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Dnes - strucné nakouknuti do:

1) Viry a patogeny: Jak zastavit patogen farmakologicky a Jak prirozena
imunita kontroluje ,normalnost” bunky

2) Flow-cytometrie — pomocnik v hematologii a imunitnich chorobach

3) IN SILICO navrh léciv
4) Aktualita: Navazani RADIO- |écCiva na nadorové bunky prostaty



Témal

Viry a patogeny: Jak zastavit patogen
farmakologicky? A jak prirozena imunita
kontroluje ,normalnost” bunky



Osli mustek 1

e Co potrebuje virus pro své zmnozeni a expanzi
Z organismu????

Potrebuje
a) aerosol b) extracelularni matrix c) cytosol ?

Potrebuje
a) zivou bunku b) mrtvou bunku ?




Komplexni prabéh invaze
typického viru,

zajisténi pomnozeni DNA/RNA
a obaleni kapsidem a
vypusténi milionu kapsidu ven
z bunky.

Kazdy krok je potencialni
misto kde lze virovou aktivitu
zbrzdit néjaky vhodnym
farmakem




Cil| Jak zabranit mnozeni viru v téle: potihatsi na n&j mézeme na n&kolika 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 buriky: 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)

Nekteré moderni molekuly co ,,zaspuntuji“ konkrétni proteazu :
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4) ELIMINOVAT patogen (hlavné bakterie) nejakym , lepidlem® uz kdyz je v krvi
(makrofagy, IgM a IgG protilatky)

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




...ale jak tuto celou bunku s mnozicim se virem télo pozna a
eliminuje????



CD8 T lymfocyt to umi,

vsimni si na klicového signalu

prezentovaného na _

Skenuje ,,co prezentuji bunky na /
povrchu ve vykini skrini“

qu M
a kooperaci CD8 a TCR P! Lo w—
makromolekuly W
Pokud ,uvidi“ neprirozeny protein W M“ E 5$‘

(virovy, bakterialni, nadorovy) hend

spusti eliminaci této bunky aby
nemohla byt zarodkem patologie.
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Uvolnovanim IgM obaluji
patogeny a pripadné i celé bunky
a sgtartuji tak jejich eliminaci.

T cell-independent
B cell activation
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Ukol splnen - dostali jsme je
Zivé nebo mrtve




Poznamka bokem:

,DO NOT EAT ME“ (,,nejez mne”) signalni molekula na povrchu bunék
(chrani pred atakem imunitnich bunék)

CD47 and CD200
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Téma?
FLOW CYTOMETRY

(Cesky prutokova cytometrie)

(...aneb metoda kde nemusi laborantky hodiny slozité
pocitat pod mikroskopem, ale misto toho pocitac
jen obrovskou rachlosti analyzuje,

jaké typy bunék s jakymi molekulami tecou

kolem)




Typicka prutokovy cytometr a schema trysky
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Mikroskopie je krasna, ale neni mozné kazdy kousek pacientova tela pomalu
prohlizet pod mikroskopem a délat statistiku napriklad kolik lymfocytu je tam
nachystano nebo jake a kolik jiz je v aktivnim imunitnim stavu.

Flow Cytometry (Cesky prutokova cytometrie) je technika na rychlé
naskenovani a vyhodnoceni velkého souboru bunek.

Napriklad odbér 5 ml krve, nebo biod)sie z miznich uzlin. VySetreni a _
statistika je hotova v ramci minut ! U mnoha onemocneéni jde totiz o Cas.
U mnoha zase musime sledovat kazdy den opakovaneé (napr akutni
leukemickeé stavy)

Buriky jsou po té promichany a naredeény v nosnem roztoku (podobné pH
jako fyziologicky roztok ) a pak hnany specialni

tryskou pres laser a detektor — vSe extremeé jemna
mechanika rizena pocitacem.




Zopakovali jsme si pred chvili, ze naprikald dva
rizné typy T-lymfocytd maji tyto dva ruzné
markery (povrchové molekuly) 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.

cD8

-S.S-

.S.S.


https://www.cusabio.com/target/CD4.html

Povrchovy znak CD8 nebo CD 4 lze dobie vyuzit k ,,nabarveni” a identifikaci bunky (na urcity
typ povrchvé molekuly navazme specificky urcity typ fluorescencniho barviva, napr CD4
cervené, CD8 zelené)

Kapitola

B)

Povré mol. Prti atka Poti atka+Fluo



Buniky s nabarvenym znakem CD8 (zelena znacka — fluoreskujici zelené) nebo CD4 (Cervena) pak
nalejeme do prlitokového cytometru. A pocitac uz rychle pocita kolik tece CD8 pozitivnich, kolik CD4
pozitivnich a kolik ostatnich (nesviticich; ... treba erytrocyty, krevni desticky a dalsi) :

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 pritokového cytometru - suspenze bunék je protlacovana velmi ma-



Moderni multiparametrické cytometry

-méri nejen povrchové CD znaky, ale i velikost a vnitfni strukturu (pomoci rozptylu svétla)
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Tak miiZze 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 leukocytd na zakladé velikosti a granularity bunék. B) Zagatovani T-lymfocyt na zakladé CD3 znaku. €) rozliSeni CD4+
a CD8+ T-lymfocyt, 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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Pacient ma v diagramu mnozinu s atypickymi blasty. Pfi malych poctech toto laborantky na mikroskopu casto
ani nerozlisi a neodhlaila by se tato patologie v casném stadiu.




Pro zvidavé i pro budouci praxi:

Pratokovou cytometrii i sadu jinych
modernich klinickych laboratornich
metod lze najit celkem srozumitelné v
cestiné ve vyukové publikaci
brnénskych autord... Ondie) Slabi§ s€al

MOLEKULARNI
MEDICINA

)

Nékteré leukemie se fesi jen farmakologicky, nékteré
vyzaduiji vybiti a transplantaci hematopoietickych
bunék. Celkem srozumitelné odkazy na diagnostiku
lekemii a program vyhledavani

darcl kostni krené:

MAYO
CLINIC a jo)

gy

Leukemia

Symptoms & causes  Diagnosis & freatment  Doctors & departments  Care ath

Diagnosis

D

Leukemia - Symptoms and causes - Mayo Clinic



https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/leukemia/symptoms-causes/syc-20374373
https://registr.kostnidren.cz/

Téma 3
IN SILICO navrhy léCiv



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

a b c

CDK1 Pre C-helix CDK1
N-lobe (2, hairpin 4 Extended
hairpin
| =

$93-5103, * Ckst

3 K245-N255
Cks1 patch

A pFfesné zjistit kde je tzv. AKTIVNI MISTO
enzymu




Pak pomoci pocitace zkousime hledani (tzv. dokovani)

specifickych |nh|b|toru do modelu enzymu.
A/

CGP74514A Dinaciclib SU9516



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

* Neni to samoziejmé lehky proces. Nebot fada perfektni ,Spuntd” se ukaZe jako nebezpecnych pro
fadu jinych zivotne dulezitych enzymu, treba zastavuje nebo zpomaluje enzymy P450 v jatrech a to
je prusvih a proto musime testovat a hledat jiné makromolekuly pro zaspuntovani.

* ,zaspuntovani” aktivniho mista enzymu je Len jeden z typu IN SILICO simulaci. Farmakologicke latky
hledame samozrejme pro celou skalu jinych interakci — napf afinitu k receptoru, afinitu k DNA
(cytostatika), perforacni molekuly, adherentni molekuly na povrchy bunék atd

* Co je navrhnuto , se nasledne nejdrive musi otestovat | (na néjaké vzorove Zive
bunécné kulture) a pak (studie na zvireti, pak studie na pacientech), az pak je lécivo

registrovano pro pouziti v klinické praxi

Cely obor pocitacového simulovani se jmenuje IN SILICO PHARMACOLOGY
Vice prehledové napf na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1978274/



IN SILICO modely se pouzivaji nejen na molekuly, ale
zaCinaji pouzivat také na modelovani sady interakci

imunitnich bunek v konkretnim pripadé nemoci :
tzv. Kinetické Modely interakci bunék

né-S= X @ MIEP Online CellPubl X & Macrophages | Nutrit: X | G lymphocytecd marke: X | G CDKinhibitorsinsilicc X | G proteinactivesizepyt X | Ji AroleofGIn596infin X | G CDKI activesizeinsi X | [§ ATP-Competitive Inhit X | =+

"MIEP Online CellPublisher Model"

Google

H/OSem wi g5 =M @ =9 » P g & 3°C Shaby déit

https://nimml.org/CellPubModels/Macrophage_April2012/



Téma 4

Aktualita:

Navazani RADIO-|écCiva na
nadorové bunky prostaty
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Téma 4

Aktualita: Navazani RADIO-lécCiva na nadorové

bunky prostaty

V poslednim roce byly pro americké i evropské pacienty
schvalena tzv. radioligandova 1écba nadorti prostaty —
zalozena na radiofarmakum PSMA-617

Centralni molekulou tohoto léciva je radioaktivni
jadro kovu Luthenium , které vyzaruje nizkenergetické
B~ zareni.

Hlavnim ukolem pfri vyvoji IéCiva bylo Luthenium dobre
navazat na nosic a zajistit, aby nosi¢ meél afinitu jen k
nadorovym bunkam prostaty a ,nechytal se” na jiné
zdravé bunky v téle. To se zajistilo pomoci specifické
protilatky. Zareni v nadorové bunce (v malém okoli od
zarice, Cili neozaruje okolni zdravé) indukuje poskozeni
DNA a privadi tak bunku k apoptoze a eliminuje primarni
nador i metastazy

Pokrocilé pocteni:

Radioactive Main Group and Rare Earth Metals for Imaging and Therapy | Chemical Reviews (acs.org)
Zarici 1é¢ba karcinomu prostaty s eskou stopou | proLékare.cz (prolekare.cz)
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https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.chemrev.8b00294?casa_token=dVfecaC8d3QAAAAA%3AZ9GM-r6W73es0rQIzfApPtDB1tiztUK79RXBgBudQCOxaGds9LgFHRxCKlMn9vXbSvDN-W2qUDqbf9c
https://www.prolekare.cz/novinky/zarici-lecba-karcinomu-prostaty-s-ceskou-stopou-130611
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 Jeden z pripadu uspésné |écenych pacientl radiofarmakem (patrny Ustup
metastaz)

Figure 4. Comparative PET/CT Scan, before (left), after 3 doses (center) and at the end of treatment (right).
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