A T 38163 szamu OTKA palyazatunk keretében végzett munka részben publikalt (3
kdzlemény; IF 6sszesen: 9.284), részben publikalas alatt van és részben 1.5 éven belil
publikalva lesz.

Munkank kiindulopontja volt az a korabbi megfigyelésink, hogy a laboratériumunk-ban
kifejlesztett oligonukleotid szerkezetii reverz transzkriptaz inhibitor gatolja a teloemréz
enzimet is (Anal Biochem. Szatmari et al. 2000; 282:80-8). A gatld oligonukleotid egy 35mer
homooligonukleotid, mely kizarélag 4-tio-dezoxiuridilatbél épiil fel: (s*dU)ss. A vegyiilet
nem-szekvencia specifikus hatasa jelzi, hogy itt a telomeraz protein alegysége lép
kdlcsonhatasba a gatlo oligonukleotiddal. Elképzelésiink, jelen palyazat egyik fontos pontja,
ezt a nemspecifikus hatast, a vegyulet atalakitasaval, egy telomerazra specifikus
oligonukleotidda alakithatani. Ezt ugy kivantuk elérni, hogy egy 4-tio-oligo-dezoxiuridilatbol
allé nukleotid szakaszt (mely egy protein-komponensel interakcioba lépé ologonukleotid)
Osszekapcsoljunk egy antiszensz szakasszal, mely a telomeréz (ribonukleoprotein) RNS
komponensének templat régidjat ismeri fel. A vegyuletek szintézisét megoldottuk két féle
aton:

1. Olyan oligonukleotidokat kezeltiink folyékony kénhidrogennel 55°C-on
melyek egy antiszensz szakaszbol (AGTTAGGGTTAGA) és az 5’ vagy 3’
vegen egy (dC), szakaszbdl alltak. Az antiszensz szakasz nem tartalmazott
citidilatot ezért valtozatlan maradt, a (dC), szakasz pedig 4-tio-uridilatta
alakult quantitative.

2. Eléallitottuk a 4-tio-uridilat phoszfoamiditjét, melyet kdzvetlendl fel lehetett
hasznalni automata oligonukleotid szintetizatorban modositatlan amiditekkel
egyutt a kivant szekvencia szintézisére.

A szintézissel kapcsolatos részleteket és analitikat (szerves kémiai szintézisek, MS) korabbi
részjelentéseinkben bemutattuk. A masodik, egyébként sokkal kdltségesebb, mbdszer
kidolgozasara azert volt sziikség, hogy az oligonukleotidok fluoreszcensen jelzett valtozatait
is el tudjuk késziteni.

Az 1. tdblazatbol latszik hogy az antiszensz oligonukleotid telomeraz gatlo aktivitasa
jelentésen emelkedik ha egy rovid tiolalt nukleotid szakaszt koétiink a molekula 5 végére,
ugyanakkor a 3’ végre kapcsolt tiolalt szakasz csokkenti a gatlo aktivitast ha nem tul hosszu.
A hosszabb, 24 tagu tiolalt szakasz ismét megemeli a molekula aktivitasat. Kiderilt az is,
hogy ha az antiszensz rész bazissorendjét megvaltoztatjuk az oligonukleotid gatlé hatasa
megsziinik, kivéve ha hosszu tiolalt szakasz kapcsolodik hozza. Ezek az eredmények és a
kontrolként hasznalt antiszensz nélkiili tiolalt oligonukleotidok [(s*dU),; n=4-24] aktivitésa,
0sszhangban elképzelésiinkkel, azt valdszindsitik, hogy az antiszensz szakasz kapcsolatba Iép
a telomerdz RNS templét régiojaval az 5’ végi tiolalt oligonukleotid pedig a telomerdz enzim
protein alegységenek feltételezett primer kéto-hellyére kapcsolddik. Ha hosszabb a tiolalt
szakasz (24mer) a nem szekvencia specifikus hatas érvényesul. Ezt igazolta az egyes
oligonukleotidok hatasa HIV reverz transzkriptazra. Az eredményeket az alabbi abran
mutatom be.
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Tarkanyi et al. FEBS Lett. 2005.



Tabk 1

Inhibition of telomerase by oligonucleotides

Mame Sequenoe DO £ 51 (nhd)
AN AGTTAGGOTTAGA 174.2 £ 14.1
[RAFES (s* AU ACTTACGE TTAG A 1342 £ 1659
[RAPTS (s* AU AC T TACGE TTAG A g2 x124
(X108 (s*dU1, ACT TAC COTTAG A 034
(KA S (U ACT TAC COTTAG A M3+36
ANNY AGTTABGOTT A LY 2924 £ 16
ARNE AGTTAGGOTTAGA(s L), JOED £ 137
AR ). AOTTACGOTTACAE AU ). 1124+ 255
AR Xy AOTTACGOTTACAE AU ), IEEIEE
(Xy (=*dLy, =N

[ (=rdU), 29741 £ 3656
(Xea (54U, 3109 + 6.0
(X2 (s*dU)ay L 166+ &1
SCR GTGATEATGATGA =K

SCRIX Y ﬂ-TG.—';TG.—';TGATGMi'IdL'J_, 21271 £ 5@ Y
SCRIX ) GTEATEATEATRAE L), 1344 £ 1906
SCRIX e GTEATEATEATEAE AU e 657192
SCRX J2a OTEATEATEA TEAE AL 2y 153113

(O AS (O AGTTAGGETTAGA 2TEDL £ 61T A
(CAS (Cle AGTTAGGETTAGA =)

(U sAS (ChsAG TTAGRG TTAGA

(O AR {Cla AL TTAGCO TTACA 417.1 £ 66,2
{MizASsp (st ACTTAGGE TTAG A SPRCCT 283151
Shown are synthesized chimeras with 3 or 5 (s*dU1, and respective
controls.

“telomerase activity was clevated by O A%,

Tarkanyi et al. FEBS Lett. 2005

El6allitottuk az XgAS (X= 4-tio-dU) szerkezetii inhibitor Cy5-jelzett fluoreszcens véaltozatat
és ezzel tanulmanyoztuk az oligonukleotid bejutasat A431 sejtekbe lipofektamin jelenlétében.
A konfokalis lézer scanning mikroszkdpias képet az alabbiakban mutatom be.

overlay

Cy5-X8AS

Tarkanyi et al. FEBS Lett. 2005.

A kovetkez6 abra a telomeraz inhibitorok valészinii mitkddési mechanizmusat mutatja be.
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Tarkanyi et al. FEBS Lett. 2005.



A telomeraz inhibitorok kozzul az XgAS szerkezetiit valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra. Ez a
molekula kell6en aktiv és és specifikus. 293T sejt kulturat hasznaltunk kiserleti modelként
mert ez jol transzfektalhato és rovid valamint hosszabb telomerrel rendelkezé véltozata is
letezik. A sejt extraktban mértiik a telomeraz aktivitast a transzfekcio utan 24 (lires oszlopok)
és 72 oraval (szirke oszlopok).
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Nem publikalt eredményiink.

Ezutan 1 és 3 uM concentracidban transzfektaltuk az XgAS-et minden méasodik vagy
harmadik nap a sejtkultdraba, melyet folyamatosan fenntartottunk. Az eredmények a
kodvetkez6 abrén lathatdak:
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“ T T T T T T T T T
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Days

Nem publikalt eredményiink.

A 3 uM telomeraz inhibitorral transzfektalt sejt a 21. napon Kipusztult (lires korok; *-al
jelélve). A kezelés elsé szakaszaban nem volt megkilénbdztethet6 a kontroloktol. Az 1uM
telomeraz inhibitorral kezelt sejtek (fekete haromszdg) szaporodasa szintén fokozatosan
lelassult majd 40 nap utan leallt. Ezek az eredmenyek jo 6sszhangban vannak egy telomeraz
inhibitortol varhato hatasgorbével. Az eredményeket tovabbi kontrolokkal és telomer hossz
csokkenesevel meg kell erésiteniink.



Az (s"dU)ss kordbban kimutatott reverz transzkriptaz gétlé hatasa, valamint a hossz( tiolalt
részt tartalmazé telomeraz inhibitorok reverz transzkriptaz gatlo aktivitasa alapjan
feltételeztiik, hogy a (s*dU)ss gatolhatja a HIV replikaciojat. Valéban kideriilt, hogy a
vegyulet anti-HIV hatasa, vad tipusa és gydgyszer rezisztens torzsek replikaciojat is gatolja.
Az eredményeket a kdvetkez6 tablazatban mutatom be.

Amntiviral activity of (5% U)as
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Horvath et al. Virology 2005

Az antiviralis hatas akkor volt erés ha a virus-infekcidval egy idében vagy hamarébb adtuk az
inhibitort a sejtkulturahoz. Tovabba megallapitottuk, hogy a révidebb lanchosszu molekulak
kevésbé jé inhibitorai a HIV replikdcidonak. A molekula gatl6 hatdsanak vizsgalata arra a
meglepd eredményre vezetet, hogy az (s’dU)ss nem a reverz transzkriptaz gatlasa Gtjan fejti ki
anti-HIV aktivitasat, hanem rendkivil potens gatloszere a virus adszorpcidjanak és
bejutasanak (2-3 ng/ml) a sejtbe. Ez magyarazta azt, miért kellett az inhibitort az infekcid
elétt adni, erés gatld hatas eléréséhez. Az eredményeket a kdvetkezo tablazat foglalja dsssze
(kontrollként ,,Chicago Sky Blue”-t hasznaltunk.

Asseszment of (YA 10h: for inhibition of virs-cell attachment, eniry and
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“ In vitno therapeutic index.
Horvath et al. Virology 2005.

A molekula fluorescens valtozata (Cy3 és Cy5 jelzést hasznaltunk) a sejtfelszin jél definialt
helyeihez kétodik és kolokalizal a virus bejutasahoz sziikséges sejtfelszini tioredoxinnal,



tovabba kompeticidba lep a CD4 receptor ellenes antitestel (fekete oszlopok), de nem
kompetal a CD48 ellenes antitestel (lires oszlopok). Publikalt eredményeinket az alabbi két
abran mutatom be.
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Horvath et al. Virology 2005.

Kiderilt az is, hogy a molekula mintegy 40X stabilisabb a kiindul6 vegyuletként hasznalt
(dC)ss-nél és 180 pg/ml koncentracidoban sem toxikus human csontvelé sejtekre.

Az (s*dU)ss molekula részletes in vivo vizsgalatara nem volt lehetéségiink. Kooperaciéban
mégis sikerullt megoldanunk tesztelését két SIV-el fert6z6tt majomban. A majmok két héten
keresztul hétfén szerdan és pénteken kaptak intravénasan az anyaghol 10 mg/testsuly kg
koncentracidban. A virus képiaszdm minden hétfén meg lett hatdrozva. Kezelés el6tt és utan a
Vér teljes analizise megtortent. A virus kopiaszam, mindkét majomnal, az elsé héten
drasztikusan csokkent, majd a masodik héten emelkedett. Tekintve, hogy egy hét kezelés alatt
nem alakulhatott ki rezisztencia és a ket kiilonb6z6 mertékben fert6z6tt (a kiinduld kdpiaszam
mas volt) majomnal a virus kopiaszdm azonosan alakult felvetédik valamilyen szisztematikus
kisérleti hiba lehetésége. Erdekes, fontos eredménye kisérletiinknek az, hogy a vér
legrészletesebb analizise sem tudott kimutatni semmilyen toxikus hatést a kéthetes kezelés
utan. A kovetkezé abran az 1. szamd majomban mért virus kopiaszam valtozast mutatom be:

(s*dU)35 treatment of monkey number 1
(Monday, Wednesday, Friday 10 mg/kg V)

300001
20000+

100004

SIV copy number

0 T
0 1 2

Time (week)

Nem publikalt eredményiink.



A fentebb bemutatott vizsgalatokhoz nagytisztasagu kémiailag er6sen maédositott
oligonukleotidokra volt sziikség preparativ mennyisegben. Ezek el6allitasat
laboratoriumunkban egy Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetiztorral végeztik. A
vegyuletek tisztitasara anioncserélé kromatografiat kivantunk alkalmazni, mert ez alkalmas
nagymennyiségi oligomer tisztitdsara. Hatranya, hogy az oligonukleotidot magas

hogy a hosszu 4-tio-oligodezoxiuridilat tartalmu oligomereket valamint a phosphorothioate
internukleotid kotést tartalmazd oligomereket nem lehetett elualni Resource Q (Pharmacia)
anioncserél6 oszloprol még tomény NaCl vagy KCI oldattal sem. Ezért megfelel
kromatogréafias modszert kellett kidolgoznunk az oligonukleotid telomeraz inhibitorok
tisztitasara. Idedlis eluensnak bizonyult a Na-perklorat (NaClO,). Ez a sé fele akkora
koncentracidban eluélta az oligonukleotidokat mint az NaCl. Es azok az oligomerek is
tisztithatok voltak segitségével, melyek egyébkeént semmilyen mas oldattal nem eluélhatdak
szobahofokon. Tovabbi elénye volt a NaClO4-nak, hogy az oligonukleotidok egyszeri
acetonos kicsapassal sdmentes formaban kinyerheték, mert a NaClO,4 kittinéen oldodik
acetonban. Az alabiakban két abrat mutatok be a modszer hasznossaganak igazolasara.
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Fig. 1. Purification ol a 4-mer (GTCT, peak a), two 10-mers (AGOC

TAACAA, peak b, and AGGTOAGAGA, peak ¢, a 12-mer (OGO
GOCCCGOGE, peak d)y and a 17-mer (AAAAGOGOGOGGHGGE
GOG, peak e} of oligodeoxvribonucleatides on anion exchange oal-
urmmn with NaCliA) and MaCloy, (B) gradient.

Horvath & Aradi, Anal. Biochem. 2005

A kéntartalmu oligonukleotidok degradacios termékeinek hatasat vizsgalva kiderilt, hogy az
s*dUMP és s*UMP egyaréant apoptdzist indukél tumor sejtekben és ezzel parhuzamosan
drasztikus telomeréz aktivitas csokkenést eredményez. Az s*UMP 6 uM koncentréaciéban (2
pa/ml) 24 ora alatt az eredeti 76%-ara csokkenti a viabilitast, de a telomeraz aktivitas csak



38%-a a kezeletlen sejtekben mért értéknek, azonos mennyiségii proteinre vonatkoztatva (nem
publikaltuk).

Az alabbiakban bemutatjuk az s*UMP sejtviabilitas csokkentd hatasat OCM1 uveélis
melanoma sejteken.
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Nem publikalt eredményiink.

Jelen palyazat eddigi eredmenyeit fenti 6sszefoglalénkban mutattuk be. Néhany eredmenyink
publikélasa még nem tortént meg. Nem irtuk le, de vizsgalataink folyamatban vannak, a
telomeraz inhibitorok sejteken kifejtett hatasat. Itt fontos megmérni a telomer hossz
csokkenését és érdekes eredmény lehet a 3’ vég tulnyuld szakaszanak valtozasat is detektalni.
Az el6zéekben bemutatott abra jelzi, hogy az XgAS szerkezeti inhibitor sejthalalt indukal kb.
harom hét kezelés utan. A specifikus hatas csak Ugy igazolhat6, ha megmérjik a telomer
hossz valtozasat a kezelés hatasara. Erdekes eredmény az, hogy a 4-tio-uridilat, mely egy
mononukleotid, csdkkenti a sejtviabilitast és a telomeraz aktivitast. A vegyiilet nem jut at a
sejtmembranon, valoszinileg valamelyik (vagy tobb) szignal utvonal mikddését befolyasolja
azaltal, hogy enol formaja interakcidba Iép sejtfelszini —SH csoportokkal, —=SH enzimekkel
(pl. sejtfelszini protein diszulfid izomerazzal). A protein diszulfid izomerazra kifejtett hatasat
nem tudtuk igazolni, mert a vegyiilet kapcsolatba Iép az enzim —SH tartalm( szubsztratjaival
is. Kimutattuk viszont azt, hogy gatolja a gliceraldehid foszfat dehidrogenazt, mely egy
eszencialis —SH csoportot hordoz aktiv centrumaban. Azt, hogy a sejtviabilitas csokkentd
hatas milyen mechanizmussal csdkkenti a telomeraz aktivitast még nem tudjuk. Ezek a
vizsgalatok részben ennek a pdlyazatnak a keretében remélhetéleg befejezésre kertilnek.

Az X,AS szerkezetii (X= s*dUMP) oligonukleotidok tiolalt szakasza kélcsénhatasba Iép a
telomeraz reverz transzkriptaz feltételezett primer kéto helyével. A 4-tio-uridilat 320 nm-es
fény hatasara kovalensen koétédik proteinekhez. Igy varhatd, hogy a telomerazt X,AS
szerkezetii inhibitorral gatolva és 320 nm-es fénnyel megvilagitva a telomeraz protein
feltételezett primer koté hellyét meg tudjuk jel6lni és meg tudjuk hatarozni. A telomeraz teljes
kristalyszerkezete nincs publikélva igy a primer k6t6 hely elsédleges szerkezetének
megéllapitasa kiméra oligonukleotidokkal a kutatas folytatdsanak egyik iranya lehet (az N-
terminal domen szerkezete ismert; Jacobs et al. Nature Structural & Molecular Biology
published on line 2005 december).

Még harom publikécid vérhat6 az év folyaman melyeket jelen palyazat tamogathat.



