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Imunita (obranyschopnost)

Prirozena (vrozena, antigenné nespecificka) imunita
Bunécna: makrofagy, fagocyty (PMN), NK bunky, dendritické bunky
Humoralni: komplement, cytokiny, antimikrobialni peptidy
Rozpoznani mikrobnich znaki (MAMP) pomoci receptort (PRR)

Adaptivni (ziskana, specificka)

Bunéc¢na: T lymfocyty

Humoralni: protilatky produkované B lymfocyty

Rozpoznani antigen specifickymi receptory na T a B bunkach
Vzajemna spoluprace prirozené a adaptivni imunity

Imunita
Systémova / \ Slizniéni



Imunitni systéem

Prirozena imunita
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(Netea et al., Cell Host and Microbe 2011)



Imunita - na epitelem krytych povrsich (sliznice a klize)

Povrch sliznic zazivaciho traktu......... 300 m?
Povrch KUZe ......coiiiiiiiiiiciiiieieennes ~ 1,8 m?
Imunogenni podneéty:
mikrobiota ..ccvvevveiiiiinnnnnn.. 1014 bakterii
potrava ...... ... ~tuny

antigeny, alergeny ve vzduchu
90% puvodct infekénich chorob vstupuje sliznicemi
80% imunologicky aktivnich bunék organismu je
sdruzeno se sliznicemi (70% ve streve)

Funkce
Fyziologické (transport zivin, plynu, ...)
Imunologické (bariera, tolerance)



Bunky a faktory sliznicni imunity

Povrch sliznic 400 m?
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Barierova funkce sliznic

Slozky strevni bariery
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(Cukrowska et al., World J. Gastroenterol, 2017)



Bariérova funkce strevni sliznice spolurozhoduje
o zdravi nebo vyvoji nemoci

Slozky:
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Strevo

Fyziologickeé funkce

Zpracovani a vstrebavani zivin a tekutin
Interakce s ostatnimi organy

Kontakt s prostredim

Imunologickeé funkce

Strevo - nejvetsi imunologicky organ v organismu
(70% imunitnich buneék)

Bariérova funkce - nespec. a spec. faktory

Interakce imunitnich bunék riznych sliznic a exokrinnich

zlaz (“spolecny imunitni slizni¢ni systéem”)

Zajisteni systémové nereaktivnosti (“oralni, sliznicni
tolerance’) na antigeny potravy a strevni mikrobioty



Strevni imunitni systém obsahuje

slozky vrozené a adaptivni imunity .
Efektorova mista
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SPOLECNY IMUNITNI SYSTEM SLIZNIC
,migrace a homing*“ slizni€nich bunek
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Spolec¢ny imunitni systém sliznic zajist'uje napf. prisun imunitnich bunék
matky do mlé¢né zlazy

strevo

matky /

bakterie a

potrava o
sliznice

strevo a zlazy
novorozence ¥

krevni obéh

lymfatické uzliny L e mizovod




SLIZNICNI TOLERANCE

Slizniéni povrchy jsou vystaveny velkému mnozstvi podnétu
z vnejsiho prostredi. Jsou to nejen kolonizujici
mikroorganismy, antigenni slozky potravy a vzduchu, ale i
polutanty a rada dalsich slozek z prostredi.

Slizni¢ni imunitni systém ma vyvinuté regulacni mechanismy,
které maji za cil snizit nebezpeci zanetlivé odpovedi jak na
sliznicich tak u systémové imunity inhibici, ktera je vysledkem
vrozenych a adaptivnhich mechanismu.

Tyto mechanismy zajist'uji tzv. oralni, slizni€ni toleranci.




Predpokladany mechanismus vyvoje oralni (slizni¢ni) tolerance
Po transportu strevnim epitelem jsou antigeny prezentovany
dendritickymi bunkami T regulacnim bunkam

shemd

. Mcells
Mucus layer
]
|| Epithelial cells Luminal antigen Lumen
& ’ ﬂéf
Goblet cells Absorption ond

. 2 fgA neutralization

ansport of th M cells of food antigens

luminol antigen | trancytosis Paracellular ' g
leak

=Ll gEaTEn] “‘&-R.-;
ﬂ,uﬂfl"““ ‘ _ 3 . Microbiota
; .\ .Hw ‘ " N A | | p? * S'P ’1 '.>
{ ) | : f] || - / L H
DC l-.": > i o .!'_" I % \(I 0
sampling \ v g & pa

AR

T cell dependent
8 cell maturation

CQCRIDC  antigen capture \ e <l \ :
by tolerogenic DCs - \ w w )
\ )
Peyer’s patch \ Local exponsion
X B \ of Treg cells — |
\ " ‘
Lamina propria
@ adfp? :
CCRY
S
| —
Ccry Treg cells
differentiation Gut Mesenteric Pro-inflammatory
cells
Lymph node

(Wambre et al., Immunol Allergy Clin North 2018)



Oralni (sliznicni) tolerance a jeji poruchy
Indukce tolerance k antigeniim potravy a mikrobioty
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Moznosti ovlivnéni sliznicni imunity
 Modulace mikrobioty- mikrobiom je hlavnim
stimulem pro sliznicnii systémovou imunitu
zivotni styl, strava, probiotika, prenos stolice atd.
* Imunomodulatory (imunostimulacni a
imunosupresivni léky)

« Vakcinace - stimulace specifické imunitni odpoveédi

slizni€ni vakciny jsou problematické (vadi indukce
oralni, slizni¢ni tolerance)

»edible vaccines” — geneticky modifikované
potraviny rostlinného puvodu obsahujici vakciny

vyvoj slizni¢nich vakcin proti SARS-CoV-2 (exp.,
nasalni)



MIKROBI A LIDE

Zijeme ve svété mikrobi a ty nas ovliviiuji mnohem vice
nez se kdy predpokladalo.

Bakterie byly prvni formou zivota na Zem..
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Vsechny epitelové povrchy nasich sliznic jsou osidleny
mikroorganismy, které obsahuji nebo produkuji radu imunitu
stimulujicich slozek.

Mikrobiom

Charakteristické mikrobialni spole¢enstvi v ekologicky dobfre
definovaném prostredi

Mikrobiota

Spolecéenstvi mikroorganismu patfici do raznych riSi — prokaryotické i
eukaryotické. Obsahuje metabolity, mobilni genetické elementy, viry

Lidska strevni mikrobiota obsahuje:
Bakterie - nejstarsi (4 miliardy let) skupina zivych organismu
na planeté (103°), v lidském stievé ~ 1013/g, houby (mykobiom - 109/qg).
viry (virom), bakteriofagy (101° g) a eukaryotické viry, archea (archeom),
parazité



Lidsky mikrobiom
HMP - Human Microbiome Project (USA, $ 173 mil,

NIH funded)
99 % bakterii na plan -
je nekultivovatelnych!

Oral cavity
Mikrobiota

Oesophagus
osidluje vSechny
epitelové povrchy
H. pylor (D
stomach

lidského tela
H. pylori (+)

stomach

(Human Microbiome Project,
Nature 2012)




Strevo

- obsahuje nejvétsi mnozstvi mikrobu

- ma nejveétsi povrch (200m2)

- je nejvétsim imunitnim organem (70% imunitnich bunék organismu)
- po mozku nejvétsi rezervoar neuront (srovnatelné s michou)

- je centralnim organem zdravi

Zaludek
101-10°
Tenké strevo mikrobt/ml
103-107
mikrobu/ml Tlusté strevo
1012-1013
mikrobu/ml

(Penders et al., Allergy 62, 2007)


http://media.novinky.cz/791/277915-original1-31thl.jpg
http://media.novinky.cz/791/277915-original1-31thl.jpg

Bakterialni spolecenstvi ve zdravém lidském streve

Prevahu (pribl. 90%) v lidské strevni mikrobiotée tvori:

Firmicutes (Gram-positivni, striktné anaerobni nap¥. Bacilli, Clostridia)

Bacteroidetes (Gram-negativni, striktné anaerobni nap¥. Bacteroides
fragilis, disastonis)

Minoritnimi slozkami jsou:
Actinobacteria (Gram-positivni, striktné anaerobni napf. Bifidobacteria)

Proteobacteria (Gram-negativni, fakultativné anaerobni, patogenni kmeny
napr. E. coli, Salmonella, Vibrio)

Prospésné bakterie

Napfr. Faecalibacterium prausnitzii - produkce butyratu (protizanétliva
aktivita), Akkermansia

Potencialné patogenni (,,patobionti)

Napr. Helicobacter pylori - produkce toxint, E. coli (enterovirulentni
Kmeny)

(Lawley and Walker, 2012)



Strevni mikrobiom u zdravych dospelych

Celkové kolem 104 bakterii (+viry, plisné, parazité)

Prevaha nekultivovatelnych mikrobu (~ 70%)

Obrovska diversita - ruznorodost (500-1000 druhu)

Velmi specificky pro kazdého jedince
(individualni variabilita), kriminalistika

Dominantni slozky mikrobiomu (,,jadro* 30-40%)
jsou ve zdravem dospeélém jedinci stabilni




Funkce strevni mikrobioty

Strevni mikrobiota hraje dulezitou ulohu ve fyziol. vyvoji,
vliv na : metabolismus, imunitni i nervovy systém
Prospésné ucinky
- Stépeni polysacharidii enzymy, které chybéji v lidském
organismu, produkce telu prospésnych mastnych
kyselin s kratkym retézcem, syntéza vitaminti K a B atd.
- Ochrana pred patogeny, regulace imunity

Faktory ovlivnujici slozeni strevni mikrobioty

- Zivotni prostiedi (industrializace, urbanizace, pramyslové
zpracovani potravin)

- Charakteristika jednotlivce: genetika (rasa), vek, zivotni
styl (pohyb, strava, spanek, stresy), hygiena, leky
(antibiotikal)



FAECALIBACTERIUM PRAUSNITZII DISRUPTED MICROBIOME

When the mucous layer is
reduced, opportunists can move
close to the gut lining, inciting
Outer mucous layer  inflammation. Fermentation of
fiber seems to keep the mucous
Inner mucous layer layer intact. So does the presence
of peacekeeping microbes, such
as F. prausnitzii. Fiber may keep

the peacekeepers healthy, the
( mucous layer thick and the
L

Strava je
vyznamnym
faktorem
ovlivhujicim

mikrobiotu. AND/OR FIEA ABSENT
Bakterie |
fermentujici
vlakninu
udrzuji zdravi.

Other benign bacteria

\

immune system well calibrated.

Reduced
mucous layer

Epithelial cell

Primed immuno-
suppressive cells (Tregs)

—— inflammatory
I response
RESIDENT PEACEKEEPER Inflammatory
F. prausnitzii colonizes the mucous layer response ‘
and produces by-products such as butyrate via 4 unfettered
fermentation. These short-chain fatty acids seem to have an

anti-inflammatory effect by inducing regulatory T cells (Tregs),

which in tum control aggressive aspects of the immune system.

The absence of F. prausnitzii and other microbes that perform similar

(N ature 5 1 8 , 2 O 1 5) functions often correlates with diseases, such as inflammatory bowel disease

and obesity. Some of its relatives, called clostridial clusters, have similar properties.




Zmeny slozeni strevni mikrobioty behem
lidského zivota

t ? t ﬁ . Bacteroidetes
a . “ “ . Firmicutes

TT variabilita Tdiversita l,diversita || variable/other

Ll

. Actinobacteria

. Proteobacteria

(Kostic et al., 2013)



W = AL &4

systému a mikrobioty je obdobi prenatalni a casné
obdobi po porodu

Vyziva
- materské mléko
- umeéla vyziva

Porod
- vaginalni
- cisarsky rez

Nemoci Antibiotika a léky

Hygiena a socialni prostredi



Moderni zivotni styl porusuje diversitu mikrobiomu

SAMPLES FROM AN "UNTOUCHED CIVILIZATION" SHOW DRAMATIC DIFFERENCES

Strevni mikrobiom puvodnich kment z Tanzanie a Brazilie se vyznacuje
ohromné velkou diversitou, ktera zarucuje stabilitu tohoto ekosystému,

jeho funkeni flexibilitu, ktera je schopna tolerovat stalou pritomnost
patogenu a parazitu ve strevé a odpovidat na neCekané zmény. Tento

mikrobiom dovoluje trénovat imunitni systém k boji s nemocemi.

0 2% 50 75 100
Percent of Gut Microbiota (based on fecal samples)

(de Vriez, Science 2014)
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Jakym zpusobem stravovani a zivotni styl
ovlivnuje lidsky mikrobiom, zdravi a vznik
nemoci?

Pokles cen za sekvenaci nukleovych kyselin

a pokrok v bioinformatice dovoluje analyzu lidskych
mikrobiomu doplnénou dotaznikem o dieté, zpusobu
zivota, chorobach apod.)

Vznik dysbiozy — porusena rovnovaha mikrobioty
(snizena diversita, zvySené pocty pathobiontu)
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Direct impact of commonly used dietary emulsifiers on human gut
microbiota

Sabrine Naimi,' Emilie Viennois? Andrew T_Gewirtz,> and Benoit Chassaing™'

Impact of dietary
emulsifiers on microbiota
composition at various
taxonomic levels
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(Naimi et al., Microbiome 2021)

CMC- and P80-treated suspensions

promote microbiota

encroachment when transplanted
] to germfree recipient mice

P80

W

Distance of bacteria from IEC (um)
{

2

(Chassaing et al., Gut 2017)



Bifidobacteria presence (bacterial composition) of faecal microbiota
In healthy adults

Belgium Japan Germany Czech
republic China France Mexico

Scotland Finland Greece

U.S.A. Netherlands

Prof. G. Welling, Univ. of Groningen, Dept. Med. Microbiology,
the Netherlands



Percentage (median) bifidobacteria in faecal samples
from healthy volunteers (18-55 yr) in different
countries
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(Welling et al, unpubl.)



Rust incidence komplexnich, imunologicky
mediovanych chorob v poslednich dekadach je
spojen s narustajicim vyskytem dysbiozy
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Mikrobiota a metabolismus

Gut microbiota and obesity

- Altered fermentation

Komensalni bakterie se krome _ | . ..o energy harvest

znamych funkci ve vyzive _
ucastni déju rozhodujicich Altere £330\
0 pfijmu energie z potravy compositon

Slozeni strevni

mikrobioty ovlivinuje
metabolickeé deje (obezita,
inzulinova rezistence

- ,Jow grade inflammation®)

features

(Tremaroli and Backhed 2012)



Geographical distribution of obesity and antibiotic
use in the United States
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Obesity trends in US Adults, 2010 Antibiotic prescriptions

per 1000 persons, 2010
Source: CDC Behavioral Risk Factor Source: L Hicks, TH Taylor, RJ Hunkler.

Surveillance System. NEJM 2013, 368:1461.

(Petschow et al., Ann. NY Acad Sci 2013)



Osa mikrobiom-strevo-mozek

Obousmeérna komunikace

Endokrinni, neurokrinni o o
a zanétlivé signaly %%00
tvorené mikrobiotouo'o
a bunkami streva

ovliviauji mozek (chova

dusevni projevy).

Systemic
communication \
HPA axis

Neural
communication

Vagal
Sympathetic

Neurotransmitters
Bacterial metabolites
s A
1 Cytokines

V4

Nékteré bakterie produkuiji

neuroaktivni latky
(napf. GABA)!

(Mayer et al., J Neuroscience 2014)
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Mikrobiom a medicina

Lidsky genom (dedicnost) nelze zatim vyrazneé ovlivnit

~ Lidsky mikrobiom lze ovlivnit a tim pusobit
na imunitni systém, metabolismus a nervovy systém

Moznosti ovlivhéni mikrobioty:

Strava (nezdravé slozky- prumyslové zpracované potr.)
Antibiotika

Probiotika napr. laktobacily, bifidobakterie a dalsi
Probiotika pristi generace (Akkermansia)
Psychobiotika — probiotika pro nervovy systém
Prebiotika (napr. fruktooligosacharidy, inulin)
Synbiotika (prebiotika a probiotika)

Lyzaty nebo separovaneé slozky bakterii
Rekombinantni bakterie




Zdravi prospésneé bakterie

« vlaknina ve strave (zelenina, lusteniny, ovoce)
podporuje mnozeni prospéesnych bakterii

* prirozeneé zdroje prospesnych a probiotickych
bakterii v potravinach: kysané mlécneé a
rostlinné produkty

« probiotika - zive mikroorganismy aplikované
oralné, pusobici blahodarné na zdravi

* nejcasteji uzivana probiotika: laktobacily,
bifidobakterie, E. coli, enterokoky, kvasinky

Imunologickeé efekty probiotik se lisi !!

- zlepsuji funkci sliznicni bariery

* pusobi proti zanétu (prevence i terapie)

* reguluji imunitu

« upravuji mikrobialni prostredi ve streve

e zZabranuii kolonizaci a ulbivani natoaenil



Uloha mikrobioty ve vyvoji imunitniho
systému a v patogeneze lidskych chorob
(experimentalni vyuziti bezmikrobnich zvirat)

Pacienti prichazeji az s projevy choroby, neda se
zjistit, co vzniku choroby predchazi.

Vyuziti gnotobiotickych modelu (bezmikrobnich
zvirat) ukazalo, ze mikrobiota ovlivnuje lokalni i
systémoveé imunitni reakce.

Na gnotobiotickych modelech lidskych nemoci bylo
prokazano, ze strevni mikrobiota hraje rozhoduijici roli
pri vzniku chorob: napf. Crohnova choroba,

roztrousena skleroza, diabetes 1. typu, metabolicky
syndrom (obezita), kolorektalni karcinom, alergie



Gnotobiologie - chov bezmikrobnich zvifat nebo zvifat s definovanymi
kmeny bakterii. ,,Sterilni porod®, sterilizovana potrava a voda.
Vyuziti studium efektu mikrobioty na imunitu a vznik chorob.

Chov bezmikrobnich mysi v plastikovych izolatorech
v Gnotobiologicke laboratofi v Novem Hradku. Laborator byla zalozena
prof. J. Sterzlem na za€atku 60. let (ing. Mandel, ing. Travnicek).



Gnotobiologicka laborator Mikrobiologickeho ustavu
AV CR v Novem Hradku zalozena na zacatku 60. let
prof. MUDr. J. Sterzlem, DrSc.

Jaroslav Sterzl (1925-2012)

Leos Mandel (1930-1999), Jifi Travnicek,
Renata Stépankova, Hana Kozakova,
Igor Splichal, Marek Sinkora, Martin
Schwarzer, Tomas Hrncir

Odchov a vyuziti bezmikrobnich prasat,
potkant, kraliki a mysi.



Scanning electron microscopy
of segmented filamentous bacteria (SFB) participating

SFB

NP : s T ES -
(St&pankova, Powrie, Kofronova, Kozakova, Hudcovic, Hrncir, Uhlig, Read, Rehakova,
Benada, Heczko, Strus, Bland, Tlaskalova-Hogenova, IBD, 2007)



Transfer of mucosa associated bacteria from gut
biopsy of patients with ulcerative colitis into germ-free
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Zavery
Slizniéni imunitni systém zajist'uje nereaktivnost na antigeny
potravy a mikrobioty (,,oralni - slizniéni tolerance®) a komunikaci
mezi imunitnim systémem riznych sliznic a exokrinnich zlaz
Porucha slizni€ni tolerance vede k vyvoji nemoci:
potravinovych alergii, celiakie, strevnich zanéta a dalSich chorob.
Slozeni a funkce mikrobioty vyrazné ovliviuji fyziologické funkce
organismu a jejich porucha (,,dysbiosa“) se ucastni v patogeneze
chronickych chorob.
Zmeény zivotniho stylu (industrializace, zména ve zpracovani
potravin a slozeni stravy, antibiotika, stres a dalsi faktory)
snizuji diversitu mikrobioty.
Snahy ovliviovat mikrobiotu naznacuji moznost vyuziti pri
prevenci a terapii lidskych chorob (personalizace!).
Jsme teprve na pocéatku poznavani fascinujiciho souziti
makro- a mikroorganismu.



,vsechny nemoci zacCinaji ve strevé”
,Necht strava je tvoji medicinou!*

Hippocrates, 460-377 pred Kristem
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