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Osli mustek 1

* Co potrebuje patogen (napf. virus) pro své zmnozeni a expanzi z
organismu????
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Ca A je spravne
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Cili Jak zabranit mnozeni virt v télé: potihatsina n&j mdZeme na nékolika mistech

1) NA VNEJSI MEMBRANE : analogie mésiéni modul

Blocking of VIRUS landing by
FUSION INHIBITORS

2) V CYTOSOLU V BUNCE

 Nucloside inhibitors
e NON-nulceoside inhibitors




3) ZASTAVIT VYROBU JEHO KAPSIDU uvnitf bufiky: Protease inhibitors
(against HIV protease is responsible for processing of the gag and gag-
pol polyproteins during virion maturation. The activity of this enzyme is
essential for capsid finalisation and escape of virionnfrom cell)

Néekteré moderni molekuly co ,,zaspuntuji“ konkrétni proteazu :
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4) ELIMINOVAT patogen nejakym ,lepidlem® uz kdyz je v krvi (makrofagy, 1gM a IgG
protaletky

5) Nebo ELIMINOVAT celou bunku ve které se mnozi
(lymfocyty a NK imunitni bunky zaridi zabiti bunky
Bezpecnou a recyklaci)




Dnes v prednasce tedy tri uhly pohledu na boj proti ,, patogenu®

Pohled na likvidaci bunky Néco o FLOW-CYTOMETRII

Néco o inhibitorech (aneb o IN SILICO navrzich |éku = ,,Spuntu®)



A — LIKIVDACE BUNKY
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T - lymfocyty

Foreign antigen T cell receptor  Helper T cell
/ MHC protein

Antigen fragment Activated helper

Phagocytic vesicle

Interleukin

© Activated T cell

@ Macrophage ingests @ Macrophage presents

foreign antigen antigen fragment with produces interleukin,
MHC proteins to which stimulates
helper T cell other leukocytes

T Helper lymphocytes (T,) play a central role in
the immune response
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Jak vite uz z predchazejicich prednasek, CD8 T
lymfocyt umi rozeznat patologickou bunku a T-  Exisruji i jiné T lymfocyty ale ty nemaji pfimo
lymfocyt diky ,,sepnuti” FAS ligandu nastartuje ,zabijeci schopnost” (pamétové)
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CD8 T lymfocyt jesté na jiné ilusttraci
(vSimni si na videu kli¢ového signalu
prezentovaného na MHCI ligandu a
kooperaci CD8 a TCR makromolekuly
pri startu ,,zabijeni” patologické
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Cytotoxic T Cells and T Helper Cells - Bing video



https://www.bing.com/videos/search?q=t+CYTOTOXIC+HELPER&docid=608007059641426110&mid=8A7675C1481131F2CD598A7675C1481131F2CD59&view=detail&FORM=VIRE
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T cell-independent
B cell activation

B cell

polysaccharide antigen
with repeating epitopes
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Poznamka bokem:

,DO NOT EAT ME“ signal molecules

CD47 and CD200



Lymfocyty — nekdy funguji a zabiji telu vlastni
Veci |épe nez chceme

Infectious agent
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= = . —

Grafted organ | - Pro—

| Self tolerance I




Pozndmak na zavér: BOJ LYMFOCYTu s PATOGENY je pomérné
tézké zkoumat a fotit, ale moderni mikroskopy to umoznuji

Boj Makrofagu a
bakterie zblizka
vyfocen mikroskopem

Stimulace T lymfocytu dendritickou
bunkou (antigen prezentujici bunka
pro aktivaci T lymfocytu)

T lymph. / dendritic cell

ymacrophage bacterium c4d



B -FLOW CYTOMETRY

* Mikroskopel je krasna, ale neni mozné kazdy kousek pacientova
tela pomalu prohlizet pod mikroskopem a delat statistiku jake a kolik
lymfocytu je tam nachystano nebo jaké a kolik jiz interaguje s
patogenem nebo cancer cell.

Flow Cytometry (Cesky prutokova cytomet_rle% IS a technigue used to
detect and measure physical and chemical characteristics of a
Bppul_atlon of cells or particles gpap,rlklad odber 5 ml krve, nebo

iopsie z miznich uzlin). A vysSetreni a statistika je hotova v ramci
minut ! U mnoha onemocneéni jde totiz o cas. U mnoha zase
n%us")ne sledovat kazdy den opakované (napr akutni leukemickeé
stavy

Bunky jsou po té promichany a naredeny v nosném roztoku (podobné
pH jako fyziologicky roztok ) a pak hnany specialni

tryskou pres laser a detektor — vSe extremne jena
mechanika rizena pocCitacem.

ymacrophage bacterium c4d




Typicka prutokovy cytometr

Vi

IR0 Q RPN (S VRMYIN

)

-~

1

~

ﬁ Foacmnd 4ng sbom v atgres
B0 Yoo M Lol 20ie



Zopakovali jsme si pred chvili, ze naprikald dva
rizné typy T-lymfocytl maji tyto dva riazné
markery na svém povrchu

CD4
CD4 is a T helper cell marker, which is a single
chain transmembrane protein.

CDS8

CD8 is a cytotoxic T cell marker, a heterodimer
formed by the linkage of a and B chains by
disulfide bonds, and the extracellular structure is
an IgSF member. The cytoplasmic region of CD8
molecule can be combined with p56lek kinase to
participate in signal transduction.
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https://www.cusabio.com/target/CD4.html

Povrchovy znak CD8 nebo CD 4 Ize dobre vyuzit k ,,nabarveni” a identifikaci buriky:

Kapitola
A) B)

atka+Fluo
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Povrcha mol. Proti



Bunikky s nabarvenym znakem CD8 nebo CD 4 pak nalejeme do prtitokového
cytometru a pocitac uz rychle pocita kolik je kterych:

A) B)
laser | laser |
filtr 525 nm filtr 575 nm filtr 525 nm filtr 575 nm

0000

D1 D2 D1 D2

Obr. 3.14.2. Zakladni princip fluorescenéniho modu priatokového cytometru - suspenze bunék je protlacovana velmi ma-



Moderni multiparametrické cytometry
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Tak mtiZe vypadat vysledek vysetieni pacientovy krve:
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Obr. 3.14.5. Postupna analyza vzorku od globalniho scatter-plotu k detailni analyze subpopulace T-lymfocytd. A) Rozdéle-
ni leukocyt na zakladé velikosti a granularity bunék. B) Zagatovani T-lymfocyt( na zakladé CD3 znaku. €) rozliseni CD4+
a CD8+ T-lymfocyti, fyziologicky standardni situace. D) CD4+ a CD8+ a,double pozitivni” T-lymfocyty u pacienta s pocina-
iici lymfoblastickou leukemii (disledek naruseného vyvoie T-lymfocytd).
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C —IN SILICO navrhy leciv



Nejdrive je potreba do pocitace nahrat 3D
strukturu atomu tvoricich enzym:

a b c
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A pFesné zjistit kde je tzv. AKTIVNI MISTO
enzymu

Ckst |



Pak pomoci pocitace zkousime hledani (dokovani)
specifickych |nh|b|toru do modelu enzymu.

1 ﬂ132f_3_, CDK1.wCDK2 CGP74514A Dinaciclib SU9516



* Ten ktery ,,sedne” nejlépe a ,,zaspuntuje” aktivni misto natrvalo je idealni
pro pouziti a testovani na zviratech a pak na klinickeé studie.

* Neni to samoziejmé lehky proces. Nebot rada perfektni ,Spunti” se ukaze
jako nebezpecni pro radu jinych zZivotné dulezitych enzymd, treba zastavuje
nebo zpomaluje enzym P450 v jatrech a to je prusvich a proto musime
testovat a hledat jiné makromolekuly pro zaspuntovani.

Cely obor pocitacového simulovani se jmenuje IN SILICO PHARMACOLOGY

Vice prehledové napr na
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1978274/



N SILICO modely se zacinaji pouzivat také na
modelovani sady interakci imunitnich bunéek v
conkrétnim pripadé nemoci

tzv. Kinetické Modely interakci bunék
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