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Apoptodza
programovana bunéecna smrt



Apoptoza

- koncept apoptozy od 1950s
- intenzivné zkoumana od 1990s

- poruchy apoptozy hraji roli v rdznych
nemocech, zejm. rakoviné

Excesivni apoptoza
napr. dystrofie
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Apoptdza - bunécna sebevrazda

- nezbytna pro vyvoj a homeostazi organismu
- pouze u mnohobunécnych organism
- pfisné regulovany proces (na rozdil od nekrézy)

- bunécny stres nebo signalizace od jinych bunék stimuluje
pro-apoptotické signalni drahy
- tyto drahy kaskadovité aktivuji proteazy zvané "kaspazy"

- kaspazy zpusobuji mitochondrialni dysfunkci
- apoptoticka bunka vykazuje charakteristické zmény morfologie

APOPTOSIS

Know the signs.
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Charakteristické morfologické znaky apoptozy

1. BIEbbing Mucleus condensing (pyknosis)
- nepravidelné zahyby cytoplazmatické membrany
- smrstovani bunky (shrinkage)

- vznikaji odpojeni cytoskeletu od membrany

- degradace vnitrni struktury buriky

- vznik apoptotickych télisek Blebs

2. Fragmentace jadra

- Kaspaza 3 aktivuje endogenni endonukleazu - enzym CAD (Caspase-Activated DNase)

- Stépi chromatinovou DNA na fragmenty o délce cca 180bp

- na elektroforetickém gelu Ize pozorovat 180bp fragmenty DNA a jejich nasobky (360, 540...)
(& Zebiicek !

- 180bp je zhruba délka rozestupu histond na DNA

CAD

\

\ mista stépeni CAD endonukleazou

Pyknoza - ireverzibilni kondenzace chromatinu




Kdy probiha apoptdza

Priklady:

- zanik nadbytecnych bunék v prenatalnim obdobi (u embrya, u plodu)
- organy se zakladaji jako shluky bunék
- duté organy vznikaji tak, Ze vnitini bunky zaniknou apoptézou (A)
- diferenciace lidskych prsta (B)

- zanik bunék ve tkanich - napf. zanik cervenych krvinek po priblizné 80 dnech

- poskozeni DNA, které jiz neumi burika opravit (D)

D Stress

researchgate.net



Apoptdza vs. Nekrdza

mitochondrial morphological

chromatin pattern conserved

membrane breakdown

normal

reversible swelling

irreversible swelling

disintegration

mitochondrial morphology
preserved

nuclear changes

Apoptosis

intact membranes

® .

apoptotic bodies

normal

condensation (cell blebbing)

fragmentation

secondary necrosis

https://www.pinterest.com/spanglyal/cancer-cell-mapping/



Apoptdza muize byt indukovana dvéma drahami

1. Vnitini draha (intrinsic pathway; mitochondrialni)

- z dlivodu bunécného stresu nebo DNA damage

- uvolnéni proteinl (hl. Cytochrom C) z prostoru na membrané mitochondrii

2. Vnéjsi draha (extrinsic pathway)
- z dlivodu vnéjsi signalizace od ostatnich bunék
- extraceluldrni ligandy (hl. TNF-a a Fas) se vazi
na tzv. death-receptory na povrchu bunék
- TNF-a produkuji aktivované makrofagy
- Fas ligand produkuji T. lymfocyty
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Metody detekce apoptdzy

napr. pri testovani léCiv in vitro

Lék na
leukemii
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Leukemické



1. Barveni bunék trypanovou modri

- pronika a barvi pouze mrtvé bunky
- pocitani ve svételném mikroskopu na sklicku s mrizkou
- nerozliSi mezi apoptotickou a nekrotickou burikou




2. Flow cytometrie

Technika pro analyzu velkého mnoZstvi bunék.

Na bunkach je mozné rozlisit
- velikost (forward scatter)

(x 1,000)

Side scatter
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- tvar (granularitu; side scatter)

- fluorescencni barvicku (DNA interkalator; obdoba trypanové modfi)
- expresi povrchovych proteini (protilatka proti povrchovym antigenlim konjugovana

fluorochromem)

- expresi intracelularnich proteint (buriky nutno usmrtit a permeabilizovat membranu)
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2. Flow cytometrie

Detekce bunécné smrti pomoci DNA interkalatoru (napf. propidium jodid; Pl)

- Pl je fluorescencni barvicka, vazici se na DNA
- podobné jako trypanova modr pronika a barvi pouze mrtvé bunky

Histogram barveni propidium jodidem

Count

interkalace — vmezereni. I. do DNA — vmezereni urcité latky mezi obé vidkna DNA



2. Flow cytometrie
osa x: intenzita fluorescencniho signalu v kanalu FITC (bunky pozitivni na Annexin)
osa y: intenzita fluorescencniho signalu v kanalu PerCP-Cy5 (bunky pozitivni na Propidium jodid)
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3. Western blotting

- izolace celkového proteinu z bunék a rozdéleni protein(i na polyakrylamidové gelu podle své velikosti.
- inkubace s protilatkou umozni zjistit, zda je dany protein ve vzorku pritomen a v jakém mnozstvi (oproti
jinému vzorku na téZze membrané - semikvantitativni metoda)
- ptiklady marker( apoptdzy:
- proapoptoticky protein z rodiny Bcl-2: BIM
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Figure 2. Effect of intermittent high-dose TKI treatment on signaling pathways in
the K562 cell line. The cells were exposed to imatinib (A) or dasatinib (B) at a low
dose continuously (2.5 uM imatinib or 1 nM dasatinib), a high dose continuously
(32.5 uM imatinib or 100 nM dasatinib) or a high dose transiently (washout 1X,
2X, or 3X%). The cells were then lysed and analyzed by Western blotting. The
incubation time was 24 and 48 hr.

Z
Apoptotické burky

ﬂ Cell Signaling
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Imunitni systém



Imunitni systém
Existuje fyzickd, chemickd a bunécnd obrana proti invazi bakterii a virt

1. linie obrany - fyzicka a chemicka
a) kGize: vrstva mrtvych bunék - sucha a s nizkym pH
b) sliznice: pokryty lysozymem - chemicky rozklad bakterii
c) cilie (fasinky): vybézky bunék, plisobi jako filtr a aktivné odstranuji patogeny

Hair-like projections called
cilia line the primary bronchus
to remove microbes and debris

from the interior of the lungs

Primary

Goblet cell

FADAM.



Hematopoéza (krvetvorba)
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Imunitni systém

2. linie obrany - nespecificka imunitni odpovéd’
- obecna odpovéd na infekci patogenem
- je vyvolan zanét

Granulocyty
a) Neutrofil - fagocytuje bakterie a sekretuje lysozym ktery degradUJe bakterialni stény
b) Eosinofil - vyluCuje enzymy, které zabiji parazitické Cervy :

c) Bazofil - vylucuje histamin pro podporu zanétu 0
d) Mastocyt (mast cell; Zirna buﬁka)‘

- vylu€uje signaly pro snizeni pratoku krve v misté poranéni a histamin
- signdly pro zvyseni prutoku krve a propustnosti kapilar v okoli poranéni, aby se fagocyty
dostaly do mista poranéni

e) Makrofagy - fagocyty (big eaters) - fagocytuji vse
- obsahuji MHC (major histocompatibility complex) , ktery vystavuje antigen
- sekrece cytokinU, které pfitahuji dalSi makrofagy a neutrofily
- zvySuji teplotu

- v krvi koluji ve formé monocytu : ‘
X .

Antigen: Cdstice rozezndvand protildtkou, v imunologii se jednd o cizi patogen
Protildtka: Cdstice, ktera specificky rozeznava antigen a je rozezndvana lymfocyty



MHC-molekuly (proteiny)

- Major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
- u lidi zvany téz HLA-komplex (human leukocyte antigen)
- soubor povrchovych proteinl - posttranslacné glykozylované proteiny

Syntéza MHC

- béhem syntézy zachycuji peptidy a fragmenty vzniklé odbouravanim cizorodych proteint (antigent) a
zanoruji je do povrchu buriky

- bunka se stava APC (bunkou nabizejici antigen)

- antigen je rozeznavan TCR-receptorem T-lymfocytd

Typy MHC

1. MHC | (prvni tridy)

- vazou peptidy ziskané po zni¢eni virem infikované ¢i jinak vadné télni buriky

- jsou rozeznavany T -lymfocyty, které se aktivuji k usmrceni podobnych bunék

2. MHC Il (druhé tridy)
- vaZou peptidové fragmenty z patogeni fagocytovanych APC burikou
- jsou rozeznavany pouze T,-lymfocyty




Video: Zanét

Zanét
y , - N < e
- patogeny vstupuji do mista poranéni s
- krevni desticky vylucuji srazlivé faktory
(1) Makrofagy, (2) Neutrofily, (3) Mastocyty
- makrofagy a bunky poranéné tkané vylucuji cytokiny, které privolavaji pomoc
- zmény ve sténach kapilar umoznuji priichod bilych krvinek a tkanového moku

- mastocyty indukuji vazokonstrikci poranénych cév a vazodilataci okolnich cév

- zvySeni teploty

PROCESS: THE INFLAMMATORY RESPONSE

4. Mast cells release
| factors that constrict
P) blood vessels at
wound and dilate
N vessels nearby.

'
1. Pathogens

enter wound. P
[} 5. Neutrophils
arrive and begin
2. Platelets_ release phagocytizing
blood-clotting pathogens.
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Tkariovy mok (interstitial fluid): mezibunécéna tekutina v téle mnohobunécnych ZivocCichd. Hlavni slozka mimobunécné

v

tekutiny, do niZ se také radi krevni plazma a miza (lymfa), kterd se z moku tvori.


http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/two_lines_of_defense.htm
http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/two_lines_of_defense.htm

Imunitni systém

3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’
- v pripadé, Zze prvni dvé linie obrany nestaci a infekce se Sifi

APC bunky (napf. makrofagy) vystavuji na povrchu cizi antigeny (Antigen Presenting)
T-lymfocyty jsou timto informovany o typu patogenu

- Helper T lymfocyty (T,) aktivuji jiné bunky

- Cytotoxické T lymfocyty (T) eliminuji infikované a nadorové buriky
B lymfocyty a plasmatické buriky produkuji protilatky (sekretuji do krve nebo umistuji na buriky)

Aktivace T a B lymfocytl
Pti styku s antigenem se lymfocyt zmnoZuje a vznika mnozZstvi klon( se stejnym antigennim receptorem
- nazyvame klonalni selekce - zakladni koncept imunologie a ockovani

Klonalni selekci lymfocytd vznikaji dva typy bunék:
a) efektorové: kratka Zivotnost, najdou a znici patogen
- z B bunék - plazmatickeé - sekretuji protilatky
-z T bunék -
- cytotoxické T lymfocyty
- helper T lymfocyty
b) pamétové: vznikaji pfi primarni infekci, nejsou aktivni, ale pretrvavaji v téle a pri dalsi
infekci stejnym patogenem jsou rychle reaktivovany k mitéze (imunologickd pamét)



Imunitni systém

3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’
- kazdy virus a bakterie ma unikatni molekularni markery, které jej identifikuji
- lymfocyty v téle rozeznavaiji:

- vlastni antigeny - ty je nechavaji klidnymi

- cizi antigeny - spousti mitotickou aktivitu (déleni)

Faze:

1. Rozeznani specifické cizi ¢astice

2. Opakované bunécné déleni a vytvoreni obrovské populace klonl lymfocytt
3. Diferenciace do subpopulaci efektorovych a pamétovych bunék



Imunitni systém
3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’

Antigen-prezentujici bunka

- zname 3+1 typ APC: makrofag, B-lymfocyt, dendriticka burika + bunka infikovana virem
- vystavuji na svém povrchu antigeny

- napr. makrofag pohlti bakterii a na svém povrchu vystavi jeji antigeny

- tyto antigeny jsou ve vazbé s MHC

- antigeny jsou rozeznavany lymfocyty

qr‘:vﬁ 4 _:( /T ‘“r\

MHC marker processed antigen
) | )

T and B cells ignore this T cells start an immune response

antigen

B cells start an immune response



T-lymfocyty (Thymocytes; T-cells)
- lihnou se v kostni dreni

- putuji nezralé do brzliku (thymus) kde
diferencuji a zraji

- v procesu zrani ziskavaji markery CD4 (T-helper
cells T,) a CD8 (Cytotoxic T-cell T.) a antigenné
specifické receptory

- do krevniho obéhu jsou uvolnény jako "virgin" T
cells

- T lymfocyty ignoruji buriky s prazdnymi MHC
antigeny, stejné jako volné plovouci antigeny

- vazi se vSak na antigeny, vystavené na povrchu
makrofagl v MHC komplexu

- vazba indukuje rapidni proliferaci do
efektorovych a pamétovych bunék s receptorem
pro dany antigen

=

. CD4*
T cell

Helper T cells a

Dendritic
cell

MHC Class |
Antigen

° C;/tokines

PROCESS: T-CELL ACTIVATION

1. T-cell receptor
binds to peptide

on MHC protein,
becomes activated.

Cytotoxic
T cells

2. Activated T cells
multiply, differentiate,
and enter blood.

© 2011 Pearson Education, Inc.




T-lymfocyty (Thymocytes)

1. Efektorové T-helper lymfocyty (CD4)

- sekretuji interleukiny - stimulace dalSich bunék

- na povrchu maji protein CD4, ktery se vaze na
MHC Il molekuly
-T-lymfocyty délime na

a) T,1 - aktivujici makrofagy

b) T,2 - aktivujici B-lymfocyty

2. Efektorové cytotoxické T lymfocyty (CD8)

- rozpoznavaji infikované ¢i jinak vadné bunky a
vyvolavaji u nich APOPTOZU:

a) uvolnéni cytotoxickych latek
(perforiny+gramzymy), které pronikaji do
cytoplasmy a spousti kaspazovou kaskadu

b) exprese povrchového proteinu Fas-ligand,
ktery se vaze na Fas-receptor

- na povrchu maiji protein CD8, ktery se vaze na
MHC | molekuly

MHC pathogen antigen-MHC
marker * °°Ip'ex

03 _ NEQE

SR e TS <=
macrophage e

antigen-MHC
receptor on
helper T cell

s G

- — — o o
- — 1—.. = T o
.

virgin or memory
cytotoxic T cell

mitosis and differentiation

infected |
body cell ¢

. N
-~—~—effector
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(a) PROCESS: CELL-MEDIATED RESPONSE

Te-lymfocyt

1. T cell makes
contact and
releases granules.

Virus-infected
host cell
receptor Virus particle

Te-lymfocytu @ MHC protein

displaying viral

peptid antigen

2. Granules induce
cell to self-
destruct, virus
cannot replicate.

burika na!:izei'ici antigen bufika nabizejici antigen
{dendritova burika, {dendritova burika,
makrofag, B-lymfocyt) bufika infikovana virem)

\
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B-lymfocyty

- prekurzory se tvofi v kostni dfeni u dospélych a jatrech plodu
- po dozrani syntetizuji jeden typ protilatky
- "virgin" B cell produkuje protilatku (imunoglobulin), ktera se uchyti v membrané

- aby se B-lymfocyt zacal délit potrebuje:
- kontakt se specifickym antigenem

- aktivaci od T-helper lymfocytu, ktery uz se s danym antigenem setkal na APC burice (napt.
makrofagu)

- Po aktivaci diferencuje B-lymfocyt do efektorové
buriky (= plazmaticka burika) a pamétového B-

lymfocytu

epitop
- Plazmaticka bunka produkuje masivni mnozstvi epitop
volnych protilatek B-buiika <] antigen

- volné protilatky oznacuji patogen pro zniceni fagocyty _
receptory

a komplementem epitop
- pamétové bunky zlstavaji inaktivni béhem prvni
infekce, ale pri druhé infekci se aktivuji mnohem rychleji
nez "virgin" B-lymfocyty

. v/ v . , "y receptory
- nejmensi ¢ast antigenu schopna reakce s protilatkou |

nebo receptorem T-lymfocytu se nazyva antigenni Obr.320 _
i ; : Vztah antigennich determinanti k jejich receptoram
detrminanta neboli epitop




Komplement
Imunitni mechanismus zvysujici (doplnujici, komplementujici) ucinnost protildtek

- nespecificky a neadaptibilni

- soubor malych proteind, tvofenych v jatrech a cirkulujicich v krvi
- po aktivaci atakuje membrany patogend, ve kterych zpUsobuje pory

WYY S SIS S S SN

Intracellular Space

wikipedia



Vlastnosti B-lymfocyti

1. Maji v povrchu receptor zachycujici volny
antigen. Molekula protilatky (imunoglobulin)
vazana na membranu

2. B-lymfocyt se aktivuje k déleni a diferenciaci

na plazmatickou burnku teprve po kontaktu s
antigenem. Do té doby je v klidu v GO fazi.

3. Funguji jako APC. Po vazbé antigenu se tento
sdruzuje s MHC Il a je nabizen T -lymfocytim.

Neaktivuje se dokud
nedostane "potvrzeni" od T
helper

\g | n -f; antigen
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Antigen-presenting cells (APC; bunky nabizejici antigen)
na povrchu vystavuji antigen, ktery je rozezndvan T-lymfocyty

Existuji 3+1 typy APC bunék:

1. B-lymfocyty

- detekuje volny antigen pomoci receptoru (povrchovy IgM)

- endocytozou se antigen dostava do vezikuly, kde se rozklada na peptidy

- na ribozomech se syntetizuji MHC ll-molekuly, které migruji do vezikuly a spoji se s peptidy
- komplex MHC ll+peptid putuje k povrchu buriky, kde se vystavuje T,-lymfocytim

- B-lymfocyty s antigeny se vyskytuji v lymfoidnich folikulach lymfatickych uzlin

upraveny
antigen

endoplazmatické
retikulum



2. Makrofagy & B

Monocyte
- pohlcuji bakterie a odbouravaji jejich proteiny a vystavuji v komplexu s MHC Il |
- vrozena (nespecifickd) imunita (st
- na povrchu receptory pro rtizné slozky mikrobialnich bunék ‘
- rozptyleny po celém téle - lymfatické uzliny, plice, jatra, mozek... Macrophage

- mohou byt i pohyblivé a prechazet mezi tkanémi (amébovity pohyb)
- po vazbé T,-lymfocyt navic produkuje interferon gamma (INF-y) a tim se jesté vic aktivuje k pohlcovani
virl a bakterii
- makrofagy téz produkuji cytotoxické proteiny
- v krvi se vyskytuje ve formé monocytu

3. Dentritické bunky

- schopné fagocytozy
- komplexy antigend a MHC 1i MHC Il
- aktivuji tedy jak Ty- tak i Te-lymfocyty
Podle mista vyskytu délime:
a) Langerhansovy bunky
- v pokozce a mukdznich tkanich
- pfijmou antigen a putuji do lymfatickych uzlin, kde diferencuji na dendritické
bunky a stimuluji T-lymfocyty
b) Intersticialni dendritické bunky
- osidluji vétsSinu orgdnu (srdce, jatra, ledviny...)
c) Proplétajici se dendritické burky
- v sekundarnich lymfoidnich organech spolu s T-lymfocyty
d) Cirkulujici dendritické bunky - v krvi (0,1% krevnich leukocytt)




(4). Bunky infikované viry
- virus napadne télni buriku a spusti svou replikaci a transkripci svych protein(

- virové proteiny mohou byt bunkou odbourany a vystaveny na povrchu v komplexu s MHC |
- MHC | + virovy antigen je rozeznavan T.-lymfocyty a infikovana bunka je znicena apoptozou

dendritové burky B-Iymigcyty

bakterialni
. «— antigeny

i

virové antigeny Jsou upravovany

’, mak:afégy a zanoreny do povrchu

baktarie B-lymfocytu, kde piisobi
proteiny bakterii 1_ Jako antigeny.
Jsou upravovany i

a zanofeny do povrchu .4
makmféga’ kde PdSObf .l tﬂiu?’&am‘h“:‘;rf‘i’t -
Jfako antigeny.

Obr. 322
Bunky nabizejici antigen



a) Bunécna imunita

zprostredkovana T-lymfocyty
- T. lymfocyty produkuji Fas ligand a
perforiny + granzymy - APOPTOZA

(€)) PROCESS CELL-MEDIATED RESPONSE

1. T cell makes
contact and
releases granules.

Virus-infected
host cell

Virus particle

MHC protein
displaying viral
antigen

2. Granules induce
cell to self-
destruct, virus
cannot replicate.

© 2011 Pearson Education, Inc.

b) Humoralni imunita
zprostredkovana specifickymi protilatkami
produkovanymi B-lymfocyty do télnich tekutin

(b) PROCESS: HUMORAL RESPONSE

1. Antibodies coat
virus.

Epitope
Antibody

2. Virus cannot

{ Uninfect infect cell.

* host cell

Q

3. Tagged virus is
destroyed.




Imunoglobuliny (lidské protilatky)

- vyskytuji se vazané na povrchu B-lymfocytll nebo volné (IgM a IgD slouzi jako receptor)

- volné protilatky oznacuji patogen pro zniceni fagocyty a komplementem
- obecna struktura protilatek je velmi podobna

- nejvétsi rozdily jsou na Spicce Fab regionu (antigen-binding site), ktera je extrémné variabilni

- to umoznuje existenci miliont jemné odlisnych verzi protilatek
- klasifikace protilatek je zaloZzena na typu Fc fragmentu (tézkého retézce)

Imunoglobulinové tridy:

1. IgA (2 typy)
- hlavné na sliznicich (travici, dychaci..) a ve slinach, mléku...

- zabranuje kolonizaci patogeny - vysoka denni produkce

2.1gD (1 typ)

- antigenni receptor na B-lymfocytech - BCR (spolu s IgM)

- aktivuje bazofily a mastocyty k produkci antimikrobialnich faktor( {\
3. IgE (1 typ) ¥

- vaze se na alergeny
- aktivuje bazofily a mastocyty k produkci histaminu
- chrani pred parazitickymi Cervy

4. 1gG (4 typy)
- v krevnim séru tvofi az 80% vSech imunoglobulint

5. 1gM (1 typ)
- vazdn na membranu B-lymfocyt(, kde plsobi jako receptor pro antigen - BCR
- nejucinnéjsi ve vazbé virovych castic

Monomer
gD, IgE, 19G

Dimer
IgA

Pentamer
IgM



Imunoglobuliny (produkovany B-lymfocyty)
Protildtky patfi do skupiny glykoproteint, oznacovanych jako imunoglobuliny

Molekula imunoglobulinu je slozena min. ze 4 polypeptidovych rfetézcu
- 2x tézky (H) retézec (cca 430 aminokyselin)
- 2x lehky (L) fetézec (cca 214 aminokyselin)

hy pesva

ﬁl}?hi!ni

variabilni
oblast

cblast

lehky fetézec ’

)
konstantni oblast

P
e
misto
glykozylace

Na misto glykozylace
se vaie oligosacharid
N-glykozidavou vazbou.

.

HOQGC COOH
téZky retézec tdzky fetdzec

lehky fetézec
A\

",

"k“h

mistn
glykozylace

ervariabilni
useky

konstantni

obhlast

*
konstantni oblast
L,

—

— Fab region

—

— Fc region




Imunoglobuliny

Konstantni oblast (C)
- relativné neménna sekvence aminokyselin
- C, pro tézky a C, pro lehky retézec

Variabilni oblast (V)
- Usek, v némz se imunoglobuliny prislusného typu lisi
- V|, pro tézky a V| pro lehky fetézec

Hypervariabilni oblasti
- vazi antigen
- znacné promeénliva primarni struktura

Pantova (hinge) oblast
- ohebnost usnadnuje vazbu na antigen

Glykozylace

- ptipojeni sacharid(i N-glykozidovou vazbou
- na rliznych mistech tézkého retézce

- slouzi k ochrané pred proteolyzou

Domény
- lehky retézec md 2 domény (Ca V)
- tézky fetézec ma jednu V a tfi nebo Ctyri C domény

Hinge region=",

Basic Antibody

allows
flexibility

Heavy chain
constant
regions (CH)

Heavy chain
variable
regions ( VH)
Light chain
constant
region (CL)
Light chain
variable
region (VL)
Disulphide
bonds (S-S)
Carbohydrate

molecule

Structure

region
Binds
ANTIGEN
Helps
protect
from Fg

proteolysis g ion

Binds to
CELLULAR
RECEPTORS
and
to
COMPLEMENT

ASUINICT)



Klasifikace lehkych a tézkych fetézct

Lehké retézce
- 2 typy: K (kappa) a A (lambda)

Tézké retézce

- 5typa: y (gamma), a (alfa), u (mi), 6 (delta), € (epsilon)

- gamma ma 4 podtypy a alfa ma 2 podtypy

Klasifikace protilatek je zalozena na typu Fc fragmentu (tézkého retézce)

Klasifikace lidskych imunoglobulina

VIGVHG

indexy Ize specifikovat, napr. pro IgD:

VKCKV5 c6

Heavy Chain

Light Chain

Fc

Potet
Lehky Tézky Celkova | lehkych
Tiida Podtfida | Fetézec Fetdzec molek. | a téZkych
(L) (H) hmotnost | Fetézed v
molekule
IgGl 71 146 000
2 2
1eG IgG ¥ 146 000 LH,
1gG3 v3 165 000
IgG4 v4 146 000
1sGA1 | KEebor T 160 000 | L,H. nebo
IgA  1"y.Gan a? 160 000 | (kaH:):
TgM [gGM M 970 000 | (L.H,),
Igh - ] 184 000 L.H,
IeE - £ 188 000 L.H,




VL-doména

Imunoglobulinové domény

- skladaji se z antiparalelnich B-skladanych listi spojenych smyckou
- struktura domény stabilizovana vodikovymi vazbami (mezi -NH a -CO)
- kazda doména je navic stabilizovana disulfidovou vazbou
- antigen se vaze na aminokyselinové zbytky (antigen binding site)
v hypervariabilnich Usecich
- pfi vazbé antigenu dochazi ke zméné konformace domény

Antigen-
binding

M8

Antiparalelni uspofadani polypeptidovych Fetézci

v p-skladaném listu. Light Chains

7\

Fab {Fab'},

I
'1 ? Hinge
td. Region
g A I 3 b g ‘
-~ ;/“\/?\T/C\I/N\/f\hl/ |

H @ R T ﬁ R

H H o b

c s N

- www.thermofisher.com



Molekularni podstata tvorby protilatek
dédi se pouze subgeny (genové segmenty) pro tvorbu imunoglobulint

VDJ rekombinace (pfekupovani genovych segmentu)

- proces pti kterém T a B lymfocyty nahodné sestavuji rizné genové segmenty

- k VDJ rekombinaci dochazi na DNA bunék v pribéhu jejich vyvoje, pred kontaktem s antigenem
- genové segmenty:

(V) ... variable Genes in heavy chain locus
(D) ... diversity v, 1,0, pepSn NG IR R
(J) ... joining

Removal of unwanted D and J gene segment

Cil: vytvaret jedineCné antigenni receptory, B aE—H J

které spolecné dokazi rozeznat mnoho druh
antigennich molekul

Recombination of D and J exons — DJ recombination
—
THHHE S

Removal of unwanted ¥V and D gene segment

DJ

U B-lymfocytl vznikaji VDJ rekombinaci imuno-
globuliny (membranova - BCR - nebo volna forma)

U T-lymfocytl vznikaji VDJ rekombinaci T-cell ﬂg—@

receptory (TCR)

Recombination of V and DJ exons — VYDJ recombination

—‘.
.

Antibody transcript will also include constant domain gene



VDJ rekombinace

3 typy genu:
1. pro tézky retézec: 14. chromosom (5 subtyp( za sebou)
2. pro lehky retézec kappa (k): 2. chromosom
3. pro lehky retézec lambda (A): 22. chromosom

- kombinaci vzniklych VDJ presmykem muZze byt u ¢lovéka fadové 1013
- u genl pro lehké retézce kappa a lambda chybi D segment

Germline configuration: o N
(3) Transcription & splicing

\V-segments D-segments J-segments Constant region
I1I—I—II—I—HH{H1—D—[FD—D—I“— B
(1) D to J recombination N S

(4) Translation & assembly

Ill | | HH}DD .

(2) Vto DJ recombination ™

"\-\..

III}DD HEE

VDJ rekombinace u tézkého retézce (2012.igem.org)



VDJ rekombinace

Germline configuration of antibody gene locus

V segments D segments J segments Constant region exons
Vu ~40 Dn 1-23 Ju 1-6 Cn1-3

/

///

A VDJ Recombination L
pd

_-_" o Variable region

7 \

Variable region

Zoom in of Variable region

FR1 FR2 FR3 N--D--N FR4 CH1...

CDR1 CDR2 |

CDR3
Defines the clone7 Constant
Diversity >3 x 10 i |
Joining (J) y region

Total Variable Region
A.A.Diversity ~5 x 10"

www.bsse.ethz.ch



Mechanismus VDJ rekombinace
probihd pouze na DNA nezralych lymfocyti

o . A
RSS (recombination signal sequence) RSS
- oznacuje misto sestfihu (vazba RAG) L o J = Germiine immunoglobui
—':b'}}?:D Aeao C{E{E—_—' or TUR locus
RAG1/RAG2 (recombination-activating genes) : T )
- enzymy katalyzujici rekombinaci v RSS —a.
- vazba na RSS = + # . =
Coding  Heptamer Spacer Monarmer
sequence  CACRGTG 120r 23 ACARAAACC
B
8 RAG binding and mcking € Hairpin formation and cleavage
OH
i " q -
KAl = v g
‘)‘ — Post-cloavago
HAGE1/MAAGE complex
b Synapsis d Hairpin epening and joining
\\ /'/f _l_l—_ Fost-cleavage complex

and NHEJ factors

Nature Reviews | Immunology

Video: VDJ rekombinace



https://www.youtube.com/watch?v=QTOBSFJWogE

Presmyk imunoglobulinovych trid

- 18M a 1gD se tvori jako prvni, protoze C a Cg nasleduji na DNA hned za VDJ subgeny

- po VDJ rekombinaci nasleduje presmyk tfid z IgM do IgG, IgE nebo IgA

- az po stimulaci antigenem v sekundarnich lymfoidnich organech za podpory T,, lymfocytl
- stejny Usek VDI, se pripoji k subgenu C,, C, nebo C_ za delece C, a C;4

- presmyk trid je fizen "signaly presmyku - S"

VDJ §, C; C; & Gy S, C;
1_/ Signals from heIperTi;:eIIs
2. l AID (cuts S regions

Initial Expression, o l I betiespet]
no signals from Isotype switching
helperT cells. VDJ C, & G

VDJC, l

l VDJC,

Wprotein D ¥ mRNA 4:!

Y protein G
IgM *E’;
: 3 G Y

https.//dokuwiki.noctrl.edu



Receptory T lymfocytd (TCR)

- u Clovéka ma 95% T lymfocytl TCR receptor slozeny z a (alfa) a B (beta) retézce (cca 5% TCR je z fetézcl
gama a delta - y/6)

-V, D a J segmenty v B retézcich
-V al segmenty v a retézcich

- pteskupovani probihd stejné jako u imunoglobulin - vznik jedine¢nych receptoru

Alpha Beta
chain chain

(G, —

— Variable region

— Constant region

ﬁﬁ Transmembrane region

archive.cnx.org



Dept. Pu

Vakcinace (ockovani) | SMALLPOX

tvorba pamétovych lymfocyti po setkdni s antigenem

(véts. oslabeny kmen nebo jeho cast) By Oner of BOARD OF HEALTH
KEEP OUT OF THIS HOUSE *™ ™ ™

HEALTH OFFICER
Any person removing this card without authority is liable to prosecution.

739 Market Street

Pravé nestovice (small pox) | e o
- infekéni nemoc zplsobena virem Variola major

- mortalita 30-35%

- u lidi se pravdépodobné objevila 10 000 let pfed nasim letopoétem

- md na svédomi pfiblizné 300-500 milion( mrtvych v 20. stoleti

- byvala zodpovédna za asi 1/3 oslepnuti

- v roce 1979 ohlasila WHO uplné vymyceni pravych nestovic diky celosvétovému programu ockovani
- v 80. letech bylo zastaveno rutinni ockovani déti ve vsech zemich (70. |éta v Evropé a USA)

- jediné znamé vzorky viru zGstdvaji v laboratofich v Atlanté a v Moskvé

\: ‘;\%" 3 .

Snimek viru z elektronového mikroskopu (wikipedia)



Vakcinace (ockovani)

Edward Jenner (1749 - 1823)
- doktor z Gloucestershire
- pfi epidemii pravych nestovic si vSiml, ze dojicky, které prodélali kravské
neStovice neonemocni
- provedl experiment:
- odebral vzorek kravské nestovice z pacientky Sarah Nelmesové
- nakazil timto 8-letého chlapce Jamese Phippse
- po zotaveni nakazil Jamese pravymi nestovicemi - neonemocnél
- ockovani nepatentoval, aby mohli byt [é¢eni bohati i chudi

0]

Sarah Nelmes, a James Phipps is Phipps falls ill Scabs are Phipps is Phipps is

milkmaid infected inoculated with with a mild case collected from  Inoculated with  unaffected.

with cowpox. cowpox pus from of cowpox. a smallpox the scabs of Protection is
Nelmes. patient. smallpox. complete.

Latinsky "vacca" znamend "krdva" wikipedia



Imunoterapie

Vychazi ze dvou zakladnich principd (pozorovani):

1. Bunky imunitniho systému jsou schopny infiltrovat a nicit solidni tumory.

2. Pri allogennich transplantacich kostni drené dochazelo k Zivot ohroZujicimu GVHD, ale téz obcas k
vyléceni leukémie pomoci efektu GVL (graft versus leukemia).

Allogenic bone marrow
transplantation

— . T~

|
Uchyceni stépu GVHD GVL
Odmitnuti $tépu l Lepsi kontrola and.
transplantovanymi
burikami
Vybrané T-lymfocyty: Vybrané T-cells

- rozpoznaji konkrétni rakovinné bunky

Skodi 7 Mk Ex vi T-cell
- neskodi zdravym bunkam x vivo expanze T-cells a

trasfuze do pacientu

Sadelain et al., Nature 2017



CAR-T

Vybrané T-cells

—

prirozené klony

Izolace a expanze T-cell klonu se specifickou prestavbou
TCR proti danému antigenu (TCR-CD3 komplex)

v

TCR complex 2nd generation CAR
al b I |
o
o )
CD3 CcD3 Antigen binding
e 5 << 7 3 scFv — * Epitope
o Affinity
[ ] Structure
alig | | * Affects binding
™ » Affects function
L - Costimulation
* Function
cD28 * Metabolism
= 3 * Persistence
Activation
CD3¢ —— o Function trigger

* Proliferation

CD3(

CAR
Chimeric Antigen Receptor

\>

NevyZaduje MHC
(HLA) ko-signalizaci

umeély receptor

Neobsahuje cely CD3,
ale jen jeho ¢dst CD3(
(zeta) retézec

Genetickd manipulace T-
cells - umély receptor,
ktery dokdZe aktivovat T-
cell po rozezndni Ag

CAR 1%t generation

Pridana ko-stimulacni
komponenta receptoru
(CD28 nebo 4-1BB)

CAR 2" generation

PInd aktivace a expanze
Sekrece Interleukinu-2

Pro CAR-T se vyuziva smés CD4 a CDS,
tzn. jak cytotoxické (T.) tak helper (T,)
lymfocyty. Izolace pomoci CD3.

Sadelain et al., Nature 2017



Milniky ve vyvoji CAR-T

C. Rossig, Clin. Immunol. 2017

1989 Zelig Eshhar
- prvni CAR

- T cells Ize pomoci CAR aktivovat proti vybranym antigenlm bez nutnosti MHC-I

2011 Carl June
- CAR proti B cell antigenu CD19 a retransfuze pacientim

- 3 pacienti s CLL
- CART expandovaly 1000x po retransfuzi

CAR-T field would not exist as it
does today without CD19

- eliminace lymphomu a indukce kompletni a trvalé remise (toho data 5 let)

Michel Sadelain

- CAR-T druhé generace: pridani ko-stimula¢ni molekuly CD28

- umoznilo preziti CAR-T v téle v fadu mésicl

CAR-T skepticism

"You can’t put genes into T cells"
"These modified T cells won’t kill cancer in a mouse'
"You can’t bring it to the clinic"

Na vyvoji CAR-T maji velky podil téz: James Kochenderfer, Steven Rosenberg

1




Komercializace CAR-T

¥J GILEAD

4 Kite
28.8.2017 - firma Gilead koupila firmu Kite za 12 miliard dolart (oba California)
- huCAR-19 - evaluace phase 1 trial pro B-cell malignancies (2" generation)
- KITE-585 - klinicke testy pro mnohoéetny myelom (2"d generation)

30.8.2017 - FDA schvalila prvni CAR-T produkt:

), NOVARTIS

- Kymriah (tisagenlecleucel) pro autologni CD19 terapii (Novartis; Basilej)

- FDA schvalila pouziti monoklonalni protilatky proti IL-6R

- Actemra (tocilizumab) proti life-threatening side-effect CRS (Roche; Basilej)

Approvals for use in other
cancers and of other companies’
products are expected soon.

“This approval is only the
beginning. Just like a new model
of an automobile comes out each
year, there’s going to be new
models of CAR T cells that come
out too.” K. Curran, pediatric
oncologist

NDC 0078-0846-19

tisagenlecleucel timanr-ceis rxony

Suspension for IV infusion

J KYM R | ﬂ I_ITM Cultured, genetically modified

For autologous use only

E. Dolgin, Nature. Biotechnol. 2017

Target Total Volume 10mL-50mL per bag Dispense with Medication Guide
Dosage: See prescribing information.

Contains 2 x 10° to 2.5 x 10® CAR-positive viable T cells

Cryopreserved in: 31.25% (v/v) of Plasma-Lyte A, 31.25% (v/v) of 5% Dextrose/0.45%
sodium chloride, 20% (v/v) of 25% HSA, 10% (v/v) of 10% Dextran 40 (LMD)/5% Dextrose
and 7.5% (v/v) DMSO .

Store at < -120°C; vapor phase of liquid nitrogen ggrg%foFRNDgg 00

Properly identify intended recipient and product S il

Do not use leukocyte depleting filter DIN: W1234 17 123456
Do not irradiate Expiry: 01-JAN-2018

Not evaluated for infectious substances Batch: 12345678

Mfd. by: Novartis Pharmaceuticals Corporation

Morris Plains, NJ 07950 @ PP Material No. 8123456 For Novartis use only
U.S. License # 1244  KYMRIAH.com FP Material No. 7123456
1-844-4KYMRIAH (1-844-459-6742) | 5 ;f;

> NOVARTIS 5004685 © Novartis Efj T Code. | Code




Aplikace CAR terapie - A) lymfoidni onemocnéni
Velké mnoZstvi clinical trials (cca 200)
Cilové antigeny se nachdzi na prechodné postradatelnych burikdch (napr. B-cells)

CART19 (CD19-directed CART)
- B cell malignancies, zejm. ALL
- kompletni remise u relabujicich pacientt

CD22
- inhibi¢ni receptor B-cell v ALL (pre-B)

B-cell malignancies: ALL, CLL, lymfomy Hodkin a non-Hodkgin
Multiple myeloma

Multiple myeloma - porucha plasmatické bunky
B cell malignanies - hlavné Hodgkin a non-Hodgkin lymphoma



Aplikace CAR terapie - B) solidni tumory

Vétsi problémy s nalezenim cilového antigenu (nachdzi se téZ na normdlnich nepostradatelnych b.)

Idedlné modifikovana verze normadlniho proteinu

Terapeutické okno - ucinek proti bunkdm s vysokou expresi (rakovinné) a usetieni bunék s nizkou expresi

Sarkom, glioblastom, pankreas...




Aplikace CAR terapie - B) solidni tumory

HER2 - transmembranovy tyrozinkinazovy receptor

- normalné exprimovan na rtznych tkanich (gastrointestinalni, respiracni, prsni...)
- overexprese na solidnich tumorech
- monoklonalni protilatka anti-HER2 Uspésna v |éEbé rakoviny prsu (Herceptin = Trastuzumab)
- HER2-targeted T cells

+ aktivnéji infiltruji nador

+ cili i na maligni bunky s nizsi expresi

- nici i zdravé tkané s nizkou expresi HER2 (plicni tkan u pacienta s colon cancer)

- toto nebylo pozorovano s monoklonalni Ab

Ganglioside GD2
- silné exprimovan na
- neuroektodermalnich tumorech (neuroblastom, melanom, gliom)
- sarkomech
- nadorech mozku
- small-cell lung cancer
- mirné exprimovan na benignich nadorech klze a nerv(
- monoklonalni protilatky efektivni pri minimal residual disease, ale vyrazné vedlejsi ucinky
- GD2-CART phase | - dobre tolerovany, trvanliva remise



Living drug safety

mortalita I1éCby relapsujicich rakovin CAR-T je nizsi neZ u konvencnich metod

Side effects
1. Cytokine Release Syndrom (CRS*)
- horecky, organova selhani
- pricina: aktivace T-cells
- je zvySen zejména IL-6 - sniZuje se pomoci Tocilizumabu*
2. Neurotoxicita
- pri¢ina: neznama
3. Ztrata ucinnosti
- pficiny: a) CAR-Ts prestanou expandovat
b) rakovinné buriky prestanou exprimovat cilovy antigen
¢) inhibi¢ni efekt nddorového microenvironmentu
4. On-target, off-tumour aktivace T cells

7

- utocCi na zdravé tkané, nar. plicni

*CRS - Cytokine release syndrome (cytokinova boure). A serious and in some cases potentially life-threatening toxicity that has been
observed after administration of natural and bispecific antibodies and, more recently, following adoptive T cell therapies for cancer. CRS is
associated with elevated circulating levels of several cytokines including interleukin-6 (IL-6) and interferon-y (IFNy).

* Tocilizumab (Actemra) je pavodné lék na artrozu



