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1 BEVEZETES

Az oligonukleotidok értékes eszkozok a kutatok kezében, melyekkel gének
expressziojat, vagy proteinek aktivitdsat lehet gatolni. Széleskorii terapias alkalmazéasuk
bevezetése szintén varhato a kozeljovoben. Az oligonukleotidok mint kisérleti eszkdzok vagy
potencialis terapias dgensek, bioldgiai aktivitdsukat két modon fejtik ki:

Szekvencia specifikus modon (antiszensz oligonukleotidok, triplahélix képzo

oligonukleotidok, aptamerek, ribozimok, decoy oligonukleotidok, illetve kis

interferal6 RNS-ek)

Nem szekvencia specifikus modon (interferon indukald oligo- vagy polinukleotidok,

antitemplatok, egyéb)

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

kevert funkcioju bioldgiailag aktiv oligonukleotidok is eléfordulnak.

1.1. Oligonukleotidok nem szekvencia specifikus modon kifejtett lehetséges
biologiai aktivitisa

Interferon indukadlo oligonukleotidok: A nem szekvencia specifikus médon hato
biologiailag aktiv oligonukleotidok skaldja nem olyan széleskorli, mint a szekvencia
specifikus moédon hatd  oligonukleotidoké. A duplaszalt RNS [mint amilyen a
poli(r])-poli(rC)] interferon indukald 4gens, melynek terapids felhasznalasara kordbban mar
folytattak kisérleteket.

Antitemplat oligonukleotidok: A DNS-polimerazok mikddéséhez templat sziikséges.
Szamos kémiailag moédositott polinukleotid (pl. 5-merkaptopirimidin), elfoglalva a templat
kotd helyet, erdteljesen gatolja a templat fliggd nukleinsav polimerazokat, a DNS-, RNS-
polimerézt, vagy a reverz transzkriptazt. Ezeket a nukleinsav-polimerdz gatlo, kémiailag
modositott polinukleotidokat antitemplatoknak nevezziik.

A laboratoriumunkban kifejlesztett homo-oligomer, az (s*dU)ss (Suligovir) szintén
nem szekvencia specifikus modon fejti ki hatasat.

1.2. Az AIDS és a retrovirusok

Az 1980-as évek elején keriilt az érdeklddés kozéppontjadba egy fert6zd betegség, az
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome). 1983-ban izolaltak a betegség korokozojat,
a Lentiviridae viruscsalad egyik tagjat, az azota HIV-nek (Human Immune deficiency Virus)
nevezett retrovirust. A HIV virusnak két tipusat talaltdk, a HIV-1 és HIV-2 virusokat. A két
tipusnak 40-50%-ban hasonlé az RNS szekvencidja és hasonlod klinikai tiinetegyiittest is

okoznak. A virusos megbetegedésektdl eltéréen a HIV fert6zés kezdetben észrevétlen marad,



a beteg évekig panaszmentes lehet. Ez alatt az id6 alatt a fertdzottek fertézottségiikrol nem
tudva adjék at masoknak a virust.

A retrovirusok RNS genommal rendelkezd virusok. A Retroviridae csalddot harom
taxonomiai csoportra oszthatjuk. Az Oncoviridae vagy RNS tumor virusok, a Spumaviridae
vagy foamy virusok tartoznak és a Lentiviridae virusokra. A Lentiviridae tagjai, mint példaul
a HIV, szdmos neurologiai és immunologiai betegségeket okoznak az emldsokben. A
lentivirusokhoz a Visna/Maedi virus, Caprine Arthritis-Encephalitis virus (CAEV), Equine
Infectious Anemia virus (EIAV) és néhany immundeficiencia virus [szarvasmarhdban (BIV),
macskakban (FIV), majmokban (SIV) és emberekben (HIV-1 és HIV-2)] tartozik.

1.3. A HIV-1I sejtbe jutdsa és gatldsa:

Mivel a disszertaciomban jellemzett Suligovir egy ,entry” inhibitor, ezért
részletesebben ismertetem a HIV-1 sejtbe jutasanak folyamatdt. A virus sejtbe jutasa
alapvetden négy lépésbol all. Az elsé 1épés a sejthez kapcsolodas, majd ezt kdveti a CD4
receptorhoz, majd a koreceptorhoz kotddés. Végil a negyedik 1épés sordn a virus a
membranon keresztiil fizioval jut be a sejtbe. Jelenleg szdmos olyan gatloszer fejlesztésén
dolgoznak, melyek a HIV-1 sejtbe valo bejutasdnak egyes 1épéseit gatoljak.

A folyamat soran a HIV-1 virus burka kdzeledni kezd egy olyan gazdasejthez, amely
CD4 receptort tartalmaz a sejt felszinén, bar CD4-t6] fiiggetlen kotddést is leirtak. A HIV-1
virus burok fehérjéje a gazdasejt sejtmembranjabol szarmazik, melyet a virus sarjadzéasa soran
szerez. A gpl60 polipeptid prekurzor a cellularis protedzok hatdsira gpl20-ra és gp4l-re
hasad el. A proteinek a Golgi késziilékben glikozilalédnak és gp120-gp41 heterodimerekbdl
allo trimerekké allnak Ossze. A virus részecskék sarjadzasa a burok fehérjéket tartalmazo
plazmamembréanon keresztiil megy végbe, amibdl aztan kialakulnak az érett virus részecskék.
A gpl120 a burok fehérje kiilsé részén helyezkedik el. A gp120 igen erdteljesen glikozilalt,
ami lehetséges, hogy a humordlis immunvalasz elleni pajzsként funkcional. Bar a HIV-1
gpl20 glikoproteinje jellemzéen a CD4 receptorral rendelkezd gazdasejtekhez tud
kapcsolodni, de kis mennyiségben képes olyan sejteket is fertézni a HIV-1, amelyek nem
expresszalnak CD4-et. A gp120 alternativ receptoraként mitkddhetnek a galaktozilceramidok
vagy az 0sszefliggd glikolipidek is.

1.4. A sejtfelszini redox folyamatok szerepe a HIV belépésében

Az el6zéekben bemutatott jol ismert konforméciod valtozasokat a felvételben részt
vevo proteinek egy részének redox valtozasa kiséri. A CD4 négy immunglobulinszeri domént
(D1-D4) tartalmaz. A D1, D2, és D4 domének tartalmaznak intramolekularis diszulfidkotést.
A CD4 receptor kettes doménjének (D2) diszulfid kotése redoxaktiv. Ezt a folyamatot a T-



sejteken kivalasztott sejtfelszini tioredoxin szabéalyozza. Az ok, amiért a D2 domén diszulfid
kotésének redox aktivitasa fontos a HIV-1 fert6zéshez, még ismeretlen; valoszinii, hogy a
CD4 konformacid valtozasaért lehet részben felelds. Egy masik, redox folyamatot katalizald
sejtfelszini fehérje, a protein-diszulfid izomeraz (PDI) szintén felelds lehet a sejtfelszini redox
allapot valtozasaért. A gpl120 CD4" sejtekhez kotodése a gp120 glikoproteinben 16vé kilenc
diszulfid kotés koziil kettdnek a hasitdsdhoz vezet, mely a PDI-nek tulajdonithatd. A
tioredoxinnak és a PDI-nek jol elkiiloniilé szerepe van, ugyanis a tioredoxin a CD4-ben 1évd
diszulfidkotéseket hasitja, de a gpl120-ban lévéket nem, mig a PDI a gpl20-ban léviket
hasitja és a CD4-ben 1évoket nem. A virus-sejt fuzid a belépésért felelds sejtfelszini proteinek
diszulfid kotésének hasitasat kisérd konformaciovaltozason alapszik.

Szdmos virusnak és baktériumnak koleszterinben gazdag membran tutajokra (,.raft”-
okra) van sziiksége ahhoz, hogy be tudjon 1épni a gazdasejtbe. A HIV-1 replikacios ciklus
tobb helyén szerepet jatszhatnak a lipid ,raft”-ok. Az eredmények azt sugalljak, hogy a
koleszterol gazdag lipid ,raft’-okban talalhatd6 CD4 receptorok vesznek részt a HIV sejtbe
val6 jutdsdban, de ezzel ellentétes adatokat is publikaltak.

1.5. Exogén oligonukleotid inhibitorok

Az oligonukleotidok a virdlis replikacio Iépéseinek gatlasara is alkalmasak.
Eldallitottak olyan antiszensz dezoxioligonukleotidokat, melyek kiilonbozé HIV-1 RNS
szekvenciadkkal voltak komplementerek. Ezek sejtkulturaban antiviralis aktivitast mutattak.
Nagyon sok oligonukleotid esetében még nem hataroztadk meg pontosan a gatlds molekularis
mechanizmusat. Mind az antiszensz, mind a tripla-hélix képz6 oligonukleotidok szekvencia-
specifikus nukleinsav-nukleinsav kdlcsonhatassal fejtik ki hatasukat. In vitro a foszforotioat
internukleotid kotést tartalmazd oligodezoxicitidilat a CD4-hez kotddik, ahol gatolja a
gp120/CD4 kolcsonhatést €s a tisztitott reverz transzkriptdz enzim polimerdz aktivitasat is.
HIV ellenes aktivitassal rendelkeznek a foszforotioat kotést tartalmazo, foleg guanilatokbol
felépiild oligonukleotidok, bar mas miikddési mechanizmussal. Korabban munkacsoportunk
mar kimutatta, hogy az S5-merkaptopirimidint tartalmazé oligo- és polinukleotidok igen
erbteljesen gatoljak a reverz transzkriptdzt €s in vitro a HIV-1 replikaciot.

1.6. Az oligonukleotidok kémiai szintézise

Az oligonukleotidok oldat- ¢és szilard fazisi kémiai szintézise egyarant
megvalosithatd. A tiz nukleotidnal hosszabb oligonukleotidok eléallitasara a konnyi
kezelhetOségli szilard fazist foszfit-triészter szintézis modszert hasznaljak. A modszer soran
dezoxiribonukleotid monomer egységek ismétlodd hozzaadaséaval (beépitésével) alakithato ki

a kivant oligonukleotid.



A szilard fazisu foszfit-triészter szintézisnél az elsé dezoxiribonukleozid altalaban a
monomer 3’-hidroxil csoportjan keresztiil egy oldhatatlan hordozdéanyaghoz van kikotve,
mely leggyakrabban ellendrzott porusu iiveg (CPG). A folyamat elsé 1€pése sordn a hordozora
kikotott dezoxiribonukleozid 5°-hidroxil csoportjanak véddcsoportja (dimetoxi-tritil csoport)
lehasad, majd a kapcsoldsi 1épésben a tetrazollal aktivalt 5°-O-dimetoxitritil-
dezoxiribonukleozid-3’-foszforamidittel Osszekapcsolddik. A reakcid soran kialakult 3°-5°
internukleotid foszfit-triészter kotés oxidalasaval a sokkal stabilisabb és természetes 3°-5’
foszfat-triészter kotés alakul ki. A hibads szekvencidk elkeriilése végett sziikséges a nem
reagalt szabad 5’-hidroxil csoport acetilalasa, majd kezdddik elolrdl a szintetikus ciklus. A
szintézis végén a szilard hordozon kikotve talalhatdé meg a véddcsoportokkal ellatott teljes
hosszlisagu dezoxioligonukleotid a rovidebb, de korrekt szekvenciaju oligomerekkel egyfitt.
1.7. Kéntartalmu nukleotidok és nukleinsavak szintézise

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

Miura és mtsai az 1. modszer szerint a dezoxicitidin atalakitdsat (nukleozidot,
nukleotidot és nukleinsavat) folyékony kénhidrogénes kezeléssel végezték €s igy a bazis 4-es
helyzetében 1évé aminocsoportot tiokarbonil csoporttd alakitottak at. A tiokarbonil-csoport
beépitése az uridin P,Ss kezelésével is megvaldsithatd. Enzimatikusan, polinukleotid
foszforilazzal Simuth és mtsai poli-4-tio-uridilatot allitottak eld. A 3. mdédszerhez eldallitottak
a 4-tio-dezoxitimidint, illetve 4-tio-uridin- és 2’-dezoxi-4-tio-uridin-foszforamiditet. Ez
utobbit az alabbiak szerint készitették el: 2°-dezoxiuridin 3’ és 5’ szabad hidroxil csoportjat
tercier-butil-dimetil-szilil csoporttal védték, az igy kapott vegyiiletet O*-2,4,6-triisopropil-
fenilszulfonatta alakitottak. 3-merkapto-propionitrillel K,COj3 jelenlétében a szulfonat észtert,
majd ecetsavas kezeléssel a szilil védécsoportot tavolitottak el. Ezt kdvetden kialakitottdk az

5’-hidroxil csoporton a dimetoxi-tritil, mig a 3’-hidroxicsoporton a foszforamidit csoportot.



2 PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Munkacsoportunk  kordbban mar kimutatta, hogy a kizarolag 4-tio-
dezoxiuridilatbol felépiild 35-mer oligonukleotid, az (s*dU)ss, potens inhibitora (K= 3 nM) a
HIV-1 reverz transzkriptaznak. A munka logikus Kkiterjesztéseként ezutan vizsgaltuk az
oligonukleotid anti-HIV aktivitasat, majd a biztaté eredmények utdn két modszerrel a vegyiilet
eloallitasanak kémidjat, valamint antivirdlis hatasdnak mechanizmusat tanulmanyoztuk.
Céljainkat jelentésen segitette, és anyagilag is tdmogatta az Egyesiilt Allamok Nemzeti
Egészségiigyi Intézete (NIH) és egy gyogyszerfejleszté cég, az OmniPharm Research Inc.
(Buftfalo, New York, USA). Doktori munkdm soran a fentiekben véazolt témaban dolgoztam, a

kovetkez6 célkitizésekkel:

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

2. Az (s*dU);s szintézis koriilményeinek preciz kidolgozasa két modszerrel: elére
elkészitett oligonukleotid tiolalasaval és tiolalt monomerek kémiai kapcsolasaval.

3. Nagymennyiségli (grammnyi) tiolalt oligonukleotid eldallitdisa mindkét modszerrel.

4 Kromatografias modszer kidolgozasa az (s*dU)ss tisztitasara.

5 Az (s4dU)35 kémiai analizise.

6. Az (s*dU)ss biokémiai jellemzése.
7

Az (s*dU);s anti-HIV mechanizmusanak tanulmanyozasa.

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

722038.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kémiai modszerek
3.1.1 A Suligovir A szintézise automata oligonukleotid szintetizalo késziilékkel

A szintézist standard foszforamidit kémidval a 10 umol-os oszlophoz val6 protokollt
hasznalva, a Pharmacia Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizald késziilékkel
allitottuk eld. 330 mg 4-tio-dezoxiuridin-CPG szilard hordozét hasznaltunk minden egyes
szintézis soran. A foszforamidit koncentracioja 0,1 M ¢és a tetrazol koncentracidja 0,45 M
volt, 6sszhangban a standard eljarasssal.

Minden egyes szintézisnél (10 umol-os reaktor) 6 ml NaSH-NH; oldatot hasznaltunk.
24 6ras szobahOmérsékleten vald allas utan centrifugalassal eltavolitottuk a szilard hordozotol
és a feliiluszot 6sszekevertiik 600 pl 3 M natrium-acetattal (pH 5,2) és 30 pl 1 M MgCl,-dal,
majd az oligonukleotidot kicsaptuk 17 ml -20°C-os etanollal. 30 perc -20°C-os allas utan a
kicsapodott oligonukleotidot centrifugalassal Osszegyljtottiik, vakuumban szaritottuk és -
20°C-on taroltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir mintdkat desztillalt vizben feloldva
egyesitettiik, sziirtiik és masodszor is kicsaptuk az elobb leirtak szerint, de most nem adtunk
hozza MgCly-ot. A végiil megkapott csapadékot kétszer mostuk 80%-0s -20°C-os etanollal és
az alkohol maradékot vakuumban tavolitottuk el. A kapott terméket desztillalt vizben
feloldottuk és liofilizaltuk.
3.1.2 A Suligovir B szintézise (dC);5 H,S-es kezeléssel

A (dC)ss kémiai tiolalasa: 80 mg (dC);s-t 5 ml viz-piridin (50:50) elegyben oldottunk
fel és egy teflon betétet tartalmazé rozsdamentes acél bombaba helyeztiik. A bombat -70°C-ra
hitottiik le és 8 ml folyékony H,S-t adtunk hozzd. A nagy nyomasti bombat dvatosan
lezartuk, majd 10 napig 55°C-on inkubéltuk. Ezutdn a bombat 4°C-ra hiitottiik és kinyitottuk.
Szilard anyagot is tartalmaz6 sarga szini oldatot kaptunk, melyet desztillalt vizzel mostunk ki
a teflon betétbdl, 7-8 ml zavaros oldatot kapva. Az oldatot 4°C-on tartottuk 1 6raig, majd a
kivalt finom szemcseméretii ként sziiréssel tavolitottuk el és a filtert vizzel mostuk. A 8,5 ml
tiszta sarga oldathoz 850 ul 3 M natrium-acetatot és 42 ul 1 M MgCly-ot adtunk és 20 ml -
20°C-os etanollal kicsaptuk. 30 perc -20°C-os allas utan a kicsapddott oligonukleotidot
centrifugéldssal (14000 rpm, 15 perc) Osszegytjtottiikk, vakuumban széritottuk és -20°C-on
taroltuk. Az egyszer kicsapott Suligovir mintdkat desztillalt vizben feloldva egyesitettiik,
szlirtlik és masodszor is kicsaptuk az elébb leirtak szerint, de most nem adtunk hozza MgCl,-

ot. A végiil megkapott csapadékot kétszer mostuk 80%-os -20°C-os etanollal és az alkohol



maradékot vakuumban tavolitottuk el. A kapott terméket desztillalt vizben feloldottuk és
liofilizaltuk.
3.1.3 A Suligovir A és B anioncserélé kromatografias tisztitasa

A tiolalt oligonukleotidot az Amersham-Pharmacia AKTA® PURIFIER
kromatografon RESOURCE® Q anion cserélé oszlopot (6 ml) hasznalva tisztitottuk. 5 mM
TrisClO4-t (pH 8,2) tartalmazd NaClO4 oldatot hasznéltunk az eluciora. 1 ml/perc dramlési
sebességet ¢s 1 mM/perc sokoncentracio novelést alkalmaztunk az elicio sordn. Egy tisztitas
soran 4 mg Suligovirt vittiink fel az oszlopra. A tisztitds utdn az oligonukleotid frakciokat
liofilizaltuk, majd 100 pl desztillalt vizben feloldottuk. 1 ml -20°C-os acetont adtunk az
oligonukleotid oldathoz. 5 perc -20°C inkubalast kdvetden az oldatot centrifugéaltuk (14000
rpm, 10 perc, +4°C) és a keletkezett csapadékot mostuk kétszer 1 ml -20°C-os acetonnal.
3.1.4 Biotinalt, Cy-5 és Cy-3 jelzett Suligovir szintézise

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

315 A Suligovir A ¢é B vizsgilata denaturaléo poliakrilamid gél
elektroforézissel

A Suligovir mintdk intaktsdgat denaturdld poliakrilamid gél elektroforézissel
vizsgaltuk. Az oligonukleotidokat 15%-0s denaturdldé (7 M urea) poliakrilamid gélen
valasztottuk el (500 V, 2 6ra). Az oligonukleotid csikokat eziistfestéssel jelenitettiik meg. Ez a
festési eljaras kiillonosen érzékeny kén tartalmu oligonukleotidok estében.

3.2. Biokémiai, sejtbioldgiai és virologiai modszerek:
3.2.1 Sejtek

A Kit225 K6 human T lymphoma sejteket 10 % FCS, penicillin, sztreptomicin
antibiotikumok ¢s rekombinans huméan IL-2 jelenlétében RPMI 1640 mediumban
tenyésztettiik. Az N87 gyomor karcindbma sejteket 10 % FCS-t tartalmazé6 RPMI 1640
tapfolyadékban tenyésztettiik.

3.2.2 A Suligovir A és B reverz transzkriptaz gatlasanak vizsgalata

100 pl reakcioelegyet (100 mM TrisHCI (pH 8,0), 6 mM MgCl,, 50 mM KCI 100
ug/ml BSA, SmM DTT, 10 uM [*H]dTTP (specifikus aktivitds 46 Ci/mmol) és 0,1 uM
templat-primer (a primer 3’ végére szdmolva) és 0,1 U HIV-1 reverz transzkriptdz enzim) 1
az enzimaktivitasra kifejtett gatlo hatdsat. A reakciot leallitottuk 100 mM Na-PPi-ot
tartalmaz6 10 % 0°C-os TCA oldattal. A radioaktiv terméket Whatman GF/C filterre sziirtiik



¢és mostuk négyszer 1 ml 50 mM Na-PPi-t tartalmazé 5 % TCA oldattal, majd egyszer 96 %-
os etanollal. A filtereket szaritottuk €s a nukleotid beépiilést szcintillacios technikaval mértiik.
3.2.3 A Suligovir A és B HIV-1 replikacio gatlasanak vizsgalata

Ezen vizsgélatokhoz HIV-1(I1IB) virustorzset hasznaltunk, mely tartosan fertézott H9
sejtkultura sejtmentes feliiluszdjabol szarmazott. Az MT-4 sejteket HIV-1(I11B) virus torzzsel
fertéztiik. A sejteket a fertdzés elott 1 oraval kezeltiik oligonukleotid inhibitorral, majd 4 nap
mulva meghatéroztuk a feliilusz6 reverz transzkriptaz aktivitsat a mar fentebb leirt assay-el.
3.2.4 A Suligovir A és B nukleazokkal szembeni stabilitasa

A reakcidelegy Osszetétele: 100 mM TrisHCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 1250 pg/ml
oligonukleotid (Suligovir A vagy B vagy (dC)ss), 50 ug/ml kigydméreg nukledz (Crotalus
durissus), 25 pug/ml dezoxiribonukleaz I (3000 Kunitz U/mg protein) és 0,025% NaNj volt
500 pl ossztérfogatban. A reakcioelegyet 37°C-on inkubaltuk és a jelzett idédpontokban 40 pl
térfogatokat vettiink ki. A nukledzos kezelést hdinaktivalassal allitottuk le (5 perc, 95°C), és 2
ul (20 pg/ul) placenta foszfatdz oldatot adtunk hozza. A reakcidelegyet 1 oran keresztiil
37°C-on tartottuk. 5 perc 95°C-on vald hdkezeléssel inaktivaltuk a foszfatdz enzimet és a
reakcioelegyet 0°C-ra hutottikk le. A denaturélt proteint centrifugaléssal tavolitottuk el. A
szervetlen foszfat mennyiségét 30 ul feliiluszobol a mar fentebb leirt mdodszerrel hataroztuk
meg.

3.2.5 Toxicitasi vizsgalat human csontveld granulocita makrofag progenitor
sejtek kolonia képzodésén keresztiil

A Suligovir human csontvelé granulocita makrofag progenitor sejtek kolonia
képzddésére kifejtett hatasat egy mar leirt modszer szerint végeztiik el. Roviden: kolonianként
10> db csontveld sejtet tartalmazé agar taptalajt 5-180 pg/ml koncentracio tartomanyban
kezeltiik Suligovirrel. A sejteket 14 napig inkubdltuk 37°C-on 3 v/v% CO; jelenlétében. A
protokollt a Debreceni Egyetem Tertileti és Intézeti Etikai Bizottsdga hagyta jova (DEOEC
RKEB/IKEB-2055/2003).

3.2.6 Aramlasi citometriai mérések, kompeticiés és fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET) vizsgalatok

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

A FRET mérések soran Cy-3-mal jelolt monoklonalis antitesttel (donor) és Cy-5-tel

jelolt Suligovirrel (akceptor) jeloltiik egyidejlileg a sejteket. Négy fluoreszcencia intenzitast



detektaltunk. Harmat 488 nm-en gerjesztettiink és kiilon-kiilon 530 + 30 nm-en, 585 + 42 nm-
en ¢és 670 nm felett detektaltuk, mig a negyediket 635 nm-en gerjesztettiik és 661 + 16 nm-en
detektaltuk. A kiilonb6z6 fluoreszcencia csatorndk kozotti spektralis atfedésre hasznalt
korrekcios faktorokat a jeldletlen és egyszeresen jelolt sejtekbdl szarmazo mérési adatokbol
kaptuk meg. A szamitott energia transzfer hatékonysagot a kovetkezOképpen fejeztiik ki: azon
gerjesztett molekuldk szdmat, melyek az acceptor molekuldknak 4tadtdk energidjukat,
osztottuk az 0sszes gerjesztett molekula szdmaval.

3.2.7 Antitestek és sejtfelszini molekulak jelolése, konfokalis 1ézer szkenning
mikroszkopias (CLSM) vizsgalatok

A sejt felszini antigének jelolésére 50 pl ossztérfogata PBS-ben (137 mM NacCl, 2,7
mM KCIl, 43 mM NaHPO4, 1,4 mM KH,POs,, 1 mM EDTA (pH=7,3) 10° sejtet
fluoreszcensen jelolt molekuldkkal 30 percig sotétben inkubaltunk. Az Osszes lehetséges
kotéhelyet 50-100 pg/ml antitest koncentraciot hasznalva telitettilk. A feleslegben maradt
antitestet a sejtek kétszeri PBS-es mosasaval eltavolitottuk.
3.2.8 A Suligovir és tioredoxin kozotti kovalens kolcsonhatas kimutatasa

4 ng tioredoxint (Sigma) és 2 pg biotinnal jeldlt Suligovirt 12 ul 6ssztérfogatt 10 mM
TrisHCI-t (pH 7,5 és 8,5) tartalmazo elegyben 30 percig 37°C-on inkubaltunk. Az inkubalast
kovetden 3 pl reakcioelegyet 7 M ureét tartalmazo 15%-os denaturald poliakrilamid gélen
elvalasztottunk. A termékeket PVDF membranra blottoltuk (100 mA, 75 perc). A membran
szabad feliiletét 5 % tejport tartalmazo TBST-vel (137 mM NaCl, 1 % Tween 20, 20 mM
TrisHCI (pH=7,6)) blokkoltuk, majd 1 6ran keresztiil 0,1 % tejport és 1:750 aranyban higitott
torma peroxidazhoz kotott streptavidint tartalmazé TBST-vel inkubaltuk. A membrant 4x15
percig 20 ml TBST-vel mostuk és a biotinnal jeldlt termékeket ECL™:-e] jelenitettiik meg.



4 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A 4-tio-dezoxiuridilat tartalmu oligomerek anti-HIV aktivitasianak
vizsgdlata

Kiilonb6z6 lanchosszusagu 4-tio-dezoxiuridilatot tartalmazd oligonukleotidok
anti-HIV aktivitasat vizsgaltuk. A lanchossz novekedésével nemlinearis modon novekedett a
gatlas erdssége. Ebben a kisérletben a legmagasabb antiviradlis aktivitdssal a 35-tagu
oligonukleotid, a Suligovir rendelkezett (ICs;=0,5 pg/ml). A Suligovirt alkotd 4-tio-
dezoxiuridilat tiono-tiol tautomer atalakuldson mehet keresztiil. A kialakulo tiol forma
diszulfidkotéseket alakithat ki mas, -SH csoportokat tartalmaz6 anyagokkal, pl. ciszteint
tartalmaz6 fehérjékkel. A tiolalt oligonukleotid antivirdlis aktivitdsdnak lanchosszfliggése azt
mutatja, hogy a 4-tiono vagy 4-merkapto csoport jelenléte egyediill nem elégséges a virus
belépésének megakadadlyozasara. Ez a lanchosszfliggés egy aptamerszerii hatds vagy egy
méretfiiggd affinitds kovetkezménye lehet, ahol az antivirdlis célpont(ok)hoz kapcsolddas
feltétele a hidrofob és/vagy az ionos kodlcsonhatas.

Az antiviradlis aktivitds vizsgalatara ezért a tovabbiakban mar csak a 35-taga
molekulat, a Suligovirt hasznaltuk. Ha a virus infekcidval megegyezd idoben vagy a fertdzést
mintegy 90-98 %-kal gatolta. Azonban ha a virusfert6zés utan adtunk az MT4 sejtekhez
Suligovirt, akkor a gatlas hatékonysaga jelent6sen lecsokkent. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a Suligovir a virus replikacids ciklusat mar egy korai fazisban, valdsziniileg a virus
sejtbe vald belépésekor gatolja. Késobbi bioldgiai vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt,
hogy ez a virusfertézés korai szakaszara gyakorolt gatlds milyen mechanizmus szerint
jatszodik le.

4.2. A Suligovir szintézise

A tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges volt olyan modszer(ek) kidolgozasa,
amely(ek) soran a Suligovirt megfeleléen nagy mennyiségben, kémiailag egységesen, tiszta
allapotban tudjuk eléallitani.
Kétféle modszert dolgoztunk ki a Suligovir eldallitdsara: A) Automata oligonukleotid
szintetizaloval, mely védett 4-tio-deoxiuridin-foszforamiditet épit be (A modszer). B) (dC)ss
kémiai tiolalasaval (B modszer)
4.2.1 A 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit szintézise

A Suligovirt az A mddszernél standard foszforamidit kémiaval allitottuk eld. Ezen

modszer kulcsvegyiilete az  5’-dimetoxitritil-2’-dezoxi-4-(2-cianoetil-tio)-uridin-3’-[(2-
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cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-foszforamidit (réviden: 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit). A
kereskedelmi forgalomban ugyan kaphaté a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit, de magas ara
miatt (2700 $/g) célszerlinek tiint a vegyiilet laboratériumi eldallitasa. Bar az irodalomban a
vegylilet eldallitasat mar leirtdk, mi egy modositott, eldnyosebb eldallitdsi modszert
dolgoztunk ki.

2’-dezoxiuridint piridinben dimetoxitritil-kloriddal kezeltiink, majd a kapott 5’-
dimetoxitritil-2’-dezoxiuridint ecetsavanhidriddel acetileztiik. Az acetil véddcsoport eldnye az
irodalomban leirt savérzékeny terc-butil-szilil véddcsoporttal szemben, hogy gyenge lugos
kozegben (pH=7,5) konnyen lehasad, de a késébbiekben kialakitott ciano-etil csoport ezen a
pH-n stabilis. gy a 4-tio-dezoxiuridilat foszforamidit szintézisnek mar az elején
kialakithattuk a savlabilis dimetoxitritil véddcsopotot. Az ezt kdvetd ,,one-pot” reakcidban
eldallitottuk a szamunkra fontos 2-cianoetil-tio funkcids csoportot tartalmazd vegyiiletet,
melynek Zemplén szerinti dezacetilezését kovetéen 2-cianoetil-N,N-diizopropil-klor-
foszforamidit reagenssel a megfeleld 4-tio-dezoxiuridin foszforamiditet kaptuk.

4.2.2 A Suligovir A és B szintézise

A Suligovir A eldallitdsanal 4-tio-dezoxiuridin-foszforamiditet és supportot
hasznaltunk fel. 10 ora alatt 30 mg mennyiségli Suligovirt szintetizadltunk. A moddszer
hatranya, hogy a felhasznalt anyagokat bonyolult kémiai szintézissel kaphatjuk csak meg ¢és
az eldallitasi koltségiik magas. A modszer elénye, hogy kiilonbozé kémiai modositassal (Cy-
5, Cy-3, biotin, stb.) lathatjuk el a Suligovirt.

A Suligovir eloallitdsat a B modszer soran a mar készen 1évé (dC)ss folyékony
kénhidrogénnel torténd kémiai 4talakitdssal végeztilk. Munkacsoportunk kordbban mar
meghatdrozta, hogy a (dC)ss teljes tiolalalasara 10 napos reakcididére van sziikség. A
modszer elénye, hogy az eléallitasi koltség tizedakkora, illetve az, hogy a H,S-es kezelés utan
csaknem teljesen tioldlodott Suligovir B-t kaptunk (lasd késébb), igy nagymennyiségii
eldallitasra ez a mddszer kivaldan alkalmas.

4.3. A két modszerrel elodllitott Suligovir jellemzése

A szintézis modszerek kiillonb6zdségébdl adoddan meg kellett vizsgalnunk, hogy az
eléallitasok soran kapott termékek (Suligovir A és B) kémiai és biokémiai tulajdonsagai
kozott van-e valamilyen kiilonbség.

4.3.1 A Suligovir kémiai jellemzése

Osszehasonlitottuk a két modszerrel kapott Suligovir A és B UV spektrumat, vizsgalva

a 247 nm, 270 nm ¢és 327 nm hullamhosszokon mért abszorpcié aranyukat. A

dezoxicitidilatnak 270 nm-en, a 4-tio-dezoxiuridilatnak pedig 327 nm-en van abszorpcios

11



maximuma. Ha a tiolalas hatékonysaga nem megfeleld, akkor 270 nm-es hulldmhosszon a
spektrum ,,volgye” kiegyenesedik az el nem reagalt citidilat jelenléte miatt. A Suligovir A és
B UV spektruma ¢és az egyes hulldmhosszakon mért abszorbancidk ardnya lényegesen nem
tért el egymastol, ezaltal a tiolaltsag mértékét is hasonloéra becsiilhettiik.

Az elkésziilt Suligovir A és B minték tisztasagat 15%-os denaturald poliakrilamid gél
elektroforézissel ellendriztiik. A kapott termékek nagy mennyiségben tartalmaztak révidebb
lanchossziisagli oligonukleotidot is. Sziikséges volt ezért egy milligrammos 1éptékil
oligonukleotid tisztitasi eljaras kidolgozasara, mert a poliakrilamid gél elektroforézis nem
hasznalhato preparativ méretekben a limitalt mennyiség (kb. 500 pg), az alacsony hozam (20-
30%) és a gél szennyezddés miatt. Az anioncserélé kromatografias modszerrel nagy
mennyiségli, kémiailag moddositott oligonukleotidot is lehet tisztitani. A tisztithato
mennyiséget csak az oszlop mérete limitalja. E mddszer sordn a kivant tisztitott terméket
tisztitasi eljarassal lehetne megszabadulni, mint amilyen pl. a dializis. A bonyolult
somentesitési 1épést elkeriilenddé kidolgoztunk egy 1) eljarast, amelynél nagy ionaktivitassal
rendelkezd natrium-perklorat oldatot hasznaltunk. Az anioncseréld kromatografia sordn a
tiszta oligonukleotidokat egy részleges beparlast kovetden, az oligonukleotid acetonos
kicsapasaval kaphattuk meg, mivel a natrium-perklorat acetonban jol oldoédik. A Suligovir A
¢és B-t igy tisztan, milligrammos mennyiségben nyerhettiik ki. A homogenitasukat 15%-o0s
denaturalo poliakrilamid gél elektroforézissel ellendriztiik.

Sziikséges volt eldonteni, hogy a kétféle modon készitett Suligovir kémiai
szerkezetében talalhaté-e kiilonbség. Ezért Bruker Avance 360 NMR késziilékkel *'P-NMR,
BC-NMR  és 'H-NMR spektrumokat vettink fel. A 'H-NMR  spektrumban
szobahémérsékleten nyolc jel volt lathatd. A jelek azonositasat kétdimenzios 'H-'H
korrelacios spektroszkopiaval végeztik (2D 'H-'H COSY). A Suligovir A 'H NMR
spekrumaban plusz jeleket detektaltunk, ami valamilyen melléktermék jelenlétét mutatta. A
melléktermék egyes jelei (6,05 ppm; 6,27 ppm ¢és 7,79 ppm), melyeket az 50, 1’0 €s 6o
hidrogének 'H jeleiként azonositottunk, jol lathatoan elkiiloniilnek a tobbi jeltdl. Az egyes
jelek integraljainak aranyabol megallapithattuk, hogy a melléktermék és a kivant vegyiilet
aranya 1:10. A melléktermék tobbi jele atfedésben volt a fotermék jeleivel. A Suligovir B
esetében ilyen, melléktermék jelenlétére utald plusz jeleket nem detektaltunk a "H NMR
spektrumban.

A Suligovir A és B "H NMR spekrumaban talalt kiilonbséget kivalto okot kozelebbrsl

is tanulméanyozni kivantuk, ezért tomegspektrometrids vizsgalatot végeztiink mindkét mintéra.
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Tisztitott Suligovir mintdkat hasznaltunk. A Suligovir A esetében részlegesen tiolalt 35mer
oligonukleotidokat nagy ardnyban detektaltunk, jelezve azt, hogy a ,,deprotection” 1épés alatt
Hkénvesztés” tortént. A megfeleld jelek kozott 16 tomegegységnyi kiillonbségek voltak, ami
azzal magyardzhatd, hogy a bazis 4-es helyzetében 1év0 kén jelentds része oxigénre
cserélddott ki. Igy molekulanként atlagosan 31-32 ként tartalmazott a 35 tagli oligonukleotid.
A tomegspektometriai vizsgéalatok aldtdmasztottdk az NMR eredményeket és magyarazatot
nyUjtottak a melléktermék kialakuldsara és szerkezetére. A Suligovir A 11,7% deoxiuridint
tartalmazott (az NMR-rel kapott arany 1:10), mig a (dC)ss tioldlasa gyakorlatilag teljesnek
tekinthetd, hiszen az igy kapott Suligovir B minddssze 1,34 %-ban tartalmazott deoxiuridint
(NMR-rel nem volt detektdlhato a melléktermék jelenléte). A Suligovir molekulatomege:
M=10649 g/mol. A Suligovir A és B tiolalasa kozotti kvantitativ kiilonbséget az UV
analizissel nem tudtuk kimutatni. Az NMR és MS vizsgalatok azonban ravilagitottak arra,
hogy a két molekula kénezettségében szdmottevo kiilonbség van.

4.3.2 A Suligovir biokémiai jellemzése

A kémiai jellemzés soran kapott kiilonbségek miatt meg kivantuk vizsgalni, hogy az
eltérés mennyiben befolyasolja a Suligovir A ¢és B biologiai aktivitdsat. Ezért
Osszehasonlitottuk a HIV-1 reverz transzkriptazra, a HIV-1 replikacidora és nukledzokra
kifejtett hatasukat.

HIV-1 Reverz Transzkriptaz gatlas: Laboratoriumunkban kordbban méar kimutattuk,
hogy a Suligovir potens gatloszere a HIV-1 RT-nak. Ezért meghataroztuk az anioncseréld
kromatografiaval tisztitott Suligovir A €s B mintdk HIV-1 RT enzim gatlo aktivitasat. A két
Suligovir minta ICsy=6,2 nM koncentracidoban, egyenlé mértékben gatolta a HIV-1 RT enzim
aktivitasat.

HIV-1 replikacio gatlas: A Suligovir A vagy B mintakkal végzett HIV-1 replikécio
gatlasi vizsgalatainkra HIV-1(IIIB) virus torzset hasznaltunk. MT-4 sejtek HIV-1(I1IB)-vel
fertozését megeldézoen 1 oraval kezeltik a sejteket Suligovir A-val vagy B-vel, majd
meghataroztuk a reverz transzkriptaz aktivitast. Mindkét minta a HIV-1 replikaciot 1Csp=0,3
ng/ml koncentracidban gatolta.

A HIV-1 RT ¢és HIV replikécid gatlasanak vizsgalata azt mutatta, hogy a teljes tiolaltsag,
ellentétben a lanchosszal, nem sziikségszertien fontos ahhoz, hogy a Suligovir kifejtse erés gatlo
hatasat.

Ahhoz, hogy a Suligovir sikeresen hasznéalhat6 legyen egy esetleges antiviralis terapia
soran, két fontos kovetelmény sziikséges: az oligonukleotid nagy stabilitdssal rendelkezzen és

kicsi legyen a sejtekre kifejtett toxicitésa.
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Nukledz stabilitas: Célzott stabilitas vizsgalatokat végeztiink a Suligovir A-ra és B-re
¢s a (dC)ss-re. A tiolalt oligonukleotid (Suligovir A és B) hozzéavetdlegesen negyvenszer
stabilabbnak bizonyult, mint a nem tiolalt (dC)s;s. A Suligovir A és B stabilitdsa nem tért el
egymastol. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a 4-tiono csoportot tartalmazo
oligonukleotidok, a természetes oligonukleotidokkal ellentétben, igen nagy stabilitassal
rendelkeznek nukledzokkal szemben.

Toxicitas: Bar az in vitro antivirdlis assay eredményei alapjan mar megéllapitottuk,
hogy a Suligovir nem toxikus, megvizsgaltuk az emberi csontvel6bdl szdrmazé human
granulocita progenitor sejtek kolonia képzddésére kifejtett toxicitasat. Az oligonukleotid a
koloniaképzddést nem gatolta jelentdsen még 180 pg/ml koncentracidban sem.

4.4. A Suligovir gatlo hatasanak mechanizmusa
4.4.1 A Suligovir gatlo hatasa a virus-sejt kolcsonhatasra

A Suligovir gatl6 mechanizmusanak tanulmanyozasa soran els6 kérdés volt, hogy a
virus-sejt kapcsolat kialakulasat (,,attachment”) és/vagy a virus belépését gatolja-e a
Suligovir. Erre jol kidolgozott virologiai modszerek vannak, melyeket laboratériumunkban
nem tudtunk elvégezni. Ezért egy Egyesiilt Allamokban miikodé cégnek megbizast adtunk a
munka elvégzésére, sajat terveink alapjan. A virus sejthez kotddésének gatlasa sordn a sejthez
kapcsolodott p24 mennyiségét mérték ELISA modszerrel, a virus belépésének gatlasat pedig
48 oraval késobb, a B-galaktozidaz reporter expresszidjanak mérésével kovették. Mind a virus
kotddésének, mind a belépésnek Suligovirrel valo gatlasa azonos mértékii volt (ICsy: 0.003 és
0.002 pg/ml). Meghataroztak a Suligovir hatasat a sejtfuziora is, ahol CD4 ¢és LTR-B-
galaktozidaz reportert tartalmazo HelLa CD4 LTR [-gal és HIV tat és env proteint expresszalo
HL2/3 sejteket hasznaltak. A két sejtvonalat egyiitt tenyésztették 48 ordig, folyamatos
Suligovir jelenlét mellett és meghataroztak a [-galaktozidaz aktivitasat. A Suligovir a gp120-
CD4 fuziot 1C5=8,75 ng/ml koncentracioban gatolta. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
Suligovir antiviralis aktivitdsat a virus életciklusanak egy korai szakaszaban fejti ki,
feltehetdleg az adszorpcid vagy a belépés soran.

4.4.2 A Suligovir kolcsonhatasa a sejtfelszinnel

Vizsgaltuk a Suligovir specifikus kotddését a sejtekhez. Ezért CD4" és CD4
sejtvonalakat Suligovirrel titraltunk. A Suligovir a CD4" sejtekhez kb. tizszer jobban kotddott,
mint a CD4™ sejtekhez. A CD4 'sejtek 20 000 CD4 molekulat tartalmaznak és sejtenként 170
000-350 000 Cy-5 jelolt Suligovir kotédik hozzajuk.
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A HIV-1 gpl120 glikoproteinjének elsddleges receptora a CD4 molekula. Ezért
kompeticids és fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) vizsgalatokat végeztiink,
hogy meghatarozzuk a Suligovir kotédési helyét a CD4 lokalizacidjara vonatkoztatva.
Amikor jeloletlen Suligovirrel egyidejileg fluoreszcensen jelolt CD4-ellenes mAt-et
(MEM115) adtunk a sejtekhez, a Suligovir versengett a kotohelyért az antitesttel. A CD48-
ellenes mAt (MEM102) kotodott a sejtekhez, de a jeloletlen Suligovir hozzdadaséara sokkal
kisebb kompeticiot figyeltiink meg, annak ellenére, hogy a CD48 receptorok szama kozel
azonos a CD4 receptorok szamaval. A Suligovir és a CD4 kozott specifikus kdlcsonhatés
bizonyitasanak érdekében FRET analizist végeztiink a Cy-3 jelzett CD48-ellenes mAt és a
Cy-5 jelolt Suligovir kozott. A CD48-ellenes mAt €s a Suligovir kozott kialakult alacsony (1-
5%) energia transzfer hatékonysag azt mutatja, hogy a molekuldk nagy része nincs kozel (10
nm-en beliil) egymashoz. A megfigyeléseink és a kapott kompeticios adatok alapjan azt
mondhatjuk, hogy nagyszamu Suligovir molekula keriil kdlcsonhatdsba a CD4-gyel, de a
CD48-cal nem, vagy sokkal kisebb mértékben. Ez azonban nem jelenti azt, hogy esetleg nem
kotddhet mas, itt nem azonositott, sejtfelszini molekulahoz.

443 A  Suligovir sejtfelszini lokalizaciojanak  vizsgalata  konfokalis
lézermikroszkopia alkalmazasaval (CLSM)

CLSM vizsgalatokat végezve azt talaltuk, hogy a Suligovir a sejtfelszinnek jol
definialt helyeihez kotddik és az oligonukleotid kotddését nem befolyasolja a jeldlés tipusa
(Cy-3, Cy-5). Igen nagy az atfedés a Suligovir, a CD4 és a lipid ,raft”-ok sejtfelszini
elhelyezkedésében. Tovabba a Suligovir és a sejtfelszini tioredoxin szinte teljesen azonos
helyen talalhatdé meg a sejt felszinén. Hasonléan a CD4-Suligovir kdlcsonhatas vizsgalata
soran kapott eredményekhez, a tioredoxin és a Suligovir ebben az esetben is a lipid ,,raft”-tal
azonos helyen jelenik meg a sejt felszinén. A Suligovir mennyisége CLSM-mel nem
detektalhaté intracellulrisan, hanem a sejt felszinén, a sejtmembranhoz kapcsolodik. Igy igen
valoszinlitlen az, hogy a reverz transzkripcio gatlasaval fejtené ki antivirdlis aktivitasat a
molekula. CLSM-mel kapott eredményiink szerint a sejtfelszini tioredoxin a lipid ,raft”-
okban lokalizalt és a Suligovir is ezekben a pontokban dusul fel. Masik kisérletlink szerint a
Suligovir a lipid ,,raft”-okban talalhat6 CD4 receptorral azonos helyen dusul fel. Figyelembe
véve a Suligovir potens HIV belépést gatld hatasat (0,003 pg/ml), CLSM eredményeink
amellett szolnak, hogy a virus lipid raftokban lokalizalt CD4 receptorokon keresztiil keriil
felvételre. Tovabbi hangstlyozandd ¢és fentebb megjegyzett eredményiink az, hogy a
tioredoxin a sejt felszinén elhelyezkedd lipid ,raft”-okban fordul elé. Ezt eddig nem irtak le.

Ha azt az irodalmi eredményt elfogadjuk, hogy a tioredoxin feltétlen kell a CD4 virus belépés
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soran bekovetkez6 konformacios valtozashoz, akkor egy ujabb megerdsitését kapjuk annak,
hogy a HIV a lipid ,,raft”-okban lokalizalt CD4 molekuldkat hasznositja a bejutashoz.
4.4.4 A Suligovir kolcsonhatasa a tioredoxinnal

Korabban mar bemutattuk, hogy a Suligovir és a sejtfelszini tioredoxin elhelyezkedése
azonos, ezért vizsgaltuk a Suligovir in vitro kovalens kotodésének lehetdségét a tioredoxinhoz. A
HIV-1 belépéséhez sziikséges a CD4 receptor D2 doménjében levd diszulfid hid oxidoredukcios
valtozasa, melyet tioredoxin mediél. Igy a tioredoxin a Suligovir egy lehetséges célpontja lehet.
A reakcid elegyben megjelent 2 ijabb termék. A Suligovir és a tioredoxin kozott valdszintileg
kovalens kotés alakult ki, hiszen az elektroforézis sordn a denaturalé gélben nagy
valoszinliséggel minden mésodlagos kolcsonhatds megsziinik. Hogy az egyes savok Osszetétele
mi lehet, jelenleg még nem tudjuk.

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

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

1. a4-tiono csoport megndveli a bazis hidrofob jellegét.

2. a 4-tiono csoport tautomer atrendezodésével a bazis 4-es helyén reaktiv -SH csoport
alakulhat ki.

3. a bazison torténd tiolalas a foszfodiészter kotések moddositasa nélkiil is egy a
nukledzokkal szemben igen ellenallé oligonukleotidot eredményez.

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

sejtfelszini kolcsonhatas specifikus, a Suligovir csak bizonyos sejtfelszini célpontokat tamad.
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5 OSSZEFOGLALAS

Munkacsoportunk biologiailag aktiv oligonukleotidok tanulméanyozéasa és fejlesztése
soran egy potens anti-HIV aktivitassal rendelkezd oligonukleotidot allitott eld, melyet
Suligovirnak neveztiink el, kémiai szerkezete: (s*dU)ss. Doktori disszertaciomban az (s*dU)ss
kémiai szintézisének optimalizélasa, kémiai, biokémiai karakterizaldsa, valamint anti-HIV
aktivitasanak tanulméanyozésa soran végzett munkdmat mutatom be.

1. Kidolgoztunk két modszert a Suligovir eléallitasara:

A modszer: eldallitottuk a 4-tio-dezoxiuridin foszforamidit és CPG szarmazékat és

ezek felhasznalasaval a Suligovirt automata oligonukleotid szintetizdloban

B modszer: eléallitottuk (dC),5-bdl folyékony H,S kezeléssel a Suligovirt
2. 'H-, PC-, *'P-NMR spektroszkopias és tomegspektrometrias modszerekkel meghataroztuk

a két moédon eldallitott Suligovir kémiai szerkezetét. Megallapitottuk, hogy a Suligovir A
nem teljesen tiolalt (31-32 kénatomot tartalmaz), mig a Suligovir B tioldsa gyakorlatilag
teljes (35 kénatomot tartalmaz molekuldnként).

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

4. Kimutattuk, hogy a Suligovir nukledzokkal szemben a kiinduldsi, médositatlan (dC)ss
oligonukleotidhoz képest negyvenszer stabilabb ¢€s a celluléris toxicitasa nagyon alacsony.

5. A Suligovir a CD4" sejtekhez tizszer nagyobb mértékben kotddott, mint a CD4” sejtekhez.

6. CLSM vizsgalataink szerint a Suligovir a sejt belsejébe nem jut be, hanem a sejt felszinén
a koleszterin gazdag lipid ,raft”-okban elhelyezkedd CD4 molekuldakhoz kotédik. A
sejtfelszinen jelentdsen kolokalizal a tioredoxinnal is és vele kovalens kdlcsonhatast is
kialakithat.

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

az AIDS kezelésében.
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