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alkalmazasa az orvoslasban




Virusok
e DNS Virusok

— Egyszalu (parvovirusok)

— Kétszalu (adenovirusok, herpeszvirusok,
himl8virusok)

e Retrovirus
— Kett6s szalu RNS (rotavirus)
— Egyszalu RNS
* + = mRNS (HIV, SARS)
e - =4t kell irddni +-ra (Influenza)

— RNS dependens RNS szintetaz
— Reverz transzkriptaz



HIV fertdzés kimutatasa -
(fiktiv) esettanulmany

« 35 éves n6, HIV fert6zottség R
IR I 4 e’ '
gyanuja. Két partner az ‘3‘
elmult 1doszakban. ’

’
* Fert6zott-e a nd, ha igen,
atadta-e a partnereinek? |
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HIV

Human Immundeficiencia Virus
Retrovirus (+ mRNS)

— RNS -> DNS -> beépul a kromoszémaba
T-limfocitakat tamadja (pl. CD4+ sejtek)
Lecsokken a szamuk (AIDS)



ANONYM AIDS TANACSADO SZOLGALAT - KAROLINA RENDELO

TUDNIVALOK
A GYORSTESZTEKROL ES AZ ABLAKPERIODUSROL

Fert6zés kimutathatosaga - Ablakperiodus

A FERTOZES MEG NEM MUTATHATO K| BIZTOSAN FERTOZES KIMUTATHATO

HIV-1 p24 antigén HIV-1/2 antitest

KIMUTATHATOSAG SZINTJE /Y,

MAGAS VIRUSSZAM ES FERTOZESI KOCKAZAT

0 12 20 |26
FERTOZESTOL
ELTELT NAPOK

HIV-1/2 antitest Megjelenését kovetden (fert6zés utdn 28 nap) mindig kimutathaté szinten van jelen!

N
[ Kérjuk kedves klienseinket, hogy a biztos eredmény érdekében a 4 hetes ablakperiddus letelte utan jéjjenek szlirésre!
J




HIV gyorsteszt

Az eredményrdl

Az eredmeény leolvashato -
D W Bt HIV-1 p24 antigénre (Ag) és

HIV 1/2 antitestre (Ab) is -
20 perc mulva

A kontroll csik minden eredmeény esetén megjelenik
Ha nem jelent meg, az eredmeény ervenytelen

— Eredmeény kulcs

S

= E = =
Control___ -
ilq B EEEn
Ag ¥ g =
7. | I ma Y
HEEE B EEEN

20 min




HIV fertdozés kimutatasa -

(esettanulmany)

* HIV ELISA - els0 ¢és legalapvetdbb teszt a HIV
fertozes kimutatasara

* Az edény aljat HIV-antigénekkel boritjak

* A szérumban kiilonféle ellenanyagok
talalhatok. Ha a paciens HIV+, akkor a
vérében a virusra specifikus ellenanyag
talalhato. Ez az ellenanyag hozzakotodik az
edény aljat boritd Antigénhez.
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HIV ELISA teszt

* A masodik ellenanyag enzimhez
kotott.

* A hozzaadott szubszratbdl szines
anyag keletkezését katalizalta. Igy a
veérben 1év0 ellenanyag-mennyiseg
aranyaban kapunk szines terméket.

» Erzékeny, reprodukalhatd, gyors, de
nem 100% specifikus teszt, altalaban

2-3 héttel a fertozést kovetoen
alkalmazhato
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Substrate is added and
converted by enzyme into
colored product; the rate

of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody




HIV ELISA teszt

- Pozitiv ' Negativ
); _ELISA teszt
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HIV ELISA teszt

o Alpozitiv teszt: eléfordulhat, hogy a teszt pozitiv
annak ellenére, hogy nincsen HIV fertézés. Altalaban
HLA (Human Leukocyte Antigen) antigének elleni
ellenanyagot hordoz6, tObbszor sziilt ndknél
fordulhat elo, a HIV ugyanis magaba épitheti ezen
antigéneket, amikor leflizodik egy sejtrol

o Alnegativ teszt: negativ a HIV fertdzés ellenére.
Akkor fordul elo, amikor a fertozés ¢és az
ellenanyag-valasz megjelenése kozott
ablakperiodusban torténik a vizsgalat.
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HIV ELISA teszt

*A = 0,300 alatt negativ, 0,300 —
0,499 kozt meg kell ismételni a

., Negative
tesztet; 0,500 felett pozitiv
Positive Assay Control
* Ha a teszt pozitiv, megismeétlik, \
. rroor,r ’ ! ] .!. j""- i F B
majd megerdsitésként Western ©988600% ..

blotot csinalnak
Patient A Fatient C

* Fertozott-e A, B és C? Patient B

Positive ct. MNegative ct Patient A Patient B PatientC  Assay ct
1.689 0.153 0.065 0.412 1.999 0.123
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HIV Western Blot

 Lathatdva teszi az egyes virusproteinek elleni
ellenanyagot

« HIV fert6zott sejtekbdl késziilt feherjekivonatot
futtatjak, blottoljak, majd elso ellenanyag gyanant az
egyes paciensek szérumat hasznaljak. A masodik
ellenanyag enzim-jel6lt anti-human ellenanyag volt.

» Specifikus, am hosszadalmas, nem kvantitativ

* ELISA meger0sitesere hasznaljak

a Egystemn, Thies Biology Projsct, atwéws



HIV Western Blot

e Poztiv teszt kritériumai A
p 160~ a
* Nincs csik: Negativ b 120’.
* p31 vagy p24 ES gp160 vagy gggg h =
ogp120 csikok: Pozitiv . -
n31 =8
» Vannak csikok, de a mintazat 24— BEE"

nem felel meg a fenti
kritériumoknak: Bizonytalan

Band pattern Interpretation

. . ro_e /4 Lane 1, HIV+ serum (positive control)

i Ml dlagnOZIS, A, B eS C Lane 2, HIV- serum (negative control)
, Lane A, Patient A
eseteben? Lane B, Patient B

Lane C, Patient C

Arizona Egystem, The Biology Projact, dtvéws



HIV vagy AIDS?

* AIDS: HIV fert6z¢s nyoman
kialakul6 szerzett immunhianyos
betegség

T limfocita
¢ T—sejteket erinti Teljes T

sejt szam
* Az 0sszes T sejt szama, €s a sl

CD4+ T sejtek szama, valamint
a CD4 (helper) / CD8 (killer)
sejtek aranya lecsokken

CD4/CDs8

e Mérés aramlasi citometriaval




HIV/AIDS - dramldsi citometria

CD4/CD8 pozitiv sejtek
kivalogatasa (kikapuzasa)
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HIV/AIDS - dramldsi citometria
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Diagnozis

A kérdéses személy, B paciens lehet, hogy
HIV fert6zott, még nem egyertelmil

* Partneret, A pacienst nem fertozte meg, 0 HIV
negativ

* C paciens fert0zott, sot AIDS-es, valdszintileg
0 fertozte meg B-t



Huntington-kér

 Sulyos 1degrendszer1 betegseg, 10-15 ¢v teljes
leépuléshez, végul halalhoz vezet

* Motoros (vitustanc), pszichologiai €s €rtelmi tiinetek
» Altalaban 40 éves kor koriil jelentkezik

» Genetikai betegség. Dominansan 0roklddik, azaz
egyetlen hibas kopia elég, hogy a betegség megjelenjen
(a két allel kozul elég, ha az egyik hibas)



Huntington-kér

* 100%- 0s a penetranciaja, azaz ha valaki hordozza a

hibas all¢lt, akkor a betegség mindenképpen
megjelenik

* Mivel a tiinetek alt. a reprodukci0s ¢letszakaszt
kovetden jelentkeznek, a betegség mar tovabbadodik
a kovetkez0 generaciora, mielott a paciens tudomast

szerez ¢rintettségérol (vo. R. Dawkins: Az 6nzo gén
c. miivében a sikeres gén leirasat)

* Nem gyogyithato.



Huntington-kor




A Huntington-kor genetikai hattere

: . Figure S-3: CAG Repeat Counts on the Huntington gene
« Trinukleotid (CAG) 2 hestia ington g
1Ismétlodés a huntington @D:J- 111D chromosome 4

Huntington gené

Negative test result:
~less than 35 CAG repeats

Uninformative test

génben

e Az 1smétlodés szama

ee oo r o 144 ’ - 36-39 CAG
oroklodik, (sét, * — i e
generaciorol generaciora T r
novekedhet, ahogy a Genetic test results correspond to the m:i:at:fomé:g
IIléSOlé mechanizmus ranges of the CAG repeat site. repeats

hibat ejt a sok 1smétlodés
masolasa kozben)



A Huntington-kor genetikai hattere

CAG repeat expansion in HTT

e A C AG vagy ugyanann}d, Original DNA code for an amino acid sequence.

. e na—CATTCACAGGTAATCATGCTA
mint a sziilokben, vagy bases

A
L4

tObb - His H Ser H GIn H Vval H lle H Met H Leu |-
Amino acid R
. « 4 . ;o1 1, . S epeated trinucleotide
e Trinukleotid ismétlédési ARVERL
zavar "CATTCACA

- His H Ser H Gin

Repeated trinucleotide adds a string
of glutamines (GIn) to the protein.



CAG repeat expansion in HTT

CAG repeat
length

CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC



A Huntington-kor biokémiai okai

* A CAG 1smétlodesek szama okozza a bajt

* CAG glutamint kodol, igy poliglutamin jon 1étre a fehérjében

cr 7

A poli-Gln a fehérjék aggregaciojahoz, sejtbeni
felhalmozddasahoz, mitkodésképtelenséghez vezet

« A Huntington gén a neuronokban aktiv, illetve ezen sejtek
kapacitasa az aggregatumok eltavolitasara korlatozott, a betegseg
1degrendszeri tiinetekkel jar

* Az aggregacio hosszu tavon torténik, ezert okoz kései tuneteket

e Ming¢l tobb az 1smétlodes, annal elobb €s annal stulyosabban
jelentkeznek a tlinetek



Huntington-kor genetikai analizise
(esettanulmany)

* 28 ¢ves apa felkeresi a genetikai szakrendelést,
hogy megtudja, gyermekei orokoltek-e a
csaladjaban eloforduldo Huntington betegséget.
O maga azonban nem szeretné tudni, hogy
crintett-e.

* Modszer: PCR (jelolt primer a HTT gén mell¢)
+ restrikcios hasitas, gelelektroforézis



Huntington-kor genetikai analizise
(esettanulmany)

o Jelolés: 1. Apa; 2. Anya; 3 -7. gyerekek

» A vizsgalat alapjan melyik csaladtagok ¢érintettek (> 40
1Ismétlodes)?

« Miért eltéro az ismétlodesek szama az egyes
csaladtagokban?



Huntington-kor genetikai analizise
(esettanulmany)

Lanes 1 2 3 4 5 6 7

1000bp —

800bp =— — 200
600bp — — 150
“
400bp — - .. - __ 70
Spalete
200bp —
5

. »

Genescan™ 69 27 71 80 27 27 76
Genotypes 21 14 14 21 21 14 21



Huntington-kor genetikai analizise
(esettanulmany)

* Amennyiben az apa logikus gondolkodasu, titokban
maradhat-e eldtte a sajat statusza?

* Hogyan lehetseges, hogy az egyik gyereknek 27/14 az
ismétlddeés szama, annyi, mint az anyae?

\k

ol
o 2 &
L & S

Genescan™ 69 27 71 80 27 27 76
Genotypes 21 14 14 21 21 14 21



A sejtek természetes fehérjelebonté folyamata

PROTAC

Ubikvitin-proteaszoma rendszer

Degrac
E3: ubi
Proteo

Degradation

e undruggable proteins

Ub
-

Ub

E2
E3

PROTACI

target

—_—

kvitin-ligaz; E2: ubikvitin konjugald enzim
izis targeting kiméra (PROTAC)

target

.; proteasome




Korabban hatastalannak bizonyult enzim inhibitorok ujrafelfedezeseE3

E3
Cereblon recruiting
moiety
BRD4 binding
moiety OQL_):

NH

N

Connector




Affinity labeling

Kovalens, nem-kovalens inhibitor + gyenge
reaktivitasu csoport

* Vagy blokkolt aktivitasu @

Reactive group

— Fén >0
y _ 1w / Protem

- Accessible to Complexatlo

- B 100 rt . rea kC 10 WIS other proteins Labeling the protein surface
(b)

Inhibitor felfedezés

access:ble

! Hydmphobic
Protein environment

Embedded Labeling the interior of
Reactive group the ligand binding pocket

Complexation

........



Proximity labeling

* Fehérje-fehérje interakciok
* APEX-biotinilalo enzim
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OPTOGENETIKA

Csatornarodopszin (fényérzékeny ioncsatorna)

Egysejtl algak fototaxisa

EmIGs sejtekben expresszalva fotokontrollalt ingeruleti

folyamatok
Latas (Roska Botond)

Nyugalmi allapot Aktivacio/gatlas

Sejtmembran _
Zart ioncsatorna Nyitott

@ ioncsatorna




Fénnyel aktival

FOTOFARMAKOLOGIA

Termeészetes ligandumok modulalasa (nem kell genetikai

beavatkozas)

Fényérzékeny védbcsoportok

Fotokapcsoldk

Activation with light i
High spatiotemporal precision
Regulated dosage

Molecular approach
Examples:

N,
W oy
P [ g 1
4&“ ha sl i's”>Rr
{ Inactivation k|

Controlled in space and time
Photochemical or thermal process




Fototerapia

* Fotodinamias terapia (PDT) (reactive oxygen/nitrogen species)
(fényérzékenyit6k)

* Fényérzékeny véddcsoportok (PACT)




Bioortogonalisan aktivalhato fototerapia

* A fotoreszponzivitast egy bioortogonalis reakcio kapcsolja be

dark irradiated irradiated

DISABLED _ JiSg | e . ACTIVATED

‘‘‘‘‘‘‘‘

Visible Light, Pretargeted
Click & Uncage with
Fluorogenic Reporting
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