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RÖVIDÍTÉSEK 

 
BSA  szarvasmarha szérumalbumin 
CEDIPClPA 2-cianoetil-N,N-diizopropilklór-foszforamidit 
CLSM  konfokális lézer szkenning mikrószkópia 
CNE  2-cianoetil 
CPG  kontrollált pórusú üveg 
Cy-3 és Cy-5 szulfoindocianin-szukcinimidil észter típusú festék származékok 
DCM  diklór-metán 
DIPEA  N,N-diizopropil-etilamin 
DMF  N,N-dimetilformamid 
DMTr  di(p-metoxifenil)fenilmetil 
DTNB  5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesav 
DTT  ditiotreitol 
s4dU  2'-dezoxi-4-tio-uridin 
ESI-MS elektron spray ionizációs tömegspektrometria 
FCS  fötális borjú szérum 
Fmoc  9-fluorenilmetoxikarbonil 
FRET  fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (Fluoreszcence Resonance Energy 
  Transfer) 
HBTU  2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurónium-hexafluorfoszfát 
HOBt  1-hidroxibenztriazol 
mAt  monoklonális antitest 
NMI  1-metilimidazol 
NMR  mágneses magrezonancia 
NRTI  nukleotizid reverz transzkriptáz inhibitor 
NNRTI nem nukleotizid reverz transzkriptáz inhibitor 
MS  tömegspektrometria 
PAGE  poliakrilamid gél elektroforézis 
PDI  protein diszulfid izomeráz 
py  piridin 
rt  szobahQmérséklet 
RT  reverz transzkriptáz 
TCA  triklórecetsav 
TLC  vékonyréteg kromatográfia 
TMS-Cl trimetilszilil-klorid 
Tris  Trisz(hidroxi-metil)amino-metán 
US II  univerzális CPG 
US 500 univerzális CPG 
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1  BEVEZETÉS 

 Az oligonukleotidok értékes eszközök a kutatók kezében, melyekkel gének 

expresszióját, vagy proteinek aktivitását lehet gátolni. Széleskör_ terápiás alkalmazásuk 

bevezetése szintén várható a közeljövQben. Az oligonukleotidok mint kísérleti eszközök vagy 

mint potenciális terápiás ágensek biológiai aktivitásukat két módon fejtik ki: 

a) Szekvencia specifikus módon (antiszensz oligonukleotidok, triplahélix képzQ 

oligonukleotidok, aptamerek, ribozimok, decoy oligonukleotidok, illetve kis 

interferáló RNS-ek) 

b) Nem szekvencia specifikus módon (interferon indukáló oligo- vagy polinukleotidok, 

antitemplátok, egyéb) 

 Meg kell jegyezni, hogy a két fenti típusú aktivitás nem mindig jelentkezik tisztán, 

kevert funkciójú biológiailag aktív oligonukleotidok is elQfordulnak. 

 
1.1. Oligonukleotidok szekvencia specifikus módon kifejtett lehetséges 

biológiai aktivitása 
 
 Antiszensz oligonukleotidok: Az antiszensz oligonukleotidok általában 15-20 

nukleotidból állnak és a célzott mRNS komplementerei. Antiszensz aktivitásukban két fQ 

mechanizmus játszik szerepet. A legtöbb antiszensz oligonukleotidot úgy tervezik, hogy 

aktiválódjon az RNáz H enzim, mely a DNS·RNS heteroduplex RNS részét hasítja, és ez a 

hasítás vezet a cél mRNS degradációjához. A riboszóma blokkolása révén transzláció 

gátlására lehet használni azokat az antiszensz oligonukleotidokat, melyek nem indukálnak 

RNáz H hasítást (Kurreck, 2003).  

 Triplahélix képzQ oligonukleotidok: A triplahélix képzQ oligonukleotidok homopurin 

vagy homopirimidin tartalmúak és harmadik szálként szekvenciaspecifikus módon 

kapcsolódnak a DNS duplexhez (Frank-Kamenetskii és Mirkin, 1995). Az oligonukleotid 

szálat a harmadik szál bázisai és a duplex purinjai között kialakuló Hoogsteen-hidrogén 

kötések stabilizálják (Radhakrishnan és Patel, 1994; Nagatsugi és Sasaki, 2004). A triplahélix 

DNS érdekes tulajdonsága, hogy nemcsak a célzott géneket gátolja, hanem meghatározott 

helyeken pontmutációkat indukál.  

 Aptamerek: Körülbelül 10 évvel ezelQtt írtak le elQször olyan oligonukleotidokat, 

melyek szekvencia specifikus módon, nagy affinitással kötQdnek különbözQ célmolekulákhoz 

(kismolekulákhoz [aminosavak, nukleotidok, antibiotikumok], proteinekhez, 

nukleinsavakhoz, intakt vírusokhoz és élQ 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 aktivitással rendelkezQ ribooligonukleotidok, 

melyek az RNS helyspecifikus hasítására képesek (Inoue és mtsa, 1985; Doudna és Cech, 

2002). A ribozimokat hatásmechanizmusuktól függQen különbözQ osztályokba sorolják. 

 Decoy (csalétek) oligonukleotidok: A decoy oligonukleotidok a transzkripciós 

faktorokhoz szekvenciaspecifikus módon kapcsolódnak. Gátló hatásukat azáltal fejtik ki, hogy 

gyakorlatilag kivonják a rendszerbQl a transzkripciós faktorokat (Tomita és mtsai, 2004; 

Morishita és mtsai, 2004). 

 RNS interferencia: A 21-22 nukleotid hosszúságú kis interferáló RNS-ek (siRNS) 

használatával szelektív gén „silencing” érhetQ el. A duplaszálú siRNS-ek beépülnek az RNS 

által indukált génelcsendesítQ komplexekbe (RISC). A komplexben található enzimek 

egyszálúvá alakítják át az siRNS-t. Ezután ez az egyszálú siRNS irányítja a komplexet a vele 

homológ részeket tartalmazó mRNS-ekhez, amiket a komplex enzimei feldarabolnak 

(Kurreck, 2003; Manoharan, 2004).  

 Itt kell megjegyeznem, hogy az endogén ribozimok, illetve kis interferáló RNS-ek 

jelentQs biológiai funkcióval rendelkeznek, hiszen az RNS helyspecifikus hasítása és az RNS 

interferencia alapvetQ jelenségek a sejten belül. Ezzel szemben a többi, fent ismertetett 

jelenség elsQsorban vagy kizárólag exogén, mesterséges oligonukleotidok hatására mehet 

végbe. 

 
1.2. Oligonukleotidok nem szekvencia specifikus módon kifejtett lehetséges 

biológiai aktivitása 
 
 Interferon indukáló oligonukleotidok: A nem szekvencia specifikus módon ható 

biológiailag aktív oligonukleotidok skálája nem olyan széleskör_, mint a szekvencia 

specifikus módon ható oligonukleotidoké. A duplaszálú RNS [mint amilyen a 

poli(rI)·poli(rC)] interferon indukáló ágens, melynek terápiás felhasználására korábban már 

folytattak kísérleteket (Pitha és mtsai, 1982; Chadha és mtsai, 2004; Raj és Pitha, 1983; De 

Clercq és mtsai, 1979). 

 Antitemplát oligonukleotidok: A DNS-polimerázok m_ködéséhez templát szükséges. 

Számos kémiailag módosított polinukleotid (pl. 5-merkaptopirimidin), elfoglalva a templát 

kötQ helyet, erQteljesen gátolja a templát függQ nukleinsav polimerázokat, a DNS-polimerázt, 

RNS-polimerázt, vagy a reverz transzkriptázt (Bardos, 1974; Kung és mtsai, 1982; Aradi és 
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Ho, 1985). Ezeket a nukleinsav-polimeráz gátló, kémiailag módosított polinukleotidokat 

antitemplátoknak nevezzük. 

 A laboratóriumunkban kifejlesztett homo-oligomer, Suligovir [(s4dU)35] is nem 

szekvencia specifikus módon fejti ki hatását. 

 
1.3. Nukleotidok kémiai módosítása 
 
 A nukleotidok kémiai módosításával kedvezQ tulajdonságú oligonukleotidokat 

állíthatunk elQ (megnövelt stabilitás, jobb farmakokinetikai tulajdonságok, nagyobb affinitás a 

célmolekulához, stb.). A nukleotidok kémiai módosítása történhet: 1. foszfát csoporton, 2. 

cukor komponensen, 3. bázison (1. ábra). 

 

O
O

H

O

H

OH

H

B

P OO

O

Bázis

Ribóz (2'-OH-csoport)

Foszfát gerinc

 

1. ábra A ribonukleotidok kémiai módosításainak lehetséges helyei 

 
 A kémiailag módosított nukleotid analógok száma óriási, ezért teljes ismertetésére 

ezen disszertáció keretében nem is vállalkozhatok. 

 Foszfát-csoport módosítás: A biológiailag aktív exogén oligonukleotidokat gyakran 

foszforotioát internukleotid kötéssel szintetizálják. Nagyon megemeli a vegyület nukleáz 

stabilitását, de növeli a nem szekvencia specifikus kölcsönhatásokat is, és ezáltal emeli az 

oligonukleotidok citotoxicitását (Amarzguioui és mtsai, 2003; Brown és mtsai, 1994). 

 Cukorgy_r_ módosítás: A cukorkomponensen módosított nukleotidok sokfélék 

lehetnek. Legismertebb képviselQjük a 2’-O-metil és 2’-O-metoxi-etil RNS. Az így 

módosított oligonukleotidok kevésbé toxikusak és nagyobb stabilitású dupla-hélixet 

képeznek, mint a módosítatlanok (Kurreck és mtsai, 2002). Ez a módosítás megnöveli 

penetrációs képességüket is. Az utóbbi néhány évben fejlesztették ki az úgynevezett „locked” 

nukleotidokat, melyek oligomerekbe építve jelentQsen emelik a duplaszálú hibridek 

(LNS·DNS) olvadáspontját (Elayadi és Corey, 2001; Braasch és Corey, 2001; Ørum és 
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Wengel, 2001). Az LNS·DNS kiméra hatékonyan gátolja a génexpressziót (Braasch és mtsai, 

2002). A 4’-tio módosítás beépítése jelentQsen növeli az olvadáspontot, illetve az így 

módosított nukleotid igen erQteljes nukleáz rezisztenciát mutat. Intenzíven tanulmányozott 

nukleinsav analóg a peptid nukleinsav. A peptid nukleinsavakban a dezoxiribóz foszfát gerinc 

poliamidkötésekre van kicserélve. Igen kedvezQek a hibridizációs tulajdonságaik, nagy 

biológiai stabilitással rendelkeznek (Nielsen, 1999; Elayadi és Corey, 2001).  

 Bázis módosítás: Az irodalomban található nagyszámú purin és pirimidinbázison 

módosított, illetve ezekkel analóg nukleotidok részletes ismertetésére disszertációmban nem 

térek ki. Példaként említeném közülük az 5-fluor-uracilt, melyet tumor terápiás célra 

használnak. A bázisra bevitt funkciós csoportok általában növelik a nem specifikus 

kölcsönhatást más nukleotidokkal, illetve proteinekkel (Manoharan, 2004). Jelen 

disszertációban a 4-tio-dezoxiuridint tartalmazó homo oligomer szintézisét, kémiai és 

biokémiai jellemzését mutatom be. 

 
1.4. Az AIDS és a retrovírusok 
 

Az 1980-as évek elején került az érdeklQdés középpontjába egy fertQzQ betegség, az 

AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) (Gottlieb és mtsai, 1981; Masur és mtsai, 

1981; Siegal és mtsai, 1981). 1983-ban izolálták a betegség kórokozóját, a Lentiviridae 

víruscsalád (Barre-Sinoussi és mtsai, 1983) egyik tagját, az azóta HIV-nek (Human Immune 

deficiency Virus) (Coffin és mtsai, 1986) nevezett retrovírust. A HIV vírusnak két típusát 

találták, a HIV-1 és HIV-2 vírusokat. A két típusnak 40-50%-ban hasonló az RNS 

szekvenciája és hasonló klinikai tünetegyüttest is okoznak, bár a HIV-2 kevésbé virulens, 

mint a HIV-1, és HIV-2 fertQzés esetén az AIDS betegség kialakulásáig tartó lappangási idQ 

hosszabbnak bizonyult. 

A vírusos megbetegedésektQl eltérQen a HIV fertQzés kezdetben észrevétlen marad, a 

beteg évekig panaszmentes lehet. Ez alatt az idQ alatt a fertQzöttek, fertQzöttségükrQl nem 

tudva adják át másoknak a vírust. A HIV fertQzéstQl az AIDS diagnosztizálásáig tartó 

lappangási idQszak hossza széles tartományban mozoghat, 2 hónaptól több mint 15 évig is 

terjedhet. Az iparosodott országokban ez az idQszak általában 8-10 év (Alcabes és mtsai, 

1993; Blattner, 1991). Végül a fertQzQdés az immunrendszer teljes összeomlását eredményezi.  

A HIV fertQzés és AIDS kezelésére számos olyan anyagot fejlesztettek ki, melyek 

késleltetik, akadályozzák a betegség kialakulását, növelik a túlélési idQt. Hatásos vakcina 

elQállítása mértéktartó vélemények szerint is leghamarabb csak 2010-2020 környékén 
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várható. FeltételezhetQ, hogy annak széleskör_ elterjedése után még évekig lesznek 

megbetegedések. 

A retrovírusok RNS genommal rendelkezQ vírusok. A Retroviridae családot három 

taxonómiai csoportra oszthatjuk (Weiss és mtsai, 1984; Fields és mtsai, 1990). Az 

Oncoviridae vagy RNS tumor vírusokat megtalálhatjuk mind a madarakban, mind az 

emlQsökben. Ezen vírusok közé tartoznak az avian szarkóma és leukózis vírusok (ASLV), a 

murine leukémia vírusok (MLV), a murine mammary tumor vírusok (MMTV) és a humán T-

sejt leukémia vírusok (HTLV-1 és 2). A második csoportba a Spumaviridae vagy foamy 

vírusok tartoznak, melyek sejtkultúrában a sejtek vakuolációját okozzák. A foamy vírusokat 

számos emlQsfajból izolálták, pl. majmokból, szarvasmarhákból, macskákból és emberekbQl. 

A Lentiviridae tagjai, mint például a HIV, számos neurológiai és immunológiai betegséget 

okoznak az emlQsökben. A lentivírusokhoz tartozik a Visna/Maedi vírus, Caprine Arthritis-

Encephalitis vírus (CAEV), Equine Infectious Anemia vírus (EIAV) és néhány 

immundeficiencia vírus [szarvasmarhában (BIV), macskákban (FIV), majmokban (SIV) és 

emberekben (HIV-1 és HIV-2)]. 

 
1.5. A HIV-1 felépítése 
 

A HIV-1 hozzávetQlegesen 110 nm átmérQj_ gömb alakú részecske, melyet kettQs 

lipidrétegbQl álló burok vesz körül (2. ábra) (Coffin és mtsai, 1997a). Minden virion két 

genomiális RNS molekulát tartalmaz. A virionokban hat szerkezeti, három regulátorfehérje és 

három enzim található. A HIV vírus extracelluláris membránja körülbelül 72 dudort vagy 

kiemelkedést tartalmaz, melyek elQsegítik a gazdasejthez való kötQdést. Ezek a dudorok 

háromszögszer_ szimmetriát mutatnak, vagyis a burokfehérjék három heterodimert 

tartalmaznak. Minden egyes heterodimer egy felszíni receptorkötQ alegységbQl (SU vagy 

gp120) és egy, ezzel nem-kovalens kölcsönhatásban lévQ transzmembrán alegységbQl (TM 

vagy gp41) áll. A lipid membrán egy tömör, kúp formájú magot vesz körbe, ami mátrix (MA) 

és kapszid (CA) proteinekbQl épül fel. A nukleokapszid (NC vagy p7) fehérje, a reverz 

transzkriptáz (RT vagy p66) és az integráz enzim (IN vagy p32) a virális genomhoz 

kapcsolódik. Ezzel a maggal állnak összefüggésben a Nef (p15) és Vif (p23) proteinek, 

azonban ezek pontos elhelyezkedése nem ismert még. A Vpr a p6 struktúrproteinhez kötQdik. 
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ReceptorkötQ (SU vagy gp120)

Transzmembrán 
fehérje(TM vagy gp41)

Lipid kettQsréteg

Reverz transzkriptáz
(RT)

Integráz (IN)

Proteáz (PR)

RNS genom
(vRNS)

Nukleoprotein (NC)

Kapszid (CA)

Mátrix (MA)

 
 

2. ábra A HIV-1 virion szerkezete 
 
A HIV-1 RNS genomja 9,8 kb. méret_ és két pozitívszálú RNS molekulát (vRNS) 

tartalmaz, melyek nem kovalens kölcsönhatással dimert alkotnak. A genom mindkét végén 

fehérjét nem kódoló regulátor szekvenciák találhatók. Ehhez az U5, illetve U3 régiók 

kapcsolódnak, melyek csak az egyik végén helyezkednek el az RNS-nek. Két nagy csoportját 

különböztetjük meg a géneknek: strukturális gének (gag, pol, env) és regulátor gének (tat, rev, 

nef, vif, vpr és vpu). A vírusgenom DNS másolatát provirális DNS-nek nevezzük. A reverz 

transzkripció során a terminálisan jelenlévQ U5 és U3 szekvenciák megduplázódnak, így az 

U3-R-U5 szekvenciák a provirális DNS 5’ és 3’ végén jelen lesznek. Ez a 640 bp.-t 

tartalmazó „long terminal repeat” (LTR) elengedhetetlenül szükséges a vírus szaporodásához. 

LehetQvé teszi a provirális DNS integrálódását a gazdasejt genomjába, ugyanakkor ezáltal jön 

létre a provirális DNS-ben az a regulátor régió, mely a transzkripció startpontját, a promoter 

és az enhancer szekvenciákat tartalmazza. A vírus genomja (3. ábra) kilenc gént tartalmaz, 

melyek esszenciálisak a fertQzQképes vírusrészecskék összeszereléséhez. Hat gén egyedi, csak 

a HIV vírusra jellemzQ, a többi három a retrovírusoknál általános (Scarlata és mtsa, 2003). A 

genom tartalmazza a gag és pol-env nyitott leolvasási kereteket, melyek a retrovírusok fehérje 

alapkészletét alakítják ki. A pol gén a vírus enzimjeit kódolja, mint a reverz transzkriptázt 

(RT), integrázt (IN) és proteázt (PR). 
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3. ábra A HIV-1 genom sematikus ábrázolása 
 
A reverz transzkriptáz feladata a vírus részecskében, hogy az RNS genomot 

duplaszálú DNS molekulává írja át a fertQzött sejtekben (Coffin és mtsai, 1997b). A reverz 

transzkripció kezdQ lépéséhez egy tRNSlys3 (3. számú lizin specifikus tRNS) molekula 

szükséges, mely a vRNS szálhoz kötQdik a vírus részecskében (Goff, 1990; Hu és Temin, 

1990; Katz és Skalka, 1990). A tRNSlys3 molekulán a tRNS primer csomagolását a RT 

enzimmel való specifikus kölcsönhatás segíti elQ (Oude Essink és mtsai, 1995). A proteáz 

enzim hasítja a gag és pol prekurzor proteint. Az env gén azon glikoproteineket kódolja, 

melyek a vírus részecske felszínén fejezQdnek ki. A gag gén a mátrix, kapszid és 

nukleokapszid szerkezetfehérjéket kódolja. 

 Összehasonlítva a Retroviridae más tagjaival, a lentivírusok nagyobb és komplexebb 

genommal rendelkeznek, melyek jó néhány további proteint kódolnak. A HIV-1 hat további 

proteint tartalmaz, a tat, nef, rev, vif, vpr és vpu (Trono, 1995; Frankel és mtsa, 1998) 

proteineket, amelybQl a vif, vpr és nef a vírus részecskében vannak jelen. A vif, vpr, vpu és 

nef géntermékek néhány kísérleti modellrendszerben nem voltak feltétlenül szükségesek a 

sejtek megfertQzéséhez, de minden bizonnyal hozzájárulnak a vírus in vivo 

fertQzQképességéhez (Frankel és mtsa, 1998). A tat és rev proteinek a vírus replikációjához 

nélkülözhetetlenek. A tat protein homodimerként aktív. A tat a HIV traszkripció potens 

transzaktivátora, megnöveli mind a transzkripció iniciálásának, mind az RNS 

hosszabbításának a gyakoriságát (Bohan és mtsai, 1992; Jeang és mtsai, 1992, 1993; Kao és 

mtsai, 1987; Laspia és mtsai, 1989). A rev az éretlen RNS magi exportját egy specifikus RNS 

transzport útvonalon keresztül indítja be (Olsen és mtsai, 1990; Malim és mtsa, 1991; Meyer 

és mtsai, 1996; Najera és mtsai, 1999). 

A HIV-1-et három csoportra, az M (main), az O (outlier) és N (non-M, non-O) 

csoportokra oszthatjuk (McCutchan, 2000; Simon és mtsai, 1998), melyek a vírus majomból 

emberre történt átvitelének három, egymástól független esetét reprezentálják. A HIV-1 gyors 
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életciklusa a fertQzött egyedekben, az immunválasz, illetve az antivirális szerek használata 

mind hozzájárultak ahhoz, hogy a vírus genetikai állománya folyamatosan változzon. Ezek 

alapján jelenleg a HIV-1 M csoportján belül kilenc különbözQ altípust (A-J), két további al-

altípust és számos cirkuláris rekombináns formát (CRF) különböztetünk meg (Thomson és 

mtsai, 2002; Perrin és mtsai, 2003; Delgado és mtsai, 2002). A kilenc altípus fQleg az env 

génben különbözik egymástól. A HIV-1 O csoportjába tartozó típusokat mint az M csoportba 

nem illeszthetQ törzseket különítették el. Az N csoportba, melyet az utóbbi idQben ismertek 

fel, mindössze két altípus tartozik. A világtérképen látható, hogy a legtöbb altípus és CRF 

Közép-Afrikában van jelen, ellentétben a többi kontinenssel, ahol egy vagy csak néhány 

altípus és CRF van jelen (4. ábra). Ez alapján feltételezhetQ, hogy a HIV-1 vírus szétterjedése 

a Földön Közép-Afrikából indult ki. 

 

 

4. ábra A HIV-1 M csoport altípusainak és cirkuláris rekombináns formáinak világméret_ 
 elterjedése (Thomson és mtsai, 2002) 
 

1.6. A HIV replikáció ciklusa 
 

A HIV replikáció ciklusát egy kaszkád rendszernek tekinthetjük, melyet virális és 

celluláris fehérjék szabályoznak. A HIV-1 CD4+ sejtekben (monociták, makrofágok, T-

limfociták) sokszorozódik. A retrovírusok életciklusát, mint amilyen a HIV-1-é is, egy korai 

és egy késQi fázisra oszthatjuk (LaBranche és mtsai, 2001; TQzsér, 2003) (5. ábra). 
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2. l  épés

3. l  épés

4. L  épés

1. l  épés

5. l  épés

6. l  épés

7. L  épés

Korai F zisá

K  F zisésQi á

 

5. ábra A HIV-1 replikációs ciklusa 
 
A korai fázis kezdQpontja az, amikor a vírus közvetlenül fúzió útján vagy receptorhoz 

kapcsolt endocitózissal lép be a sejtbe (1. lépés). A dekapszidáció során megtörténik a p24 

kapszid fehérje eltávolítása. Szabaddá válik a vírus RNS és a reverz transzkriptáz enzim, 

mellyel kezdetét veszi a reverz transzkripció, amikor a vírus egyszálú RNS genomja 

duplaszálú DNS-re íródik át (2. lépés). Egy preintegrációs komplex alakul ki (PIC), mely a 

belépQ kapszid néhány fehérje komponensét és a RT által szintetizált duplaszálú DNS-t 

tartalmazza (Coffin és mtsai, 1997c). A folyamat 3. lépése során a PIC belép a magba. A 

korai fázis utolsó lépésében (4. lépés) az integráz (IN) fehérje, mely a PIC-nek alapvetQ részét 

képezi, beépíti a gazdasejt genomjába a virális DNS-t.  

A késQi fázis a virális DNS RNS-re történQ átírásával kezdQdik a gazdasejt RNS 

polimeráz II enzimjének közrem_ködésével (5. lépés). A transzkripció hatékonysága 

nagymértékben megnövekszik a vírus tat transzaktivátor proteinjének hatására (Frankel és 

mtsai, 1998; Kao és mtsai, 1987; Feinberg és mtsai, 1991; Rana és Jeang, 1999). Néhány 

mRNS termék éretlenül elhagyja a magot és templátként szolgál a gag és gag-pro-pol 

poliproteineknek, vagy beépül a keletkezQ vírusok nukleokapszidjába. Az egyszálú érett RNS 

templátja az env szintézisnek az endoplazmatikus retikulumban és a Golgiban. A gag fehérjék 

a membránban szerelQdnek össze, ahol az env proteinek felhalmozódnak (6. lépés) és az 

összeszerelt éretlen vírus részecskék lef_zQdnek a membránról (7. lépés), melyekbQl a további 
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érésük során kialakulnak az elQzQ alaktól morfológiailag eltérQ, elkülönült magot tartalmazó 

érett vírus részecskék. 

 
1.7. A HIV-1 sejtbe jutása és gátlása 
 

Mivel a disszertációmban jellemzett Suligovir egy „entry” inhibitor, ezért 

részletesebben ismertetem a HIV-1 sejtbe jutásának folyamatát, illetve az egyes lépéseket 

gátló anyagokat. A vírus sejtbe jutása alapvetQen négy lépésbQl áll. Az elsQ lépés a sejthez 

kapcsolódás, majd ezt követi a CD4 receptorhoz, majd a koreceptorhoz kötQdés. Végül a 

negyedik lépés során a vírus a membránon keresztül fúzióval jut be a sejtbe (6. ábra). 

Jelenleg több olyan gátlószer fejlesztésén dolgoznak, melyek a HIV-1 sejtbe való bejutásának 

egyes lépéseit gátolják (Cooley és Lewin, 2003). 

 

Attachment CD4 k tö Qdés Koreceptor
kötQdés

„Hairpin alak  és
membrán fúzió

”

gp41

gp41

gp41

gp120

gp120 gp120
CD4

PRO 542
CVN

T-20
T-1249
5-Hélix
IQN-17

CXCR4
AMD3100

CCR5
SCH-C
SCH-D
TAK779
PRO 140  

6. ábra A HIV-1 sejtbe jutásának és az egyes lépések gátlásának vázlatos ábrázolása 
 (Cooley és Lewin, 2003) 

 
A folyamat során a HIV-1 vírus burka közeledni kezd egy olyan gazdasejthez, amely 

CD4 receptort tartalmaz a sejt felszínén, bár CD4-tQl független kötQdést is leírtak 

(Geijtenbeek és mtsai, 2000). A HIV-1 vírus burok fehérjéje a gazdasejt sejtmembránjából 

származik, melyet a vírus sarjadzása során szerez, illetve még számos sejtfelszíni 

glikoproteint is tartalmaz, amelyeket az env gén kódol. A gp160 polipeptid prekurzor a 

celluláris proteázok hatására a gp120-ra és a gp41-re hasad el. A proteinek a Golgi 

készülékben glikozilálódnak és gp120-gp41 heterodimerekbQl álló trimerekké állnak össze, 

majd ezek a gazdasejt plazmamembránjába szállítódnak, ahol a gp41 citoplazmatikus része a 

virion nukleokapszidjához kötQdik. A vírus részecskék sarjadzása a burok fehérjéket 

tartalmazó plazmamembránon keresztül megy végbe, amibQl aztán kialakulnak az érett vírus 

részecskék (Sattentau, 1998).  
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A gp120 a burok fehérje külsQ részén helyezkedik el. A gp120 képes kötQdni a CD4-

hez és azon sejtekhez (segítQ T limfociták, makrofágok és dendritikus sejtek), melyek a 

sejtfelszínükön kemokin receptorokat tartalmaznak (Wyatt és Sodroski, 1998; Wyatt és mtsai, 

1998; Sakaida és mtsai, 1998). Globuláris szerkezete 25 d- és 5 c-helikális loopot tartalmaz. 

A protein felszínén öt változó régió (V1-V5) és belsejében öt konzervatív régió (C1-C5) 

található. A gp120 igen erQteljesen glikozilált (Leonard és mtsai, 1990), ami lehetséges, hogy 

a humorális immunválasz elleni pajzsként funkcionál (Wyatt és Sodroski, 1998). Bár a HIV-1 

gp120 glikoproteinje jellemzQen a CD4 receptorral rendelkezQ gazdasejtekhez tud 

kapcsolódni, de kis mennyiségben képes olyan sejteket is fertQzni a HIV-1, amelyek nem 

expresszálnak CD4-et. A gp120 alternatív receptoraként m_ködhetnek a galaktozilceramidok 

vagy az összefüggQ glikolipidek is (Turville és mtsai, 2001). 

A CD4 receptorhoz tehát nagy affinitással kötQdik a HIV-1 vírus. A CD4 és gp120 

közötti kölcsönhatás a HIV-1 vírus sejthez kötQdésének az elsQ lépése. Ez a kötQdés a gp120-

ban konformációs változást okoz, amely szükséges a koreceptorhoz való kötQdéshez. A 

kötQdést követQen a CD4 hajlékony része lehetQvé teszi, hogy a gp120 lesüllyedjen a 

koreceptorhoz, így hozva közelebb a vírus és a sejt membránját egymáshoz (Sattentau, 1998). 

Jelenleg két ígéretes CD4 receptor gátlószerrel folytatnak kutatásokat: egy rekombináns 

antitestszer_ fúziós fehérjével (PRO 542) és a 101 aminosavból álló Cyanovirin-N-nel (CV-

N) (Cooley és Lewin, 2003; Pierson és Doms, 2003). 

A folyamat következQ lépése során a vírus kötQdik a koreceptorhoz. Két kemokin 

koreceptor a vírus sejtbe lépését segíti elQ: CCR5 és CXCR4 (Eckert és Kim, 2001; 

LaBranche és mtsai, 2001; Edinger és mtsai, 1999). A kemokinek a citokinek nagy családjába 

tartoznak és két csoportra (CXC vagy c-kemokinek és CC vagy d-kemokinek) osztjuk Qket 

(Fernandez és Lolis, 2001, 2002). A gp120 erQteljesen konzervált V3-as régiójában 

helyezkedik el a kemokin koreceptor kötQhelye (CRbs) (Wu és mtsai, 1996). Ez a kötQhely az 

érintetlen gp120-ban a V1 és V2 loopok miatt sztérikusan hozzáférhetetlen. A CD4-gp120 

kölcsönhatás szabaddá teszi a kemokin receptorok kötQhelyét, és így lehetségessé válik a 

koreceptorokhoz kötQdés (Cocchi és mtsai, 1996). Jelenleg több CCR5 (SCH-C, SCH-D, 

TAK779, PRO140) és CXCR4 (AMD3100) gátlószert vizsgálnak (Cooley és Lewin, 2003; 

Pierson és Doms, 2003). Az SCH-C és SCH-D kis molekulájú CCR5 antagonisták, a TAK779 

megakadályozza a kölcsönhatást a gp120 és a CCR5 extracelluláris része között, a PRO140 

pedig egy monoklonális antitest. A CXCR4-et gátló AMD3100 egy kis molekulatömeg_ 

biciklám vegyület.  
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Az utolsó lépés során megy végbe a HIV-1 vírus membrán fúziója. A HIV-1 gp41 

három gp41 oligomerbQl kialakult trimer szerkezet (Weissenhorn és mtsai, 1996), és minden 

egyes oligomer a gp120-hoz kapcsolódik nem kovalens kötQdéssel. Minden egyes gp41 

oligomer három domént tartalmaz: egy intracelluláris domént (endodomén), egy 

transzmembrán részt és egy extracelluláris domént (ectodomén). A membránfúzióban az 

ectodomén vesz részt aktívan, amelynek N-terminális része tartalmaz egy hidrofób fúziós 

peptid szakaszt, a C-terminális része pedig egy HR1 és HR2 szakaszt (7. ábra).  

 

Ectodomain

EndodomainC-terminális

N nális-termi

Fúziós peptid

 

7. ábra A HIV-1 gp41 szerkezete (Cooley és Lewin, 2003) 
 

A gp41 fúzióképes szerkezetét „trimer-of-hairpin”-ként ismerjük, melyet megelQz egy 

a koreceptorhoz kötQdés után kialakult „pre-hairpin” köztes állapot (8. ábra) (Eckert és Kim, 

2001; Root és mtsai, 2001). A „hairpin” alak megkönnyíti a vírus és a gazdasejt 

membránjának az egymás mellé kerülését és érintkezését, a membránok összeolvadnak és így 

a vírus a sejtbe jut. A jelenleg vizsgált, membrán fúziót gátló anyagok az Enfuvirtide (T20, 36 

aminosavból álló szintetikus peptid), a T-1249 (T-20 szer_ peptid), az 5-Helix (a gp41 

ectodomén C-terminálisából származó rekombináns peptid) és az IQN17 (kiméra N-peptid 

származék) (Cooley és Lewin, 2003; Pierson és Doms, 2003). 
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8. ábra A HIV-1 sejtbe jutásának utolsó lépése (Cooley és Lewin, 2003) 
 

1.8. A sejtfelszíni redox folyamatok szerepe a HIV belépésében  
 
 Az elQzQekben bemutatott jól ismert konformációváltozásokat a felvételben részt vevQ 

proteinek egy részének redox változása kíséri. A CD4 négy immunglobulinszer_ domént (D1-

D4) tartalmaz. Ezen domének közül a D1, D2, és D4 domének tartalmaznak intramolekuláris 

diszulfidkötést (Wang és mtsai, 1990; Ryu és mtsai, 1990; Brady és mtsai, 1993). Az utóbbi 

idQkben bizonyították azt, hogy a CD4 receptor kettes doménjének (D2) diszulfid kötése 

redoxaktív. Ezt a folyamatot a T-sejteken kiválasztott sejtfelszíni tioredoxin szabályozza 

(Matthias és mtsai, 2002; Matthias és Hogg, 2003; Hogg, 2003). Az ok, amiért a D2 domén 

diszulfid kötésének redox aktivitása fontos a HIV-1 fertQzéshez, még ismeretlen; valószín_, 

hogy a CD4 konformációváltozásáért lehet felelQs. Egy másik, redox folyamatot katalizáló 

sejtfelszíni fehérje, a protein-diszulfid izomeráz (PDI) szintén felelQs lehet a sejtfelszíni redox 

állapot változásáért. A gp120 CD4+ sejtekhez kötQdése a gp120 glikoproteinben lévQ kilenc 

diszulfid kötés közül kettQnek a hasításához vezet, mely a PDI-nek tulajdonítható (Gallina és 

mtsai, 2002; Barbouche és mtsai, 2003). A gp120-ban lévQ diszulfid kötés hasítása azonban a 

kemokin receptorokhoz való kötQdés után is kialakulhat. A tioredoxinnak és a PDI-nek jól 

elkülönülQ szerepe van, ugyanis a tioredoxin a CD4-ben lévQ diszulfidkötéseket hasítja, de a 

gp120-ban lévQket nem (Matthias és mtsai, 2002), míg a PDI a gp120-ban lévQket hasítja és a 

CD4-ben lévQket nem (Gallina és mtsai, 2002). A vírus-sejt fúzió tehát a redox folyamatokért 

felelQs sejtfelszíni proteinek diszulfid kötések hasítása során kialakuló konformációváltozásán 

alapszik. Ez a változás szükséges ahhoz, hogy a HIV-1 sikeresen bejuthasson a gazdasejtbe. 

 Számos vírusnak és baktériumnak koleszterinben gazdag membrán tutajokra („raft”-

okra) van szüksége ahhoz, hogy be tudjon lépni a gazdasejtbe. A HIV-1 replikációs ciklus 

több helyén szerepet játszhatnak a lipid „raft”-ok. Az eredmények azt sugallják, hogy a 

koleszterol gazdag lipid „raft”-okban található CD4 receptorok vesznek részt a HIV sejtbe 

való jutásában (Popik és mtsai, 2002; del Real és mtsai, 2002), de ezzel ellentétes adatokat is 
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publikáltak (Percherancier és mtsai, 2003). Igen fontos szerepük van a gazdasejtek szignál 

transzdukciós útvonalaiban, az intracelluláris szállításban és a virális proteinek 

összeszerelésében is (Campbell és mtsai, 2001). 

 
1.9. HIV-1 replikáció gátlásának inhibitorai célpontok szerint 

 
 NRT inhibitorok: A virális DNS szintézis gátlásával megelQzhetQ a vírus replikáció. 

Az elsQ engedélyezett HIV ellenes gyógyszer egy nukleozid analóg, a 3’-azido-2’,3’-

didezoxitimidin (AZT) volt. A nukleozid analóg gyógyszerek 3’-OH csoportja vagy hiányzik, 

vagy valamilyen más funkciós csoporttal van helyettesítve, így gátolja meg a 3’-5’ 

foszfodiészter kötés kialakulását a meghosszabbítandó DNS lánc és a nukleotid-trifoszfát 

között. Az alábbi nukleozid analógok használatosak a klinikai kezelés során: AZT 

(zidovudine), ddC (zalcitabine), ddI (didanosine), 3TC (lamivudine), d4T (stavudine), ABC 

(abacavir). Számos újabb analóg fejlesztése van folyamatban és klinikai kipróbálás alatt (De 

Clercq, 2002). 

 NNRT inhibitorok: A HIV-1 RT kis méret_ gátlószereinek másik nagy csoportját a 

nem nukleozid reverz transzkriptáz (NNRT) típusú inhibitorok alkotják. Ezek a vegyületek 

igen specifikusan gátolják a HIV-1 RT-t. Specifitásukra jellemzQ, hogy más polimerázokkal 

nem figyeltek meg kölcsönhatást. Biokémiai és szerkezeti vizsgálatok azt mutatják, hogy ezek 

az inhibitorok a HIV-1 RT p66-os alegységének hidrofób zsebéhez kötQdnek (Smerdon és 

mtsai, 1994; Arnold és mtsai, 1996). Az elsQ HIV-1 ellen kifejlesztett inhibitor molekulák 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) vegyületek (Pauwels és mtsai, 

1990) voltak. Klinikai használatba elQször a nevirapin került (Merluzzi és mtsai, 1990). 

Ezeken kívül még számos NNRT inhibitort fejlesztettek ki, melyek közül a teljesség igénye 

nélkül adok meg néhány vegyületet: TMC-120, TMC-125, DPC082, DPC083, DPC961, 

DPC963 (Corbett és mtsai, 2000), delaviridin, efavirenz, capravirin (Menéndez-Arias, 2002). 

 Proteáz inhibitorok: Másik nagy család, a HIV proteáz inhibitorok megakadályozzák a 

gag és gag-pol prekurzor poliproteinek funkcionális fehérjékké processzálását, így 

akadályozzák a vírus érését és a keletkezQ virionok fertQzQképességét (Flexner, 1998). A 

proteáz a gag és gag-pol poliproteinekben a 167-es és 168-as pozícióban lévQ fenilalanin-

prolin között hasít. A jelenleg klinikai alkalmazásban lévQ proteáz gátlószereket úgy 

alakították ki, hogy szerkezetük hasonlítson erre a peptid szakaszra. A peptid kötéssel 

ellentétben, ezekben a proteáz inhibitorokban (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir és 

amprenavir) hidroxi-etilén kötések találhatóak (Flexner, 1998; Molla és mtsai, 1998). A 
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peptidmimetikus HIV proteáz inhibitorokkal szemben kifejlQdött rezisztencia miatt új, nem 

peptidszer_ HIV proteáz inhibitorokat is kifejlesztettek a kutatók. Ilyenek a 4-hidroxikumarin, 

4-hidroxi-2-piron (Thaisrivongs és mtsai, 1994), szulfonamid szubsztituált származékok 

(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 és mtsai, 1997) származékok. 

 Integráz inhibitorok: Az integráz enzim a HIV-1 DNS-t inzertálja a gazdasejt 

genomjába. Az integráció a virális genom és a HIV-1 génexpresszió stabil fenntartásához 

szükséges, ezáltal az integráz enzim is fontos terápiás célpont. Számos integráz ellenes 

gátlószert írtak 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 származékok (Desideri és mtsai, 1998). 

 
1.10. Exogén oligonukleotid inhibitorok 
 

Az oligonukleotidok a virális replikáció különbözQ lépéseinek gátlására lehetnek 

alkalmasak (Galderisi és mtsai, 1999; Hélène, 1997). Zamecnik és munkatársai (1991) olyan 

antiszensz dezoxioligonukleotidokat állítottak elQ, melyek különbözQ HIV-1 RNS 

szekvenciákkal voltak komplementerek. Ezek sejtkultúrában antivirális aktivitást mutattak 

(Matsukura és mtsai, 1987, 1989; Agrawal és mtsai, 1988, 1989; Goodchild és mtsai, 1988; 

Lisziewicz és mtsai, 1994). Nagyon sok gátló hatással rendelkezQ oligonukleotid esetében 

még nem határozták meg pontosan a gátlás molekuláris mechanizmusát. Mind az antiszensz, 

mind a tripla-hélixet képzQ oligonukleotidok szekvencia-specifikus nukleinsav-nukleinsav 

kölcsönhatással fejtik ki gátló hatásukat (Matsukura és mtsai, 1989). In vitro a foszforotioát 

internukleotid kötést tartalmazó oligodezoxicitidilát a CD4-hez kötQdik, ahol gátolja a 

gp120/CD4 kölcsönhatást és a tisztított reverz transzkriptáz enzim polimeráz aktivitását is 

(Matsukura és mtsai, 1987; Majumdar és mtsai, 1989; Stein és mtsai, 1991; Yamaguchi és 

mtsai, 1997). HIV ellenes aktivitással rendelkeznek a foszforotioát kötést tartalmazó, fQleg 

guanilátokból felépülQ oligonukleotidok, bár más m_ködési mechanizmussal (Buckheit és 

mtsai, 1994; Ojwang és mtsai, 1995; Jing és mtsai, 1998; Kuwasaki és mtsai, 2003). 

Korábban munkacsoportunk már kimutatta, hogy az 5-merkaptopirimidint tartalmazó oligo- 

és polinukleotidok igen erQteljesen gátolják a reverz transzkriptázt és in vitro a HIV-1 

replikációt (Bardos és mtsai, 1992; TQkés és Aradi, 1995). 
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1.11. Az oligonukleotidok kémiai szintézise 
 
Az oligonukleotidok oldat- és szilárd fázisú kémiai szintézise egyaránt 

megvalósítható. A tíz nukleotidnál hosszabb oligonukleotidok elQállítására a könny_ 

kezelhetQség_ szilárd fázisú foszfit-triészter szintézis módszert használják. A módszer során 

dezoxiribonukleotid monomer egységek ismétlQdQ hozzáadásával (beépítésével) alakítható ki 

a kívánt oligonukleotid.  

A szilárd fázisú foszfit-triészter szintézisnél (9. ábra) az elsQ dezoxiribonukleozid 

általában a 3’-hidroxil csoporton keresztül egy oldhatatlan hordozóanyaghoz van kikötve, 

mely leggyakrabban ellenQrzött pórusú üveg (CPG). 
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9. ábra A szilárd fázisú oligo-dezoxiribonukleotid szintézis ciklusa foszfit-triészter 
 módszerrel 

 
A folyamat elsQ lépése során a hordozóra kikötött dezoxiribonukleozid 5’-hidroxil 

csoportjának védQcsoportja (dimetoxi-tritil csoport) lehasad, majd a kapcsolási lépésben (2. 

lépés) a tetrazollal aktivált 5’-O-dimetoxitritil-dezoxiribonukleozid-3’-foszforamidittel 

összekapcsolódik. A reakció során kialakult 3’-5’ internukleotid foszfit-triészter kötés 

oxidálásával a sokkal stabilisabb és természetes 3’-5’ foszfát-triészter kötés alakul ki (3. 

lépés). A hibás szekvenciák elkerülése végett szükséges az ún. „capping”. Ebben a lépésben a 

kis mennyiség_ nem reagált szabad 5’-hidroxil csoport acetilálása történik, majd kezdQdik 

elölrQl a szintetikus ciklus. 
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A szintézis végén a szilárd hordozón kikötve található meg a védQcsoportokkal ellátott 

teljes hosszúságú dezoxioligonukleotid a rövidebb, de korrekt szekvenciájú oligomerekkel 

együtt. Az oligonukleotidot 16 órán keresztül tömény NH3-val kezelve lehasadnak a 

védQcsoportok az oligonukleotidról, illetve az oligonukleotid a hordozóról (Gait, 1984). 

 
1.12. Kéntartalmú nukleotidok és nukleinsavak szintézise 
 

Bázison módosított kéntartalmú oligonukleotidok elQállítása háromféle módszerrel 

lehetséges: 1. az elkészített oligonukleotid posztszintetikus módosításával, 2. a módosított 

monomer egység enzimatikus beépítésével vagy 3. módosított dezoxiribonukleotid kémiai 

beépítésével az oligonukleotidba. 

Miura és mtsai (1973, 1980) az 1. módszer szerint dezoxicitidin átalakítását 

(nukleozidot, nukleotidot és nukleinsavat) folyékony kénhidrogénes kezeléssel végezték és 

így a bázis 4-es helyzetében lévQ aminocsoportot tiokarbonil csoporttá alakították át. A 

tiokarbonil-csoport beépítése az uridin P2S5 kezelésével is megvalósítható (Kraszewski és 

mtsai, 1986). Enzimatikusan, polinukleotid foszforilázzal Simuth és mtsai (1970) poli-4-tio-

uridilátot szintetizáltak. A 3. módszerhez elQállították 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 utóbbit az alábbiak 

szerint készítették el: 2’-dezoxiuridin 3’ és 5’ szabad hidroxil csoportját tercier-butil-dimetil-

szilil csoporttal védték, az így kapott vegyületet O4-2,4,6-triisopropil-fenilszulfonáttá 

alakították. 3-merkapto-propionitrillel K2CO3 jelenlétében a szulfonát észtert, majd ecetsavas 

kezeléssel a szilil védQcsoportot távolították el. Ezt követQen kialakították az 5’-hidroxil 

csoporton a dimetoxi-tritil, míg a 3’-hidroxicsoporton a foszforamidit csoportot (10. ábra). 
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10. ábra A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit elQállítása 
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2 PROBLÉMAFELVETÉS ÉS CÉLKIT^ZÉSEK 

 

Munkacsoportunk korábban már kimutatta, hogy a kizárólag 4-tio-dezoxiuridilátból 

felépülQ 35-mer oligonukleotid, az (s4dU)35, potens inhibitora (Ki= 3 nM) a HIV-1 reverz 

transzkriptáznak (TQkés és Aradi, 1996). A munka logikus kiterjesztéseként ezután vizsgáltuk 

az oligonukleotid anti-HIV aktivitását, majd a biztató eredmények után két módszerrel a 

vegyület elQállításának kémiáját, valamint antivirális hatásának mechanizmusát 

tanulmányoztuk. Céljainkat jelentQsen segítette, és anyagilag is támogatta az Egyesült 

Államok Nemzeti Egészségügyi Intézete (NIH) és egy gyógyszerfejlesztQ cég, az OmniPharm 

Research Inc. (Buffalo, New York, USA). Doktori munkám során a fentiekben vázolt 

témában dolgoztam, a következQ célkit_zésekkel: 

1. Az (s4dU)35 anti-HIV aktivitásának vizsgálata (kooperációban a DEOEC 

Mikrobiológiai Intézetével). 

2. Az (s4dU)35 szintézis körülményeinek precíz kidolgozása két módszerrel: elQre 

elkészített oligonukleotid tiolálásával és tiolált monomerek kémiai kapcsolásával. 

3. Nagymennyiség_ (grammnyi) tiolált oligonukleotid elQállítása mindkét módszerrel. 

4. Kromatográfiás módszer kidolgozása az (s4dU)35 tisztítására. 

5. Az (s4dU)35 kémiai analízise. 

6. Az (s4dU)35 biokémiai jellemzése. 

7. Az (s4dU)35 anti-HIV mechanizmusának tanulmányozása. 

 Itt kell megjegyeznem, hogy az (s4dU)35 szabatos megnevezése (35-tagú 4-tio-

dezoxiuridilátból álló dezoxioligonukleotid) bonyolult és körülményes, ezért a vegyületet 

a munka során elneveztük „SULIGOVIR”-nek. A disszertációmban a továbbiakban ezt 

az elnevezést használom. Az (s4dU)35 elnevezése az NIH által irányított projektekben: NSC-

722038. Az (s4dU)35 monomerének szerkezete (11. ábra): 
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11. ábra Az (s4dU)35 monomerének szerkezete  
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3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Kémiai módszerek 

3.1.1 A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit elQállításához szükséges 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 

hozzáadtunk részletekben 5 g (1,2 eq) bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil-kloridot. 40flC-on N2 

atmoszféra alatt 2 órán keresztül kevertük és jeges vízre öntöttük. A terméket kloroformmal 

extraháltuk, a szerves fázist 3x30 ml vízzel piridinmentesre mostuk, és magnézium-szulfát 

felett szárítottuk. A terméket oszlopkromatográfiásan kloroform-metanol (95:5) 

oldószerelegyben tisztítottuk. 5,808 g (89%). C30H30N2O7 
1H NMR (360 MHz, CDCl3) f 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) 
13C NMR (90 MHz, CDCl3) f 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 µl (1,1 eq) ecetsavanhidridet adtunk hozzá. 6 órán keresztül 

40flC-on kevertük, majd jeges vízre öntöttük. A terméket kloroformmal extraháltuk, a szerves 

fázist 3x50 ml telített nátrium-hidrogénkarbonát oldattal semlegesítettük és 3x30 ml vízzel 

piridinmentesre mostuk. Magnézium-szulfát felett szárítottuk, a terméket 

oszlopkromatográfiásan kloroform-metanol (95:5) oldószerelegyben tisztítottuk. 982 mg 

(91%). C32H32N2O8 
1H NMR (360 MHz, CDCl3) f 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, OCH3); 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, COCH3); 
13C NMR (90 MHz, CDCl3) f 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 ol (10 mmol) N-metilimidazolhoz 0flC-on N2 

atmoszféra alatt 5 ml absz. acetonitrilben oldott 286 ol (3 mmol) POCl3-t adtunk. Az elegyet 

0flC-on 15 percig kevertük, majd eltávolítottuk a h_tQfolyadékot és 5 ml absz. acetonitrilben 

oldott 572 mg (1 mmol) 5’-O-(Bisz-(4-metoxifenil)fenilmetil)-3’-O-acetil-2’-dezoxiuridint 

adtunk hozzá. A szuszpenziót 3 órán keresztül szobahQmérsékleten kevertük, ezalatt sárga 

csapadék vált ki az oldatból. TLC-n követve a reakciót, a keletkezett vegyület a startponton 

maradt. 261 ol (3 mmol) 3-merkapto-propionitrilt 5 ml absz. acetonitrilben oldottan adtunk a 

reakcióelegyhez, majd 1,8 ml (10 mmol) diizopropil-etilamint is hozzáadtunk. A 

reakcióelegyet 3 órán keresztül szobahQmérsékleten kevertük, majd 150 ml vízre öntöttük és 

kloroformmal extraháltuk. Flash kromatográfiásan kloroform-etilacetát (8:2) 

oldószerelegyben tisztítottuk. 506 mg (79%). C35H35N3O7S 
1H NMR (360 MHz, CDCl3) f 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, OCH3); 3,42-3,26 (m, 2 H, SCH2); 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, 

COCH3); 
13C NMR (90 MHz, CDCl3) f 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-ját 0,25 ml 0,1 

M nátrium-metilát oldattal 8,0-8,5 közé állítottuk. A reakcióelegyet 24 órán keresztül 40flC-on 

refluxáltuk, majd 10 v/v % ecetsavat tartalmazó metanollal a pH-t 6,0-ra savanyítottuk. Az 

oldatot vákuumban bepároltuk és a terméket kloroform-metanol (95:5) oldószerelegyben 

Flash kromatográfiásan megtisztítottuk. 444 mg (95%).C33H33N3O6S 
1H NMR (360 MHz, CDCl3) f 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, SCH2); 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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13C NMR (90 MHz, CDCl3) f 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. diklór-metánban feloldottunk, majd hozzáadtunk 223 µl (2 eq) 

diizopropil-etilamint és utána 224 µl (1.5 eq) く-cianoetil-N,N-diizopropilamino-klór-

foszforamiditet és a reakcióelegyet 1 órán keresztül kevertük. A reakcióelegyet 2x50 ml 5%-

os NaHCO3-tal semlegesre mostuk, majd diklór-metánnal extraháltuk. Flash kromatográfiásan 

trietilamin:etil-acetát:diklór-metán (10:45:45) oldószerelegyben tisztítottuk. A szerves fázist 

megszarítottuk MgSO4-on, bepároltuk és -20flC-on argon atmoszféra alatt tároltuk. 506 mg 

(79%). C42H50N5O7PS. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) f 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, OCH3); 3,52-3,38 (m, 7 H, NCH(CH3)2, C5’-H, S-CH2, O-CH2); 

2,89-2,86 (m, 2 H, CH2-CN); 2,77 (m, 1 H, C2’-H);  2,61-2,31 (m, 2 H, S-CH2); 2,29 (m, 1 

H, C2’-H); 1,33-1,21 (m, 12 H, NCH(CH3)2)
 

13C NMR (125 MHz, CDCl3) f 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; 
31P NMR (202 MHz, CDCl3) f 150,7; 150,3 

ESI-MS m/z (relatív intenzitás) 806 (100 M+ + Li), számított: 799 

 
3.1.2 A Suligovir szintéziséhez potenciálisan alkalmazható univerzális 

hordozók vizsgálata 
 

Minden egyes hordozóból (Universal Support 500 (US 500) és Universal Support II 

(US II), Glen Research) 25 mg-ot tettünk egy-egy reaktor csQbe. A szintézist standard 

foszforamidit kémiával az 1,3 omol-os oszlophoz való protokollt használva, a Pharmacia 

Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizáló készülékkel állítottuk elQ. A védQcsoport 

eltávolítást és a hordozóról történQ hasítást a Glen Research 4-tio-dezoxiuridin-foszforamidit 

termékéhez megadott feltételek betartásával végeztük (inkubálás: 50 mM NaSH cc.NH3-ban, 

25flC-on 24 óráig). A védQcsoport eltávolítás után a megszintetizált (dT)16 oligonukleotidokat 

elsQként 14 térfogat normál-butanollal csaptuk ki, majd centrifugálást követQen a csapadékot 



Horváth András: Ph.D. dolgozat Anyagok és módszerek 

 23

desztillált vízben oldottuk fel, hogy újra kicsapjuk, mostmár 3 térfogat 96%-os -20flC-os 

etanollal. Az etanolos kicsapásnál a csapadék képzQdés elQsegítése érdekében az oldat 10 mM 

MgCl2-t és 2M ammónium-acetátot tartalmazott. A kapott csapadékot 1 ml desztillált vízben 

oldottuk fel újra. A (dT)16 minták mennyiségét GeneQuant (Pharmacia) készülékkel 

határoztuk meg. A 3’ terminálisan maradó foszfát csoportot foszfomonoészteráz enzimmel 

hasítottuk (60 nmol (dT)16, 100mM TrisHCl (pH 8,1), 5 mM MgCl2) 100 ol-es 

reakcióelegyben 2 órán át 37flC-on. A reakcióelegyet jégen leh_töttük és 100 ol 10%-os 

perklórsavval kevertük össze. A csapadékot centrifugálással távolítottuk el és a felülúszó 

anorganikus foszfát tartalmát meghatároztuk (Chen és mtsai, 1956). A foszfát tartalom 

meghatározása: a kapott 200 µl mintát vízzel 1 ml-re egészítettük ki és 1 ml Chen reagenst 

(600 µl 2M perklórsav, 200 µl 2,5% ammónium-molibdenát, 200 µl 10 % aszkorbinsav) 

adtunk hozzá. A reakcióelegyet 70 percig 37flC-on inkubáltuk és 820 nm-en 

spektrofotometriásan mértük. 2 nmol (dT)16-ot roncsoltunk cc. perklórsavval az 

oligonukleotid teljes foszfát tartalmának meghatározásához. Összehasonlítottuk a teljes 

foszfát és a foszfomonoészterázzal hasítható 3’ foszfát tartalmat és meghatároztuk a 3’ 

foszforilált és nem foszforilált oligonukleotidok arányát. A (dT)16-ot anioncserélQ 

kromatográfiával az Äkta HPLC rendszeren is analizáltuk. Az elválasztást RESOURCE Q (6 

ml) oszlopon végeztük 1 ml/ perc, 1 mM/perc NaClO4 (5 mM TrisHCl (pH 8,2)) lineáris 

gardiens emelkedést alkalmazva. 

 
3.1.3 A Suligovir A szintézise automata oligonukleotid szintetizáló készülékkel  
 

A szintézist standard foszforamidit kémiával a 10 omol-os oszlophoz való protokollt 

használva, a Pharmacia Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizáló készülékkel 

állítottuk elQ. 330 mg 4-tio-dezoxiuridin-CPG szilárd hordozót használtunk minden egyes 

szintézis során. A foszforamidit koncentrációja 0,1 M és a tetrazol koncentrációja 0,45 M 

volt, összhangban a standard eljárásssal. Csak egy különbség volt a szokásos módszerrel 

összehasonlítva: kihagytuk a szabályos Capping oldatokat (Capping A és B) és helyette 

acetonitrilt használtunk. Mivel a Suligovir egy homo-oligonukleotid, így az el nem reagált 5’-

OH funkciós csoportokat nem kellett minden egyes szintézis ciklusban blokkolni (capping), 

hogy elkerüljük a hibás szekvencia keletkezését és ezáltal megnöveltük a szintézis során 

kapott oligonukleotid hozamát. 
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A védQcsoport eltávolítást és a hordozóról történQ hasítást a Glen Research 4-tio-

dezoxiuridin-foszforamidit termékéhez megadott feltételek betartásával végeztük (inkubálás: 

50 mM NaSH cc. NH3 oldatban, 25flC-on 24 óráig).  

Minden egyes szintézisnél (10 omol-os oszlop) 6 ml NaSH-NH3 oldatot használtunk. 

24 órás szobahQmérsékleten való állás után centrifugálással eltávolítottuk a szilárd hordozótól 

és a felülúszót összekevertük 600 ol 3 M nátrium-acetáttal (pH 5,2) és 30 ol 1 M MgCl2-dal, 

majd az oligonukleotidot kicsaptuk 17 ml -20flC-os etanollal. 30 perc -20flC-os állás után a 

kicsapódott oligonukleotidot centrifugálással (14000 rpm, 15 perc, Beckman JA20 rotor) 

összegy_jtöttük, vákuumban szárítottuk és -20flC-on tároltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir 

mintákat desztillált vízben feloldva egyesítettük, sz_rtük (Millex-GV PVDF 0,22 om) és 

másodszor is kicsaptuk az elQbb leírtak szerint, de most nem adtunk hozzá MgCl2-ot. A végül 

megkapott csapadékot kétszer mostuk 80%-os -20flC-os etanollal és az alkohol maradékot 

vákuumban távolítottuk el. A kapott terméket desztillált vízben feloldottuk, liofilizáltuk és 

lemért Wheaton csövekben argon atmoszféra alatt tároltuk. 
1H NMR (500 MHz, D2O) f 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); 
13C NMR (125 MHz, D2O) f 174,9; 170,5; 148,6; 140,7; 103,1; 86,8; 85,6; 72,1; 62,1; 41,1 
31P NMR (202 MHz, D2O) f 0,1  

 
3.1.4 A Suligovir B szintézise (dC)35 H2S-es kezeléssel 
 

Ezen elQállítási módszert munkacsoportunk korábban már kidolgozta Miura és 

munkatársai (1973, 1980) módszere alapján. 

A (dC)35 kémiai tiolálása: 80 mg (dC)35-öt 5 ml víz-piridin (50:50) elegyben oldottunk 

fel és egy teflon betétet tartalmazó rozsdamentes acél bombába (PARR, 276 AC-T304-

121698, Moline, IL) helyeztük. A bombát -70flC-ra h_töttük le és 8 ml folyékony H2S-t 

adtunk hozzá. A nagy nyomású bombát óvatosan lezártuk, majd 10 napig 55flC-on inkubáltuk. 

Ezután a bombát 4flC-ra h_töttük és kinyitottuk. Szilárd anyagot is tartalmazó sárga szín_ 

oldatot kaptunk, melyet desztillált vízzel mostunk ki a teflon betétbQl, 7-8 ml zavaros oldatot 

kapva. Az oldatot 4flC-on tartottuk 1 óráig, majd a kivált finom szemcseméret_ ként sz_réssel 

(Millex-GV PVDF 0,22 om) távolítottuk el és a filtert vízzel mostuk. A 8,5 ml tiszta sárga 

oldathoz 850 ol 3 M nátrium-acetátot és 42 ol 1 M MgCl2-t adtunk és 20 ml -20flC-os 

etanollal kicsaptuk. 30 perc -20flC-os állás után a kicsapódott oligonukleotidot 



Horváth András: Ph.D. dolgozat Anyagok és módszerek 

 25

centrifugálással (14000 rpm, 15 perc, Beckman JA20 rotor) összegy_jtöttük, vákuumban 

szárítottuk és -20flC-on tároltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir mintákat desztillált vízben 

feloldva egyesítettük, sz_rtük (Millex-GV PVDF 0,22 om) és másodszor is kicsaptuk az elQbb 

leírtak szerint, de most nem adtunk hozzá MgCl2-t. A végül megkapott csapadékot kétszer 

mostuk 80%-os -20flC-os etanollal és az alkohol maradékot vákuumban távolítottuk el. A 

kapott terméket desztillált vízben feloldottuk, liofilizáltuk és lemért Wheaton csövekben, 

argon atmoszféra alatt tároltuk. 
1H NMR (500 MHz, D2O) f 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); 
13C NMR (125 MHz, D2O) f f 190,3; 148,7; 140,7; 103,1; 86,8; 85,6; 72,1; 62,1; 41,1 
31P NMR (202 MHz, D2O) f 0,1 ppm 

 
3.1.5  A Suligovir A és B anioncserélQ kromatográfiás tisztítása 
 

A tiolált oligonukleotidot az Amersham-Pharmacia ÄKTA® PURIFIER 

kromatográfon RESOURCE® Q anion cserélQ oszlopot (6 ml) használva tisztítottuk. 5 mM 

TrisClO4-t (pH 8,2) tartalmazó NaClO4 oldatot használtunk az elúcióra. 1 ml/perc áramlási 

sebességet és 1 mM/perc sókoncentráció növelést alkalmaztunk az elúció során. Egy tisztítás 

során 4 mg Suligovirt vittünk fel az oszlopra. A tisztítás után az oligonukleotid frakciókat 

liofilizáltuk, majd 100 µl desztillált vízben feloldottuk. 1 ml -20ºC-os acetont adtunk az 

oligonukleotid oldathoz. 5 perc -20ºC inkubálást követQen az oldatot centrifugáltuk (14000 

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

 

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

A jelzett oligonukleotidokat az A módszerrel állítottuk elQ. Biotinnal a Suligovir 3’ 

végét, míg a Cy-5 és Cy-3 jelzéssel az 5’ végét láttuk el. A tisztítást a 3.1.5 pontban leírtak 

szerint végeztük. 

 
3.1.7  A Suligovir A és B vizsgálata denaturáló poliakrilamid gél 

elektroforézissel 
 

A Suligovir minták intaktságát denaturáló poliakrilamid gél elektroforézissel 

vizsgáltuk. Az oligonukleotidokat 15%-os denaturáló (7 M urea) poliakrilamid gélen 

választottuk el (500 V, 2 óra). Az oligonukleotid csíkokat ezüstfestéssel (PlusOneł „DNA 



Horváth András: Ph.D. dolgozat Anyagok és módszerek 

 26

Silver Staining” kit, Amersham-Pharmacia) jelenítettük meg. Ez a festési eljárás különösen 

érzékeny kéntartalmú oligonukleotidok estében. 

 

3.2. Biokémiai, sejtbiológiai és virológiai módszerek 

3.2.1 Sejtek 
 

A Kit225 K6 human T lymphoma sejteket 10% FCS, penicillin, sztreptomicin 

antibiotikumok és rekombináns humán IL-2 jelenlétében RPMI 1640 mediumban 

tenyésztettük. Az N87 gyomor karcinóma sejteket 10% FCS-t tartalmazó RPMI 1640 

tápfolyadékban tenyésztettük. 

 
3.2.2 A Suligovir A és B reverz transzkriptáz gátlásának vizsgálata  
 

100 ol reakcióelegyet [(100 mM TrisHCl (pH 8,0), 6 mM MgCl2, 50 mM KCl, 100 

og/ml BSA, 5mM DTT, 10 oM [3H]dTTP (specifikus aktivitás 46 Ci/mmol), 0,1 oM templát-

primer (a primer 3’ végére számolva) és 0,1 U HIV-1 reverz transzkriptáz enzim)] 1 órán 

keresztül 37flC-on tartottunk. A Suligovir koncentrációjának változtatásával vizsgáltuk az 

enzimaktivitásra kifejtett gátló hatását. A reakciót 100 mM Na-PPi-ot tartalmazó 10% 0flC-os 

TCA oldattal állítottuk le. A radioaktív terméket Whatman GF/C filterre sz_rtük és mostuk 

négyszer 1 ml 50 mM Na-PPi-t tartalmazó 5% TCA oldattal, majd egyszer 96%-os etanollal. 

A filtereket szárítottuk és a nukleotid beépülést szcintillációs technikával mértük. 

 
3.2.3 A Suligovir A és B HIV-1 replikáció gátlásának vizsgálata  
 

Ezen vizsgálatokhoz HIV-1(IIIB) vírustörzset használtunk, mely tartósan fertQzött H9 

sejtkultúra sejtmentes felülúszójából származott (Popovich és mtsai, 1984). Az MT-4 sejteket 

HIV-1(IIIB) vírus törzzsel fertQztük. A sejteket a fertQzés elQtt 1 órával kezeltük 

oligonukleotid inhibitorral, majd 4 nap múlva meghatároztuk a felülúszó reverz transzkriptáz 

aktivitását a már fentebb leírt assay-el (Hoffman és mtsai, 1985). 

 
3.2.4 A Suligovir és tioredoxin közötti kovalens kölcsönhatás kimutatása 
 

4 µg rekombináns tioredoxint (Sigma) és 2 µg biotinnal jelölt Suligovirt 12 µl 

össztérfogatú 10 mM TrisHCl-t (pH 7,5 és 8,5) tartalmazó elegyben 30 percig 37ºC-on 

inkubáltunk. Az inkubálást követQen 3 µl reakcióelegyet 7 M ureát tartalmazó 15%-os 

denaturáló poliakrilamid gélen elválasztottunk. A termékeket PVDF membránra blottoltuk 
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(Millipore, Bedford, MA) (100 mA, 75 perc). A membrán szabad felületét 5% tejport 

tartalmazó TBST-vel [137 mM NaCl, 1% Tween 20, 20 mM TrisHCl (pH=7,6)] blokkoltuk, 

majd 1 órán keresztül 0,1% tejport és 1:750 arányban hígított torma peroxidázhoz kötött 

streptavidint (Amersham) tartalmazó TBST-vel inkubáltuk. A membránt 4x15 percig 20 ml 

TBST-vel mostuk és a biotinnal jelölt termékeket ECL™-el (Amersham-Pharmacia) 

jelenítettük meg. 

 
3.2.5 Áramlási citometriai mérések, kompetíciós és fluoreszcencia rezonancia 

energia transzfer (FRET) vizsgálatok 
 

Az áramlási citometriai méréseket Becton Dickinson FACScalibur áramlási 

citométeren végeztük. A kompetíciós assay-ben fluoreszcensen jelölt monoklonális antitesttel 

és jelöletlen Suligovirt tartalmazó eleggyel inkubáltuk a sejteket. A kompetíció mértékét a 

jelölt antitest fluoreszcenciájának részleges csökkenésébQl számoltuk. 

A FRET mérések során Cy-3-mal jelölt monoklonális antitesttel (donor) és Cy-5-tel 

jelölt Suligovirrel (akceptor) jelöltük egyidej_leg a sejteket. Négy fluoreszcencia intenzitást 

detektáltunk. Hármat 488 nm-en gerjesztettünk és külön-külön 530 ± 30 nm-en, 585 ± 42 nm-

en és 670 nm felett detektáltuk, míg a negyediket 635 nm-en gerjesztettük és 661 ± 16 nm-en 

detektáltuk. A különbözQ fluoreszcencia csatornák közötti spektrális átfedésre használt 

korrekciós faktorokat a jelöletlen és egyszeresen jelölt sejtekbQl származó mérési adatokból 

kaptuk meg. A számított energia transzfer hatékonyságot a következQképpen fejeztük ki: azon 

gerjesztett molekulák számát, melyek az acceptor molekuláknak átadták energiájukat, 

osztottuk az összes gerjesztett molekula számával. 

 
3.2.6  A Suligovir A és B nukleázokkal szembeni stabilitása 
 

A reakcióelegy összetétele: 100 mM TrisHCl (pH 8,0), 5 mM MgCl2, 1250 og/ml 

oligonukleotid (Suligovir A vagy B vagy (dC)35), 50 og/ml kígyóméreg nukleáz [Crotalus 

durissus (Boehringer Mannheim)], 25 og/ml dezoxiribonukleáz I [(3000 Kunitz U/mg protein 

(Sigma)] és 0,025% NaN3 volt 500 ol össztérfogatban. A reakcióelegyet 37flC-on inkubáltuk 

és a jelzett idQpontokban 40 ol térfogatokat vettünk ki. A nukleázos kezelést hQinaktiválással 

állítottuk le (5 perc, 95flC), és 2 ol (20 og/ol) placenta foszfatáz oldatot adtunk hozzá. A 

reakcióelegyet 1 órán keresztül 37flC-on tartottuk. 5 perc 95flC-on való hQkezeléssel 

inaktiváltuk a foszfatáz enzimet és a reakcióelegyet 0flC-ra h_töttük le. A denaturált proteint 
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centrifugálással távolítottuk el. A szervetlen foszfát mennyiségét 30 ol felülúszóból a már 

fentebb leírt módszerrel határoztuk meg. 

 
3.2.7  Toxicitási vizsgálat humán csontvelQ granulocita makrofág progenitor 

sejtek kolónia képzQdésén keresztül 
 

A Suligovir humán csontvelQ granulocita makrofág progenitor sejtek kolónia 

képzQdésére kifejtett hatását egy már leírt módszer szerint végeztük el (BenkQ és mtsai, 

1999). Röviden: kolóniánként 105 db csontvelQ sejtet tartalmazó agar táptalajt 5-180 og/ml 

koncentráció tartományban kezeltük Suligovirrel. A sejteket 14 napig inkubáltuk 37flC-on 3 

v/v% CO2 jelenlétében. A protokollt a Debreceni Egyetem Területi és Intézeti Etikai 

Bizottsága hagyta jóvá (DEOEC RKEB/IKEB-2055/2003). 

 

3.2.8  Antitestek és sejtfelszíni molekulák jelölése, konfokális lézer szkenning 
mikroszkópiás (CLSM) vizsgálatok 

 

A CD4 molekula ellenes MEM115 és a CD48 molekula ellenes MEM102 

monoklonális antitesteket Vaclav Horejsi-tQl kaptuk (Institute of Molecular Genetics, Prága, 

Csehország). A jelölésre használt antitestek vagy Alexa 546 szukcinimidil-észterrel 

(Molecular Probes, Eugene, OR) vagy a Cy-3 és Cy-5 szulfoindo-cianin szukcinimidil 

bifunkciós észter származékokkal voltak jelölve (Sebestyén és mtsai, 2002). 

A sejt felszíni antigének jelölésére 50 µl össztérfogatú PBS-ben [137 mM NaCl, 2,7 

mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4, 1 mM EDTA (pH=7,3)] 106 sejtet 

fluoreszcensen jelölt molekulákkal 30 percig sötétben inkubáltunk. Az összes lehetséges 

kötQhelyet 50-100 µg/ml antitest koncentrációt használva telítettük. A feleslegben maradt 

antitestet a sejtek kétszeri PBS-es mosásával eltávolítottuk. 
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4 EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 

 

4.1. A 4-tio-dezoxiuridilát tartalmú oligonukleotidok anti-HIV 
aktivitásának vizsgálata 

 
KülönbözQ lánchosszúságú 4-tio-dezoxiuridilátot tartalmazó oligonukleotidok anti-

HIV aktivitását vizsgáltuk. A lánchossz növekedésével nemlineáris módon növekedett a 

gátlás erQssége, a legmagasabb antivirális aktivitással a 35-tagú oligonukleotid, a Suligovir 

rendelkezett (12. ábra). A Suligovirt alkotó 4-tio-dezoxiuridilát tiono-tiol tautomer 

átalakuláson mehet keresztül. A kialakuló tiol forma diszulfid kötéseket alakíthat ki más, -SH 

csoportokat tartalmazó anyagokkal, pl. ciszteint tartalmazó fehérjékkel. A 4-tio-dezoxiuridin 

szerepének fontosságát erQsíti az a tény is, hogy ugyanilyen lánchosszú dezoxiuridint 

tartalmazó homo-oligomer viszont nem gátolja a HIV replikációt. A tiolált oligonukleotid 

antivirális aktivitásának lánchosszfüggése azt mutatja, hogy a 4-tiono vagy 4-merkapto 

csoport jelenléte egyedül nem elégséges a vírus belépésének megakadályozására. Ez a 

lánchosszfüggés egy aptamerszer_ hatás vagy egy méretfüggQ affinitás következménye lehet, 

ahol az antivirális célpont(ok)hoz kapcsolódás feltétele a hidrofób és/vagy az ionos 

kölcsönhatás. Hasonló lánchosszfüggést figyeltek meg más oligonukleotid alapú vírus 

belépést gátló inhibitorok esetében is (Matsukura és mtsai, 1987; Bardos és mtsai, 1992). 
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12. ábra (s4dU)n (n=20, 30, 35) molekulák HIV replikációra kifejtett gátlásának 
 vizsgálata 
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Az antivirális aktivitás vizsgálatára ezért a továbbiakban már csak a 35-tagú 

molekulát, a Suligovirt használtuk. Ha a vírus infekcióval megegyezQ idQben vagy a fertQzést 

megelQzQen kezeltük a sejteket 1 µg/ml koncentrációjú Suligovirrel, akkor a vírus replikációt 

mintegy 90-98%-kal gátolta (13. ábra). Azonban ha a vírusfertQzés után adtunk az MT4 

sejtekhez Suligovirt, akkor a gátlás hatékonysága jelentQsen lecsökkent. Eredményeink azt 

mutatják, hogy a Suligovir a vírus replikációs ciklusát már egy korai fázisban, valószín_leg a 

vírus sejtbe való belépésekor gátolja. KésQbbi biológiai vizsgálataink során arra kerestük a 

választ, hogy ez a vírusfertQzés korai szakaszára gyakorolt gátlás milyen mechanizmus szerint 

játszódik le. 
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13. ábra MT-4 sejtek 1 og/ml koncentrációjú Suligovir kezelése a vírus infekciótól 
 számított különbözQ idQpontokban 

4.2. A Suligovir szintézise 
 

A további vizsgálatok elvégzéséhez szükséges volt olyan módszer(ek) kidolgozása, 

amely(ek) során a Suligovirt megfelelQen nagy mennyiségben, kémiailag egységesen, tiszta 

állapotban tudjuk elQállítani. 

Kétféle módszert dolgoztunk ki a Suligovir elQállítására: 

A. Automata oligonukleotid szintetizálóval, mely védett 4-tio-deoxiuridin-foszforamiditet 

épít be (A módszer). 

B. (dC)35 kémiai tiolálásával (B módszer) 
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4.2.1 A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit szintézise 
 

A Suligovirt az A módszernél standard foszforamidit kémiával (Gait, 1984) állítottuk 

elQ. Ezen módszer kulcsvegyülete az 5’-dimetoxitritil-2’-dezoxi-4-(2-cianoetil-tio)-uridin-3’-

[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-foszforamidit (6) (röviden: 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit). 

A kereskedelmi forgalomban ugyan kapható a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit, de magas ára 

miatt (2700 $/g) célszer_nek t_nt a vegyület laboratóriumi elQállítása. Bár az irodalomban a 

vegyület elQállítását már leírták (Coleman és mtsa, 1991, 1994), mi egy módosított, 

elQnyösebb elQállítási módszert dolgoztunk ki (14. ábra).  
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14. ábra 4-tio-dezoxiuridilát foszforamiditjének kémiai szintézise 
 

2’-dezoxiuridint (1) piridinben dimetoxitritil-kloriddal kezeltünk, majd a kapott 5’-

dimetoxitritil-2’-dezoxiuridint (2) ecetsavanhidriddel acetilezve kaptuk a 3-as terméket. Az 

acetil védQcsoport elQnye az irodalomban leírt savérzékeny terc-butil-szilil védQcsoporttal 

szemben, hogy gyenge lúgos közegben (pH=7,5) könnyen lehasad, de a késQbbiekben 

kialakított ciano-etil csoport ezen a pH-n stabilis. Így a 4-tio-dezoxiuridilát foszforamidit 

szintézisnek már az elején kialakíthattuk a savlabilis dimetoxitritil védQcsopotot. Az ezt 

követQ „one-pot” reakcióban elQállítottuk a számunkra fontos 2-cianoetil-tio funkciós 

csoportot tartalmazó 4-es vegyületet. A 4 Zemplén szerinti dezacetilezését követQen 2-
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cianoetil-N,N-diizopropil-klór-foszforamidit reagenssel a megfelelQ 4-tio-dezoxiuridin 

foszforamiditet (6) kaptuk. A szintézis minden egyes lépését NMR és TLC módszerekkel 

követtük, a végsQ terméket tömegspektrometriával is karakterizáltuk (Anyagok és 

módszerek). 

 
4.2.2 A 4-tio-dezoxiuridin-support szintézise 
 

Amikor a Suligovirt az A módszerrel szintetizáljuk, az elsQ 3’ nukleozid szilárd 

hordozóra van kikötve. Az oligonukleotid szintézishez a kereskedelmi forgalomban kapható a 

4 természetes és néhány módosított 3’ nukleozidot tartalmazó szilárd hordozó. Mivel 4-tio-

deoxiuridint tartalmazó hordozó nincs forgalomban, ezért szükséges volt megvizsgálni, hogy 

potenciálisan alkalmasak-e az ún. univerzális hordozók a Suligovir szintézisére. Az 

univerzális hordozó anyagok nem tartalmaznak nukleotidokat, az elsQ beépülQ nukleotid 

egység foszfát csoporton keresztül kötQdik hozzájuk. Vizsgálni kívántuk, hogy a foszfát 

csoport a „deprotection” eljárás során az oligonukleotid 3’ hidroxil csoportján marad, vagy a 

hordozóval együtt leválik. A folyamat tanulmányozására modell vegyületként (dT)16-ot 

szintetizáltunk, felhasználva a Glen Research két különbözQ univerzális hordozóját (US 500 

és US II). Az US 500-as szilárd hordozón szintetizált (dT)16 oligonukleotid 57,2 %-a az US II-

n elQállított oligonukleotid 97,2 %-a volt a 3’ végén foszforilálva. Ezeket az eredményeket 

megerQsítették az oligonukleotidok anioncserés kromatográfiás vizsgálatai is. Ugyan a 3’ 

foszfát csoportot könnyen eltávolíthatjuk foszfomonoészteráz enzimmel végzett emésztéssel, 

de ez egy új enzimatikus és tisztítási lépést tenne szükségessé. Mivel a kapott eredmények 

alapján az univerzális hordozókat nem alkalmazhatjuk az oligonukleotid szintetizáló 

készülékben Suligovir elQállítására, ezért szükség volt a 4-tio-dezoxiuridin-CPG elQállítására. 

A 4-tio-dezoxiuridin-CPG elQállítását az 15. ábrán mutatom be. A kapcsolásokat 

egymást követQ lépésekben végeztük el, felhasználva a korábban kapott 4-tio-dezoxiuridin 

védett származékát (5) is. A szintézis egyes lépéseiben kapott termékeket nem karakterizáltuk 

külön-külön, csak a kívánt CPG végterméket. 
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15. ábra A 4-tio-dezoxiuridin-CPG elQállítása 
 
A 4-tio-dezoxiuridin-CPG-t acetonitrillel mostuk, majd meghatároztuk a 4-tio-

dezoxiuridin CPG fedettségét. A mérés során 15 ml 70% perklórsavat és 50 ml etanolt 

tartalmazó oldattal hasítottuk a cukorgy_r_ 5'-hidroxil csoportjához kapcsolódó dimetoxi-tritil 

csoportot (DMTr) és 495 nm-en fotometriásan mértük az abszorbanciát. 45 omol/g felületi 

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

 
4.2.3 A Suligovir A és B szintézise 
 

A Suligovir A elQállításánál 4-tio-dezoxiuridin-foszforamiditet és 4-tio-dezoxiuridint 

tartalmazó supportot használtunk fel. 10 óra alatt 10 omol-os reaktorcsQben 30 mg 

mennyiség_ Suligovirt szintetizáltunk. A módszer hátránya, hogy a felhasznált anyagokat 

bonyolult kémiai szintézissel kaphatjuk csak meg (lásd az elQzQ fejezetekben) és az elQállítási 

költségük magas. A módszer elQnye, hogy különbözQ kémiai jelzéseket (Cy-5, Cy-3, biotin, 

stb.) kapcsolhatunk a Suligovirhez. 

A Suligovir elQállítását a B módszer során a már készen lévQ (dC)35 folyékony 

kénhidrogénnel történQ kémiai átalakítással végeztük (Miura és mtsa, 1980; TQkés és Aradi, 

1996). Itt be nem mutatott kísérletekben meghatároztuk, hogy a (dC)35 teljes tiolálálására 10 
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napos reakcióidQre van szükség. A módszer elQnye, hogy az elQállítási költség tizedakkora, 

illetve az, hogy a H2S-es kezelés után csaknem teljesen tiolálódott Suligovir B-t kaptunk (lásd 

késQbb). Így nagymennyiség_ Suligovir elQállításra ez a módszer sokkal alkalmasabb. Ezen 

módszer hátránya a meglehetQsen lassú (10 napos) reakcióidQ, illetve az, hogy az általunk 

használt bombában egy tiolálás során csak 80 mg (dC)35-t tudtunk átalakítani. 

4.3. A két módszerrel elQállított Suligovir jellemzése 
 
 A szintézis módszerek különbözQségébQl adódóan meg kellett vizsgálnunk, hogy az 

elQállítások során kapott termékek (Suligovir A és B) kémiai és biokémiai tulajdonságai 

között van-e valamilyen különbség. 

 
4.3.1 A Suligovir kémiai jellemzése 
 

Összehasonlítottuk a két módszerrel kapott Suligovir A és B UV spektrumát (16. 

ábra), vizsgálva a 247 nm, 270 nm és 327 nm hullámhosszokon mért abszorpció arányukat. A 

dezoxicitidilátnak 270 nm-en, a 4-tio-dezoxiuridilátnak pedig 327 nm-en van abszorpciós 

maximuma (Scheit, 1968). Ha a tiolálás hatékonysága nem megfelelQ, akkor 270 nm-es 

hullámhosszon a spektrum „völgye” kiegyenesedik az el nem reagált citidilát jelenléte miatt. 

A Suligovir A és B UV spektruma és az egyes hullámhosszakon mért abszorbanciák aránya 

lényegesen nem tért el egymástól, ezáltal a tioláltság mértékét is hasonlóra becsülhettük ezzel 

a módszerrel. 
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16. ábra A Suligovir A és B UV spektruma 



Horváth András: Ph.D. dolgozat Eredmények és megbeszélés 

 35

Az elkészült Suligovir A és B minták tisztaságát 15%-os denaturáló poliakrilamid gél 

elektroforézissel ellenQriztük. A kapott termékek nagy mennyiségben tartalmaztak rövidebb 

lánchosszú oligonukleotidot is. Szükséges volt ezért egy milligrammos lépték_ oligonukleotid 

tisztítási eljárás kidolgozására, mert a poliakrilamid gél elektroforézis (PAGE) nem 

használható preparatív méretekben az oligonukleotid tisztítására a limitált mennyiség (kb. 500 

og), az alacsony hozam (20-30%) és a preparátum akrilamidgél szennyezQdése miatt. Az 

anioncserélQ kromatográfiás módszerrel nagy mennyiség_, kémiailag módosított 

oligonukleotidot is lehet tisztítani (Deshmukh és mtsai, 2000). A tisztítható mennyiséget csak 

az oszlop mérete limitálja. E módszer során a kívánt tisztított terméket magas 

sókoncentrációjú oldatban kaphattuk volna meg. A nagy mennyiség_ sótól munkaigényes és 

drága tisztítási eljárással lehetne megszabadulni, mint amilyen a dialízis vagy a gél 

permeációs kromatográfia. A bonyolult sómentesítési lépést elkerülendQ kidolgoztunk egy új 

eljárást (Horváth és Aradi, 2005), amelynél nagy ionerQsséggel rendelkezQ nátrium-perklorát 

oldatot használtunk. Az anioncserélQ kromatográfia során a tiszta oligonukleotidokat egy 

részleges bepárlást követQen, az oligonukleotid acetonos kicsapásával kaphattuk meg, mivel a 

nátrium-perklorát acetonban jól oldódik. Így a Suligovir A-t és B-t tisztán, milligrammos 

mennyiségben kaptuk meg. A homogenitásukat 15%-os denaturáló poliakrilamid gél 

elektroforézissel ellenQriztük. Az általunk kidolgozott kromatográfiás eljárással tisztítottuk 

meg a Cy-5, Cy-3 és biotinnal jelölt Suligovirt is anélkül, hogy a jelölQ anyagok 

szerkezetében valamilyen nem kívánt változás ment volna végbe. A módszer effektivitásának 

demonstrálására bemutatom a Cy-5 jelzett Suligovir kromatográfia elúciós profilját 

(detektálás: Cy-5, 659 nm; s4dU, 330 nm) (17. ábra). A Cy-5 jelzett Suligovir elúcióját 

követQ bepárlást és az acetonos kicsapást gyorsan el kellett végezni, ugyanis ez az 

oligonukleotid sokkal erQsebben kötQdik az anioncserélQ oszlophoz, így az csak magasabb 

nátrium-perklorát koncentrációnál eluálódott. A megnövekedett só azonban oxidálhatja a 4-

tio-dezoxiuridin tio csoportját a nátrium-perklorát erQs oxidálóképessége miatt, ha nem 

sietünk a só acetonos eltávolításával. 
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17. ábra Cy-5 Suligovir anioncsrélQ kromatográfiás elúciós profilja 

 
Szükséges volt eldönteni, hogy a kétféle módon készített Suligovir kémiai 

szerkezetében található-e különbség. Ezért Bruker Avance 360 NMR készülékkel 31P-NMR, 

13C-NMR és 1H-NMR spektrumokat vettünk fel. A 1H-NMR spektrumban 

szobahQmérsékleten nyolc jel volt látható. A jelek azonosítását kétdimenziós 1H-1H 

korrelációs spektroszkópiával végeztük (2D 1H-1H COSY). A Suligovir A 1H NMR 

spekrumában plusz jeleket detektáltunk, ami valamilyen melléktermék jelenlétét mutatta. A 

melléktermék egyes jelei (6,05 ppm; 6,27 ppm és 7,79 ppm), melyeket az 5O, 1’O és 6O 

hidrogének 1H jeleiként azonosítottunk, jól láthatóan elkülönülnek a többi jeltQl (18. ábra). 

Az egyes jelek integráljainak arányából megállapíthattuk, hogy a melléktermék és a kívánt 

vegyület aránya 1:10. A melléktermék többi jele átfedésben volt a fQtermék jeleivel. A 

Suligovir B esetében ilyen, melléktermék jelenlétére utaló plusz jeleket nem detektáltunk a 1H 

NMR spektrumban. A Suligovir A és B 13C NMR spekrumában gyakorlatilag eltérést nem 

tapasztaltunk, sem a jelek számában (9), sem az egyes jelek kémiai eltolódásában. J-modulált 
13C spektrum és 13C-1H heteronukleáris korrelációs spektroszkópia (HETCOR) segítségével 

beazonosítottuk az egyes jeleket. A Suligovir A J-modulált 13C spektrumában a kisebb 

érzékenység miatt nem tudtuk kimutatni a melléktermék jeleit. Mindkét mintánál a 31P-NMR 

spektrumban azonos kémiai eltolódásnál (0,1 ppm) kaptuk meg az oligonukleotidokra 

jellemzQ ortofoszfát csoport jelét. 
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A Suligovir A és B 1H NMR spekrumában talált különbséget kiváltó okot közelebbrQl 

is tanulmányozni kívántuk, ezért tömegspektrometriás vizsgálatot végeztünk mindkét mintára. 

Kromatográfiásan tisztított Suligovir mintákat használtunk. A Suligovir A esetében 

részlegesen tiolált 35mer oligonukleotidokat nagy arányban detektáltunk, jelezve azt, hogy a 

„deprotection” lépés alatt „kénvesztés” történt. A megfelelQ jelek között 16 tömegegységnyi 

különbségek voltak, ami azzal magyarázható, hogy a bázis 4-es helyzetében lévQ kén jelentQs 

része oxigénre cserélQdött ki. Így molekulánként átlagosan 31-32 ként tartalmazott a 35 tagú 

oligonukleotid (19. ábra). A tömegspektometriai vizsgálatok alátámasztották az NMR 

eredményeket és magyarázatot nyújtottak a melléktermék kialakulására és szerkezetére. A 

Suligovir A 11,7% deoxiuridint tartalmazott (az NMR-rel kapott arány 1:10), míg a (dC)35 

tiolálása gyakorlatilag teljesnek tekinthetQ, hiszen az így kapott Suligovir B mindössze 1,34 

%-ban tartalmazott deoxiuridint (NMR-rel nem volt detektálható a melléktermék jelenléte). A 

Suligovir molekulatömege: M=10649 g/mol. A Suligovir A és B tiolálása közötti kvantitatív 

különbséget az UV analízissel nem tudtuk kimutatni. Az NMR és MS vizsgálatok azonban 

rávilágítottak arra, hogy a két molekula kénezettségében számottevQ különbség van. 
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18. ábra A Suligovir 1H NMR spektruma 
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19. ábra A Suligovir tömegspektrometriás felvétele 
 

4.3.2 A Suligovir biokémiai jellemzése 
 

A kémiai jellemzés során kapott különbségek miatt meg kívántuk vizsgálni, hogy az 

eltérés mennyiben befolyásolja a Suligovir A és B biológiai aktivitását. Ezért 

összehasonlítottuk a HIV-1 reverz transzkriptázra, a HIV-1 replikációra és nukleázokra 

kifejtett hatásukat. 

HIV-1 RT gátlás: Laboratóriumunkban korábban már kimutattuk, hogy a Suligovir 

potens gátlószere a HIV-1 RT-nak. Ezért meghatároztuk az anioncserélQ kromatográfiával 

tisztított Suligovir A és B minták HIV-1 reverz transzkriptáz enzim gátló aktivitását. A két 

Suligovir minta IC50=6,2 nM koncentrációban, egyenlQ mértékben gátolta a HIV-1 reverz 

transzkriptáz enzim aktivitását (20. ábra). 

HIV-1 replikáció gátlás: A Suligovir A vagy B mintákkal végzett HIV-1 replikáció 

gátlási vizsgálatainkra HIV-1(IIIB) vírus törzset használtunk. MT-4 sejtek HIV-1(IIIB)-vel 

fertQzését megelQzQen 1 órával kezeltük a sejteket Suligovir A-val vagy B-vel, majd 
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meghatároztuk a reverz transzkriptáz aktivitást. Mindkét minta a HIV-1 replikációt IC50=0,3 

og/ml koncentrációban gátolta (21. ábra). 
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20. ábra HIV-1 reverz transzkriptáz gátlása Suligovirrel 
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21. ábra HIV-1 replikáció gátlása Suligovirrel 

 
A HIV-1 RT és HIV replikáció gátlásának vizsgálata azt mutatta, hogy a teljes 

tioláltság, ellentétben a lánchosszal, nem szükségszer_en fontos ahhoz, hogy a Suligovir 

kifejtse erQs gátló hatását. Ez összhangban van a részlegesen tiolált 5-merkapto-pirimidin 
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bázist tartalmazó oligonukleotidoknak a HIV-1 RT-ra és DNS polimerázokra kifejtett 

gátlásánál megfigyelt adatokkal (Bardos és mtsai, 1992). 

Ahhoz, hogy a Suligovir sikeresen használható legyen egy esetleges antivirális terápia 

során, két fontos követelményt kell teljesítenie: az oligonukleotid nagy stabilitással kell hogy 

rendelkezzen és kicsi legyen a sejtekre kifejtett toxicitása. 

Nukleáz stabilitás: Az elQzetes vizsgálatok során a sejteket tartalmazó tápfolyadékban 

és sejtextraktumban a Suligovir olyan stabilisnak mutatkozott, hogy célzott stabilitás 

vizsgálatokat végeztünk a Suligovir A-ra, B-re és a (dC)35-re, kígyóméreg diészterázt (50 

µg/ml) és DNase I-t (25 µg/ml) tartalmazó reakcióelegyben. A nukleázokkal való emésztés 

után az enzimeket hQkezeléssel inaktiváltuk és a nukleáz kezeléssel keletkezett terminális 

foszfát-monoészter csoportokat foszfo-monoészteráz enzimmel hasítottuk le. A keletkezett 

szervetlen foszfát mennyiségét meghatároztuk (Chen és mtsai, 1956) (22. ábra). Az 

eredményeket a teljes foszfortartalom százalékában fejeztük ki. 
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22. ábra A (dC)35, a Suligovir A és B nukleázokkal szembeni stabilitásának vizsgálata 

 
A tiolált oligonukleotid (Suligovir A és B) hozzávetQlegesen negyvenszer 

stabilabbnak bizonyult, mint a nem tiolált (dC)35. A Suligovir A és B stabilitása nem tért el 

egymástól. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a 4-tiono csoportot tartalmazó 

oligonukleotidok, a természetes oligonukleotidokkal ellentétben, igen nagy stabilitással 

rendelkeznek nukleázokkal szemben, anélkül, hogy a foszfáton vagy cukor komponensen 

módosítanánk. 

Toxicitás: Bár az in vitro antivirális assay eredményei alapján már megállapítottuk, 

hogy a Suligovir nem toxikus, tovább vizsgáltuk az emberi csontvelQbQl származó humán 

granulocita progenitor sejtek kolónia képzQdésére kifejtett toxicitását. Az oligonukleotid a 

kolóniaképzQdést nem gátolta jelentQsen még 180 µg/ml koncentrációban sem (23. ábra). 
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23. ábra A Suligovir hatása humán granulocita makrofág progenitor sejtek kolónia 
 képzQdésére 

4.4. A Suligovir gátló hatásának mechanizmusa 
4.4.1 A Suligovir gátló hatása a vírus-sejt kölcsönhatásra 
 

A Suligovir gátló mechanizmusának tanulmányozása során elsQ kérdés volt, hogy a 

vírus-sejt kapcsolat kialakulását („attachment”) és/vagy a vírus belépését gátolja-e a 

Suligovir. Erre jól kidolgozott virológiai módszerek vannak, melyeket laboratóriumunkban 

nem tudtunk elvégezni. Ezért egy Egyesült Államokban m_ködQ cégnek megbízást adtunk a 

munka elvégzésére, saját terveink alapján. A vírus sejthez kötQdésének gátlása során a sejthez 

kapcsolódott p24 mennyiségét mérték ELISA módszerrel, a vírus belépésének gátlását pedig 

48 órával késQbb, a d-galaktozidáz reporter expressziójának mérésével követték (Buckheit és 

mtsai, 1994). Mind a vírus kötQdésének, mind a belépésnek Suligovirrel való gátlása azonos 

mérték_ volt (IC50: 0.003 és 0.002 og/ml). Meghatározták a Suligovir hatását a sejtfúzióra is, 

ahol CD4 és LTR-d-galaktozidáz reportert tartalmazó HeLa CD4 LTR d-gal és HIV tat és env 

proteint expresszáló HL2/3 sejteket használtak. A két sejtvonalat együtt tenyésztették 48 

óráig, folyamatos Suligovir jelenlét mellett és meghatározták a d-galaktozidáz aktivitását. A 

Suligovir a gp120-CD4 fúziót IC50=8,75 og/ml koncentrációban gátolta. Pozitív kontrollként 

Chicago Sky Blue-t használtak (Clanton és mtsai, 1992), mely egy elterjedt kontroll vegyület. 

Az eredmények azt mutatják, hogy a Suligovir antivirális aktivitását a vírus életciklusának 

egy korai szakaszában fejti ki (1. táblázat), feltehetQleg az adszorpció vagy a belépés során. 
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1. táblázat A Suligovir hatása a vírus-sejt kötQdésére, a belépésére és a fúziójára 

 IC50  TC50 TI IC50 TC50 TI 
 Suligovir (µg/ml) Chicago Sky Blue (µg/ml) 
Vírus-sejt kölcsönhatás 0,003 >100 >33 000 1,20 >10 >8,3 
Vírus belépés 0,002 >100 >50 000 0,04 >10 >250 
Sejt-sejt fúzió 8,750 >100 >12 0,67 >10 >15 

 

 

4.4.2 A Suligovir kölcsönhatása a tioredoxinnal 
 

Az eddigi eredményeink azt mutatják tehát, hogy a Suligovir gátló hatását a HIV vírus 

életciklusának egy korai szakaszában fejti ki. A HIV-1 belépéséhez szükséges a CD4 receptor 

D2 doménjében levQ diszulfid híd oxidoredukciós változása, melyet a tioredoxin mediál 

(Matthias és mtsai, 2002). Így a tioredoxin a Suligovir egyik potenciális célpontja. 

E kölcsönhatás vizsgálatához tisztított tioredoxint és biotinnal jelölt Suligovirt 30 

percig együtt inkubáltunk, majd denaturáló poliakrilamid gélen elválasztottuk a 

reakcióelegyben keletkezett anyagokat. A biotinált termékeket streptavidinnel jelzett 

tormaperoxidázzal hívtuk elQ. A reakció elegyben megjelent 2 újabb termék (lásd 2-es és 3-as 

reakció). pH=8,5-en erQsebb sávokat kaptunk, ami jó egyezésben van azzal a ténnyel, hogy 

magasabb pH-án nagyobb mennyiségben lesz jelen a 4-tio-dezoxiuridin tiol alakja, mint 

pH=7,5-nél. A Suligovir és a tioredoxin között valószín_leg kovalens kötés alakult ki (24. 

ábra), hiszen az elektroforézis során a denaturáló gélben nagy valószín_séggel minden 

másodlagos kölcsönhatás megsz_nik. Hogy az egyes sávok összetétele mi lehet, jelenleg még 

nem tudjuk, valószín_, hogy egy tioredoxin kapcsolódik egy Suligovirhez (középsQ sáv), 

illetve két tioredoxin egy Suligovirhez (felsQ sáv). Tömegspetrometriás vizsgálataink 

folyamatban vannak ennek meghatározására. A futtatás során nem volt értelme se protein, se 

DNS molekulasúly standardot alkalmazni a sávok molekulatömegének meghatározására, 

hiszen a protein-Suligovir komplex (kb. 50% protein és 50% nukleinsav) futási tulajdonsága 

jelentQsen eltérhetnek bármelyik standardtól. 

 



Horváth András: Ph.D. dolgozat Eredmények és megbeszélés 

 43

1 2 3

 

 
24. ábra A biotinnal jelzett Suligovir kölcsönhatása a tioredoxinnal 1: Suligovir, 2: 

 Suligovir és tioredoxin (pH=8,5), 3: Suligovir és tioredoxin (pH=7,5) 
 

4.4.3 A Suligovir kölcsönhatása a sejtfelszínnel 
 

CD4+ Kit225 K6 T limfóma és CD4- N87 gyomor karcinóma sejt vonalakat 

Suligovirrel titráltunk, azt vizsgálva, hogy a Suligovir specifikusan kötQdik-e a sejtekhez (25. 

ábra). A Suligovir a CD4+ sejtekhez kb. tízszer jobban kötQdött, mint a CD4- sejtekhez. 
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25. ábra A Suligovir kötQdése a CD4+ Kit225 K6 T limfóma és CD4- gyomor 
 karcinóma sejtekhez 

 
Az interleukin-2 receptor c-láncának (IL-2Rc) expresszióját (sejtenként 105 IL-2Rc) 

használtuk standardként (Matkó és mtsai, 2002) ahhoz, hogy a Kit225 K6 sejtek CD4 

expresszióját meghatározzuk. A Kit225 K6 sejtek 20 000 CD4 molekulát tartalmaznak és 

sejtenként 170 000-350 000 Cy-5 jelölt Suligovir kötQdik hozzájuk (26. ábra).  
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26. ábra Kit225 K6 T limfóma sejteken kötQdött molekulák száma; a: CD4, b: CD48, 
 c: IL2Rc lánc, d: 5 og/ml Suligovir, e: 10 og/ml Suligovir, f: 20 og/ml Suligovir 

 
A HIV-1 gp120 glikoproteinjének elsQdleges receptora a CD4 molekula. Ezért 

kompetíciós és fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) vizsgálatokat végeztünk, 

hogy meghatározzuk a Suligovir kötQdési helyét a CD4 lokalizációjára vonatkoztatva. Amikor 

jelöletlen Suligovirrel egyidej_leg fluoreszcensen jelölt CD4-ellenes mAt-et (MEM115) 

adtunk a sejtekhez, a Suligovir versengett a kötQhelyért az antitesttel. A CD48-ellenes mAt 

(MEM102) kötQdött a sejtekhez, de a jelöletlen Suligovir hozzáadására sokkal kisebb 

kompetíciót figyeltünk meg (27. ábra), annak ellenére, hogy a CD48 receptorok száma közel 

azonos a CD4 receptorok számával (26. ábra). 
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27. ábra Kompetíció a Suligovir és a CD4- vagy CD48-ellenes antitest között (a kompetíciót 
 a Suligovir jelenléte mellett az antitest fluoreszcenciájának részleges csökkenésébQl 
 számítottuk)  
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FRET analízissel vizsgáltuk a Suligovir molekulák lokalizációját a CD4 receptorhoz 

képest. A módszer segítségével eldönthetQ, vajon a donor Cy-3 jelölt monoklonális CD4-

ellenes antitest és az akceptor Cy-5 jelölt Suligovir molekulák nagy számban fordulnak-e elQ 

egymással szoros közelségben (10 nm). Az energia transzfer hatékonyságából kiszámíthatjuk 

a két festékmolekula közötti távolságot. 5%-os energia transzfer hatékonyság alatt lényegében 

nem beszélhetünk arról, hogy a donor és akceptor jelölt molekulák nagy része térben közel 

lennének egymáshoz. A 10 és 25% közötti számított energia transzfer értékek azt mutatják, 

hogy a CD4 és Suligovir molekulák jelentQs része egymással szoros közelségben, 10 nm-nél 

közelebb helyezkedik el (28. ábra). 

A Suligovir és a CD4 között specifikus kölcsönhatás bizonyításának érdekében FRET 

analízist végeztünk a Cy-3 jelzett CD48-ellenes mAt és a Cy-5 jelölt Suligovir között. A 

CD48-ellenes mAt és a Suligovir között kialakult alacsony (1-5%) energia transzfer 

hatékonyság (28. ábra) azt mutatja, hogy a molekulák nagy része nincs közel (10 nm-en 

belül) egymáshoz. A megfigyeléseink és a kapott kompetíciós adatok alapján azt mondhatjuk, 

hogy nagyszámú Suligovir molekula kerül kölcsönhatásba a CD4-gyel, de a CD48-cal nem, 

vagy sokkal kisebb mértékben. Ez azonban nem jelenti azt, hogy esetleg nem kötQdhet más, 

itt nem azonosított, sejtfelszíni molekulához. 

 

 

5.0 10.0 20.0
0

5

10

15

20

25

30

35

Cy5-Suligovir (koncentráció g/ml)o

E
n

er
g

ia
 tr

an
sz

fe
r

 h
at

ék
on

y
sá

g 
(%

)  

 mAtCD48-mAtCD48-

mAtCD4-

 
 

28. ábra 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 között 
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4.4.3.1 A Suligovir sejtfelszíni lokalizációjának vizsgálata konfokális 
lézermikroszkópia alkalmazásával 

 
Mivel a Suligovir gátolja a vírus belépését a sejtbe és úgy t_nik, hogy a CD4-gyel is 

kölcsönhatásba lép, vizsgáltuk sejtfelszíni kolokalizációját összehasonlítva a CD4-el. Úgy 

találtuk, hogy a Suligovir a sejtfelszín jól definiált helyeihez kötQdik (29. A ábra). Az 

oligonukleotid kötQdését nem befolyásolja a jelölés típusa (Cy-3, Cy-5). A 29. B és C ábrán 

látható, hogy igen nagy az átfedés a Suligovir, a CD4 és a lipid „raft”-ok sejtfelszíni 

elhelyezkedésében. 
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29. ábra CLSM vizsgálatok a Suligovir Kit225 K6 sejtek sejtfelszíni lokalizációjáról. (A) 
 KülönbözQ jelölések hatása a Suligovir lokalizációjára 1: Cy-3-Suligovir, 2: Cy-5-
 Suligovir, 3: átfedés. (B) A Suligovir kolokaliziója a CD4-gyel és a lipid „raft”-tal 1: 
 CD4, 2: Suligovir, 3: kolera toxinnal jelzett lipid „raft, b4: átfedés. (C) A Suligovir 
 kolokaliziója a CD4-gyel és a lipid „raft”-al a sejt felsQ szeletébQl 1: CD4, 2: 
 Suligovir, 3: kolera toxinnal jelzett lipid „raft”, b4: átfedés. 
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Korábban már bemutattuk, hogy a Suligovir in vitro kovalens kötQdéssel kapcsolódik 

a tioredoxinhoz, ezért a Suligovir és a sejtfelszíni tioredoxin elhelyezkedését is 

összehasonlítottuk. A Suligovir és a sejtfelszíni tioredoxin szinte teljesen azonos helyen 

található meg a sejt felszínén (30. A, B ábra). Hasonlóan a CD4-Suligovir kölcsönhatás 

vizsgálata során kapott eredményekhez, a tioredoxin és a Suligovir ebben az esetben is a lipid 

„raft”-tal azonos helyen jelenik meg a sejt felszínén (30. C ábra). 
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30. ábra CLSM vizsgálatok a Suligovir és lipid „raft”-ok kölcsönhatásáról a sejtfelszíni 
 tioredoxinnal Kit225 K6 sejteken. (A) A Suligovir és sejtfelszíni tioredoxin 
 kolokalizációja 1: thioredoxin, 2: suligovir, 3: átfedés. (B) A Suligovir és sejtfelszíni 
 tioredoxin kolokalizációja a sejt felsQ szeletén 1: thioredoxin, 2: Suligovir, 3: 
 átfedés. (C) A kolera toxinnal festhetQ lipid „raft” és tioredoxin kolokalizációja 1: 
 tioredoxin, 2: lipid „raft”, 3: átfedés. 
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A konfokális lézer szkenning mikroszkópiával kapott képek jelzik, hogy a Suligovir 

mennyisége CLSM-mel nem detektálható intracellulárisan, hanem a sejt felszínén, a 

sejtmembránhoz kapcsolódik (29. ábra). Így igen valószín_tlen az, hogy a reverz 

transzkripció gátlásával (TQkés és Aradi, 1996) fejtené ki antivirális aktivitását a molekula. 

CLSM-mel kapott eredményünk szerint a sejtfelszíni tioredoxin a lipid „raft”-okban 

lokalizált és a Suligovir is ezekben a pontokban dúsul fel. Másik kísérletünk szerint a 

Suligovir a lipid „raft”-okban található CD4 receptorral azonos helyen dúsul fel. Az 

irodalomban jelenleg vita tárgya, hogy a lipid raftokban lokalizált CD4 receptorok a HIV 

kizárólagos receptorai, vagy a lipid „raft”-okon kívüli 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 gátló hatását (0,003 µg/ml), CLSM 

eredményeink inkább amellett szólnak, hogy a vírus lipid „raft”-okban lokalizált CD4 

receptorokon keresztül kerül felvételre. További hangsúlyozandó és fentebb megjegyzett 

eredményünk az, hogy a tioredoxin a sejt felszínén elhelyezkedQ lipid „raft”-okban fordul elQ 

(30. C ábra). Ezt eddig nem írták le. Ha azt az irodalmi eredményt elfogadjuk, hogy a 

tioredoxin feltétlen kell a CD4 vírus belépés során bekövetkezQ konformációs változáshoz 

(Matthias és mtsai, 2002; Matthias és Hogg, 2003; Hogg, 2003), akkor egy újabb 

megerQsítését kapjuk annak, hogy a HIV a lipid „raft”-okban lokalizált CD4 molekulákat 

hasznosítja a bejutáshoz. 

 Vizsgálataink nem terjedtek ki a Suligovir protein diszulfid izomerázzal és gp120-szal 

lehetséges kölcsönhatására. A vírus belépése során a gp120-ban a PDI felelQs a diszulfid 

kötések változásáért (Gallina és mtsai, 2002; Barbouche és mtsai, 2003), mely a Suligovir egy 

további antivirális célpontja lehet. Az utóbbi idQben írták azt le, hogy a gp120-t, PDI-t, CD4-

et és CXCR4-et tartalmazó tetramolekuláris fehérje komplex kialakít egy (a vírus belépéséhez 

szükséges) „kaput” és a PDI redox aktivitása szükséges a gp120 nélkülözhetetlen 

konformációs változásához (Matthias és mtsai, 2002). 

Eredményeink szerint a Suligovir egy nem toxikus HIV ellenes anyag, mely a vírus 

belépésénél fejti ki gátló hatását. 

A Suligovirnak három, az antivirális hatás szempontjából fontos jellegzetessége van, 

melyek a kémiai módosításnak köszönhetQek, ezek: 

1. a 4-tiono csoport megnöveli a bázis hidrofób jellegét (TQkés és Aradi, 1996) 

2. a 4-tiono csoport tautomer átrendezQdésével a bázis 4-es helyén reaktív -SH csoport 

alakulhat ki (Simuth és mtsai, 1970) 
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3. a bázison történQ tiolálás a foszfodiészter kötések módosítása nélkül is egy a 

nukleázokkal szemben igen ellenálló oligonukleotidot eredményez (20. ábra). 

 A Suligovir nem jut át a sejtmembránon, hanem a sejt felszínén helyezkedik el. Ez egy 

igen jelentQs különbség a Suligovir és sok más, HIV-ellenes aktivitással rendelkezQ 

oligonukleotid között. Valószín_leg ez a tulajdonság lehet részben felelQs az alacsony 

toxicitásért. MásrészrQl, a Suligovir nem toxikus természete azzal is magyarázható, hogy a 

sejtfelszíni kölcsönhatás specifikus, a Suligovir csak bizonyos sejtfelszíni célpontokat támad. 

 
4.5. Suligovir antivirális aktivitása 
 

Az alábbi táblázatokban szereplQ adatokat a Southern Research Inc. (USA, Maryland) 

munkatársai mérték. Vad típusú, illetve nukleozid- (NRTI) és nem nukleozid reverz 

transzkriptáz inhibitorokra (NNRTI) rezisztens HIV-1 törzsek replikáció gátlását standard sejt 

alapú „assay”-vel mérték (2. táblázat). AZT-t és nevirapint használtak pozitív kontrollként, 

melyekre a mutáns vírus törzsek 16-333 szoros rezisztencát mutattak. Ezek az adatok azt 

mutatják, hogy a Suligovir mind a vad típusú-, mind a mutáns törzsek replikációját gátolja. 

Továbbá megvizsgálták a HIV replikáció gátlását perifériális mononukleáris sejteken, 

különbözQ vírustörzsekkel (3. táblázat). Ebbe a táblázatba foglaltuk össze a Suligovir SIV 

replikáció gátlására kifejtett hatását. Ez utóbbi fontos eredmény a tervezett in vivo 

majomkísérletek szempontjából. 

2. táblázat A Suligovir antivirális aktivitása. 
VÍRUS IZOLÁTUM IC50 TC50 TI Rezisztencia foka* Rezisztencia 
  Suligovir (µg/ml) TC50/IC50 IC50mutáns/IC50vad típus   típusa 

Vad típus 
 RF 0,8 >50 >62 
 IIIB 4,4 >100 >23 
 NL4-3 7,8 >100 >13 
 

NL4-3 mutáns 
 K103N 25,4 >100 >4 Szenzitív; 3,3 NNRTI 
 Y181C 6,7 >100 >15 Szenzitív; 0,9 NNRTI 
 4X AZT 24,5 >100 >4 Szenzitív; 3,1 NRTI 
 

IIIB mutáns 
 DPS-R 10,5 >100 >10 Szenzitív; 2,4 NNRTI 

*Amennyiben a rezisztencia foka <5, akkor az adott potenciális gyógyszerre szenzitív a vírus 
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3. táblázat A Suligovir HIV replikációt gátló hatása perifériás mononukleáris sejtekben 
 különbözQ vírustörzsekkel szembeni antivirális aktivitása. 

 
VÍRUS IZOLÁTUM  IC50 TC50  TI 
   Suligovir (µg/ml)  TC50/IC50 
 

Humán virus törzsek 
 

HIV-1 RW/92/016 (A altípus) 0,02 >100  >5000,0 
HIV-1 BR/92/014 (B altípus) 0,3 >100  >333,3 
HIV-1 BR/92/025 (C altípus) 0,05 >100  >2000,0 
HIV-1 UG/92/046 (D altípus  0,25 >100  >400,0 
HIV-1 CMU02 (E altípus) 0,41 >100  >243,9 
HIV-1 BR/93/020 (F altípus)  4,77 >100  >21,0 
HIV-1 JV 1083 (G altípus)  0,54 >100  >185,2 
HIV-1 BCF01 (O altípus)  4,29 >100  >23,3 
 

Majom virus törzsek 
 
SIVmac25  11,50 >100  >66,6 
SHIV89,6p  0,17 >100  >588,2 
SIVPBj  0,26 >100  >384,6 
IC50, a vírus replikáció 50%-os gátlása; TC50, a sejt életképességének 50%-os csökkenése; 
 
 

In vitro a Suligovir IC50=0,8-25,4 og/ml koncentráció tartományban gátolja a 

különbözQ HIV- (beleértve a nukleozid- és nem nukleozid reverz transzkriptáz inhibitorokkal 

szemben rezizsztens mutáns) törzseket. Ugyancsak potens gátlószere a HIV-1 (0,02-4,77 

og/ml) és a majmokat megbetegítQ SIV (0,17-11,5 og/ml) vírus különbözQ altípusainak is. Ez 

az antivirális aktivitás hasonló, vagy magasabb, mint az irodalomban már leírt oligonukleotid 

alapú 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 IC50 értékénél 50-1000-szer nagyobb 

koncentrációban sem toxikus a sejtekre és a humán granulocita progenitor sejtek kolónia 

képzQdésére sem fejt ki lényeges gátlóhatást (21. ábra).  
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5 ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Munkacsoportunk biológiailag aktív oligonukleotidok tanulmányozása és fejlesztése 

során egy potens anti-HIV aktivitással rendelkezQ oligonukleotidot állított elQ, melyet 

Suligovirnak neveztünk el, kémiai szerkezete: (s4dU)35. Doktori disszertációmban az (s4dU)35 

kémiai szintézisének optimalizálása, kémiai, biokémiai karakterizálása, valamint anti-HIV 

aktivitásának tanulmányozása során végzett munkámat mutatom be. Ismételten megjegyzem, 

hogy az anti-HIV aktivitás méréseket a DEOEC Mikrobiológiai Intézet munkatársai végezték 

velem szoros kooperációban. 

 

1. Kidolgoztunk két módszert a Suligovir elQállítására: 

A módszer: elQállítottuk a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit és CPG származékát és 

ezek felhasználásával a Suligovirt automata oligonukleotid 

szintetizálóban 

B módszer: elQállítottuk (dC)35-ból folyékony H2S kezeléssel a Suligovirt 

2. 1H-, 13C-, 31P-NMR spektroszkópiás és tömegspektrometriás módszerekkel 

meghatároztuk a két módon elQállított Suligovir kémiai szerkezetét. Megállapítottuk, 

hogy a Suligovir A nem teljesen tiolált (31-32 kénatomot tartalmaz), míg a Suligovir 

B tiolása gyakorlatilag teljes (35 kénatomot tartalmaz molekulánként). 

3. A két módszerrel elQállított Suligovir biológiai aktivitásában nem találtunk lényeges 

eltérést. Megállapítottuk, hogy szerkezeti inhomogenitása és magas elQállítási költsége 

miatt az A módszerrel nem célszer_ nagyobb mennyiségben elQállítani a Suligovirt, de 

kísérleti rendszerekben a Suligovir B-vel azonos biológiai aktivitása miatt fel lehet 

használni. 

4. Kimutattuk, hogy a Suligovir nukleázokkal szemben a kiindulási, módosítatlan (dC)35 

oligonukleotidhoz képest negyvenszer stabilabb és a celluláris toxicitása nagyon 

alacsony (180 µg/ml koncentrációig humán granulocita makrofág progenitor sejtek 

kolóniaképzQdésére nincs jelentQs gátló hatása). 

5. Egy példán bemutattuk, hogy a Suligovir a CD4+ sejtekhez tízszer nagyobb mértékben 

kötQdött, mint a CD4- sejtekhez. 

6. Konfokális mikroszkópiai vizsgálataink szerint a Suligovir a sejt belsejébe nem jut be, 

hanem a sejt felszínén a koleszterin gazdag lipid „raft”-okban elhelyezkedQ CD4 

molekulákhoz kötQdik. 
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7. A sejtfelszínen jelentQsen kolokalizál a tioredoxinnal is és izolált tioredoxinnal 

kovalens kölcsönhatást is kialakíthat. 

8. A Suligovir IC50=0,8-25,4 og/ml koncentrációban gátolja a vad, a nukleozid és nem-

nukleozid reverz transzkriptáz inhibitor rezisztens mutáns törzseket, illetve a HIV-1 

(0,02-4,77 og/ml) és SIV (0,17-11,5 og/ml) különbözQ altípusait. 

 

Összefoglalva: a Suligovir egy ígéretes terápiás ágens a HIV fertQzés vagy az AIDS 

kezelésére, egy a vírus bejutását gátló inhibitor. A folyamatban lévQ in vivo kísérletek döntik 

majd el, hogy a Suligovir csupán egy elméleti szempontból érdekes molekula vagy további 

fejlesztés után esetleg gyógyszerként jelenhet meg egy súlyos, halálos kimenetel_ betegség, 

az AIDS kezelésében. 
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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 [(s4dU)35, 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 H2S treatment of (dC)35  

2. We have determined the chemical structure of Suligovir A and B by 1H-, 13C- and 31P-

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)35 oligonucleotide. The cellular toxicities of both Suligovirs are very 

low (Suligovir had negligible effect even until 180 µg/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 IC50 values in the range from 0.8 to 25.4 

og/ml. It also inhibits the replication of various subtypes of HIV-1 (IC50 = 0.02-4.77 

og/ml) and SIV (IC50 (0.17-11.5 og/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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