytu.

Dulezitym stimulaénim cytokinem je IL-12 (jako
produkt aktivovanych makrofagu) IFN-o,(3, IL-2, IL-18
Jsou dulezitym zdrojem prozanétlivych cytokinu —
IFNy, IL-3, TNF-a




Antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

Cizorody
epitop

Usmrceni Yirem
infikované Quriky

NK Cell




Large granulated lymphocyte




Interferony (IFN)

* Typ 1: IFN o, IFN B — jsou produkovana
nékterymi bunkami infikovanymi viry (hlavné
fibroblasty, granulocyty). V cilove buiice
inhibuji virovou replikaci.

 Typ 2 -, Imunni: IFN vy: produkovan
aktivovanymi T, 1 bunkami, NK bunkami,
zpusobuje predevSim aktivaci makrofagu.

* Interferony 3. typu - IFN A — IL28A,B, IL-29
— podobn¢ IFN-|



Mechanismus ucinku
iInterferonu (IFN)

New viruses

Antiviral proteins block
0 viral reproduction

Viral nucleic
: acid
T —

oY

Interferon binding simulates
cell to turn on genes for
antiviral proteins

Interferon molecules
produced

<

Host cell 1 v Host cell 2
* Infected by virus » Entered by interferon from cell 1;
* Makes interferon + Interferon induces changes that protect it

* Is kiled by virus




Defensiny

Malé (18-45 aminokyselin) kationické proteiny, bohaté na
cystein.

Polypeptidy ucinné proti fade bakterii, plisni ale i
nékterym virum.

Jsou produkovany predevsim neutrofilnimi granulocyty a
epitelialnimi bunkami.

Nachazeji se v rade extracelularnich tekutin, vCetne
napr. materskeho miléka.

Hlavnim mechanisme je poruseni integrity bunecné
membrany, véetné tvorby pérd v membrané.

Déli se na skupiny defensinu o a f.



Lysozym

» Enzym katalyzujici rozklad
polysacharidovych retézcu v
bunécnych stenach G+ baktérii.

* Pfitomen v granulich granulocytu,
plazme, sekretech (vyznamny ve
slinach!)



Zanet



Zanet
Jedna se o rychlou odpoved organismu na poskozeni tkani
nebo infekci
Hlavni roli hraji slozky nespecifické imunity
Hlavni udalosti v miste zanetu

— Vznik vasoaktivnich a chemotaktickych latek, Casto
produktl aktivace komplementového systému.

— Zvyseny pritok krve do mista zanetu.
— Pfiliv zanétotvornych bunék, zejména granulocytu
a makrofagu.

— ZvysSena cévni permeabilita vede k prechodu bilkovin do
extravaskularnich prostoru.



ZANET

Induktory:

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

materialy,toxické slouceniny)

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



Iniciace zanetlive odpovedi

Histamin zpUsobuje zvySenou
permeabiliotu kapilar a nasledny
prinik fagocytujiich bunék

PoS8kozeni bunék a aktivce
komplementu vede k uvolnéni
chemotaktickych a vasoaktivnich
substanci a pfilivu krve do mista
po8kozeni

Fagocytujici buriky ni¢i
bakterie, mrtvé bunky a
bunécnou drt, coz postupné
vede k tkafové reparaci




Lokalni mediatory zanetu

Vasoaktivni aminy — histamin, serotonin - uvolnéné z poskozenych
bunék, stimulovanych mastocytu.

Produkty kininového systému, komplementoveho systéemu,
koagulacniho systému.

Metabolity kyseliny arachidonové leukotrieny, prostaglandiny 5-
HETE

Platelet activating factor

Produkty mononocytul, neutrofil: IL-1, TNF-a, IL-6, IL-18,
chemokiny, NO,

Produkty aktivovanych lymfocytt - TNF-a, IL-6, IFN-y, chemokiny



Celkové priznaky zanéetu

Vznikaji zejména pod pusobenim IL-1,
IL-6, TNF-a

Teplota
Unava, ospalost, ztrata chuti k jidlu

Laboratorni znamky: leukocytoza,
zvySena FW, zvysSené hladiny reaktantu
akutni faze, snizené hladiny zeleza a
zinku v plazme.



Proteiny akutni faze

Jejich hladina se zvysuje v dob akutniho
zanetu

Jsou produkovany hlavne jatry pod vlivem
IL-1, IL-6, TNF-a

Nejznamejsi a diagnosticky nejCastej
vyuzivany: C-reaktivni protein (CRP)
Dalsi: soucasti komplementoveho
systemu, alfa-1-antitrypsin, sérovy amyloid
A, fibrinogen...



C-reaktivni protein

Vaze se na fosfatidylcholin bunéCnych membran.

Aktivuje klasickou cestu komplementu, pusobi opsonizaéné.
Produkovan po zanetlivem stimulu zejména jatry.

Rychly vzestup (1-2 dny), poloCas kolem 24 hodin — je
dobrym monitorem zanetlivého procesu.

Hladiny jsou zvySeny pfi infekCnich ( hlavné bakterialnich) ale
| neinfekCnich zanétech (operace, uraz, infarkt myokardu...!)



ZANET
Patologickeé nasledky:

Zanétlivé poskozeni tkani, autoimunisace,
systémova zaneétliva reakce.

Fibrosa, metaplasie, rlst tumoru.

Zména homeostatického nastaveni,
autoinflamace



Nejdulezitejsi leky vyuzivané k tlumeni
zanétlivych procesu

Nesteroidni antiflogistika (antirevmatika):
kyselina acetylosalicylova, paracetamol...

Glukokortikoidy
Antimalarika

Monoklonalni protilatky proti
prozanétlivym cytokinum a adhezivnim
molekulam.

JAK inhibitory



