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Gyogyszerrezisztencia

Az emberi szervezetbe nagyon sokféle korokozo6 (patogén) juthat
be. Ide tartoznak a virusok, a gombak, a bakteriumok és az
egysejtiek. A szervezetbe jutva ezeknek a korokozoknak a tulélés
€s a szaporodas a legfontosabb célja.

A kulonbozd gyogyszereknek az a feladata, hogy ezeket a
korokozokat vagy elpusztitsak, vagy megakadalyozzak
szaporodasukat a szervezetben. Ha a korokozok a kezelés ideje
alatt szaporodni képesek, akkor altalaban ugy valtoztatnak sajat
felépitésukon (mutacidkat alakitanak ki), hogy ne hasson rajuk a

gyogyszer.

A rezisztencia kialakulasakor az adott gyogyszer (vagy gyogyszer-
kombinacid) elvesziti azt a képessegét, hogy megakadalyozza a
korokozo szaporodasat. Ennek eredmenyekeént idovel a teljes
terapia hatastalanna valik.



Afehériek|. ( )

= Afeheérjéek az elolények alapvetdo molekulai,

valtozatossaguk eés specifikussaguk az élet szamos kis
reszleteben megjelenik.

* Fehérjek épitik fel a hajszalakat, a szarut, az izmokat,
funkcionalnak enzimként (biokatalizator), hormonkent és
kulonbozo szallitbanyagként (hemoglobin).

*= a-aminosav-polimerekbdl allnak ( 20db )= peptidkotes
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A fehérigk Il ()

» Afehérjék els6dleges szerkezetét (aminosav sorrendjét) a
nukleotid bazisparok altal meghatarozott kod hatarozza meg

» Feladataik: enzimek, hormonok, alvadaskepzok, izmokban
mozgatas (aktin, miozin), stb...

= AKkett6s lipid membranba beékel6dve kulonbozé funkcioju
membranfehérjék talalhatoak

v : \ S v 2 TN .
oo 'r:' A -'.Q' e N m& r
A 1 E A, ‘ >
. YR oo F3 .
- .-" »
2 ;.."'V Mintercellutar "+
2 2 L 3 5 Space
: e Rt L E
> o

Cell m«»mbrdnn.-"

' , >, .. - .‘" ' % D NEL M D e
e '7.°.' Woage
Ke’ttos I| id membr@ -

PC SM PE PS Chol Other



Transzporterek és mukod

A membranon az anyagok tobb uton tudnak atjutni:

= AKkisebb molekulak, amelyek nem rendelkeznek
toltéssel, azok szabadon at tudnak diffundalni

= A makro- vagy toltéssel rendelkez6 molekulak
azonban maguktol nem képesek athatolni a
sejthartyan, igy ezeket membranfehérjéknek kell
,2atpumpalnia”

3 f6 multidrogtranszporter csalad:

= ABCB1

= ABCC1

= ABCG2

A multidrog rezisztencia fehérjék membran
transzporterek, amelyeket ATP hasitas
energiaja révén szamos toxikus

anyagot képesek tavol tartani a sejt belsejétél Hydrophobic

ABC — ATP Binding Cassette et
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ABC TRANSPORTERS

— ABCB1/P-gp/MDR1 xenobiosi

ABCB5
sut ABCB11 /BSEP bile salt
Transmembrane ABCB8 peptide
Helices (TMD) ABCB10 peptide
" Linker region ABCAY
. ABCB3/TAP2 peptide
Nucleotide ABCB2/TAP1 peptide
Binding Domains
(N BD) ABCB6
ABCB7 Fe/S cluster transport
— ABCC1/MRP1 organic anions
ABCC3/MRP3 organic anions
ABCC2/MRP2 organic anions
ABCCé
[ ABCC8 sulfonyl urea receptor
ABCC9 SUR2A regulatory subunit
— ABCC ABCC4 nucleoside
(MRP) ABCC7/CFTR  Cl'ion
ABCC5 nucleoside
ABCC11 drugs
ABCC12 drugs
‘—————ABCC10 drugs
ABCC13
S ABCD1 very long chain fatty acid
AB CD |—1£ ABCD2 very long chain fatty acid

| ABCD3
ABCD4

ABCF

T

very long chain,branched fatty acid

ABCF1
ABCF2
ABCF3
ABCE1
ABCA1
ABCA4
ABCA7
ABCA2
‘ABCA3
ABCA12
ABCA13
ABCA5
ABCA6
ABCA10

oligoadenylate binding
cholesterol

N-ret-PE
cholesterol

drug transporter
drugs

drugs

ABCA8
ABCA9
ABCG1

certain lipophilic drugs

cholesterol



Kutatasunk bevezetese

* Modell sejteket vizsgalunk in vitro technikaval

* A sejtvonalakba bevittuk a gent, majd abbal
expresszaltuk a kivant feherjeket

1. Vektorhordozo bakulovirussal fertoztuk a
rovarsejteket (Sf9)

2. Amint beépult a génunk, over-expresszaltuk a
fehérjet
3. Membranpreparalas



4. Lowry-féle protein meghatarozas

Cél: membranpreparatum osszfeheérje-tomegenek meghatarozasa
Kromogén (szinképzd) eljaras

A fehérje tirozin része redukalja a szerves vegyuletet, igy komplex
képzddik

Lowrv-féele {(Folin-Ciocoltean) protein meghatarozas

1. A membranprep aratum mintalcat czalke a 4. 1épéstdl inditjule. A sejtes mintat szonikalassal
homogenizaljulc,

2. S ul protein mintat bemérink 900 ul Deszt. vizbe (milkrocentrifuga csd) és hozzaadunlc 10
ul 2% MNa-deoxvlolatot, dsszekeveryilk &3 15 percig all hagwjuk dol-on.

2. Heozzdaadunlc 250 vl 25%0 TCA (trichlorocacetic acid)-t és keverjils (Ficsapjuls a fehérjet).
4 Az asztali centrifugaban 15 percig 14000 EPI sebességgel centrifugaljule a mintat 4o C-on.
Thtana ledntjik a felalus=at

3. Heozzaadunle 1 ml Lowry reagenst es kewverjulc

6. Heozzaadunk 100 ul of higitett Folin reagenst és meghkewerjil

7. Batetben szobahdmeérsélcleten tartjuls 45 min-ig, majd ab szorbanciat méerinl fotométerrel
GED nm-en.

Ealibtracids sorként BEA fehérjecldatot hasznalunk 5-70 ugiminta (5-70 ul bemérése 1 mgiml
aldathal)

Lowry reagent: 2% reagent &, 190 reagent B, 1% reagent . Il it freshly.
Component A dg MNaOH+50g (MazCOs 2 10 HoaO) in 1000 ml H2O, store at 4o
Component B: 2 g (Ma-tartarate = 2HZ2O) 1in 100 ml H2O, store at 4ol
Component ' 1g (CuZO4=5H2O0 in 20 ml H2O, store at 4o

Folin reagent Sigma F9252
Drilute 1:1 with H2O



Mindez kepekben...
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SDS-page — gelektroforezis

« Cél: nukleinsavak és fehérjek elvalasztasa a kozegtol
« Alapanyag: poliakrilamid
« Lepesek:

1. Fehérjek denaturalasa

2. Meéret szerinti szetvalasztas a gel lapon

3. Atmasoljuk egy PVDF membranra (western blottolas)
4. Elektroforezis utan Coomassie feherje festes

4. Megjeloljuk primer antitesttel (anti-ABCG2) a membrant



Az abra, ami mindent megmagyaraz..
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Poliakrilamid gél festés utan

El6z6vel azonos gélbol készilt blot
(a mintak valojaban nem lathatok)

Ellenanyaggal ,,elShivott” csik

Sf9 sejtek  membranpreparatumok

Coomassie festés

Tris-Glycine
4~20%




ATPaz aktivitas meres
= Aktiv membrantranszport

» Az energiat ATP hasitasaval nyeri a
konformaciovaltpzashoz

= Atranszport merteke ~ elhasitott ATP mennyisege

ATP > ADP + P




A meéeresek

=  Assay mix — pufferek, ATP-az gatlok
» |nverz vezikulak

» Szubsztrat: gyogyszer

= ATP onbomlasa

Hattér levonasa




3 méreés

» Fehérje: ABCG2 Szubsztrat: Quercetin
» Fehérje: ABCG2 Szubsztrat: BGP-15

» Fehérje: ABCB1 Szubsztrat: BGP-15

= Kulonb6z6 droghigitasok

jEégen mérjlk 1 | 2|13 | 4|5 |6|T|8|09|#|#|#|#|#| 19 |# Querceti BGP-15
assay mix 130ul drog higitas (RT) konc.
10 ul 20mmMD |16 ul DMS0 7.5 mM
vanadat 100 mM 2 2 5ul 20mmMD |28 ul DMS0 3 mi
DMS0 (olddszer) 1] 1 10Ul AmMmD |20ul DMS0 Ta0 UM
Drog 30 ul (0.2) 1] 1 5ul Fa0um |20 ul DMS0O 150 UM
150 UM (1) 1] 1
750 uM (5) 1 1 mermbran (jég) ABCG2 vagy ABCBA1
3 mi (20} 10 1 feh. Konc. hig.
7.5 mM (50) 10 1 100 ul membr
+ ass. Mix

membran 1 mag/ml 10 ul
5 min 370C
MgATP 50 mi 10
20 min 370C 20 mp|—ként
203 5% 100 ul
kivesszilk |

standard (RT) 2-2 csd
ass. Mix 150 140( ## [ 120] ## |ul
K2ZHPO4 1 mM 0 10( 20| 20{ 40]ul
303 100 100| ## [ 100] #F |ul

T o LA e M M e L e R W —

Foszfat kimutatas (RT)
|minden csd 300 ul P-reagens
750 ul 20% ecetsav

150 ul 1% aszkorbinsav iddre 20 mp-ként
MErés 20 perc mulva 230 nm-en a fotométerben



Foszfat mennyisegenek meghatarozasa

= Komplexkézodesi reakcio
= Standardsor
* Elnyelés lemeérése fotométerben




Adatok kiertekelese

ABCG2  Zsofi ABCG2  Kristaf ABCB1  Akos

quer atl sd BGP-15 atl sd BGP-15 atl sd
0,01 30,72 33437 32087 1,91758 27 42 2470 26,06 1,91758 0,01 31,25 409" 17,677 19,2057
0z 61,14 60257 G070 062921 2225 25,68 23,96 242693 0z 4007 4,00 S
1 61,65 43527 55087 928827 34,36 26,65 30,51 545311 1 532 11767 854" 455425
5 65,76 258" 64,177 224716 34,449 28,01 31,25 458421 5 9.09 21767 15437 595868
20 58,90 3017  G0057 200633 35,08 30,04 3256 35655 20 56,75 24227 30087 222918
50 37,80 40727 20287 205739 34,07 3212 33,09 137826 50 12,78 41477 27127 202844

verapamil

20 66,97 50817 63297 50636
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