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1 BEVEZETES

Az oligonukleotidok értékes eszkozok a kutatok kezében, melyekkel gének
expressziojat, vagy proteinek aktivitdsat lehet gatolni. Széleskorti terapias alkalmazasuk
bevezetése szintén varhato a kozeljovoben. Az oligonukleotidok mint kisérleti eszk6zok vagy
mint potencialis terdpias agensek biologiai aktivitasukat két modon fejtik ki:

a) Szekvencia specifikus moédon (antiszensz oligonukleotidok, triplahélix képzé
oligonukleotidok, aptamerek, ribozimok, decoy oligonukleotidok, illetve kis
interferal6 RNS-ek)

b) Nem szekvencia specifikus mdédon (interferon indukald oligo- vagy polinukleotidok,
antitemplatok, egyéb)

Meg kell jegyezni, hogy a két fenti tipusu aktivitds nem mindig jelentkezik tisztan,

kevert funkcioju bioldgiailag aktiv oligonukleotidok is el6fordulnak.

1.1. Oligonukleotidok szekvencia specifikus modon Kkifejtett lehetséges
biologiai aktivitasa

Antiszensz oligonukleotidok: Az antiszensz oligonukleotidok altaldban 15-20
nukleotidbdl allnak ¢és a célzott mRNS komplementerei. Antiszensz aktivitasukban két {6
mechanizmus jatszik szerepet. A legtobb antiszensz oligonukleotidot ugy tervezik, hogy
aktivaloédjon az RNéaz H enzim, mely a DNS-RNS heteroduplex RNS részét hasitja, és ez a
gatlasara lehet haszndlni azokat az antiszensz oligonukleotidokat, melyek nem indukélnak
RNaz H hasitast (Kurreck, 2003).

Triplahélix képzo oligonukleotidok: A triplahélix képz6 oligonukleotidok homopurin
vagy homopirimidin tartalmiak ¢és harmadik szdlként szekvenciaspecifikus moddon
kapcsolodnak a DNS duplexhez (Frank-Kamenetskii és Mirkin, 1995). Az oligonukleotid
szalat a harmadik szal bazisai és a duplex purinjai kozott kialakulé Hoogsteen-hidrogén
kotések stabilizaljak (Radhakrishnan és Patel, 1994; Nagatsugi és Sasaki, 2004). A triplahélix
DNS érdekes tulajdonsaga, hogy nemcsak a célzott géneket gatolja, hanem meghatdrozott
helyeken pontmutaciokat indukal.

Aptamerek: Kortlbelil 10 évvel ezeldtt irtak le eldszor olyan oligonukleotidokat,
melyek szekvencia specifikus médon, nagy affinitassal kotddnek kiilonb6zé célmolekulakhoz
(kismolekulakhoz [aminosavak, nukleotidok, antibiotikumok], proteinekhez,

nukleinsavakhoz, intakt virusokhoz ¢&s ¢élo sejtekhez). Ezeket az oligonukleotidokat
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aptamereknek nevezték el (Ellington és Conrad, 1995; Famulok és Mayer, 1999; Jayasena,
1999; Toulmé és mtsai, 2003).

Ribozimok: A ribozimok katalitikus aktivitdssal rendelkezd ribooligonukleotidok,
melyek az RNS helyspecifikus hasitasara képesek (Inoue és mtsa, 1985; Doudna és Cech,
2002). A ribozimokat hatdsmechanizmusuktol fiiggéen kiillonbozo osztalyokba soroljak.

Decoy (csalétek) oligonukleotidok: A decoy oligonukleotidok a transzkripcids
faktorokhoz szekvenciaspecifikus médon kapcsolodnak. G4tld hatasukat azaltal fejtik ki, hogy
gyakorlatilag kivonjadk a rendszerbdl a transzkripcios faktorokat (Tomita és mtsai, 2004;
Morishita és mtsai, 2004).

RNS interferencia: A 21-22 nukleotid hosszusagu kis interferald RNS-ek (siRNS)
hasznalataval szelektiv gén ,,silencing” érhet6 el. A duplaszalu siRNS-ek beépiilnek az RNS
altal indukalt génelcsendesitdé komplexekbe (RISC). A komplexben taldlhatdo enzimek
egyszaluva alakitjak at az siRNS-t. Ezutdn ez az egyszalu siRNS irdnyitja a komplexet a vele
homolog részeket tartalmazd6 mRNS-ekhez, amiket a komplex enzimei feldarabolnak
(Kurreck, 2003; Manoharan, 2004).

Itt kell megjegyeznem, hogy az endogén ribozimok, illetve kis interferald6 RNS-ek
jelentds biologiai funkcidval rendelkeznek, hiszen az RNS helyspecifikus hasitasa és az RNS
interferencia alapvetd jelenségek a sejten beliil. Ezzel szemben a tobbi, fent ismertetett
jelenség elsdsorban vagy kizardlag exogén, mesterséges oligonukleotidok hatasdra mehet

végbe.

1.2. Oligonukleotidok nem szekvencia specifikus modon kifejtett lehetséges
biologiai aktivitasa

Interferon indukadlo oligonukleotidok: A nem szekvencia specifikus modon hatéd
biologiailag aktiv oligonukleotidok skalaja nem olyan széleskorii, mint a szekvencia
specifikus modon hatd oligonukleotidoké. A duplaszdla RNS [mint amilyen a
poli(rI)-poli(rC)] interferon indukald agens, melynek terapids felhasznaldsara kordbban mar
folytattak kisérleteket (Pitha és mtsai, 1982; Chadha és mtsai, 2004; Raj és Pitha, 1983; De
Clercq és mtsai, 1979).

Antitemplat oligonukleotidok: A DNS-polimerazok miitkodéséhez templat sziikséges.
Szadmos kémiailag modositott polinukleotid (pl. 5-merkaptopirimidin), elfoglalva a templat
koto helyet, erételjesen gatolja a templat fiiggd nukleinsav polimerazokat, a DNS-polimerazt,

RNS-polimerazt, vagy a reverz transzkriptazt (Bardos, 1974; Kung ¢és mtsai, 1982; Aradi és
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Ho, 1985). Ezeket a nukleinsav-polimerdz gatld, kémiailag moédositott polinukleotidokat
antitemplatoknak nevezziik.
A laboratériumunkban kifejlesztett homo-oligomer, Suligovir [(s*dU)ss] is nem

szekvencia specifikus médon fejti ki hatasat.

1.3. Nukleotidok kémiai modositasa

A nukleotidok kémiai modositasaval kedvezd tulajdonsagu oligonukleotidokat
allithatunk el6 (megnovelt stabilitas, jobb farmakokinetikai tulajdonsagok, nagyobb affinitas a
célmolekuldhoz, stb.). A nukleotidok kémiai médositasa torténhet: 1. foszfat csoporton, 2.

cukor komponensen, 3. bazison (1. abra).

- B < Buzis

Rib6z (2'-OH-csoport)

Foszfat gerinc

1. abra A ribonukleotidok kémiai mddositasainak lehetséges helyei

A kémiailag modositott nukleotid analégok szama oOriasi, ezért teljes ismertetésére
ezen disszertacio keretében nem is vallalkozhatok.

Foszfat-csoport modositas: A bioldgiailag aktiv exogén oligonukleotidokat gyakran
foszforotioat internukleotid kotéssel szintetizaljak. Nagyon megemeli a vegyiilet nukleaz
stabilitasat, de ndveli a nem szekvencia specifikus kolcsonhatasokat is, és ezaltal emeli az
oligonukleotidok citotoxicitasat (Amarzguioui €s mtsai, 2003; Brown és mtsai, 1994).

Cukorgyiirii modositas: A cukorkomponensen moddositott nukleotidok sokfélék
lehetnek. Legismertebb képviseldjik a 2’-O-metil és 2’-O-metoxi-etil RNS. Az igy
modositott oligonukleotidok kevésbé toxikusak és nagyobb stabilitasu dupla-hélixet
képeznek, mint a modositatlanok (Kurreck és mtsai, 2002). Ez a moddositds megnoveli
penetracios képességiiket is. Az utobbi néhany évben fejlesztették ki az ugynevezett ,,locked”
nukleotidokat, melyek oligomerekbe ¢épitve jelentésen emelik a duplaszali hibridek

(LNS-DNS) olvadaspontjat (Elayadi és Corey, 2001; Braasch és Corey, 2001; Qrum ¢&s
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Wengel, 2001). Az LNS-DNS kiméra hatékonyan gatolja a génexpressziot (Braasch és mtsai,
2002). A 4’-tio moddositas beépitése jelentésen noveli az olvadaspontot, illetve az igy
modositott nukleotid igen erdteljes nukledz rezisztencidt mutat. Intenziven tanulmanyozott
nukleinsav analdg a peptid nukleinsav. A peptid nukleinsavakban a dezoxiribdz foszfat gerinc
poliamidkotésekre van kicserélve. Igen kedvezdek a hibridizacids tulajdonsagaik, nagy
biologiai stabilitassal rendelkeznek (Nielsen, 1999; Elayadi és Corey, 2001).

Bazis modositas: Az irodalomban taldlhaté nagyszdmu purin és pirimidinbazison
modositott, illetve ezekkel analég nukleotidok részletes ismertetésére disszertdciomban nem
térek ki. Példaként emliteném kozilik az 5-fluor-uracilt, melyet tumor terdpids célra
hasznalnak. A bdazisra bevitt funkcios csoportok altaldban ndvelik a nem specifikus
kolesonhatast mas nukleotidokkal, illetve proteinekkel (Manoharan, 2004). Jelen
disszertdcioban a 4-tio-dezoxiuridint tartalmazé homo oligomer szintézisét, kémiai ¢és

biokémiai jellemzését mutatom be.

1.4. Az AIDS és a retrovirusok

Az 1980-as évek elején keriilt az érdeklddés kozéppontjaba egy fert6zo betegség, az
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) (Gottlieb és mtsai, 1981; Masur és mtsai,
1981; Siegal és mtsai, 1981). 1983-ban izolaltdk a betegség korokozojat, a Lentiviridae
viruscsalad (Barre-Sinoussi és mtsai, 1983) egyik tagjat, az azéta HIV-nek (Human Immune
deficiency Virus) (Coffin és mtsai, 1986) nevezett retrovirust. A HIV virusnak két tipusat
talaltak, a HIV-1 és HIV-2 virusokat. A két tipusnak 40-50%-ban hasonlé az RNS
szekvenciaja és hasonld klinikai tlinetegyiittest is okoznak, bar a HIV-2 kevésbé virulens,
mint a HIV-1, és HIV-2 fert6zés esetén az AIDS betegség kialakulasaig tart6 lappangasi id6
hosszabbnak bizonyult.

A virusos megbetegedésektdl eltérden a HIV fert6zés kezdetben észrevétlen marad, a
beteg évekig panaszmentes lehet. Ez alatt az 1d6 alatt a fertézottek, fertdzottségiikrél nem
tudva adjak at masoknak a virust. A HIV fertéz¢éstél az AIDS diagnosztizalasdig tartd
lappangasi idészak hossza széles tartomanyban mozoghat, 2 honaptdl tobb mint 15 évig is
terjedhet. Az iparosodott orszagokban ez az iddszak altaldban 8-10 év (Alcabes és mtsai,
1993; Blattner, 1991). Végiil a fert6z6dés az immunrendszer teljes dsszeomlasat eredményezi.

A HIV fert6zés és AIDS kezelésére szdmos olyan anyagot fejlesztettek ki, melyek
késleltetik, akadalyozzak a betegség kialakuldsat, novelik a talélési id6t. Hatdsos vakcina

eléallitaisa meértéktartd vélemények szerint is leghamarabb csak 2010-2020 kornyékén
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varhato. Feltételezhetd, hogy annak széleskori elterjedése utan még ¢évekig lesznek
megbetegedések.

A retrovirusok RNS genommal rendelkezd virusok. A Retroviridae csaladot harom
taxonémiai csoportra oszthatjuk (Weiss ¢és mtsai, 1984; Fields és mtsai, 1990). Az
Oncoviridae vagy RNS tumor virusokat megtalalhatjuk mind a madarakban, mind az
emldsokben. Ezen virusok koz¢ tartoznak az avian szarkoma és leukozis virusok (ASLV), a
murine leukémia virusok (MLV), a murine mammary tumor virusok (MMTYV) és a human T-
sejt leukémia virusok (HTLV-1 és 2). A masodik csoportba a Spumaviridae vagy foamy
szamos emldsfajbol izolaltak, pl. majmokbol, szarvasmarhdkbodl, macskakbol és emberekbdl.
A Lentiviridae tagjai, mint példaul a HIV, szdmos neuroldgiai és immunolédgiai betegséget
okoznak az emldsokben. A lentivirusokhoz tartozik a Visna/Maedi virus, Caprine Arthritis-
Encephalitis virus (CAEV), Equine Infectious Anemia virus (EIAV) ¢és néhany
immundeficiencia virus [szarvasmarhdban (BIV), macskdkban (FIV), majmokban (SIV) és

emberekben (HIV-1 és HIV-2)].

1.5. A HIV-1 felépitése

A HIV-1 hozzavetdlegesen 110 nm atmérdjli gdmb alaku részecske, melyet kettds
lipidrétegbdl allo burok vesz koriil (2. abra) (Coffin és mtsai, 1997a). Minden virion két
genomialis RNS molekulat tartalmaz. A virionokban hat szerkezeti, harom regulatorfehérje és
harom enzim talalhatd. A HIV virus extracellularis membranja koriilbeliil 72 dudort vagy
kiemelkedést tartalmaz, melyek eldsegitik a gazdasejthez valdo kotddést. Ezek a dudorok
haromszogszerli szimmetriat mutatnak, vagyis a burokfehérjék harom heterodimert
tartalmaznak. Minden egyes heterodimer egy felszini receptorkotd alegységbdl (SU vagy
gp120) ¢és egy, ezzel nem-kovalens kolcsonhatasban 1évd transzmembran alegységbdl (TM
vagy gp41) all. A lipid membrén egy tomor, kup formdji magot vesz korbe, ami matrix (MA)
¢s kapszid (CA) proteinekbdl épiil fel. A nukleokapszid (NC vagy p7) fehérje, a reverz
transzkriptaz (RT vagy p66) és az integraz enzim (IN vagy p32) a virdlis genomhoz
kapcsolodik. Ezzel a maggal allnak Osszefiiggésben a Nef (pl5) és Vif (p23) proteinek,

azonban ezek pontos elhelyezkedése nem ismert még. A Vpr a p6 strukturproteinhez kotodik.
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2. abra A HIV-1 virion szerkezete

A HIV-1 RNS genomja 9,8 kb. méretli és két pozitivszala RNS molekulat (VRNS)
tartalmaz, melyek nem kovalens kdlcsonhatdssal dimert alkotnak. A genom mindkét végén
fehérjét nem kodold regulator szekvencidk taldlhatok. Ehhez az US, illetve U3 régiok
kapcsolodnak, melyek csak az egyik végén helyezkednek el az RNS-nek. Két nagy csoportjat
kiilonboztetjiik meg a géneknek: strukturalis gének (gag, pol, env) és regulator gének (tat, rev,
nef, vif, vpr és vpu). A virusgenom DNS masolatat proviralis DNS-nek nevezziik. A reverz
transzkripcié soran a termindlisan jelenlévé US és U3 szekvencidk megduplazodnak, igy az
U3-R-U5 szekvencidk a proviralis DNS 5 és 3’ végén jelen lesznek. Ez a 640 bp.-t
tartalmazo ,,long terminal repeat” (LTR) elengedhetetleniil sziikséges a virus szaporodasahoz.
Lehetdvé teszi a proviralis DNS integralodasat a gazdasejt genomjaba, ugyanakkor ezaltal jon
létre a provirdlis DNS-ben az a regulétor régid, mely a transzkripcid startpontjat, a promoter
¢s az enhancer szekvenciakat tartalmazza. A virus genomja (3. abra) kilenc gént tartalmaz,
melyek esszencidlisak a fertdzoképes virusrészecskék dsszeszereléséhez. Hat gén egyedi, csak
a HIV virusra jellemzd, a tobbi harom a retrovirusoknal altaldnos (Scarlata és mtsa, 2003). A
genom tartalmazza a gag ¢s pol-env nyitott leolvasasi kereteket, melyek a retrovirusok fehérje
alapkészletét alakitjak ki. A pol gén a virus enzimjeit kodolja, mint a reverz transzkriptazt

(RT), integrazt (IN) és proteazt (PR).
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3. abra A HIV-1 genom sematikus abrazolasa

A reverz transzkriptdz feladata a virus részecskében, hogy az RNS genomot
duplaszalit DNS molekuldva irja 4t a fert6zott sejtekben (Coffin és mtsai, 1997b). A reverz
transzkripcio kezdd 1épéséhez egy tRNSP® (3. szamu lizin specifikus tRNS) molekula
sziikséges, mely a VRNS szalhoz kotddik a virus részecskében (Goff, 1990; Hu és Temin,
1990; Katz és Skalka, 1990). A tRNS”® molekulan a tRNS primer csomagolasat a RT
enzimmel vald specifikus kolcsonhatas segiti el6 (Oude Essink és mtsai, 1995). A protedz
enzim hasitja a gag és pol prekurzor proteint. Az env gén azon glikoproteineket kodolja,
melyek a virus részecske felszinén fejezddnek ki. A gag gén a matrix, kapszid és
nukleokapszid szerkezetfehérjéket kodolja.

Osszehasonlitva a Retroviridae més tagjaival, a lentivirusok nagyobb és komplexebb
genommal rendelkeznek, melyek jo néhany tovabbi proteint kodolnak. A HIV-1 hat tovéabbi
proteint tartalmaz, a tat, nef, rev, vif, vpr és vpu (Trono, 1995; Frankel és mtsa, 1998)
proteineket, amelybdl a vif, vpr és nef a virus részecskében vannak jelen. A vif, vpr, vpu és
nef géntermékek néhany kisérleti modellrendszerben nem voltak feltétleniil sziikségesek a
sejtek megfertézéséhez, de minden bizonnyal hozzdjarulnak a virus in  vivo
fert6zoképességéhez (Frankel és mtsa, 1998). A tat és rev proteinek a virus replikacidjahoz
nélkiilozhetetlenek. A tat protein homodimerként aktiv. A tat a HIV traszkripcié potens
transzaktivatora, megnoveli mind a transzkripcié inicidlasdnak, mind az RNS
hosszabbitadsanak a gyakorisagat (Bohan és mtsai, 1992; Jeang és mtsai, 1992, 1993; Kao ¢s
mtsai, 1987; Laspia és mtsai, 1989). A rev az éretlen RNS magi exportjat egy specifikus RNS
transzport Utvonalon keresztiil inditja be (Olsen és mtsai, 1990; Malim és mtsa, 1991; Meyer
¢s mtsai, 1996; Najera és mtsai, 1999).

A HIV-1-et harom csoportra, az M (main), az O (outlier) és N (non-M, non-O)
csoportokra oszthatjuk (McCutchan, 2000; Simon és mtsai, 1998), melyek a virus majombol

emberre tortént atvitelének harom, egymastol fliggetlen esetét reprezentaljak. A HIV-1 gyors
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¢letciklusa a fertézott egyedekben, az immunvaélasz, illetve az antivirdlis szerek hasznalata
mind hozzéjarultak ahhoz, hogy a virus genetikai allomanya folyamatosan valtozzon. Ezek
alapjan jelenleg a HIV-1 M csoportjan beliil kilenc kiilonb6zd altipust (A-J), két tovabbi al-
altipust és szdmos cirkularis rekombindns format (CRF) kiilonboztetiink meg (Thomson és
mtsai, 2002; Perrin és mtsai, 2003; Delgado és mtsai, 2002). A kilenc altipus féleg az env
génben kiilonbozik egymastol. A HIV-1 O csoportjaba tartozé tipusokat mint az M csoportba
nem illeszthetd torzseket kiilonitették el. Az N csoportba, melyet az utobbi idében ismertek
fel, minddssze két altipus tartozik. A vildgtérképen lathato, hogy a legtobb altipus és CRF
Ko6zép-Afrikaban van jelen, ellentétben a tobbi kontinenssel, ahol egy vagy csak néhany
altipus és CRF van jelen (4. abra). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a HIV-1 virus szétterjedése
a Foldon Ko6zép-Afrikabol indult ki.

4. abra A HIV-1 M csoport altipusainak és cirkularis rekombinans formdinak vildgméretii
elterjedése (Thomson és mtsai, 2002)

1.6. A HIV replikacio ciklusa

A HIV replikacié ciklusat egy kaszkad rendszernek tekinthetjiik, melyet viralis és
cellularis fehérjék szabalyoznak. A HIV-1 CD4" sejtekben (monocitak, makrofagok, T-
limfocitak) sokszorozodik. A retrovirusok életciklusat, mint amilyen a HIV-1-¢ is, egy korai

¢és egy késoi fazisra oszthatjuk (LaBranche és mtsai, 2001; Tézsér, 2003) (5. abra).
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5. abra A HIV-1 replikaciés ciklusa

A korai fazis kezddpontja az, amikor a virus kozvetleniil fizi6 Gtjan vagy receptorhoz
kapcsolt endocitozissal 1ép be a sejtbe (1. 1épés). A dekapszidacid sordn megtorténik a p24
kapszid fehérje eltavolitdsa. Szabadda valik a virus RNS és a reverz transzkriptdz enzim,
mellyel kezdetét veszi a reverz transzkripcid, amikor a virus egyszali RNS genomja
duplaszali DNS-re irédik at (2. 1épés). Egy preintegracidés komplex alakul ki (PIC), mely a
belépd kapszid néhany fehérje komponensét és a RT altal szintetizalt duplaszali DNS-t
tartalmazza (Coffin és mtsai, 1997¢c). A folyamat 3. 1épése soran a PIC belép a magba. A
korai fazis utolso 1épésében (4. 1épés) az integraz (IN) fehérje, mely a PIC-nek alapveto részét
képezi, beépiti a gazdasejt genomjaba a viralis DNS-t.

A késoi fazis a viralis DNS RNS-re torténd atirasaval kezdddik a gazdasejt RNS
polimerdz II enzimjének kozremiikddésével (5. 1€pés). A transzkripcid hatékonysaga
nagymértékben megnovekszik a virus tat transzaktivator proteinjének hatasara (Frankel és
mtsai, 1998; Kao és mtsai, 1987; Feinberg és mtsai, 1991; Rana ¢és Jeang, 1999). Néhany
mRNS termék éretleniil elhagyja a magot ¢és templatként szolgal a gag és gag-pro-pol
poliproteineknek, vagy beépiil a keletkezd virusok nukleokapszidjaba. Az egyszalu érett RNS
templatja az env szintézisnek az endoplazmatikus retikulumban és a Golgiban. A gag fehérjék
a membranban szerel6dnek Ossze, ahol az env proteinek felhalmozddnak (6. 1épés) és az

Osszeszerelt éretlen virus részecskék leflizoédnek a membranrdl (7. 1€pés), melyekbdl a tovabbi

10



Horvath Andras: Ph.D. dolgozat Bevezetés

érésiik soran kialakulnak az el6z6 alaktol morfoldgiailag eltérd, elkiiloniilt magot tartalmazo

érett virus részecskék.

1.7. A HIV-1 sejtbe jutasa és gatlasa

Mivel a disszertaciomban jellemzett Suligovir egy ,entry” inhibitor, ezért
részletesebben ismertetem a HIV-1 sejtbe jutdsanak folyamatat, illetve az egyes lépéseket
gatld anyagokat. A virus sejtbe jutdsa alapvetden négy 1épésbdl all. Az elsé 1épés a sejthez
kapcsolodas, majd ezt koveti a CD4 receptorhoz, majd a koreceptorhoz kotddés. Végiil a
negyedik 1épés sordn a virus a membrénon keresztlil fuzioval jut be a sejtbe (6. abra).
Jelenleg tobb olyan gatloszer fejlesztésén dolgoznak, melyek a HIV-1 sejtbe valo bejutasanak

egyes lépéseit gatoljak (Cooley és Lewin, 2003).

Attachment CD4 kistédés Koreceptor »Hairpin alak” és
' kotodés membran fazio

PRO 542 CCR5S  CXCR4

CVN SCH-C AMD3100 T-20
SCH-D T-1249

5-Hélix

TAK779
PRO 140 IQN-17

6. abra A HIV-1 sejtbe jutasanak és az egyes lépések gatlasanak vazlatos abrazolasa
(Cooley és Lewin, 2003)

A folyamat sordn a HIV-1 virus burka kozeledni kezd egy olyan gazdasejthez, amely
CD4 receptort tartalmaz a sejt felszinén, bar CDA4-t6l fliggetlen kotddést is leirtak
(Geijtenbeek ¢és mtsai, 2000). A HIV-1 virus burok fehérjéje a gazdasejt sejtmembranjabol
szarmazik, melyet a virus sarjadzdsa soran szerez, illetve még szamos sejtfelszini
glikoproteint is tartalmaz, amelyeket az env gén koédol. A gpl60 polipeptid prekurzor a
cellularis protedzok hatasara a gpl20-ra és a gp4l-re hasad el. A proteinek a Golgi
késziilékben glikozildlodnak és gp120-gp41 heterodimerekbdl allo trimerekké allnak Ossze,
majd ezek a gazdasejt plazmamembranjaba szallitodnak, ahol a gp41 citoplazmatikus része a
virion nukleokapszidjahoz kotddik. A virus részecskék sarjadzasa a burok fehérjéket
tartalmazd plazmamembranon keresztlil megy végbe, amibdl aztan kialakulnak az érett virus

részecskék (Sattentau, 1998).
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A gpl120 a burok fehérje kiilso részén helyezkedik el. A gp120 képes kotddni a CD4-
hez és azon sejtekhez (segitd T limfocitdk, makrofagok ¢és dendritikus sejtek), melyek a
sejtfelszinlikon kemokin receptorokat tartalmaznak (Wyatt és Sodroski, 1998; Wyatt és mtsai,
1998; Sakaida és mtsai, 1998). Globularis szerkezete 25 - és 5 a-helikalis loopot tartalmaz.
A protein felszinén 6t valtozo régid (V1-V5) és belsejében 6t konzervativ régio (C1-CS5)
talalhato. A gp120 igen erdteljesen glikozilalt (Leonard és mtsai, 1990), ami lehetséges, hogy
a humoralis immunvalasz elleni pajzsként funkcional (Wyatt és Sodroski, 1998). Bar a HIV-1
gpl120 glikoproteinje jellemzéen a CD4 receptorral rendelkezd gazdasejtekhez tud
kapcsolodni, de kis mennyiségben képes olyan sejteket is fertézni a HIV-1, amelyek nem
expresszalnak CD4-et. A gp120 alternativ receptoraként mikkddhetnek a galaktozilceramidok
vagy az 0sszefliggd glikolipidek is (Turville és mtsai, 2001).

A CD#4 receptorhoz tehat nagy affinitassal kotodik a HIV-1 virus. A CD4 és gp120
kozotti kolesonhatas a HIV-1 virus sejthez kotddésének az elsd 1épése. Ez a kotddés a gp120-
ban konformacids valtozast okoz, amely sziikséges a koreceptorhoz valo kotddéshez. A
kotodést kovetden a CD4 hajlékony része lehetové teszi, hogy a gpl20 lesiillyedjen a
koreceptorhoz, igy hozva kozelebb a virus és a sejt membranjat egymashoz (Sattentau, 1998).
Jelenleg két igéretes CD4 receptor gatloszerrel folytatnak kutatasokat: egy rekombinans
antitestszerli fzids fehérjével (PRO 542) és a 101 aminosavbdl allo Cyanovirin-N-nel (CV-
N) (Cooley ¢és Lewin, 2003; Pierson €¢s Doms, 2003).

A folyamat kovetkezd 1épése soran a virus kotddik a koreceptorhoz. Két kemokin
koreceptor a virus sejtbe 1épését segiti eld: CCRS és CXCR4 (Eckert és Kim, 2001;
LaBranche ¢és mtsai, 2001; Edinger és mtsai, 1999). A kemokinek a citokinek nagy csalddjaba
tartoznak és két csoportra (CXC vagy a-kemokinek és CC vagy p-kemokinek) osztjuk Oket
helyezkedik el a kemokin koreceptor kdtohelye (CRbs) (Wu és mtsai, 1996). Ez a kotohely az
érintetlen gp120-ban a V1 és V2 loopok miatt sztérikusan hozzaférhetetlen. A CD4-gp120
kolesonhatds szabaddéd teszi a kemokin receptorok kotOhelyét, és igy lehetségessé valik a
koreceptorokhoz kotddés (Cocchi és mtsai, 1996). Jelenleg tobb CCRS (SCH-C, SCH-D,
TAK779, PRO140) és CXCR4 (AMD3100) gatloszert vizsgalnak (Cooley és Lewin, 2003;
Pierson és Doms, 2003). Az SCH-C és SCH-D kis molekuldju CCRS5 antagonistak, a TAK779
megakadalyozza a kdlcsonhatast a gp120 és a CCRS extracellularis része kozott, a PRO140
pedig egy monoklondlis antitest. A CXCR4-et gatlo AMD3100 egy kis molekulatomegii
biciklam vegyiilet.

12
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Az utolso 1épés sordn megy végbe a HIV-1 virus membran fuzidja. A HIV-1 gp4l
harom gp41 oligomerbdl kialakult trimer szerkezet (Weissenhorn és mtsai, 1996), és minden
egyes oligomer a gpl20-hoz kapcsolédik nem kovalens kotddéssel. Minden egyes gp4l
oligomer hdrom domént tartalmaz: egy intracellularis domént (endodomén), egy
transzmembran részt és egy extracellularis domént (ectodomén). A membranfuzioban az
ectodomén vesz részt aktivan, amelynek N-termindlis része tartalmaz egy hidrofoéb fuzids
peptid szakaszt, a C-terminalis része pedig egy HR1 és HR2 szakaszt (7. abra).

LU
“1-'-: Y L L] o

Fuzios peptid

;- - _;;‘i-u.--.---u-.h.-
C-terminalis v Bicedsmar
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7. abra A HIV-1 gp41 szerkezete (Cooley és Lewin, 2003)

A gp41 fazioképes szerkezetét ,.trimer-of-hairpin”-ként ismerjiik, melyet megeléz egy
a koreceptorhoz kotddés utan kialakult ,,pre-hairpin” koztes allapot (8. abra) (Eckert és Kim,
2001; Root ¢és mtsai, 2001). A ,hairpin” alak megkonnyiti a virus és a gazdasejt
membranjanak az egymas mellé keriilését és érintkezését, a membranok Osszeolvadnak és igy
a virus a sejtbe jut. A jelenleg vizsgélt, membran fuziét gatlé anyagok az Enfuvirtide (T20, 36
aminosavbol allo szintetikus peptid), a T-1249 (T-20 szerii peptid), az 5-Helix (a gp4l
ectodomén C-termindlisabdl szarmazo rekombindns peptid) és az IQN17 (kiméra N-peptid

szarmazEk) (Cooley és Lewin, 2003; Pierson és Doms, 2003).
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8. abra A HIV-1 sejtbe jutasanak utolsé 1épése (Cooley és Lewin, 2003)
1.8. A sejtfelszini redox folyamatok szerepe a HIV belépésében

Az elézdekben bemutatott jol ismert konformaciovaltozasokat a felvételben részt vevo
proteinek egy részének redox valtozasa kiséri. A CD4 négy immunglobulinszerti domént (D1-
D4) tartalmaz. Ezen domének koziil a D1, D2, és D4 domének tartalmaznak intramolekularis
diszulfidkotést (Wang és mtsai, 1990; Ryu és mtsai, 1990; Brady és mtsai, 1993). Az utobbi
idékben bizonyitottdk azt, hogy a CD4 receptor kettes doménjének (D2) diszulfid kotése
redoxaktiv. Ezt a folyamatot a T-sejteken kivalasztott sejtfelszini tioredoxin szabdlyozza
(Matthias és mtsai, 2002; Matthias és Hogg, 2003; Hogg, 2003). Az ok, amiért a D2 domén
diszulfid kotésének redox aktivitdsa fontos a HIV-1 fertdzéshez, még ismeretlen; valoszinii,
hogy a CD4 konformacidvaltozasaért lehet felelds. Egy masik, redox folyamatot katalizalo
sejtfelszini fehérje, a protein-diszulfid izomeraz (PDI) szintén felelds lehet a sejtfelszini redox
allapot véltozasaért. A gpl120 CD4" sejtekhez kotddése a gp120 glikoproteinben 1évé kilenc
diszulfid kotés koziil kettonek a hasitasahoz vezet, mely a PDI-nek tulajdonithaté (Gallina és
mtsai, 2002; Barbouche ¢s mtsai, 2003). A gp120-ban 1év6 diszulfid kotés hasitdsa azonban a
kemokin receptorokhoz valé kotddés utan is kialakulhat. A tioredoxinnak és a PDI-nek jol
elkiilontilé szerepe van, ugyanis a tioredoxin a CD4-ben 1év6 diszulfidkotéseket hasitja, de a
gp120-ban lévoket nem (Matthias és mtsai, 2002), mig a PDI a gp120-ban 1évoket hasitja és a
CD4-ben 1évoket nem (Gallina és mtsai, 2002). A virus-sejt fuzid tehat a redox folyamatokért
felelds sejtfelszini proteinek diszulfid kotések hasitasa soran kialakuld konformacidvaltozasan
alapszik. Ez a valtozas sziikséges ahhoz, hogy a HIV-1 sikeresen bejuthasson a gazdasejtbe.

Szamos virusnak és baktériumnak koleszterinben gazdag membran tutajokra (,,raft”-
okra) van sziiksége ahhoz, hogy be tudjon Iépni a gazdasejtbe. A HIV-1 replikacios ciklus
tobb helyén szerepet jatszhatnak a lipid ,raft”-ok. Az eredmények azt sugalljak, hogy a
koleszterol gazdag lipid ,,raft”-okban taldlhatdé CD4 receptorok vesznek részt a HIV sejtbe
valo jutasaban (Popik és mtsai, 2002; del Real és mtsai, 2002), de ezzel ellentétes adatokat is
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publikaltak (Percherancier ¢s mtsai, 2003). Igen fontos szereplik van a gazdasejtek szignal
transzdukcidos utvonalaiban, az intracellularis szallitdisban ¢és a virdlis proteinek

Osszeszerelésében is (Campbell és mtsai, 2001).

1.9. HIV-1 replikacio gatlasanak inhibitorai célpontok szerint

NRT inhibitorok: A virdlis DNS szintézis gatlasaval megel6zhetd a virus replikécio.
Az elsé engedélyezett HIV ellenes gyogyszer egy nukleozid analég, a 3’-azido-2’,3’-
didezoxitimidin (AZT) volt. A nukleozid analog gydgyszerek 3’-OH csoportja vagy hianyzik,
vagy valamilyen mas funkcids csoporttal van helyettesitve, igy gatolja meg a 3’-5°
foszfodiészter kotés kialakulasat a meghosszabbitandd DNS ladnc és a nukleotid-trifoszfat
kozott. Az aldbbi nukleozid analdogok hasznalatosak a klinikai kezelés soran: AZT
(zidovudine), ddC (zalcitabine), ddI (didanosine), 3TC (lamivudine), d4T (stavudine), ABC
(abacavir). Szamos Ujabb analog fejlesztése van folyamatban és klinikai kiprobalas alatt (De
Clercq, 2002).

NNRT inhibitorok: A HIV-1 RT kis méretli gatlészereinek masik nagy csoportjat a
nem nukleozid reverz transzkriptaz (NNRT) tipust inhibitorok alkotjdk. Ezek a vegyiiletek
igen specifikusan gatoljadk a HIV-1 RT-t. Specifitasukra jellemzd, hogy mas polimerdzokkal
nem figyeltek meg kolcsonhatést. Biokémiai és szerkezeti vizsgéalatok azt mutatjak, hogy ezek
az inhibitorok a HIV-1 RT p66-os alegységének hidrofob zsebéhez kotddnek (Smerdon és
mtsai, 1994; Arnold és mtsai, 1996). Az els6 HIV-1 ellen kifejlesztett inhibitor molekulak a
HEPT (1-[(2-hidroxietoxi) metil)-6-(feniltio)timidin) (Miyasaka és mtsai, 1989) és a TIBO
(tetrahidroimidazo[4,5,1-jk]-[1,4]-benzodiazepin-2-(1H)-tion) vegyiiletek (Pauwels és mtsai,
1990) voltak. Klinikai hasznalatba eldszor a nevirapin keriilt (Merluzzi és mtsai, 1990).
Ezeken kiviil még szamos NNRT inhibitort fejlesztettek ki, melyek koziil a teljesség igénye
nélkiil adok meg néhany vegyiiletet: TMC-120, TMC-125, DPC082, DPC083, DPC961,
DPC963 (Corbett és mtsai, 2000), delaviridin, efavirenz, capravirin (Menéndez-Arias, 2002).

Proteaz inhibitorok: Masik nagy csalad, a HIV proteaz inhibitorok megakadalyozzék a
gag ¢és gag-pol prekurzor poliproteinek funkcionalis fehérjékké processzalasat, igy
akadalyozzak a virus érését és a keletkezd virionok fertézOképességét (Flexner, 1998). A
protedz a gag és gag-pol poliproteinekben a 167-es és 168-as pozicidban 1évd fenilalanin-
prolin kozott hasit. A jelenleg klinikai alkalmazasban 1évd protedz gatloszereket ugy
alakitottak ki, hogy szerkezetiik hasonlitson erre a peptid szakaszra. A peptid kotéssel
ellentétben, ezekben a proteaz inhibitorokban (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir és

amprenavir) hidroxi-etilén kotések talalhatdéak (Flexner, 1998; Molla és mtsai, 1998). A
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peptidmimetikus HIV protedz inhibitorokkal szemben kifejlddott rezisztencia miatt Uj, nem
peptidszerti HIV protedz inhibitorokat is kifejlesztettek a kutatok. Ilyenek a 4-hidroxikumarin,
4-hidroxi-2-piron (Thaisrivongs ¢és mtsai, 1994), szulfonamid szubsztitudlt szdrmazékok
(Skulnick és mtsai, 1995), ciklikus urea (Lam és mtsai, 1996; Hodge és mtsai, 1996), ciklikus
cianoguanidin (Jadhav és mtsai, 1998), aza-dipeptid (Bold és mtsai, 1998) és tipranavir
(Poppe €s mtsai, 1997) szarmazékok.

Integraz inhibitorok: Az integraz enzim a HIV-1 DNS-t inzertdlja a gazdasejt
genomjaba. Az integracid a viralis genom ¢és a HIV-1 génexpresszio stabil fenntartasdhoz
sziikséges, ezaltal az integraz enzim is fontos terapiads célpont. Szamos integraz ellenes
gatloszert irtak le. Ilyen inhibitorok pl. az (-)arctigenin (Eich és mtsai, 1996), 2-
merkaptobenzolszulfonamidok, quinalizarin, purpurin, tetraciklinek (Hong és mtsai, 1998),
poliamidok, biszdisztamycinek, lexitropszinok (Neamati és mtsai, 1998), hidroxibenzoesav és

hidroxifahéjsav szarmazékok (Desideri és mtsai, 1998).

1.10.Exogén oligonukleotid inhibitorok

Az oligonukleotidok a virdlis replikacio kiilonb6zd Iépéseinek gatlasara lehetnek
alkalmasak (Galderisi és mtsai, 1999; Hélene, 1997). Zamecnik és munkatarsai (1991) olyan
antiszensz dezoxioligonukleotidokat allitottak eld, melyek kiilonb6z6 HIV-1 RNS
szekvenciakkal voltak komplementerek. Ezek sejtkultiraban antivirdlis aktivitast mutattak
(Matsukura és mtsai, 1987, 1989; Agrawal és mtsai, 1988, 1989; Goodchild és mtsai, 1988;
Lisziewicz és mtsai, 1994). Nagyon sok gatld hatassal rendelkezd oligonukleotid esetében
még nem hataroztak meg pontosan a gatlds molekularis mechanizmuséat. Mind az antiszensz,
mind a tripla-hélixet képz6 oligonukleotidok szekvencia-specifikus nukleinsav-nukleinsav
kolcsonhatassal fejtik ki gatld hatasukat (Matsukura és mtsai, 1989). In vitro a foszforotioat
internukleotid kotést tartalmazd oligodezoxicitidilat a CD4-hez kotddik, ahol gatolja a
gp120/CD4 kolesonhatast és a tisztitott reverz transzkriptdz enzim polimerdz aktivitasat is
(Matsukura és mtsai, 1987; Majumdar és mtsai, 1989; Stein és mtsai, 1991; Yamaguchi ¢és
mtsai, 1997). HIV ellenes aktivitassal rendelkeznek a foszforotioat kotést tartalmazo, féleg
guanilatokbol felépiilé oligonukleotidok, bar méas mikodési mechanizmussal (Buckheit és
mtsai, 1994; Ojwang ¢és mtsai, 1995; Jing és mtsai, 1998; Kuwasaki és mtsai, 2003).
Korabban munkacsoportunk mar kimutatta, hogy az 5-merkaptopirimidint tartalmaz6 oligo-
¢s polinukleotidok igen erdteljesen gatoljak a reverz transzkriptazt és in vitro a HIV-1

replikaciot (Bardos és mtsai, 1992; Tokés és Aradi, 1995).
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1.11.Az oligonukleotidok kémiai szintézise

Az oligonukleotidok oldat- ¢és szilard fazisi kémiai szintézise egyarant
megvalosithato. A tiz nukleotidnal hosszabb oligonukleotidok eldallitasara a konnyt
kezelhetdségli szilard fazisu foszfit-triészter szintézis mdodszert hasznaljak. A mddszer soran
dezoxiribonukleotid monomer egységek ismétlodd hozzaadasaval (beépitésével) alakithato ki
a kivant oligonukleotid.

A szilard fazist foszfit-triészter szintézisnél (9. abra) az elsé dezoxiribonukleozid
altalaban a 3’-hidroxil csoporton keresztiil egy oldhatatlan hordozéanyaghoz van kikotve,

mely leggyakrabban ellendrzott porusu tiveg (CPG).
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9. abra A szilard fazisu oligo-dezoxiribonukleotid szintézis ciklusa foszfit-triészter
modszerrel

A folyamat els6 1épése sordn a hordozoéra kikotdtt dezoxiribonukleozid 5°-hidroxil
csoportjanak véddcsoportja (dimetoxi-tritil csoport) lehasad, majd a kapcsolasi 1€pésben (2.
Iépés) a tetrazollal aktivalt 5’-O-dimetoxitritil-dezoxiribonukleozid-3’-foszforamidittel
Osszekapcsolodik. A reakcid sordn kialakult 3°-5° internukleotid foszfit-triészter kotés
oxidalasaval a sokkal stabilisabb és természetes 3°-5° foszfat-triészter kotés alakul ki (3.
1épés). A hibas szekvenciak elkeriilése végett sziikséges az n. ,,capping”. Ebben a lépésben a
kis mennyiségli nem reagalt szabad 5’-hidroxil csoport acetilalasa torténik, majd kezdddik

elolr6l a szintetikus ciklus.
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A szintézis végén a szilard hordozon kikotve talalhatd meg a véddcsoportokkal ellatott
teljes hosszusagu dezoxioligonukleotid a rovidebb, de korrekt szekvenciaju oligomerekkel
egylitt. Az oligonukleotidot 16 oran keresztil tomény NHjs-val kezelve lehasadnak a

véddcesoportok az oligonukleotidrdl, illetve az oligonukleotid a hordozordl (Gait, 1984).

1.12.Kéntartalmu nukleotidok és nukleinsavak szintézise

Bazison modositott kéntartalmi oligonukleotidok eldallitasa haromféle modszerrel
lehetséges: 1. az elkészitett oligonukleotid posztszintetikus modositasaval, 2. a modositott
monomer egység enzimatikus beépitésével vagy 3. modositott dezoxiribonukleotid kémiai
beépitésével az oligonukleotidba.

Miura és mtsai (1973, 1980) az 1. modszer szerint dezoxicitidin atalakitasat
(nukleozidot, nukleotidot és nukleinsavat) folyékony kénhidrogénes kezeléssel végezték és
igy a bazis 4-es helyzetében 1évé aminocsoportot tiokarbonil csoporttd alakitottdk at. A
tiokarbonil-csoport beépitése az uridin P,Ss kezelésével is megvalosithatd (Kraszewski és
mtsai, 1986). Enzimatikusan, polinukleotid foszforilazzal Simuth és mtsai (1970) poli-4-tio-
uridilatot szintetizaltak. A 3. modszerhez eldallitottak a 4-tio-dezoxitimidint (Nikiforov és
Conolly, 1992), illetve 4-tio-uridin- és 2’-dezoxi-4-tio-uridin-foszforamiditet (Coleman és
Kesicki, 1994; Coleman ¢és Siedlecki, 1992; McGregor és mtsai, 1996). Ez utobbit az alabbiak
szerint készitették el: 2°-dezoxiuridin 3’ és 5’ szabad hidroxil csoportjat tercier-butil-dimetil-
szilil csoporttal védték, az igy kapott vegyiiletet O-2,4,6-triisopropil-fenilszulfonatta
alakitottak. 3-merkapto-propionitrillel K,COs jelenlétében a szulfonat észtert, majd ecetsavas
kezeléssel a szilil véddcsoportot tavolitottak el. Ezt kovetden kialakitottak az 5’-hidroxil

csoporton a dimetoxi-tritil, mig a 3’-hidroxicsoporton a foszforamidit csoportot (10. abra).
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10. abra A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit eldallitasa
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2 PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Munkacsoportunk korabban mar kimutatta, hogy a kizardlag 4-tio-dezoxiuridilatbol
felépiilé 35-mer oligonukleotid, az (s*dU)ss, potens inhibitora (Ki= 3 nM) a HIV-1 reverz
transzkriptaznak (Tokés és Aradi, 1996). A munka logikus kiterjesztéseként ezutan vizsgaltuk
az oligonukleotid anti-HIV aktivitdsat, majd a biztatdé eredmények utan két modszerrel a
vegyiilet eldallitasanak  kémidjat, valamint antivirdlis hatdsanak mechanizmusat
tanulmanyoztuk. Cé¢ljainkat jelent6sen segitette, €s anyagilag is tamogatta az Egyesiilt
Allamok Nemzeti Egészségiigyi Intézete (NIH) és egy gyogyszerfejlesztd cég, az OmniPharm
Research Inc. (Buffalo, New York, USA). Doktori munkdm sordn a fentiekben vazolt
témaban dolgoztam, a kovetkezd célkitlizésekkel:

1. Az (s'dU)ss anti-HIV  aktivitasanak vizsgalata (kooperacioban a DEOEC

Mikrobiologiai Intézetével).

2. Az (s*dU)ss szintézis koriilményeinek preciz kidolgozasa két moédszerrel: elSre
elkészitett oligonukleotid tiolalasaval és tiolalt monomerek kémiai kapcsolasaval.
Nagymennyiségl (grammnyi) tiolalt oligonukleotid eldallitdsa mindkét modszerrel.
Kromatografias modszer kidolgozasa az (s*dU)ss tisztitasara.

Az (s4dU)35 kémiai analizise.

Az (s*dU);s biokémiai jellemzése.

N kW

Az (s4dU)35 anti-HIV mechanizmusanak tanulmanyozasa.

Itt kell megjegyeznem, hogy az (s'dU)ss szabatos megnevezése (35-tagh 4-tio-
dezoxiuridilatbdl allé dezoxioligonukleotid) bonyolult és koriilményes, ezért a vegyiiletet
a munka soran elneveztiik ,,SULIGOVIR”-nek. A disszertaciomban a tovabbiakban ezt
az elnevezést hasznalom. Az (s*dU);ss elnevezése az NIH altal iranyitott projektekben: NSC-

722038. Az (s*dU);s monomerének szerkezete (11. abra):

11. abra Az (s4dU)35 monomerének szerkezete
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kémiai médszerek
3.1.1 A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit elodllitasahoz sziikséges anyagok
szintézise
3.1.1.1 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-2’-dezoxiuridin
2,81 g (12,3 mmol) 2’-dezoxiuridint 12 ml absz. piridinben oldottunk fel, majd
hozzaadtunk részletekben 5 g (1,2 eq) bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil-kloridot. 40°C-on N,
atmoszféra alatt 2 oran keresztiil kevertiik és jeges vizre ontottiik. A terméket kloroformmal
extrahaltuk, a szerves fazist 3x30 ml vizzel piridinmentesre mostuk, és magnézium-szulfat
felett szaritottuk. A  terméket oszlopkromatografidsan kloroform-metanol (95:5)
oldoszerelegyben tisztitottuk. 5,808 g (89%). C30H3N,0
"H NMR (360 MHz, CDCl3) & 7,72 (d, 1 H, C6-H); 7,32-7,07 (m, 8 H, ArH); 6,83-6,64 (m, 5
H, ArH); 6,32-6,25 (t, 1 H, C1°-H); 5,70 (d, 1 H, C5-H); 5,46-5,29 (m, 1 H, C3’-H); 4,11-4,00
(m, 1 H, C4’-H); 3,71 (s, 6 H, OCH3); 3,51-3,36 (m, 1 H, C5’-H); 2,44-2,36 (m, 1 H, C2’-H);
2,36-2,29 (m, 1 H, C2’-H)
C NMR (90 MHz, CDCls) & 163,8; 150,5; 140,8; 129,7; 128,6; 127,1; 126,9; 104,3; 88,1;
84.,9; 70,6; 62,8; 54,6; 42,3

3.1.1.2 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-3’-O-acetil-2’-dezoxiuridin

1 g (1,885 mmol) 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-2’-dezoxiuridint 10 ml absz.
piridinben oldottunk fel és 117 pl (1,1 eq) ecetsavanhidridet adtunk hozzé. 6 6ran keresztiil
40°C-on kevertiik, majd jeges vizre ontottiik. A terméket kloroformmal extrahaltuk, a szerves
fazist 3x50 ml telitett natrium-hidrogénkarbonat oldattal semlegesitettiik és 3x30 ml vizzel
piridinmentesre ~ mostuk. ~ Magnézium-szulfat  felett  szdritottuk, a  terméket
oszlopkromatografidsan kloroform-metanol (95:5) oldészerelegyben tisztitottuk. 982 mg
(91%). C3,H32N,05
'H NMR (360 MHz, CDCl3) & 7,71 (d, 1 H, C6-H); 7,33-7,05 (m, 8 H, ArH); 6,79-6,68 (m, 5
H, ArH); 6,26-6,19 (t, 1 H, C1°-H); 5,69 (d, 1 H, C5-H); 5,48-5,25 (m, 1 H, C3’-H); 4,09-4,01
(m, 1 H, C4’-H); 3,71 (s, 6 H, OCHj3); 3,48-3,33 (m, 1 H, C5’-H); 2,43-2,37 (m, 1 H, C2’-H);
2,34-2,26 (m, 1 H, C2’-H); 2,05 (s, 3 H, COCHj3);

C NMR (90 MHz, CDCls) & 169,9; 159,2; 143,9; 129,8; 128,9; 127,7; 126,9; 113,2; 103,2;
87,3; 87,0; 84,6; 72,9; 63.4; 55,2; 43,2; 39,1; 33,2; 21,2;
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3.1.1.3 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-3’-O-acetil-S-(2-cianoetil)-4-tio-2’-
dezoxiuridin

20 ml absz. acetonitrilben oldott 820 pl (10 mmol) N-metilimidazolhoz 0°C-on N,
atmoszféra alatt 5 ml absz. acetonitrilben oldott 286 pl (3 mmol) POCI;s-t adtunk. Az elegyet
0°C-on 15 percig kevertiik, majd eltavolitottuk a hitéfolyadékot és 5 ml absz. acetonitrilben
oldott 572 mg (1 mmol) 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-3’-O-acetil-2’-dezoxiuridint
adtunk hozza. A szuszpenzidt 3 o6ran keresztiil szobahdmérsékleten kevertiik, ezalatt sarga
csapadék valt ki az oldatbol. TLC-n kovetve a reakciot, a keletkezett vegyiilet a startponton
maradt. 261 pl (3 mmol) 3-merkapto-propionitrilt 5 ml absz. acetonitrilben oldottan adtunk a
reakcioelegyhez, majd 1,8 ml (10 mmol) diizopropil-etilamint is hozzaadtunk. A
reakcioelegyet 3 6ran keresztiil szobahdmérsékleten kevertiik, majd 150 ml vizre Ontéttiik €s
kloroformmal  extrahdltuk.  Flash  kromatografiasan  kloroform-etilacetat  (8:2)
oldoszerelegyben tisztitottuk. 506 mg (79%). C35sH3sN307S
"H NMR (360 MHz, CDCl3) & 7,91 (d, 1 H, C6-H); 7,32-7,18 (m, 8 H, ArH); 6,72-6,61 (m, 5
H, ArH); 6,21-6,17 (t, 1 H, C1’-H); 5,89 (d, 1 H, C5-H); 5,36-5,22 (m, 1 H, C3’-H); 4,18-4,11
(m, 1 H, C4’-H); 3,85 (dd, 1 H, C5’-H); 3,73 (s, 6 H, OCHj3); 3,42-3,26 (m, 2 H, SCH,); 2,86-
2,74 (m, 2 H, CH2-CN); 2,65-2,52 (m, 1 H, C2’-H); 2,29-2,19 (m, 1 H, C2’-H); 2,01 (s, 3 H,
COCHy);
C NMR (90 MHz, CDCl3) & 175,4; 170,1; 158,8; 143,9; 140,1; 134,9; 129,8; 128,9; 127,7;
126,9; 117,8; 113,3; 103,2; 87,1; 86,9; 84,6; 73,8; 62.,8; 55,2; 39,1; 33,2; 24,8; 20,8; 18,1;
17,8

3.1.1.4 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-S-(2-cianoetil)-4-tio-2’-dezoxiuridin

500 mg (0,78 mmol) 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-3’-O-acetil-S-(2-cianoetil)-
4-tio-2’-dezoxiuridint 5 ml absz. metanolban oldottunk fel, majd az oldat pH-jat 0,25 ml 0,1
M natrium-metilat oldattal 8,0-8,5 kozé allitottuk. A reakcidelegyet 24 oran keresztiil 40°C-on
refluxaltuk, majd 10 v/v % ecetsavat tartalmaz6 metanollal a pH-t 6,0-ra savanyitottuk. Az
oldatot vadkuumban beparoltuk és a terméket kloroform-metanol (95:5) oldoszerelegyben
Flash kromatografidsan megtisztitottuk. 444 mg (95%).C33H33N306S
'H NMR (360 MHz, CDCl3) & 7,26 (d, 1 H, C6-H); 6,58-6,34 (m, 8 H, ArH); 6,06-5,91 (m, 5
H, ArH); 5,38-5,32 (t, 1 H, C1°-H); 5,07 (d, 1 H, C5-H); 3,66-3,61 (m, 1 H, C3’-H); 3,28-3,21
(m, 1 H, C4’-H); 2,97 (s, 6 H, OCH3); 2,71-2,48 (m, 3 H, C5’-H, SCH,); 2,07-2,01 (m, 2 H,
CH2-CN); 1,86-1,76 (m, 1 H, C2°-H); 1,48-1,39 (m, 1 H, C2’-H)
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C NMR (90 MHz, CDCl3) & 159,1; 144,8; 141,0; 143,9; 135,9; 130,8; 128,2; 127,1; 113,4;
104,1; 87,0; 86,5; 71,2; 62,8; 55,2; 42,2; 25,7; 18,9

3.1.1.5 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-S-(2-cianoetil)-4-tio-2’-dezoxiuridin-
3’-(O-(2-cianoetil)-N,N-diizopropil)-foszforamidit

400 mg (0,668 mmol) 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-S-(2-cianoetil)-4-tio-2’-
dezoxiuridint absz. diklér-metanban feloldottunk, majd hozzdadtunk 223 pul (2 eq)
diizopropil-etilamint ¢és utana 224 pl (1.5 eq) P-cianoetil-N,N-diizopropilamino-klor-
foszforamiditet és a reakcidelegyet 1 oran keresztiil kevertiik. A reakcidelegyet 2x50 ml 5%-
os NaHCO;-tal semlegesre mostuk, majd diklor-metannal extrahaltuk. Flash kromatografiasan
trietilamin:etil-acetat:diklér-metan (10:45:45) oldészerelegyben tisztitottuk. A szerves fazist
megszaritottuk MgSO4-on, bepdroltuk és -20°C-on argon atmoszféra alatt taroltuk. 506 mg
(79%). C42HsoNsO4PS.
"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8,09 (d, 1 H, C6-H); 7,36-7,24 (m, 9 H, ArH); 6,85-6,82 (m, 4
H, ArH); 6,2 (m, 1 H, C1’-H); 5,92 (d, 1 H, C5-H); 4,16-4,15 (m, 1 H, C3’-H); 4,11-4,08 (m,
1 H, C4’-H); 3,79 (s, 6 H, OCHs); 3,52-3,38 (m, 7 H, NCH(CH3),, C5’-H, S-CH,, O-CH,);
2,89-2,86 (m, 2 H, CH2-CN); 2,77 (m, 1 H, C2’-H); 2,61-2,31 (m, 2 H, S-CH); 2,29 (m, 1
H, C2’-H); 1,33-1,21 (m, 12 H, NCH(CH3;)»)
C NMR (125 MHz, CDCls) & 174,9; 158,7; 153,5; 144,2; 140,7; 135,3; 130,1; 128,2; 127,9;
127,1; 118,1; 113,2; 103,1; 86,9; 85,7; 72,1; 62,1; 58,3; 55,2; 43.,4; 41,1, 25,2; 24,6; 24,4;
18,2; 17,8;
3P NMR (202 MHz, CDCl5) & 150,7; 150,3
ESI-MS m/z (relativ intenzitas) 806 (100 M + Li), szamitott: 799

3.1.2 A Suligovir szintéziséhez potencidlisan alkalmazhato univerzdlis

hordozok vizsgalata

Minden egyes hordozobol (Universal Support 500 (US 500) és Universal Support 11
(US 1), Glen Research) 25 mg-ot tettiink egy-egy reaktor csdbe. A szintézist standard
foszforamidit kémidval az 1,3 pumol-os oszlophoz valé protokollt hasznalva, a Pharmacia
Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizald késziilékkel allitottuk eld. A véddcsoport
eltavolitast és a hordozordl torténd hasitast a Glen Research 4-tio-dezoxiuridin-foszforamidit
termékéhez megadott feltételek betartasaval végeztiik (inkubalas: 50 mM NaSH cc.NHj3-ban,
25°C-on 24 oraig). A véddcsoport eltavolitas utdn a megszintetizalt (dT);s oligonukleotidokat

els6ként 14 térfogat normal-butanollal csaptuk ki, majd centrifugalast kdvetden a csapadékot
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desztillalt vizben oldottuk fel, hogy wjra kicsapjuk, mostmar 3 térfogat 96%-os -20°C-os
etanollal. Az etanolos kicsapasndl a csapadék képzddés eldsegitése érdekében az oldat 10 mM
MgCl,-t és 2M ammonium-acetatot tartalmazott. A kapott csapadékot 1 ml desztillalt vizben
oldottuk fel wjra. A (dT);¢ mintdk mennyiségét GeneQuant (Pharmacia) késziilékkel
hataroztuk meg. A 3’ terminalisan marad6 foszfat csoportot foszfomonoészterdz enzimmel
hasitottuk (60 nmol (dT);s, 100mM TrisHCl (pH 8,1), 5 mM MgClL) 100 pl-es
reakcidelegyben 2 oran at 37°C-on. A reakcidelegyet jégen lehiitottik és 100 pl 10%-os
perklorsavval kevertiik 0ssze. A csapadékot centrifugdldssal tavolitottuk el és a feliiliszo
anorganikus foszfat tartalmat meghataroztuk (Chen és mtsai, 1956). A foszfat tartalom
meghatarozasa: a kapott 200 pl mintat vizzel 1 ml-re egészitettiik ki és 1 ml Chen reagenst
(600 ul 2M perklorsav, 200 pl 2,5% ammoénium-molibdenat, 200 pl 10 % aszkorbinsav)
adtunk hozzad. A reakcidelegyet 70 percig 37°C-on inkubdltuk ¢és 820 nm-en
spektrofotometridsan mértiik. 2 nmol (dT);e-ot roncsoltunk cc. perklorsavval az
oligonukleotid teljes foszfit tartalmanak meghatarozasahoz. Osszehasonlitottuk a teljes
foszfat és a foszfomonoészterdzzal hasithaté 3’ foszfat tartalmat és meghataroztuk a 3’
foszforilalt ¢és nem foszforildlt oligonukleotidok aranyat. A (dT);6-ot anioncseréld
kromatografiaval az Akta HPLC rendszeren is analizaltuk. Az elvalasztast RESOURCE Q (6
ml) oszlopon végeztiik 1 ml/ perc, 1 mM/perc NaClO4 (5 mM TrisHCI (pH 8,2)) lineéris

gardiens emelkedést alkalmazva.

3.1.3 A Suligovir A szintézise automata oligonukleotid szintetizalo késziilékkel

A szintézist standard foszforamidit kémiaval a 10 pumol-os oszlophoz valé protokollt
hasznalva, a Pharmacia Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizalo késziilékkel
allitottuk eld. 330 mg 4-tio-dezoxiuridin-CPG szilard hordozét hasznaltunk minden egyes
szintézis soran. A foszforamidit koncentracioja 0,1 M és a tetrazol koncentracidja 0,45 M
volt, dsszhangban a standard eljardsssal. Csak egy kiilonbség volt a szokasos moddszerrel
Osszehasonlitva: kihagytuk a szabalyos Capping oldatokat (Capping A és B) és helyette
acetonitrilt hasznaltunk. Mivel a Suligovir egy homo-oligonukleotid, igy az el nem reagalt 5’-
OH funkcids csoportokat nem kellett minden egyes szintézis ciklusban blokkolni (capping),
hogy elkeriiljik a hibas szekvencia keletkezését és ezaltal megnoveltiik a szintézis soran

kapott oligonukleotid hozamat.
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A védbcesoport eltavolitast és a hordozordl torténd hasitast a Glen Research 4-tio-
dezoxiuridin-foszforamidit termékéhez megadott feltételek betartasaval végeztiik (inkubalas:
50 mM NaSH cc. NH; oldatban, 25°C-on 24 6raig).

Minden egyes szintézisnél (10 pumol-os oszlop) 6 ml NaSH-NH; oldatot hasznaltunk.
24 6ras szobahdmérsékleten valo allas utan centrifugaléassal eltavolitottuk a szilard hordozétol
¢s a feliiliszot 0sszekevertiik 600 pl 3 M natrium-acetattal (pH 5,2) és 30 ul 1 M MgCl,-dal,
majd az oligonukleotidot kicsaptuk 17 ml -20°C-os etanollal. 30 perc -20°C-os allas utan a
kicsapodott oligonukleotidot centrifugéalassal (14000 rpm, 15 perc, Beckman JA20 rotor)
Osszegyujtottiik, vakuumban szaritottuk és -20°C-on taroltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir
mintakat desztillalt vizben feloldva egyesitettiik, szlrtiik (Millex-GV PVDF 0,22 um) ¢és
masodszor is kicsaptuk az el6bb leirtak szerint, de most nem adtunk hozza MgCl,-ot. A végiil
megkapott csapadékot kétszer mostuk 80%-os -20°C-os etanollal és az alkohol maradékot
vakuumban tavolitottuk el. A kapott terméket desztillalt vizben feloldottuk, liofilizaltuk és
lemért Wheaton csdvekben argon atmoszféra alatt taroltuk.

'H NMR (500 MHz, D,0) & 7,65 (1 H, C6-H); 7,48 (1 H, C6-H); 6,34 (1 H, C5-H); 6,03-6,01
(t, 1 H, C1’-H); 4,20 (1 H, C3’-H); 3,93 (3 H, C4’,5’-H); 2,42-2,19 (dd, 2 H, C2’-H);

*C NMR (125 MHz, D,0) & 174,9; 170,5; 148,6; 140,7; 103,1; 86,8; 85,6; 72,1; 62,1; 41,1
3'P NMR (202 MHz, D,0) § 0,1

3.1.4 A Suligovir B szintézise (dC);s H,S-es kezeléssel

Ezen el6éllitasi modszert munkacsoportunk kordbban mar kidolgozta Miura és
munkatarsai (1973, 1980) modszere alapjan.

A (dC)ss kémiai tiolalasa: 80 mg (dC);s-6t 5 ml viz-piridin (50:50) elegyben oldottunk
fel és egy teflon betétet tartalmazd rozsdamentes acél bombiba (PARR, 276 AC-T304-
121698, Moline, IL) helyeztiik. A bombat -70°C-ra hiitéttiik le és 8 ml folyékony H,S-t
adtunk hozza. A nagy nyomast bombat dvatosan lezartuk, majd 10 napig 55°C-on inkubaltuk.
Ezutan a bombat 4°C-ra hiitottiikk és kinyitottuk. Szilard anyagot is tartalmazd sarga szina
oldatot kaptunk, melyet desztillalt vizzel mostunk ki a teflon betétbdl, 7-8 ml zavaros oldatot
kapva. Az oldatot 4°C-on tartottuk 1 6rdig, majd a kivalt finom szemcseméretli ként sziiréssel
(Millex-GV PVDF 0,22 um) tavolitottuk el és a filtert vizzel mostuk. A 8,5 ml tiszta sarga
oldathoz 850 ul 3 M néatrium-acetatot és 42 ul 1 M MgCl,-t adtunk és 20 ml -20°C-os

etanollal kicsaptuk. 30 perc -20°C-os allds utan a kicsapodott oligonukleotidot
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centrifugalassal (14000 rpm, 15 perc, Beckman JA20 rotor) Osszegyljtottiik, vakuumban
szaritottuk és -20°C-on taroltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir mintékat desztillalt vizben
feloldva egyesitettiik, sztirtiik (Millex-GV PVDF 0,22 um) és masodszor is kicsaptuk az elobb
leirtak szerint, de most nem adtunk hozzad MgCl,-t. A végiil megkapott csapadékot kétszer
mostuk 80%-o0s -20°C-os etanollal és az alkohol maradékot vakuumban tavolitottuk el. A
kapott terméket desztillalt vizben feloldottuk, liofilizaltuk és lemért Wheaton csdvekben,
argon atmoszféra alatt taroltuk.

'H NMR (500 MHz, D,0) & 7,48 (1 H, C6-H); 6,34 (1 H, C5-H); 6,03-6,01 (t, 1 H, C1’-H);
4,20 (1 H, C3’-H); 3,93 (3 H, C4°,5’-H); 2,42-2,19 (dd, 2 H, C2’-H);

C NMR (125 MHz, D,0) & & 190,3; 148,7; 140,7; 103,1; 86.8; 85.6; 72.,1; 62,1; 41,1

3'P NMR (202 MHz, D,0) § 0,1 ppm

3.1.5 A Suligovir A és B anioncserélo kromatogridfids tisztitasa

A tiolalt oligonukleotidot az Amersham-Pharmacia AKTA® PURIFIER
kromatografon RESOURCE®™ Q anion cserél$ oszlopot (6 ml) hasznalva tisztitottuk. 5 mM
TrisClO4-t (pH 8,2) tartalmazo NaClO4 oldatot hasznaltunk az elticiora. 1 ml/perc dramlasi
sebességet €s 1 mM/perc sdkoncentracié novelést alkalmaztunk az elucio soran. Egy tisztitas
soran 4 mg Suligovirt vittiink fel az oszlopra. A tisztitds utdn az oligonukleotid frakciokat
liofilizaltuk, majd 100 pl desztillalt vizben feloldottuk. 1 ml -20°C-os acetont adtunk az
oligonukleotid oldathoz. 5 perc -20°C inkubalast kovetden az oldatot centrifugaltuk (14000

rpm, 10 perc, +4°C) és a keletkezett csapadékot mostuk kétszer 1 ml -20°C-os acetonnal.

3.1.6 Biotinalt, Cy-5 és Cy-3 jelzett Suligovir szintézise

A jelzett oligonukleotidokat az A modszerrel allitottuk eld. Biotinnal a Suligovir 3’
végét, mig a Cy-5 és Cy-3 jelzéssel az 5° végét lattuk el. A tisztitast a 3.1.5 pontban leirtak

szerint végeztik.

3.1.7 A Suligovir A és B vizsgalata denaturalo poliakrilamid gél
elektroforézissel

A Suligovir mintdk intaktsagat denaturald poliakrilamid gél -elektroforézissel
vizsgaltuk. Az oligonukleotidokat 15%-o0s denaturdlé (7 M urea) poliakrilamid gélen
valasztottuk el (500 V, 2 ora). Az oligonukleotid csikokat eziistfestéssel (PlusOne® ,,.DNA
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Silver Staining” kit, Amersham-Pharmacia) jelenitettiik meg. Ez a festési eljaras kiilondsen

érzékeny kéntartalmi oligonukleotidok estében.

3.2. Biokémiai, sejtbiologiai és virologiai médszerek
3.2.1 Sejtek

A Kit225 K6 human T lymphoma sejteket 10% FCS, penicillin, sztreptomicin
antibiotikumok ¢és rekombinans human IL-2 jelenlétében RPMI 1640 mediumban

tenyésztettiik. Az N87 gyomor karcindoma sejteket 10% FCS-t tartalmazo RPMI 1640
tapfolyadékban tenyésztettiik.

3.2.2 A Suligovir A és B reverz transzkriptaz gatlasanak vizsgdlata

100 pl reakcioelegyet [(100 mM TrisHCI (pH 8,0), 6 mM MgCl,, 50 mM KCI, 100
pg/ml BSA, 5mM DTT, 10 uM [*H]dTTP (specifikus aktivitas 46 Ci/mmol), 0,1 uM templat-
primer (a primer 3’ végére szamolva) és 0,1 U HIV-1 reverz transzkriptdz enzim)] 1 oran
enzimaktivitasra kifejtett gatld hatasat. A reakciot 100 mM Na-PPi-ot tartalmazo 10% 0°C-os
TCA oldattal allitottuk le. A radioaktiv terméket Whatman GF/C filterre sziirtiik és mostuk
négyszer 1 ml 50 mM Na-PPi-t tartalmaz6 5% TCA oldattal, majd egyszer 96%-os etanollal.

A filtereket szaritottuk és a nukleotid beépiilést szcintillacios technikdval mértiik.

3.2.3 A Suligovir A és B HIV-1 replikacio gatlasanak vizsgalata

Ezen vizsgélatokhoz HIV-1(IIIB) virustorzset hasznaltunk, mely tartésan fertézott H9
sejtkultura sejtmentes feliiluszojabol szarmazott (Popovich és mtsai, 1984). Az MT-4 sejteket
HIV-1(IIIB) virus torzzsel fertdztilk. A sejteket a fertdzés eldtt 1 oraval kezeltik
oligonukleotid inhibitorral, majd 4 nap mtlva meghatdroztuk a feliiliszo reverz transzkriptaz

aktivitasat a mar fentebb leirt assay-el (Hoffman és mtsai, 1985).

3.2.4 A Suligovir és tioredoxin kozotti kovalens kolcsonhatas kimutatasa

4 pg rekombindns tioredoxint (Sigma) €s 2 pg biotinnal jelolt Suligovirt 12 pl
ossztérfogatt 10 mM TrisHCI-t (pH 7,5 ¢és 8,5) tartalmazd elegyben 30 percig 37°C-on
inkubaltunk. Az inkubalast kovetden 3 pl reakcidelegyet 7 M uredt tartalmazd 15%-os

denaturdlo poliakrilamid gélen elvalasztottunk. A termékeket PVDF membranra blottoltuk
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(Millipore, Bedford, MA) (100 mA, 75 perc). A membran szabad feliiletét 5% tejport
tartalmazo TBST-vel [137 mM NacCl, 1% Tween 20, 20 mM TrisHCI (pH=7,6)] blokkoltuk,
majd 1 oran keresztiil 0,1% tejport és 1:750 aranyban higitott torma peroxidazhoz kotott
streptavidint (Amersham) tartalmaz6 TBST-vel inkubaltuk. A membrant 4x15 percig 20 ml
TBST-vel mostuk ¢és a biotinnal jelolt termékeket ECL™-el (Amersham-Pharmacia)

jelenitettiik meg.

3.2.5 Aramldsi citometriai mérések, kompeticios és fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET) vizsgdlatok

Az é4ramlési citometriai méréseket Becton Dickinson FACScalibur éaramlasi
citométeren végeztilk. A kompeticids assay-ben fluoreszcensen jeldlt monoklonalis antitesttel
¢s jeloletlen Suligovirt tartalmazé eleggyel inkubaltuk a sejteket. A kompeticid mértékét a
jelolt antitest fluoreszcencidjanak részleges csokkenésébol szamoltuk.

A FRET mérések soran Cy-3-mal jelolt monoklondlis antitesttel (donor) és Cy-5-tel
jelolt Suligovirrel (akceptor) jeldltiik egyidejlileg a sejteket. Négy fluoreszcencia intenzitast
detektaltunk. Harmat 488 nm-en gerjesztettiink €és kiilon-kiilon 530 + 30 nm-en, 585 + 42 nm-
en ¢és 670 nm felett detektaltuk, mig a negyediket 635 nm-en gerjesztettiik és 661 + 16 nm-en
detektaltuk. A kiilonb6z6é fluoreszcencia csatornak kozotti spektralis atfedésre hasznalt
korrekcids faktorokat a jeldletlen és egyszeresen jelolt sejtekbdl szarmazo mérési adatokbol
kaptuk meg. A szamitott energia transzfer hatékonysagot a kovetkezoképpen fejeztiik ki: azon
gerjesztett molekuldk szdmat, melyek az acceptor molekulaknak atadtak energidjukat,

osztottuk az 0sszes gerjesztett molekula szdmaval.

3.2.6 A Suligovir A és B nukleazokkal szembeni stabilitisa

A reakcioelegy Osszetétele: 100 mM TrisHCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 1250 pg/ml
oligonukleotid (Suligovir A vagy B vagy (dC)ss), 50 ng/ml kigyoméreg nukleaz [Crotalus
durissus (Boehringer Mannheim)], 25 pg/ml dezoxiribonukleaz I [(3000 Kunitz U/mg protein
(Sigma)] és 0,025% NaN3 volt 500 pl dssztérfogatban. A reakcidelegyet 37°C-on inkubaltuk
¢s a jelzett idépontokban 40 ul térfogatokat vettlink ki. A nukledzos kezelést hdinaktivalassal
allitottuk le (5 perc, 95°C), és 2 ul (20 pg/ul) placenta foszfatdz oldatot adtunk hozza. A
reakcidelegyet 1 oran keresztiil 37°C-on tartottuk. 5 perc 95°C-on vald hdkezeléssel

inaktivaltuk a foszfataz enzimet és a reakcidelegyet 0°C-ra hiitottiik le. A denaturalt proteint
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centrifugéldssal tavolitottuk el. A szervetlen foszfat mennyiségét 30 pl feliilluszobol a mar

fentebb leirt modszerrel hataroztuk meg.

3.2.7 Toxicitasi vizsgalat human csontvelo granulocita makrofag progenitor
sejtek kolonia képzodésén keresztiil

A Suligovir human csontvelé granulocita makrofag progenitor sejtek kolonia
képzddésére kifejtett hatdsadt egy mar leirt modszer szerint végeztilk el (Benkd és mtsai,
1999). Roviden: kolonianként 10° db csontveld sejtet tartalmazoé agar taptalajt 5-180 pg/ml
koncentracio tartomanyban kezeltiik Suligovirrel. A sejteket 14 napig inkubaltuk 37°C-on 3

v/iv% CO, jelenlétében. A protokollt a Debreceni Egyetem Teriileti és Intézeti Etikai
Bizottsaga hagyta jova (DEOEC RKEB/IKEB-2055/2003).

3.2.8 Antitestek és sejtfelszini molekulak jelolése, konfokdlis lézer szkenning

mikroszkopias (CLSM) vizsgadlatok

A CD4 molekula ellenes MEMI115 ¢és a CD48 molekula ellenes MEMI102
monoklonalis antitesteket Vaclav Horejsi-t6] kaptuk (Institute of Molecular Genetics, Praga,
Csehorszag). A jelolésre hasznalt antitestek vagy Alexa 546 szukcinimidil-észterrel
(Molecular Probes, Eugene, OR) vagy a Cy-3 ¢és Cy-5 szulfoindo-cianin szukcinimidil
bifunkcios észter szarmazékokkal voltak jeldlve (Sebestyén és mtsai, 2002).

A sejt felszini antigének jelolésére 50 pl ssztérfogati PBS-ben [137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 4,3 mM Na,HPOs, 1,4 mM KH,PO,, 1 mM EDTA (pH=7,3)] 10° sejtet
fluoreszcensen jelolt molekulakkal 30 percig sotétben inkubaltunk. Az Osszes lehetséges
kotéhelyet 50-100 ug/ml antitest koncentraciot hasznalva telitettiilk. A feleslegben maradt

antitestet a sejtek kétszeri PBS-es mosasaval eltavolitottuk.

28



Horvath Andras: Ph.D. dolgozat Eredmények és megbeszélés

4 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A  4-tio-dezoxiuridilat  tartalmu  oligonukleotidok  anti-HIV
aktivitasanak vizsgalata

Kiilonb6z6 lanchosszasagu 4-tio-dezoxiuridilatot tartalmazo oligonukleotidok anti-
HIV aktivitasat vizsgaltuk. A lanchossz novekedésével nemlinedris modon ndvekedett a
gatlas erdssége, a legmagasabb antiviralis aktivitassal a 35-tagu oligonukleotid, a Suligovir
rendelkezett (12. abra). A Suligovirt alkotdé 4-tio-dezoxiuridilat tiono-tiol tautomer
atalakulason mehet keresztiil. A kialakul6 tiol forma diszulfid kotéseket alakithat ki mas, -SH
csoportokat tartalmaz6 anyagokkal, pl. ciszteint tartalmazo fehérjékkel. A 4-tio-dezoxiuridin
szerepének fontossagat erdsiti az a tény is, hogy ugyanilyen ldnchosszi dezoxiuridint
tartalmazd homo-oligomer viszont nem gatolja a HIV replikaciot. A tiolalt oligonukleotid
antiviralis aktivitasdnak lanchosszfliggése azt mutatja, hogy a 4-tiono vagy 4-merkapto
csoport jelenléte egyediil nem elégséges a virus belépésének megakadalyozasara. Ez a
lanchosszfliggés egy aptamerszerii hatas vagy egy méretfiiggd affinitds kovetkezménye lehet,
ahol az antiviralis célpont(ok)hoz kapcsolodas feltétele a hidroféb és/vagy az ionos
kolcsonhatas. Hasonlo lanchosszfliggést figyeltek meg mas oligonukleotid alapu virus

belépést gatlo inhibitorok esetében is (Matsukura és mtsai, 1987; Bardos és mtsai, 1992).
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12. abra (s4dU)n (n=20, 30, 35) molekuldk HIV replikaciéra kifejtett gatlasanak
vizsgalata
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Az antivirdlis aktivitds vizsgalatira ezért a tovabbiakban mar csak a 35-tagl
molekulat, a Suligovirt hasznaltuk. Ha a virus infekcidval megegyez6 idében vagy a fertdzést
mintegy 90-98%-kal gatolta (13. abra). Azonban ha a virusfertézés utdn adtunk az MT4
sejtekhez Suligovirt, akkor a gatlas hatékonysaga jelentdsen lecsokkent. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a Suligovir a virus replikaciés ciklusat mar egy korai fazisban, valdsziniileg a
virus sejtbe vald belépésekor gatolja. Késdbbi bioldgiai vizsgalataink sordn arra kerestiik a
valaszt, hogy ez a virusfert6zés korai szakaszara gyakorolt gatlas milyen mechanizmus szerint
jatszodik le.
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4.2. A Suligovir szintézise

A tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges volt olyan modszer(ek) kidolgozasa,
amely(ek) soran a Suligovirt megfelelden nagy mennyiségben, kémiailag egységesen, tiszta
allapotban tudjuk eldallitani.

Kétféle modszert dolgoztunk ki a Suligovir eléallitasara:
A. Automata oligonukleotid szintetizaloval, mely védett 4-tio-deoxiuridin-foszforamiditet
épit be (A modszer).

B. (dC)ss kémiai tiolalasaval (B modszer)
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4.2.1 A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit szintézise

A Suligovirt az A modszernél standard foszforamidit kémidval (Gait, 1984) allitottuk
eld. Ezen modszer kulcsvegyiilete az 5’-dimetoxitritil-2’-dezoxi-4-(2-cianoetil-tio)-uridin-3’-
[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-foszforamidit (6) (roviden: 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit).
A kereskedelmi forgalomban ugyan kaphat6 a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit, de magas ara
miatt (2700 $/g) célszerlinek tlint a vegyiilet laboratoriumi eldallitasa. Bar az irodalomban a
vegyiilet eldallitasat mar leirtdk (Coleman ¢és mtsa, 1991, 1994), mi egy modositott,

elénydsebb eldallitasi modszert dolgoztunk ki (14. abra).
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14. abra 4-tio-dezoxiuridilat foszforamiditjének kémiai szintézise

2’-dezoxiuridint (1) piridinben dimetoxitritil-kloriddal kezeltiink, majd a kapott 5°-
dimetoxitritil-2’-dezoxiuridint (2) ecetsavanhidriddel acetilezve kaptuk a 3-as terméket. Az
acetil véddcsoport elénye az irodalomban leirt savérzékeny terc-butil-szilil véddcsoporttal
szemben, hogy gyenge lugos kozegben (pH=7,5) konnyen lehasad, de a késdbbiekben
kialakitott ciano-etil csoport ezen a pH-n stabilis. Igy a 4-tio-dezoxiuridilat foszforamidit
szintézisnek mar az elején kialakithattuk a savlabilis dimetoxitritil véddcsopotot. Az ezt
kovetd ,,one-pot” reakcioban eldallitottuk a szdmunkra fontos 2-cianoetil-tio funkcios

csoportot tartalmazd 4-es vegyliletet. A 4 Zemplén szerinti dezacetilezését kdvetden 2-
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cianoetil-N,N-diizopropil-klor-foszforamidit reagenssel a megfeleld 4-tio-dezoxiuridin
foszforamiditet (6) kaptuk. A szintézis minden egyes Iépését NMR és TLC modszerekkel
kovettiik, a végsd terméket tomegspektrometriaval is karakterizdltuk (Anyagok és

modszerek).

4.2.2 A 4-tio-dezoxiuridin-support szintézise

Amikor a Suligovirt az A mddszerrel szintetizaljuk, az els6 3’ nukleozid szilard
hordozoéra van kikotve. Az oligonukleotid szintézishez a kereskedelmi forgalomban kaphaté a
4 természetes és néhany modositott 3° nukleozidot tartalmazo szildrd hordozo. Mivel 4-tio-
deoxiuridint tartalmaz6 hordozé nincs forgalomban, ezért sziikséges volt megvizsgalni, hogy
potencidlisan alkalmasak-e az un. univerzalis hordozok a Suligovir szintézisére. Az
univerzalis hordozé anyagok nem tartalmaznak nukleotidokat, az elsd beépiilé6 nukleotid
egység foszfat csoporton keresztiil kotddik hozzajuk. Vizsgéalni kivantuk, hogy a foszfat
csoport a ,,deprotection” eljaras soran az oligonukleotid 3’ hidroxil csoportjan marad, vagy a
hordozoval egylitt levalik. A folyamat tanulmanyozasara modell vegyiiletként (dT);e-ot
szintetizaltunk, felhaszndlva a Glen Research két kiilonb6z6 univerzalis hordozdjat (US 500
¢s US II). Az US 500-as sziladrd hordozon szintetizalt (dT),6 oligonukleotid 57,2 %-a az US II-
n eldallitott oligonukleotid 97,2 %-a volt a 3° végén foszforilalva. Ezeket az eredményeket
megerositették az oligonukleotidok anioncserés kromatografias vizsgalatai is. Ugyan a 3’
foszfat csoportot konnyen eltavolithatjuk foszfomonoészteraz enzimmel végzett emésztéssel,
de ez egy Uj enzimatikus ¢és tisztitdsi 1épést tenne sziikségessé. Mivel a kapott eredmények
alapjan az univerzalis hordozokat nem alkalmazhatjuk az oligonukleotid szintetizald
késziilékben Suligovir eldallitasara, ezért sziikség volt a 4-tio-dezoxiuridin-CPG eldallitasara.

A 4-tio-dezoxiuridin-CPG eldallitasat az 15. abran mutatom be. A kapcsolasokat
egymast kovetd l1épésekben végeztiik el, felhasznalva a korabban kapott 4-tio-dezoxiuridin
védett szarmazékat (5) is. A szintézis egyes 1épéseiben kapott termékeket nem karakterizaltuk

kiilon-kiilon, csak a kivant CPG végterméket.
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A 4-tio-dezoxiuridin-CPG-t acetonitrillel mostuk, majd meghataroztuk a 4-tio-
dezoxiuridin CPG fedettségét. A mérés soran 15 ml 70% perklorsavat és 50 ml etanolt
tartalmaz6 oldattal hasitottuk a cukorgytirti 5'-hidroxil csoportjdhoz kapcsolodd dimetoxi-tritil
csoportot (DMTr) és 495 nm-en fotometridsan mértiik az abszorbanciat. 45 pmol/g feliileti

fedettségli 4-tio-dezoxiuridin-CPG-t kaptunk.

4.2.3 A Suligovir A és B szintézise

A Suligovir A eléallitasanal 4-tio-dezoxiuridin-foszforamiditet és 4-tio-dezoxiuridint
tartalmazo supportot hasznaltunk fel. 10 o6ra alatt 10 pmol-os reaktorcsben 30 mg
mennyiségli Suligovirt szintetizaltunk. A modszer hatranya, hogy a felhasznalt anyagokat
bonyolult kémiai szintézissel kaphatjuk csak meg (lasd az el6zd fejezetekben) €s az eldallitasi
koltségiik magas. A moddszer eldonye, hogy kiilonb6z6 kémiai jelzéseket (Cy-5, Cy-3, biotin,
stb.) kapcsolhatunk a Suligovirhez.

A Suligovir eldéallitdsat a B modszer soran a mar készen 1évd (dC);s folyékony
kénhidrogénnel torténd kémiai atalakitassal végeztiikk (Miura és mtsa, 1980; Tékés és Aradi,

1996). Itt be nem mutatott kisérletekben meghataroztuk, hogy a (dC);s teljes tiolalalasara 10
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napos reakcioidore van sziikség. A moddszer eldnye, hogy az eldallitasi koltség tizedakkora,
illetve az, hogy a H,S-es kezelés utan csaknem teljesen tiolalodott Suligovir B-t kaptunk (lasd
késSbb). Igy nagymennyiségii Suligovir eléallitasra ez a modszer sokkal alkalmasabb. Ezen
modszer hatranya a meglehetdsen lassu (10 napos) reakcioidd, illetve az, hogy az altalunk

hasznalt bombaban egy tiolalas soran csak 80 mg (dC);s-t tudtunk atalakitani.

4.3. A két modszerrel eléallitott Suligovir jellemzése

A szintézis modszerek kiilonbozdségébdl adodoan meg kellett vizsgalnunk, hogy az
eldallitdsok soran kapott termékek (Suligovir A és B) kémiai és biokémiai tulajdonsagai

kozott van-e valamilyen kiilonbség.

4.3.1 A Suligovir kémiai jellemzése

Osszehasonlitottuk a két moédszerrel kapott Suligovir A és B UV spektrumat (16.
abra), vizsgalva a 247 nm, 270 nm ¢és 327 nm hullamhosszokon mért abszorpci6 ardnyukat. A
dezoxicitidilatnak 270 nm-en, a 4-tio-dezoxiuridilatnak pedig 327 nm-en van abszorpcios
maximuma (Scheit, 1968). Ha a tiolalas hatékonysaga nem megfeleld, akkor 270 nm-es
hullamhosszon a spektrum ,,volgye” kiegyenesedik az el nem reagalt citidilat jelenléte miatt.
A Suligovir A és B UV spektruma ¢és az egyes hulldmhosszakon mért abszorbanciak aranya
lényegesen nem tért el egymastol, ezaltal a tiolaltsag mértékét is hasonlora becsiilhettiik ezzel

a modszerrel.
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16. abra A Suligovir A és B UV spektruma
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Az elkésziilt Suligovir A és B mintdk tisztasagat 15%-os denaturald poliakrilamid gél
elektroforézissel ellendriztiik. A kapott termékek nagy mennyiségben tartalmaztak révidebb
lanchosszu oligonukleotidot is. Sziikséges volt ezért egy milligrammos 1éptékii oligonukleotid
tisztitdsi eljaras kidolgozasara, mert a poliakrilamid gél elektroforézis (PAGE) nem
hasznalhat6 preparativ méretekben az oligonukleotid tisztitasara a limitalt mennyiség (kb. 500
ng), az alacsony hozam (20-30%) és a preparatum akrilamidgél szennyezddése miatt. Az
anioncseréld kromatografids modszerrel nagy mennyiségli, kémiailag modositott
oligonukleotidot is lehet tisztitani (Deshmukh és mtsai, 2000). A tisztithatd mennyiséget csak
az oszlop mérete limitdlja. E moddszer soran a kivant tisztitott terméket magas
draga tisztitasi eljarassal lehetne megszabadulni, mint amilyen a dializis vagy a gél
permeacios kromatografia. A bonyolult somentesitési 1épést elkertilendd kidolgoztunk egy 1j
eljarast (Horvath és Aradi, 2005), amelynél nagy ionerdsséggel rendelkezd natrium-perklorat
oldatot hasznaltunk. Az anioncseréld kromatografia soran a tiszta oligonukleotidokat egy
részleges beparlast kdvetden, az oligonukleotid acetonos kicsapasaval kaphattuk meg, mivel a
natrium-perklorat acetonban jol oldédik. Igy a Suligovir A-t és B-t tisztan, milligrammos
mennyiségben kaptuk meg. A homogenitasukat 15%-0s denaturdlé poliakrilamid gél
elektroforézissel ellendriztiik. Az altalunk kidolgozott kromatografids eljarassal tisztitottuk
meg a Cy-5, Cy-3 és biotinnal jelolt Suligovirt is anélkiil, hogy a jelold anyagok
szerkezetében valamilyen nem kivant valtozas ment volna végbe. A mddszer effektivitasanak
demonstralasara bemutatom a Cy-5 jelzett Suligovir kromatografia elucids profiljat
(detektalas: Cy-5, 659 nm; s*dU, 330 nm) (17. abra). A Cy-5 jelzett Suligovir eluciojat
kovetd beparlast és az acetonos kicsapast gyorsan el kellett végezni, ugyanis ez az
oligonukleotid sokkal erésebben kotddik az anioncseréld oszlophoz, igy az csak magasabb
natrium-perklorat koncentracional elualodott. A megndvekedett s6 azonban oxidalhatja a 4-
tio-dezoxiuridin tio csoportjat a natrium-perklorat erés oxidaloképessége miatt, ha nem

sietink a sé acetonos eltavolitasaval.
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17. abra Cy-5 Suligovir anioncsréld kromatografias elucios profilja

Sziikséges volt eldonteni, hogy a kétféle modon készitett Suligovir kémiai
szerkezetében talalhaté-e kiilonbség. Ezért Bruker Avance 360 NMR késziilékkel *'P-NMR,
BC-NMR  és 'H-NMR spektrumokat vettink fel. A 'H-NMR  spektrumban
szobahémérsékleten nyolc jel volt lathatd. A jelek azonositasat kétdimenziés 'H-'H
korrelacios spektroszkopiaval végeztik (2D 'H-'H COSY). A Suligovir A 'H NMR
spekrumaban plusz jeleket detektaltunk, ami valamilyen melléktermék jelenlétét mutatta. A
melléktermék egyes jelei (6,05 ppm; 6,27 ppm ¢és 7,79 ppm), melyeket az 50, 1’0 és 60
hidrogének 'H jeleiként azonositottunk, jol lathatéan elkiiloniilnek a tobbi jeltdl (18. abra).
Az egyes jelek integraljainak aranyabol megallapithattuk, hogy a melléktermék ¢és a kivant
vegyiilet aranya 1:10. A melléktermék tobbi jele atfedésben volt a fétermék jeleivel. A
Suligovir B esetében ilyen, melléktermék jelenlétére utald plusz jeleket nem detektaltunk a 'H
NMR spektrumban. A Suligovir A és B °C NMR spekruméban gyakorlatilag eltérést nem
tapasztaltunk, sem a jelek szamaban (9), sem az egyes jelek kémiai eltolodasaban. J-modulalt
BC spektrum és *C-"H heteronuklearis korrelaciés spektroszkopia (HETCOR) segitségével
beazonositottuk az egyes jeleket. A Suligovir A J-modulalt *C spektruméban a kisebb
érzékenység miatt nem tudtuk kimutatni a melléktermék jeleit. Mindkét mintanal a *'P-NMR
spektrumban azonos kémiai eltolodasnal (0,1 ppm) kaptuk meg az oligonukleotidokra

jellemz6 ortofoszfat csoport jelét.
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A Suligovir A és B "H NMR spekrumaban talalt kiilonbséget kivalto okot kozelebbrol
is tanulmanyozni kivantuk, ezért tomegspektrometrias vizsgalatot végeztiink mindkét mintara.
Kromatografidsan tisztitott Suligovir mintdkat hasznaltunk. A Suligovir A esetében
részlegesen tiolalt 35mer oligonukleotidokat nagy aranyban detektaltunk, jelezve azt, hogy a
»deprotection” 1épés alatt ,.kénvesztés” tortént. A megfeleld jelek kozott 16 tomegegységnyi
kiilonbségek voltak, ami azzal magyarazhato, hogy a bazis 4-es helyzetében 1évo kén jelentds
része oxigénre cserélédott ki. Igy molekulanként atlagosan 31-32 ként tartalmazott a 35 tagh
oligonukleotid (19. abra). A tomegspektometriai vizsgalatok alatamasztottdk az NMR
eredményeket és magyarazatot nyujtottak a melléktermék kialakulasara és szerkezetére. A
Suligovir A 11,7% deoxiuridint tartalmazott (az NMR-rel kapott ardny 1:10), mig a (dC)ss
tiolalasa gyakorlatilag teljesnek tekinthetd, hiszen az igy kapott Suligovir B mindossze 1,34
%-ban tartalmazott deoxiuridint (NMR-rel nem volt detektalhato a melléktermék jelenléte). A
Suligovir molekulatomege: M=10649 g/mol. A Suligovir A és B tioldlasa kozotti kvantitativ
kiilonbséget az UV analizissel nem tudtuk kimutatni. Az NMR és MS vizsgéalatok azonban

ravilagitottak arra, hogy a két molekula kénezettségében szdmottevo kiilonbség van.
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18. abra A Suligovir 'H NMR spektruma
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19. abra A Suligovir tomegspektrometrias felvétele

4.3.2 A Suligovir biokémiai jellemzése

A kémiai jellemzés soran kapott kiilonbségek miatt meg kivantuk vizsgalni, hogy az
eltérés mennyiben befolydsolja a Suligovir A ¢és B biologiai aktivitdsat. Ezért
Osszehasonlitottuk a HIV-1 reverz transzkriptazra, a HIV-1 replikaciora és nukleazokra
kifejtett hatdsukat.

HIV-1 RT gatlas: Laboratoriumunkban kordbban mar kimutattuk, hogy a Suligovir
potens gatlészere a HIV-1 RT-nak. Ezért meghatdroztuk az anioncseréldé kromatografiaval
tisztitott Suligovir A és B mintdk HIV-1 reverz transzkriptaz enzim gatld aktivitasat. A két
Suligovir minta ICsp=6,2 nM koncentracidoban, egyenld mértékben gatolta a HIV-1 reverz
transzkriptaz enzim aktivitasat (20. abra).

HIV-1 replikacio gatlas: A Suligovir A vagy B mintakkal végzett HIV-1 replikacid
gatlasi vizsgalatainkra HIV-1(IIIB) virus torzset hasznaltunk. MT-4 sejtek HIV-1(I1IB)-vel

fertdzését megelézéen 1 oraval kezeltik a sejteket Suligovir A-val vagy B-vel, majd
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meghataroztuk a reverz transzkriptaz aktivitast. Mindkét minta a HIV-1 replikéciot 1Csy=0,3

pg/ml koncentracioban gatolta (21. abra).
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20. abra HIV-1 reverz transzkriptaz gatlasa Suligovirrel
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21. abra HIV-1 replikécio gatlasa Suligovirrel

A HIV-1 RT és HIV replikacié gatlasanak vizsgalata azt mutatta, hogy a teljes
tiolaltsag, ellentétben a lanchosszal, nem sziikségszerien fontos ahhoz, hogy a Suligovir

kifejtse erds gatldo hatdsat. Ez Osszhangban van a részlegesen tiolalt 5-merkapto-pirimidin
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bazist tartalmazd oligonukleotidoknak a HIV-1 RT-ra és DNS polimerazokra kifejtett
gatlasanal megfigyelt adatokkal (Bardos és mtsai, 1992).

Ahhoz, hogy a Suligovir sikeresen hasznalhat6 legyen egy esetleges antiviralis terapia
soran, két fontos kovetelményt kell teljesitenie: az oligonukleotid nagy stabilitassal kell hogy
rendelkezzen és kicsi legyen a sejtekre kifejtett toxicitasa.

Nukleaz stabilitas: Az eldzetes vizsgalatok soran a sejteket tartalmazo tapfolyadékban
¢és sejtextraktumban a Suligovir olyan stabilisnak mutatkozott, hogy célzott stabilitas
vizsgalatokat végeztiink a Suligovir A-ra, B-re és a (dC)ss-re, kigyoméreg diészterazt (50
ug/ml) és DNase I-t (25 pg/ml) tartalmazé reakcidelegyben. A nukleazokkal valdo emésztés
utan az enzimeket hdkezeléssel inaktivaltuk és a nukledz kezeléssel keletkezett terminalis
foszfat-monoészter csoportokat foszfo-monoészteraz enzimmel hasitottuk le. A keletkezett
szervetlen foszfat mennyiségét meghatidroztuk (Chen és mtsai, 1956) (22. abra). Az

eredményeket a teljes foszfortartalom szézalékaban fejeztiik ki.
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22. abra A (dC)ss, a Suligovir A és B nukledzokkal szembeni stabilitdsanak vizsgalata

A tiolalt oligonukleotid (Suligovir A ¢és B) hozzavetdlegesen negyvenszer
stabilabbnak bizonyult, mint a nem tiolalt (dC);s. A Suligovir A és B stabilitdsa nem tért el
egymastol. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a 4-tiono csoportot tartalmazo
oligonukleotidok, a természetes oligonukleotidokkal ellentétben, igen nagy stabilitdssal
rendelkeznek nukledzokkal szemben, anélkiil, hogy a foszfaton vagy cukor komponensen
modositanank.

Toxicitas: Bar az in vitro antiviralis assay eredményei alapjan mar megallapitottuk,
hogy a Suligovir nem toxikus, tovabb vizsgaltuk az emberi csontveldbdl szarmazoé human
granulocita progenitor sejtek kolonia képzddésére kifejtett toxicitasat. Az oligonukleotid a

koloniaképzddést nem gatolta jelentdsen még 180 pg/ml koncentracioban sem (23. dbra).
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23. abra A Suligovir hatdsa human granulocita makrofag progenitor sejtek koldnia
képzddésére

4.4. A Suligovir gatlo hatasanak mechanizmusa
4.4.1 A Suligovir gatlo hatdsa a virus-sejt kolcsonhatdsra

A Suligovir gatldé mechanizmusénak tanulméanyozéasa sordn elsd kérdés volt, hogy a
virus-sejt kapcsolat kialakuldsat (,,attachment™) és/vagy a virus belépését gatolja-e a
Suligovir. Erre jol kidolgozott virologiai mddszerek vannak, melyeket laboratériumunkban
nem tudtunk elvégezni. Ezért egy Egyesiilt Allamokban miikodé cégnek megbizast adtunk a
munka elvégzésére, sajat terveink alapjan. A virus sejthez kotddésének gatldsa sordn a sejthez
kapcsolddott p24 mennyiségét mérték ELISA moddszerrel, a virus belépésének gatlasat pedig
48 oraval késobb, a B-galaktozidaz reporter expresszidjanak mérésével kovették (Buckheit és
mtsai, 1994). Mind a virus kotddésének, mind a belépésnek Suligovirrel valod gatlasa azonos
mértékil volt (ICsp: 0.003 és 0.002 pg/ml). Meghataroztak a Suligovir hatdsat a sejtfiziora is,
ahol CD4 ¢és LTR-B-galaktozidaz reportert tartalmazo HeLa CD4 LTR -gal és HIV tat és env
proteint expresszalo HL2/3 sejteket hasznaltak. A két sejtvonalat egyiitt tenyésztették 48
oraig, folyamatos Suligovir jelenlét mellett és meghataroztak a [-galaktozidaz aktivitasat. A
Suligovir a gp120-CD4 fuziot 1Cs0=8,75 pg/ml koncentracidban gatolta. Pozitiv kontrollként
Chicago Sky Blue-t hasznaltak (Clanton és mtsai, 1992), mely egy elterjedt kontroll vegyiilet.
Az eredmények azt mutatjak, hogy a Suligovir antivirdlis aktivitdsat a virus életciklusanak

egy korai szakaszaban fejti ki (1. tablazat), feltehetdleg az adszorpcid vagy a belépés soran.
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crer

ICso TCso TI ICso TCso TI
Suligovir (ug/ml) Chicago Sky Blue (ug/ml)
Virus-sejt kolcsonhatas 0,003 >100 >33 000 1,20 >10 >8,3
Virus belépés 0,002 >100  >50 000 0,04 >10 >250
Sejt-sejt fzio 8,750 >100 >12 0,67 >10 >15

4.4.2 A Suligovir kolcsonhatasa a tioredoxinnal

Az eddigi eredményeink azt mutatjak tehat, hogy a Suligovir gatl6 hatasat a HIV virus
¢letciklusanak egy korai szakaszaban fejti ki. A HIV-1 belépéséhez sziikséges a CD4 receptor
D2 doménjében levd diszulfid hid oxidoredukcios valtozasa, melyet a tioredoxin medial
(Matthias és mtsai, 2002). igy a tioredoxin a Suligovir egyik potencialis célpontja.

E kolcsonhatas vizsgalatdhoz tisztitott tioredoxint és biotinnal jelolt Suligovirt 30
percig egyiitt inkubdaltunk, majd denaturdlé poliakrilamid gélen elvalasztottuk a
reakcioelegyben keletkezett anyagokat. A biotindlt termékeket streptavidinnel jelzett
tormaperoxiddzzal hivtuk eld. A reakcid elegyben megjelent 2 Gijabb termék (lasd 2-es és 3-as
reakcid). pH=8,5-en erdsebb savokat kaptunk, ami jo egyezésben van azzal a ténnyel, hogy
magasabb pH-an nagyobb mennyiségben lesz jelen a 4-tio-dezoxiuridin tiol alakja, mint
pH=7,5-nél. A Suligovir és a tioredoxin kozott valdsziniileg kovalens kotés alakult ki (24.
abra), hiszen az elektroforézis sordn a denaturald gélben nagy valoszinliséggel minden
masodlagos kolcsonhatds megsziinik. Hogy az egyes sdvok Osszetétele mi lehet, jelenleg még
nem tudjuk, valdszinli, hogy egy tioredoxin kapcsolodik egy Suligovirhez (k6zépsé sav),
illetve két tioredoxin egy Suligovirhez (felsé sav). Tomegspetrometrias vizsgalataink
folyamatban vannak ennek meghatarozdsara. A futtatds sordan nem volt értelme se protein, se
DNS molekulastly standardot alkalmazni a sdvok molekulatomegének meghatarozésara,
hiszen a protein-Suligovir komplex (kb. 50% protein és 50% nukleinsav) futdsi tulajdonsaga

jelentdsen eltérhetnek barmelyik standardtol.
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24. abra A biotinnal jelzett Suligovir kdlcsonhatésa a tioredoxinnal 1: Suligovir, 2:
Suligovir és tioredoxin (pH=8,5), 3: Suligovir és tioredoxin (pH=7,5)

4.4.3 A Suligovir kolcsonhatdsa a sejtfelszinnel

CD4" Kit225 K6 T limféma és CD4” N87 gyomor karcindma sejt vonalakat
Suligovirrel titraltunk, azt vizsgalva, hogy a Suligovir specifikusan kotodik-e a sejtekhez (25.

abra). A Suligovir a CD4" sejtekhez kb. tizszer jobban kotddott, mint a CD4 ™ sejtekhez.

1200+
—=—Kit225 K6 T

—— N87
800+

400+

Fluoreszcencia intenzitas

0 T

T
0 5 10 15 20

Cy5-Suligovir koncentréacio (pg/ml)
25. abra A Suligovir kétddése a CD4" Kit225 K6 T limféma és CD4™ gyomor

karcindma sejtekhez
Az interleukin-2 receptor o-lancanak (IL-2Ra) expressziojat (sejtenként 10° IL-2Ra)
hasznaltuk standardként (Matkd és mtsai, 2002) ahhoz, hogy a Kit225 K6 sejtek CD4
expresszigjat meghatarozzuk. A Kit225 K6 sejtek 20 000 CD4 molekulat tartalmaznak és
sejtenként 170 000-350 000 Cy-5 jelolt Suligovir kétddik hozzajuk (26. abra).
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26. abra Kit225 K6 T limfoma sejteken kotddott molekuldk szdma; a: CD4, b: CD48,

c: IL2Ra lanc, d: 5 pg/ml Suligovir, e: 10 pg/ml Suligovir, f: 20 pg/ml Suligovir

A HIV-1 gpl120 glikoproteinjének elsddleges receptora a CD4 molekula. Ezért
kompeticids és fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) vizsgalatokat végeztiink,
hogy meghatarozzuk a Suligovir kotddési helyét a CD4 lokalizacidjara vonatkoztatva. Amikor
jeloletlen Suligovirrel egyidejiileg fluoreszcensen jelolt CD4-ellenes mAt-et (MEMI115)
adtunk a sejtekhez, a Suligovir versengett a kotohelyért az antitesttel. A CD48-ellenes mAt
(MEM102) kotédott a sejtekhez, de a jeldletlen Suligovir hozzdadasara sokkal kisebb
kompeticidt figyeltiink meg (27. abra), annak ellenére, hogy a CD48 receptorok szama kozel

azonos a CD4 receptorok szamaval (26. abra).
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27. abra Kompeticié a Suligovir és a CD4- vagy CD48-ellenes antitest kozott (a kompeticiot
a Suligovir jelenléte mellett az antitest fluoreszcencidjanak részleges csokkenésébol
szamitottuk)
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FRET analizissel vizsgaltuk a Suligovir molekuldk lokalizaciojat a CD4 receptorhoz
képest. A modszer segitségével eldonthetd, vajon a donor Cy-3 jeldlt monoklonalis CD4-
ellenes antitest és az akceptor Cy-5 jelolt Suligovir molekuldk nagy szamban fordulnak-e eld
egymassal szoros kozelségben (10 nm). Az energia transzfer hatékonysagabol kiszamithatjuk
a két festékmolekula kozotti tavolsagot. 5%-os energia transzfer hatékonysag alatt 1ényegében
nem beszélhetlink arrdl, hogy a donor €s akceptor jelolt molekuldk nagy része térben kozel
lennének egymashoz. A 10 és 25% kozotti szamitott energia transzfer értékek azt mutatjak,
hogy a CD4 ¢és Suligovir molekuldk jelentds része egymadssal szoros kozelségben, 10 nm-nél
kozelebb helyezkedik el (28. abra).

A Suligovir és a CD4 kozott specifikus kdlcsonhatas bizonyitasanak érdekében FRET
analizist végeztiink a Cy-3 jelzett CD48-ellenes mAt és a Cy-5 jelolt Suligovir kozott. A
CD48-ellenes mAt ¢és a Suligovir kozott kialakult alacsony (1-5%) energia transzfer
hatékonysag (28. abra) azt mutatja, hogy a molekuldk nagy része nincs kdzel (10 nm-en
beliil) egymashoz. A megfigyeléseink és a kapott kompeticios adatok alapjan azt mondhatjuk,
hogy nagyszamu Suligovir molekula keriil kélcsonhatasba a CD4-gyel, de a CD48-cal nem,
vagy sokkal kisebb mértékben. Ez azonban nem jelenti azt, hogy esetleg nem kotddhet mas,

itt nem azonositott, sejtfelszini molekulédhoz.
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28. abra FRET mérések a donor: Cy-3 CD4 mAt és az akceptor: Cy-5 Suligovir,
illetve a donor: Cy-3 CD48 mAt és az akceptor: Cy-5 Suligovir kozott
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4.4.3.1 A Suligovir sejtfelszini lokalizaciojanak vizsgalata konfokalis
lézermikroszkopia alkalmazasaval

Mivel a Suligovir gatolja a virus belépését a sejtbe és ugy tinik, hogy a CD4-gyel is
kolcsonhatasba 1ép, vizsgaltuk sejtfelszini kolokalizacidjat osszehasonlitva a CD4-el. Ugy
talaltuk, hogy a Suligovir a sejtfelszin jol definialt helyeihez kotédik (29. A 4bra). Az
oligonukleotid kotddését nem befolyasolja a jelolés tipusa (Cy-3, Cy-5). A 29. B és C abran
lathatd, hogy igen nagy az atfedés a Suligovir, a CD4 és a lipid ,raft”-ok sejtfelszini

elhelyezkedésében.

1 2 3 4

29. abra CLSM vizsgalatok a Suligovir Kit225 K6 sejtek sejtfelszini lokalizacidjarol. (A)
Kiilonbozd jeldlések hatasa a Suligovir lokalizacidjara 1: Cy-3-Suligovir, 2: Cy-5-
Suligovir, 3: atfedés. (B) A Suligovir kolokalizidja a CD4-gyel és a lipid ,raft”-tal 1:
CD4, 2: Suligovir, 3: kolera toxinnal jelzett lipid ,,raft, b4: atfedés. (C) A Suligovir
kolokalizioja a CD4-gyel és a lipid ,raft”-al a sejt felsd szeletébdl 1: CD4, 2:
Suligovir, 3: kolera toxinnal jelzett lipid ,raft”, b4: atfedés.
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Korabban mar bemutattuk, hogy a Suligovir in vitro kovalens kétddéssel kapcsolodik
a tioredoxinhoz, ezért a Suligovir ¢és a sejtfelszini tioredoxin elhelyezkedését is
Osszehasonlitottuk. A Suligovir és a sejtfelszini tioredoxin szinte teljesen azonos helyen
talalhatd meg a sejt felszinén (30. A, B abra). Hasonléan a CD4-Suligovir kdlcsonhatas

vizsgalata soran kapott eredményekhez, a tioredoxin €s a Suligovir ebben az esetben is a lipid

,raft’-tal azonos helyen jelenik meg a sejt felszinén (30. C abra).

1

30. abra CLSM vizsgalatok a Suligovir és lipid ,raft”’-ok kolcsonhatasarol a sejtfelszini
tioredoxinnal Kit225 K6 sejteken. (A) A Suligovir ¢és sejtfelszini tioredoxin
kolokalizacidja 1: thioredoxin, 2: suligovir, 3: atfedés. (B) A Suligovir és sejtfelszini
tioredoxin kolokalizacidja a sejt felsé szeletén 1: thioredoxin, 2: Suligovir, 3:
atfedés. (C) A kolera toxinnal festhetd lipid ,raft” és tioredoxin kolokalizacioja 1:
tioredoxin, 2: lipid ,,raft”, 3: atfedés.
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A konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopiaval kapott képek jelzik, hogy a Suligovir
mennyisége CLSM-mel nem detektalhatd intracellularisan, hanem a sejt felszinén, a
sejtmembranhoz kapcsolodik (29. abra). Igy igen valdsziniitlen az, hogy a reverz
transzkripcid gatlasaval (Tokés és Aradi, 1996) fejtené ki antiviralis aktivitasat a molekula.

CLSM-mel kapott eredményiink szerint a sejtfelszini tioredoxin a lipid ,raft”-okban
lokalizalt és a Suligovir is ezekben a pontokban dusul fel. Masik kisérletiink szerint a
Suligovir a lipid ,raft”-okban taldlhaté CD4 receptorral azonos helyen dusul fel. Az
irodalomban jelenleg vita targya, hogy a lipid raftokban lokalizalt CD4 receptorok a HIV
kizardlagos receptorai, vagy a lipid ,raft”-okon kiviili receptorok is részt vesznek a HIV
felvételében (Popik és mtsai, 2002; del Real és mtsai, 2002; Percherancier és mtsai, 2003).

Figyelembe véve a Suligovir potens HIV belépést gatld hatasat (0,003 pg/ml), CLSM
eredményeink inkdbb amellett szolnak, hogy a virus lipid ,raft”-okban lokalizalt CD4
receptorokon keresztiil keriil felvételre. Tovabbi hangsulyozandd és fentebb megjegyzett
eredményiink az, hogy a tioredoxin a sejt felszinén elhelyezkedd lipid ,,raft”-okban fordul eld
(30. C abra). Ezt eddig nem irtdk le. Ha azt az irodalmi eredményt elfogadjuk, hogy a
tioredoxin feltétlen kell a CD4 virus belépés soran bekovetkezd konformécios valtozashoz
(Matthias és mtsai, 2002; Matthias és Hogg, 2003; Hogg, 2003), akkor egy ujabb
megerdsitését kapjuk annak, hogy a HIV a lipid ,raft”-okban lokalizalt CD4 molekuldkat
hasznositja a bejutashoz.

Vizsgalataink nem terjedtek ki a Suligovir protein diszulfid izomerazzal és gp120-szal
lehetséges kolcsonhatasara. A virus belépése soran a gpl120-ban a PDI felelds a diszulfid
kotések valtozasaért (Gallina és mtsai, 2002; Barbouche és mtsai, 2003), mely a Suligovir egy
tovabbi antiviralis célpontja lehet. Az utdbbi iddben irtdk azt le, hogy a gp120-t, PDI-t, CD4-
et és CXCR4-et tartalmaz6 tetramolekularis fehérje komplex kialakit egy (a virus belépéséhez
sziikséges) ,kaput” és a PDI redox aktivitdsa sziikséges a gpl20 nélkiilozhetetlen
konformaécids valtozasahoz (Matthias €s mtsai, 2002).

Eredményeink szerint a Suligovir egy nem toxikus HIV ellenes anyag, mely a virus
belépésénél fejti ki gatld hatasat.

A Suligovirnak harom, az antiviralis hatds szempontjabol fontos jellegzetessége van,
melyek a kémiai modositdsnak kdszonhetdek, ezek:

1. a4-tiono csoport megnoveli a bazis hidrofob jellegét (TOkés és Aradi, 1996)
2. a 4-tiono csoport tautomer atrendezddésével a bazis 4-es helyén reaktiv -SH csoport

alakulhat ki (Simuth és mtsai, 1970)
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3. a bazison torténd tiolalas a foszfodiészter kotések modositdsa nélkiil is egy a
nukledzokkal szemben igen ellendlld oligonukleotidot eredményez (20. abra).

A Suligovir nem jut at a sejtmembranon, hanem a sejt felszinén helyezkedik el. Ez egy
igen jelentds kiilonbség a Suligovir és sok mas, HIV-ellenes aktivitassal rendelkezd
oligonukleotid kozott. Valdszinlileg ez a tulajdonsag lehet részben felelés az alacsony
toxicitasért. Masrészrdl, a Suligovir nem toxikus természete azzal is magyarazhato, hogy a

sejtfelszini kolcsonhatas specifikus, a Suligovir csak bizonyos sejtfelszini célpontokat tdmad.

4.5. Suligovir antiviralis aktivitasa

Az alabbi tablazatokban szereplé adatokat a Southern Research Inc. (USA, Maryland)
munkatarsai mérték. Vad tipusa, illetve nukleozid- (NRTI) és nem nukleozid reverz
transzkriptaz inhibitorokra (NNRTI) rezisztens HIV-1 torzsek replikacié gatlasat standard sejt
alapt ,,assay”’-vel mérték (2. tablazat). AZT-t és nevirapint hasznaltak pozitiv kontrollként,
melyekre a mutans virus torzsek 16-333 szoros rezisztencat mutattak. Ezek az adatok azt
Tovabba megvizsgaltdk a HIV replikacid gatlasat periférialis mononuklearis sejteken,
kiilonbozo virustorzsekkel (3. tablazat). Ebbe a tablazatba foglaltuk 6ssze a Suligovir SIV
replikaci6 gatlasara kifejtett hatasat. Ez utobbi fontos eredmény a tervezett in vivo
majomkisérletek szempontjabol.

2. tablazat A Suligovir antiviralis aktivitasa.

VIRUS IZOLATUM ICso TCso TI Rezisztencia foka* Rezisztencia
Suligovir (ug/ml) TCSO/ICSO ICSOmuténs/ICSOVad tipus tipusa
Vad tipus
RF 0,8 >50 >62
11IB 4.4 >100 >23
NL4-3 7,8 >100 >13
NLA4-3 mutans
K103N 25,4 >100 >4 Szenzitiv; 3,3 NNRTI
Y181C 6,7 >100 >15 Szenzitiv; 0,9 NNRTI
4X AZT 24,5 >100 >4 Szenzitiv; 3,1 NRTI
1B mutans
DPS-R 10,5 >100 >10 Szenzitiv; 2,4 NNRTI

* Amennyiben a rezisztencia foka <5, akkor az adott potencialis gydgyszerre szenzitiv a virus
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3. tablazat A Suligovir HIV replikaciot gatlo hatasa periférids mononuklearis sejtekben
kiilonboz6 virustorzsekkel szembeni antiviralis aktivitasa.

VIRUS IZOLATUM ICso TCso TI
Suligovir (;,Lg/ml) TCs0/ICs

Human virus torzsek

HIV-1 RW/92/016 (A altipus) 0,02 >100 >5000,0
HIV-1 BR/92/014 (B altipus) 0,3 >100 >333,3
HIV-1 BR/92/025 (C altipus) 0,05 >100 >2000,0
HIV-1 UG/92/046 (D altipus 0,25 >100 >400,0
HIV-1 CMUO2 (E altipus) 0,41 >100 >243.9
HIV-1 BR/93/020 (F altipus) 4,77 >100 >21,0
HIV-1JV 1083 (G altipus) 0,54 >100 >185,2
HIV-1 BCFO1 (O altipus) 4,29 >100 >233

Majom virus torzsek

SIVmac25 11,50 >100 >66,6
SHIV89,6p 0,17 >100 >588,2
SIVPBj 0,26 >100 >384,6

1Csy, a virus replikacié 50%-os gatlasa; TCs, a sejt életképességének 50%-o0s csokkenése;

In vitro a Suligovir 1Cs5y=0,8-25,4 ng/ml koncentracié tartomanyban gatolja a
kiilonbozé HIV- (beleértve a nukleozid- és nem nukleozid reverz transzkriptaz inhibitorokkal
szemben rezizsztens mutans) torzseket. Ugyancsak potens gatloszere a HIV-1 (0,02-4,77
pg/ml) €s a majmokat megbetegitd SIV (0,17-11,5 pg/ml) virus kiilonboz6 altipusainak is. Ez
az antiviralis aktivitds hasonld, vagy magasabb, mint az irodalomban mar leirt oligonukleotid
alap HIV ellenes anyagok (Agraval és mtsai, 1989; Bardos ¢és mtsai, 1992; Buckheit és
mtsai, 1994; Inagawa és mtsai, 2002; Jing és mtsa, 1998; Kinchington és mtasi, 1992;
Kuwasaki és mtsai, 2003; Matsukura és mtsai, 1987; Ojwang ¢és mtsai, 1995; Tsukahara ¢és
mtsai, 1997; Yamaguchi és mtsai, 1997). A Suligovir 1Csg értékénél 50-1000-szer nagyobb
koncentracioban sem toxikus a sejtekre és a human granulocita progenitor sejtek kolonia

képzodésére sem fejt ki 1ényeges gatlohatast (21. abra).
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5 OSSZEFOGLALAS

Munkacsoportunk biologiailag aktiv oligonukleotidok tanulményozésa és fejlesztése
soran egy potens anti-HIV aktivitdssal rendelkezd oligonukleotidot allitott eld, melyet
Suligovirnak neveztiink el, kémiai szerkezete: (s*dU)ss. Doktori disszertaciomban az (s*dU)ss
kémiai szintézisének optimalizalasa, kémiai, biokémiai karakterizalasa, valamint anti-HIV
aktivitdsanak tanulmanyozasa soran végzett munkamat mutatom be. Ismételten megjegyzem,
hogy az anti-HIV aktivitds méréseket a DEOEC Mikrobioldgiai Intézet munkatarsai végezték

velem szoros kooperacioban.

1. Kidolgoztunk két mddszert a Suligovir eléallitasara:

A modszer: eléallitottuk a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit és CPG szarmazékat és
ezek felhasznaldsaval a  Suligovirt automata oligonukleotid
szintetizaloban

B modszer: eléallitottuk (dC),5-bol folyékony H,S kezeléssel a Suligovirt

2. 'H-, "C-, °'P-NMR spektroszkopids és tomegspektrometrids modszerekkel
meghataroztuk a két modon eldallitott Suligovir kémiai szerkezetét. Megallapitottuk,
hogy a Suligovir A nem teljesen tiolalt (31-32 kénatomot tartalmaz), mig a Suligovir
B tiolasa gyakorlatilag teljes (35 kénatomot tartalmaz molekulanként).

3. A két modszerrel eldallitott Suligovir biologiai aktivitdsaban nem talaltunk Iényeges
eltérést. Megallapitottuk, hogy szerkezeti inhomogenitdsa és magas eldallitasi koltsége
miatt az A modszerrel nem célszerii nagyobb mennyiségben eldallitani a Suligovirt, de
kisérleti rendszerekben a Suligovir B-vel azonos bioldgiai aktivitdsa miatt fel lehet
hasznalni.

4. Kimutattuk, hogy a Suligovir nukledzokkal szemben a kiindulasi, médositatlan (dC)s3s
oligonukleotidhoz képest negyvenszer stabilabb és a celluldris toxicitdsa nagyon
alacsony (180 pg/ml koncentracidéig human granulocita makrofadg progenitor sejtek
koldniaképzddésére nincs jelentds gatld hatasa).

5. Egy példan bemutattuk, hogy a Suligovir a CD4" sejtekhez tizszer nagyobb mértékben
kotédott, mint a CD4™ sejtekhez.

6. Konfokalis mikroszkopiai vizsgélataink szerint a Suligovir a sejt belsejébe nem jut be,
hanem a sejt felszinén a koleszterin gazdag lipid ,raft”-okban elhelyezked6 CD4

molekulakhoz kotédik.
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7. A sejtfelszinen jelentdsen kolokalizal a tioredoxinnal is és izolalt tioredoxinnal
kovalens kolcsonhatast is kialakithat.

8. A Suligovir 1C5p=0,8-25,4 pg/ml koncentracioban gatolja a vad, a nukleozid és nem-
nukleozid reverz transzkriptdz inhibitor rezisztens mutans torzseket, illetve a HIV-1

(0,02-4,77 pg/ml) és SIV (0,17-11,5 pg/ml) kiilénb6zo altipusait.

Osszefoglalva: a Suligovir egy igéretes terdpias agens a HIV fertézés vagy az AIDS
kezelésére, egy a virus bejutasat gatlo inhibitor. A folyamatban 1év6 in vivo kisérletek dontik
majd el, hogy a Suligovir csupan egy elméleti szempontbol érdekes molekula vagy tovabbi
fejlesztés utan esetleg gydgyszerként jelenhet meg egy sulyos, haldlos kimenetelli betegség,

az AIDS kezelésében.

52



Horvath Andras: Ph.D. dolgozat Summary

6 SUMMARY

One of he future goals of our laboratory is to develop oligonucleotide HIV inhibitors.
In this Thesis I present our results on the synthesis, the chemical and biochemical
characterization and anti-HIV activity of a 35-mer deoxyoligonucleotide composed
exclusively of 4-thio-deoxyuridylate [(s'dU)ss, Suligovir]. I need to add that the anti-HIV
activity measurements were made in strong cooperation with the Institute of Microbiology at

the University of Debrecen, Medical and Health Science Center.

1. We have worked out two methods for the synthesis of Suligovir:

a. Method A: Suligovir synthesis from 4-thio-deoxyuridin-phosphoramidite on
CPG (Controlled-Pore Glass)
b. Method B: Suligovir synthesis through liquid H,S treatment of (dC)ss

2. We have determined the chemical structure of Suligovir A and B by 'H-, °C- and *'P-
NMR spectroscopy and mass spectrometry. It was shown that the Suligovir A is less
thiolated than Suligovir B. As an average, Suligovir A contains 31-32, while Suligovir
B contains the desired 35 sulphur atoms per molecule.

3. The biological activities of Suligovir A and B do not differ significantly. We have
shown that the structural inhomogeneity and the high cost of production do not make
the Suligovir A suitable for therapy. However, it can be used for the in vitro test
systems because its biologically activity is the same as the Suligovir B’s.

4. We have shown that Suligovir A and B are equally stable in biological media and they
are forty times more stable against nucleases than the starting compound, the
unmodified (dC);s oligonucleotide. The cellular toxicities of both Suligovirs are very
low (Suligovir had negligible effect even until 180 pg/ml concentration on the colony
formation of human macrophage granulocite progenitor cells).

5. The Suligovir binds strongly to CD4" cells until saturation, while its binding is less to
CD4 cells.

6. Our CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy) studies showed that the Suligovir
can’t penetrate into the cell but it binds to the CD4 molecules localized in the

cholesterol rich lipid rafts on the cell surface.
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7. The Suligovir co-localizes with and it forms covalent binding to thioredoxin, therefore
it inhibits the redox power of the cell surface. This redox change would be necessary
for successful HIV-1 entry.

8. The Suligovir inhibits the replication of various laboratory strains of HIV, including
resistant mutants to NRTI and NNRTI, with ICsy values in the range from 0.8 to 25.4
pg/ml. It also inhibits the replication of various subtypes of HIV-1 (ICsy = 0.02-4.77
pg/ml) and SIV (ICsg (0.17-11.5 pg/ml).

As a conclusion, Suligovir is a new member of HIV-1 entry inhibitors, which acts through
non-sequence specific mode of action. It inhibits the replication of HIV-1 in an early phase of

the virus life cycle; apparently it can be used for the inhibition of HIV-1 infection.
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