Organismus — vyména energie a informaci s okolim — otevieny systém

Stalost vnitiniho prostfedi - homeostaza

Reakce na zmény vnéjSiho prostredi




BIOCHEMIE REGULACE
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Regulacni mechanismy



Regulace na enzymove urovni - rychla odezva

o Michaelisovskou kinetikou — hexokinasa Km 10* M
~ glukokinasa Km 10 mM

o Inhibici produktem

Glu

—

|

hexokinasa

—» Glu-6-P




o Zpétnou vazbou - allosterie negativni x pozitivni

o Ridicimi enzymy v cyklech - citratovy cyklus - ICDH

- glvkolysa PFK

o Kovalenti modifikaci - proteasy
~ fosforylasa A B

— trombin



Regulace na urovni NK - indukce a represe — pomala odezva
JACOB MONOD (1961) operonovy model

Regulace hladiny enzymu v bunce

* Oper ON - skupina strukturnich genu
DNA koordinované regulovanych
promotorem a operatorem

Struktura B operonu

o strukturni geny
| . I Il |
B oalaktozidaza transacylaza
Fegulatarovy | Promator permaza
Cen O perator

S




Regulace hladiny enzymu v buiice

Promotor - oblast pobliz genu, kde se
vaze RNApolymerasa

Regulatorovy gen - gen produkujici
represor

Operator - misto vazby represoru




Regulace na urovni NK — indukce a represe — pomala odezva

JACOB MONOD (1961) oneronovv model
{a) bez induktoru

I
i represor se Vake na operator
~mRNA ,.'I a brdani transkripci lacoperonu
_f""f;l-
represor

(b) = induktoram
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Regulace na urovni NK - indukce a represe — pomala odezva

Ctyfi kroky, ve kterych muze byt regulovana
exprese eukaryontnich genu

JADRO CYTOSOL regulace
regulace proteinové
primarni translace aktivity
transkript 3 .
DNA __,. RNA _______mRNA _—___ mRNA protein ——,. Neaktivn
1 2 protein
transkripéni kontrola .
kontrola zpracovani Jaderny por
RNA

jaderny obal
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Prostorove usporadani

¢ Kompartmentace - mitochondrie - poxidace, citratovy
cyklus, respirace
- cytoplasma - glykolysa, synthesa

mastnych kyselin

o Transportni systemy - ATPasa

- karnitinovy cyklus



Humoralni regulace

Endokrinni system - zlazy s vnitini sekreci — hormony

BAYLISS, STARLING (1904) - hormony

Chemické slozeni - NO, AMK, peptidy, bilkoviny, steroidy,

k.arachidonova



Hormony

-aminokyselinove, peptidové,
steroidni, pochazejici z MK
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Hormony

Pusobeni

— regulace proteosyntesy (pomale)
— regulace katalytické funkce enzymu (rychlé)

— regulace transportnich pochodu (rychlé)



Hormony

Rozdéeleni :
a) zlazové hormony - zlazy s vnitrni
sekreci — vetsina

b) neurohormony hypothalamu ( liberiny a
statiny ) a v neurohypofyze (oxytocin a
vasopresin )



c) adenotropni v adenohypofyze a ridi
vyluCovani vlastnich hormonu z jednotlivych
endokrinnich zlaz.

d) tkanové hormony v neendokrinnich

zlazach a pusobeni ve stejné tkani
erythropoetin (ledviny)

e) mediatory - uvoluji se z ruznych bunék
histamin, serotonin
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Receptory pro hormony
Steroidy-tyroidni hormony
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Inzulin

NHj3 NHY
doména bohata
na cystein
a-fetézec
NHT NHI
| |
Tyrosinkinasa
p-fetdzec — * Navazani inzulinu
plasmaticka = J= * Autofosforylace
membrana =0 kg «  Defosforylace enzymi
*  Glykogenfosforylasa
*  Pyruvatdehydrogenasa
« H.C. lipasa
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G-proteiny
R J. Lefkowitz a K. Kobilka NC 2012

Basal state It Receptor activation
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Hormony

Thyroxin - celkova stimulace metabolismu

HO ——
H




Hormony

 adrenalin, noradrenalin (regulace odbouravani
glykogenu ve svalech)

 Tyr - DOPA — dopamin — noradrenalin —
adrenalin

OH OH
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OH NH“ OH MH, OH:[ : MH,
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Metabolismus sacharidu

* Regulace syntézy a odbouravani glykogenu

— adrenalin (sval), glukagon (jatra)

Adrenalin
Glukagon

C-AMP 4——— ATP

ATF Proteinkinaza

Fosfarylaza b Fosforylaza a

N

giykogen  glukosa-1-P
H4PO,




Hormony

. IHZUIIH Insulin

« Mr 11,5 kDse




Hormony

» Efekt inzulinu
— Jatra: hromadéni glukosy uvniti bunék -
syntéza glykogenu
» Efekt glukagonu
— regulace odbouravani glykogenu v jatrech
(nizka hladina glukosy stimuluje sekreci

glukagonu - fosforolyza, stimulace lipas
adipocyti))




Hormony

* Diabetes mellitus
— nizky pomér inzulin/glukagon, hladina
glukosy 15 mM, vylu¢ovani moci

— blokovani an. glykolyzy, stimulace
glukoneogeneze

— mobilizace tuku, tvorba ketolatek




Hormony
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Hormony

Steroidni hormony
— cholesterol — pregnenolon (monooxygenasy
mitochondrii)
+ kura nadledvinek (aldosteron, kortisol)

« pohlavni zlazy, placenta (progesteron, testosteron,
etstradiol)




Hormony
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Hormony
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‘NO jako hormon
R.F. Furchgott L.J Ignarro F. Murad NC 1998
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Nervovy vzruch



Dendrite Axon
terminal
button I

Soma (cell body)

Nucleus

Myelin sheath
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» ATPasa, Na™-K"
Uvnitr K* 139 mM

Na* 12 mM

Vne K*9mM
Na* 145 mM
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20/m?— 10 m/s

instantaneous view at =0

propagation

Na® channels closed inactivated open closed

axon

i L
membrana repolarized depolarized resting plasma membrane

instantanecus view at = 1 millisecond

propagation

|

Na* channels closed inactivated open closed

membrane repolarized depolarized resting cytosol



Vedeni nervoveho vzruchu

(A propagation
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Synapse

RESTING ACTIVATED
NERVE TERMINAL NERVE TERMINAL

|

nerve
impulse
(electrical
signal)

presynaptic

nerve terminal VOLTAGE-GATED
neurotransmitter Ca?" CHANNEL

synaptic (open) ™~
vesicle

VOLTAGE-GATED
Ca®* CHANNEL
(closed)
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synaptic neurotransmitter neurotransmitter ,—s-" ‘
cleft receptor released (chemical
signal)
postsynaptic

cell
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Imunochemie



ZAKLADNI UKOLY IMUNITNIHO
SYSTEMU

« OBRANA PROTI PATOGENU

« ODSTRANOVANI| ABNORMALNICH BUNEK
(NADOROVYCH, POSKOZENYCH,
INFIKOVANYCH...)



BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU:

RUZNE TYPY BILYCH KRVINEK (LEUKOCYTU):

MONOCYTY, MAKROFAGY, GRANULOCYTY,
LYMFOCYTY...

Vznikaji z kmenovych bunek
(kostni dren a brzlik)



ZBRANE IMUNITNIHO SYSTEMU:

NK-bunky (zabijeji inflkovane a nadorové bunky)
T-lymfocyty (nékolik typu)
Fagocyty (fagocytuji - poziraji mikroby)

Protilatky (B —lymfocyty)
Komplement (40 plazmatickych bilkovin)

» Pritahuji a stimuluji fagocyty
» Vazi alyzuji bunky
o Spousti zanétlivou reakci



Imunitni odpoved

 Bunécna imunita — T-lymfocyty

 Humoralni imunita — B-lymfocyty



T(hymus)- LYMFOCYTY:

VZNIKAJI V BRZLIKU

ROZEZNAVAJI HLAVNE FRAGMENTY
(VNITROBUNECNYCH) PROTEINU NA
POVRCHU JINYCH BUNEK

UCEL: DETEKCE BUNEK INFIKOVANYCH
“SKRYTYMI” INTRACELULARNIMI PARAZITY
(napr. VIRY)

ZNICENI INFIKOVANYCH BUNEK



TLYMFOCYTY:

o T. - CYTOTOXICKE
(ZABIJEJI INFIKOVANE BUNKY, ABY SE NESTALY
ZDROJEM INFEKCE)

Ty - PQMOCNE TYPU1T
(POMAHAJI VYVOLAVAT ZANET)

- Ty, - POMOCNE TYPU 2
(POMAHAJI JINYM BUNKAM (B LYMFOCYTUM)
DELAT PROTILATKY)



T LYMFOCYTY:
DULEZITE FUNKCNI SUBPOPULACE
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Funkce T

Cytotoxic T cell activation
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Funkce T,

Helper T cell activation
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B(ones)- LYMFOCYTY:

VZNIKAJI V KOSTNI DRENI

VYRABEJI PROTILATKY (VETSINOU ZA
VYDATNE POMOCI T-LYMFOCYTU)

OZNACENI INFIKOVANYCH BUNEK



Helper T cell activation
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VZNIK REPERTOARU B

LYMFOCYTU
Somaticka mutace
Q" @_> DR
/9 S35
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Somaticka rekombinace



VZNIK REPERTOARU B
LYMFOCYTU

segment IgH lgK IgA
\Y ~ 100 ~70 ~ 30
D ~ 50 — —
J 9 5 9

IgH 100 50 9=45000
IgkalgA 70 5+30 9 =620

45 000 620 =27 900 000



TABLE 35-2

Isotypes of Homan Immunoglobulins

Subunit Molecular

Class Heavy Chain Light Chain Structure Mass (kD)

IgA” ot K OT A (otaks ), J° 360-720
(otzhg)”

[gD b K O A G414 1&0)
Bah;

IgE E K OF A B9k 190
ks

IgG? ~ K OT A 3ks 150
Yzha

[eM m K O A (porea)s] 930

(p2ha)s]




lg G(D,E)
VH VH

CH1 CH1
\ 5
VL VL
55
CL

Figure 24-32. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



ig M

antigen-binding

sites
i heavy chain
light
chain

/ .. = disulfide bond

Figure 24-23. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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PROTILATKY:

OBALI MIKROORGANISMY A ZNEMOZNI
JIM NASEDNOUT NA BUNKY

OBALENE MIKROORGANISMY JSOU
,CHUTNEJSi“ PRO FAGOCYTY
(POZIRACE MIKROBU)



foreign viruses bacteria

molaculeas
+|-;: -!‘ ﬁ:. {Q} ,I:::I..

| | |
ANTIBODIES FOEM AGGREGATES

' R }

antibody and antigen special protains in
aggregates are ingested blood kill antibody- komplement
by phagocytic cells coated bacteria or viruses



ANTIGENY

Anti = proti (Fecky)
gen = od gegnomai tvorit

Makromolekularni latky prirozeného nebo umélého puvodu,
které organismus rozpozna jako cizi (nevlastni).

Po vpraveni do vhodného (komplementdrniho) organismu,
antigeny stimuluji tvorbu protilatek, lymfokinu, regulaénich
a vykonnych T-lymfocytl, ¢imZ se navodi imunitni odpovéd'.



KOMPLETNI (funkéni) IMUNOGEN
ANTIGEN

NEKOMPLETNI HAPTEN

Antigen je vétsinou uzivan ve vyznamu kompletniho antigenu



HAPTEN nemize vyvolat imunitni odpovéd',

ale muZe reagovat s témito burikami a protilatkami,

které vznikly po interakci imunogenu s imunokomplementarni
burikou.



CHEMICKE VLASTNOSTI IMUNOGENU:

PROTEINY POLYPEPTIDY
IMUNOGEN <» POLYSACHARIDY
] NUKLEOPROTEINY
Ciste lipidy jsou zpravidla jen , ale v komplexech
s proteiny nebo polysacharidy se stavaji dobrymi imunogeny.
Imunogenovou aktivitu mohou mit vSechny biopolyméry,
které jsou pritomné v zivych systémech, ale i synteticke
anebo polosyntetické (konjugované) antigeny.

Schopnost vyvolat imunitni odpovéd’ neni stejné silnd.
NejsilnéjSi proteiny, potom polysacharidy a jejich komplexy

Zelatina albumin
(slaby imunogen (silny imunogen)



IN VIVO

REAKCE ANTIGENU

IN VITRO

IN VIVO REAKCE -prospésnad (vznik imunity)
-Skodliva (imunopatologicka)
-indiferentni (neodpovida)

IN VITRO REAKCE  jsou zdkladem imunochemickych
metod



Zakladem reakci je vznik biospecifické vazby mezi
vazebnymi misty protilatky a determinantnimi
skupinami  antigenu za vzniku protilatkove-
antigennich  komplexd  (imunokomplexu), pri
interakcich antigenu a protilatky se uplatnuji
stejné nekovalentni interakce jako napr. enzym-
substrat, hormon-receptor h.

ROZDIL: protilatky neméni strukturu antigenu
irreverzibilne



siLY, KTERE SE UPLATNUJI PRI VAZBE
ANTIGENU S PROTILATKOU

- VODIKOVE vazey

- NEPOLARNE HYDROBOBNI INTERAKCE
- COULOMBOVY siLy

- VAN DER WAASOVY siLy

- LONDONOVY DISPERZNI PRITAZLIVE SILY
- STERICKE ODPUDIVE silLy






Priprava polyklonalnich protilatek

B

SEC

inject antigen A take blood later

amount of anti-A
antibodies in blood

b time
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Priprava monoklonalnich protilatek

Inject mouse
with protein X

Mutant mouse 0 O

ﬁ:ﬁn tirgi Some mouse lymphocytes
in HAT from spleen (blue)

make antibody to X

Mix and fuse cells,
transfer to HAT medium



Priprava monoklonalnich protilatek

Mix and fuse cells,
transfer to HAT medium

Hybridomas

grow (< ]

to protein X



Priprava rekombinantnich protilatek
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Imunochemickeé metody

« RIA

(radioimunoanalyza)
Q Q Q Q U Protilétka

@ QQ @ B Gikovina

i i i i Znacena hilkovina
@UQ@

(= @) . .




Imunochemickeé metody

 (ELISA- enzyme linked immunosorbent assay)

Q Q U U Q Protilitka
@ UU @ B Bikoin

H. Protilatka
U Q Znacend enzymern




