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1. BEVEZETES

1.1. Az antivirdlis anyagkutatds jelen &allapota

A virusokozta megbetegedések természetes és mesterséges
anyaggal tdrténd megeldzésének és gydgyitdsdnak kutatdsa nap-
jaink aktudlis problémaja; a kdzegészségligy, az allattenyész-
tés és a mezOgazdasag égetd feladatainak egyike. Miivelése so-
kdig hattérbe szorult az immunizalassal elért korai sikerek,
illetve a kezdeti viruskemoterapiai probalkozasok sikertelen-
sége kdvetkeztében.

Az utdébbi hdrom évtizedben azonban egyre nagyobb erdfe-
szitéseket tettek a viruskemoterapia kifejlesztésére. Ennek
ellenére is csak néhany, korlatolt haszndlhatdésdgu antivira-
lis anyagot sikeriilt felfedezni /13, 56/.

A virusellenes anyagok sziikségességét és jelentOségét azonban
nem lehet eléggé hangsulyozni, ismerve azt a tényt, hogy nap-
jainkban a legtdbb emberi megbetegedést és a legnagyobb gaz-
dasagi* veszteséget a mikroorganizmusok k&ziil a virusos fertd-
zések okozzak /26/. A

A megfeleld kemoterdpikum kifejlesztésének nehézsége ab-
bdl addédik, hogy a virus szaporodédsdhoz kdzvetleniil a sejt
intermediereit és funkcidit hasznédlja fel. Ezért a legtdbb
anyag, mely a virusok szaporodasat gatolja, a sejtekre is
toxikus.

Az ideélis antivirdlis anyagnak specikusnak kellene lennie
a virusok "metabolizmusara" anélkiil, hogy a normdlis sejt

funkciéit befolydsolnad. Ennek eléréséhez azonban sziikséges



lenne a sejtmiikd&dés é€s a virusszaporodads pontosabb ismereté-
re, valamint a vizsgalt antivirdlis anyag hatasmdédjanak és
metabolizmusanak a feltarasara /7, 28/. Az antivirdlis anyag
gyakorlati alkalmazhatdsdganak egyik eldfeltétele a virus
diagnosztizdlasa. Ma mar gyors és pontos azonositasi moédsze-
rek ismeretesek egyes virusokra, de tovabbi feladat ezek ki-
terjesztése a ma még nehezen azonosithatbdakra /30, 44/.

Az antivirdlis drog kifejlesztése - a kutatds kdltsé-
gessége miatt - korlatozva van a nagy gyakorisdggal eld-
forduld virusfertdzésekre [HSV, influenza/. A virusos be-
tegségek k&zilil csak néhany életveszélyes, a legt&bb enyhe
lefolyasu, s a szervezet természetes védekezd mechanizmusai

visszaszoritjadk a virus transzportjat és szaporodasat /29/.

A természetes Virusfertazéssél szemben az elsd védelmi
vonalat a szervezet interferon rendszere képviseli, majd
az immunrendszer veszi At szerepét. Ezek a védekezd mecha-
nizmusok nem virusspecifikusak, ezért a sziik spektrumu, mes-
terséges antivirdlis kemoterdpikumok helyett a figyelem egy-
re inkabb a szervezet természetes védelmében résztvevd anya-
gok felé fordul.

Napjainkban a virusos betegségek megeldzésére és keze-
lésére mar elterjedten haszndlnak immunoglobulinokat, mig
az interferon csak az elmult néhdny évben keriilt az anti-
virdlis anyagkutatds k&zéppontjédba és remélik, hogy alkal-
mazasaval a virusfertSzések megeldzésének és gydgyitaséanak

problémaja végleg megoldhatd /7/.



1.2. Az interferon hatasmechanizmusa

T8bb mint 20 éve fedezte fel Isaacs és Lindenmann,
hogy a humén interferon gatolja a virusok szaporodéséat.
Nemrégiben sejtosztddast csSkkentd hatasat allapitottak meg.
Ez utdbbi felismerés lendliletet adott az interferon szerke-
zet és hatdsmechanizmus kutatasanak, hisz tumor sejtosztd-
dast gatld aktivitasa nagy reményeket keltett az interferon
antineoplasztikus anyagként vald alkalmazhatdésdga iréant /43/.
Ennek kOszdnhetd, hogy az interferon az utdbbi években
a rak- és virusellenes anyagkutatas ko&zéppontjdba keriilt.

Az interferon szerkezetének kutatdsa terén az elmult
két évben a rekombinans DNS technika felhasznédlasaval si-
keriilt interferon géneket izoladlni és kldénozni, majd a hu-
man leukocita és fibroblaszt interferon aminosav sorrendjét
il1l. génjilik nukleinsav szekvenciajat meghatarozni /52/.
Kémiai uton szintetizaltdk az 514 bazisparbdél alldé egyik
humén leukocita interferon géht 1184,

A legmodernebb génsebészeti eljér%sok felhasznalasaval si-
keriilt a human leukocita /48/, fibroblaszt és immun /27/
interferonck hatdsos szintézisét is elérni Escherichia co-
liban.

A szerkezetkutatdsok sorédn megallapitottdk, hogy a hu-
man interferon gén csalddhoz legalabb 14 leukocita inter-
feron gén tartozik, melyek 80-95 %~os DNS homoldgiat mu-
tatnak /25/. Ezideig egy fibroblaszt interferon gén isme-

retes, mely 40-50 %-os homoldégidban van a leukocita inter-



feron génekkel. Az immun /limfocita/ interferon génbdl szin-
tén egyet azonositottak /27/.

Mindharom interferon tipus egy sor, k&z&s bioldgiai hatés-
sal /virusszaporodast gatld, tumorellenes stb./ rendelke-
zik, de amindsav szekvenciajukban nagyon kevés a homolédg

. szakasz /[19/.

Az interferon hatasmechanizmus kutatédsa terén is jelen-
t8s eredményeket sikeriilt elérni. Virusosztbdast gatld
mik8dése ma mar részleteiben is jo6l megértett folyamat /43/,
de emellett mas aktivitésaira is sikeriilt fényt deriteni.
A mar emlitett virusszaporodds és sejtosztddas gatlason ki-
viil, az interferon

- befolyasolja az immunrendszer miikédését

- fokozza bizonyos feliileti antigének kifejezOdését

- késlelteti a sejtdifferenciacidt

hatéassal van a sejt mikrofilamentum szervezddésére

fokozza a fagocitdzist
stb. /52/. Annak megdllapitasa, hogy ezek a valtozasok &sz-
szefliggésben dllnak-e az antiviralis allapot kialakuléaséa-

val vagy fenntartasaval, tovabbi kutatésok feladatai.

Az interferon rendszer valdszinlileg minden gerinces-
ben miik6dik, s a szervezet elsG szamu védelmi vonala a kii-
16nbd2z8 virusfertSzések ellen. Az interferon 15 000 - 20 0O0O-
es mélsulyu glikoprotein, melynek biolégiai aktivitéasdhoz
nem sziikséges a karbohidréat egység jelenléte /42/. A fertd-

z6tt sejtekben szintetizalddik, majd szekretalddik.



Ezek a virusfertdzdtt sejtek altaladban elpusztulnak, de

az altaluk termelt interferon olyan folyamatokat indukal,
melyek megakaddlyozzak a virusfertSzés szétterjedését a szer-
vezetben. A cirkuldldé interferon a szomszédos sejtek re-
ceptoraihoz kapcsolédik, s ez a kotddés - ma még ismeret-
len médon - elinditja harom sejtprotein szintézisét, me-
lyek megakadalyozzak a virus szaporodasat /45/. Az ujonnan
szintetizalt fehérjék azonban mindaddig inaktivak, amig

a sejt nem fertdzddik virussal. Ez az interferon altal el-
inditott aktivadcids rendszer megvédi a sejt fehérje és nuk-
leinsav szintetiz&l® mechanizmusit, ha a virusfertdzés nem
all fenn.

Az egyik ilyen inaktiv fehérje egy protein kinaz, mely
duplaszdlu RNS /a virusreplikdcid egyik atmeneti terméke/
jelenlétében aktivalddik és ATP felhasznadlasaval foszfori-
lezi a peptid léanc iniciéciés faktorédnak legkisebb alegy-
ségét, amely inaktiv lesz. Igy a peptid lanc iniciacidja,

s ezaltal a virusfehérje szintézise is gatldédik /11, 20/.
Az interferon hatdsanak megsziinéde utdn egy foszfataz ujra
aktiv formadba hozza az inicidcids faktort, igy a fehérje-
szintézis rendszer regeneraldédik, s elkeriilhetd a sejt
pusztulésa.

Az interferon altal indukalt mésik fehérje szintén egy en-
zim. Ez az enzim a 2-5A polimeréaz, virusfertdzéskor /dsRNS
jelenlétében/ olyan folyamatot katalizal, mely sorén az ATP-
b1 ppp(A2'p) A (1=n<15) szintetiz&lddik /35/. A keletke-

zett oligonukleotid nukleédz aktivator, mely a harmadik fe-



hérjét, egy endonukleadzt aktival. Ez az enzim lebontja
az egyesszalu RNS-t, igy a virus mRNS-t is, mieldtt le-
hetdség nyilna a virusfehérje szintézisére /12, 5/.

A dsRNS eliminéacidja ptén ez a rendszer is regenera-
16dik: a 2'foszfodiészterdaz enzim az oligonukleotidot le-
bontja, ezadltal az endonukledz ujra inaktiv allapotba ke-
riil, s a sejt normal miikédése helyreall.

Az interferon - a fent vazolt rendszerek mellett -
szerepet jatszik az mRNS-ek 5’végi ugynevezett "cap"-jének
metilezésében is. Az interferon hatdsdra a metilezett cap-
et tartalmazd mRNS-ek szama 50%-kal csdkken a sejtekben /[14/.
A nem metilezett végi mRNS affinitdsa a riboszodémahoz csekély,
ezért alig traﬁszlélédik, s ennek kdvetkeztében a virus és
a sejt fehérjeszintézise gatolt /22/.

Az elmondottakbdl kitlinik, hogy az interferon maga k&z-
vetleniil nem antivirdlis hatdsu, csak az antivirdlis &allapot
létrehozéja. Tehadt bizonyos szempontbél hormon sajatsiagu,
hisz néhany molekuldja valtozasok sorozatat hozza létre
a sejt metabolizmusban /24, 52, 21/ (1. é&bra).

Az interferon megjelenése a testszdvetben tovabbi in-
terferon molekuldk szintézisét katalizalja. Igy koncentrécid-
ja a vérben a virusfertdzést kdvetd néhany Oran beliil megnd,
s a mar ismertetett mechanizmus szerint megakadédlyozza a vi-
rusok elszaporodasat a szervezetben mindaddig, mig a lassabban
reagdld immunrendszer &t nem veszi szerepét /47/. Ez utdbbi

stimulalasaban az interferonnak szintén jelentds szerepe van.
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1. dbra Az interferon hatdsmechanizmusa /1/.
\

Az interferon-indukalta antivirédlis allapot létrehozasa-
ban résztvevd enzimrendszerek nem virusspecifikusak, s ugyan-
ugy érintik a sejt fehérjeszintézisét is /62/. E mechanizmu-
sok miik&édése az interferonnal nem kezelt retikulocitékban
azt jelzi, hogy ezek az enzimek nemcsak az interferon rend-
szer, hanem a normdl sejt transzlacids kontrolljénak is tag-
jai-j2i}.

Az interferon indukalta enzimaktivitasok felfedezése

nagyban hozz&jarult az antiviralis dllapot molekuldris alap-



jainak megértéséhez. Az elmondottakbdél kitiinik, hogy az in-
terferon indukalta specifikus mechanizmusok a virusok szapo-
rodasat azok kiilénb&zd szakaszaiban gatoljak.

- Ezek egyike a 2-5A polimeraz - endonukledz rendszer
miikddésének k8vetkeztében a virusok mRNS akkumulacidjanak
a megakadalyozésa.

- A dsRNS aktivalta kinédzzal pedig a virusok fehérje-
szintézisének blokkolédsa lehetséges, ha az indukcidét a virus
replikativ intermediere végzi.

- Végilil a 'cap metilezésének gatlasa kovetkeztében az RNS
és a DNS virusok mRNS-ének transzlacidéja ugyancsak gatol-

hatdé /1/.



13 352k ppp(AZ’p)nA szerepe a sejt antivirdlis allapotanak

kialakulasaban

1u3sdar-A ppp(AZ'p)nA és a 2-5A polimeraz

Interferonnal kezelt sejtek citoplazma extraktumaban ATP
és duplaszadlu RNS hatésara olyan alacsony mélsulyu inhibitor
keletkezik, mely szubnanomolédris koncentracidban is hatéasosan
gatolja a fehérjék szintézisét /[32/.

ElsB6ként Kerr és munkatéarsai izolaltak ezt az inhibitort,
majd meghatdroztdk kémiai jellemzdit is. E kis mdélsulyu, hd-
stabil oligonukleotid szerkezetét nukledzos emésztések és kro-
matografids eljarasok alkalmazdsaval hatdroztdk meg /36/.
Igazoltak, hogy az inhibitor adenozin molekulédkbdél épiil fel,
melyek a bioldégiai rendszerekben eddig még ismeretlen 2'-5'
foszfodiészter kdtéssel kapcsolddnak egyméshoz. Megallapi-
tottdk, hogy ez az oligonukleotid nagyrészt trimerekbdl &all,
de kisebb és nagyobb tagszamu inhibitorok is eldfordulhat-
nak. Enzimes emésztéssel azt is biéonyitotték, hogy az oli-
gonukleotidok 5’ végéhez trifoszfat csoport kapcsoldéddik /35/.

Az oligonukleotid szerkezetének igazoléasat az inhibitor
kémiai szintézisével végezték el. A természetes és szinteti-
kus anyagot bioldégiailag ugyanolyan aktivnak taldltdk, s
a két anyag NMR spektruma is megegyezett.

Vizsgalataikbdél egyértelmiivé valt, hogy a fehérjeszin-
tézis inhibitora a ppp(Az'p)nA (2-5A) szerkezetii oligonuk-

leotid, melyet természetes uton az interferon-kezelt sejt
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2-5A polimerdz enzime szintetizal ATP-bS1l, dsRNS jelenlétében
/41, 49/.

Stark és mtsai allapitottdk meg, hogy madarak és emldsdk
kiildnbdzd sejtjeiben és szdveteiben miikddik a 2-5A polimeraz
rendszer, de az enzimaktivitds nagységa széles sk&lan valto-

zik. Egyféle szdvetben is nagy az enzimszint variécidéja az ido

fliggvényében, ami arra utal, hogy a 2-5A polimeré&z rendszer
nemcsak az interferon-indukalta antiviralis allapot kialaki-

tadsdban jatszik szerepet, hanem a normdlis sejtallapot és

differenciadcid fenntartasaban is /57/.

Ezek szerint a 2-5A polimerdz minden sejtben egy alacsony
szinten jelen van, de az interferon kezelést kdvetden az en-
zim aktivitésa'Z-B 6ras lag fazis utédn linedrisan nd = néhéany
éran at -, majd 24 6ra mulva az alapszintre cstkken /4, 53/.

Baglioni és mtsai a sejtek kezelésére alkalmazott inter-
feron kqncentréciéja, a 2-5A polimerdz enzim indukcidja és
a virus RNS szintézisének inhibicidja kozdtti &sszefliggéseket
figyeltek meg. A sejtek kezelésére alkalmazott interferon
koncentracidjaval aranyosan nd a 2-5A polimeraz aktivitéasa
és a virus RNS szintézisének gatlasa /3, 4/. Megallapitast
nyert tovabba, hogy mig sejtmentes extraktumban csak a
ppp(AZ’p)nA okozott fehérjeszintézis gatlast, intakt sejtek-
ben az oligonukleotid trifoszfat nélkiili szarmazékaval /core/
is el lehetett érni hasonld inhibicidét. Feltehetd, hogy
az oligonukleotid core intakt sejtekben foszforilezddéssel

aktiv ppp(AZ’p)nA-vé képes atalakulni, mig sejtextraktumban

ez a folyamat nem tud végbemenni /60/.
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Kisérletsorozatokkal sikeriilt bebizonyitani, hogy az in-
terferon kezelés hatédsara létrejott fehérjeszintézis gatlas-
ban, a ppp(AZ’p)nA requldld szerepet jatszik, mégpedig ugy,
hogy egy endonukledzt aktival, mely hasitja az mRNS-t.

Az RNS degradacidjanak mértéke aranyos az oligonukleotid

mennyiségével. Ez az endonukledz azonban nem specifikus a vi-
rus mRNS-re, egyarant bontja a sejt és virus eredetili, vala-
mint a szabad és poliszdémahoz kdtdtt mRNS-eket. Ez az endo-
nukleolitikus aktivitéas két fazisra bonthaté:

- Az aktivacids szakaszban a 2-5A polimer&az dsRNS ha-
tasara ATP-bG1 ppp(Az'p)nA-t szintetizal.

- A masodik fazisban pedig az oligonukleotid altal ak-
tivalt endonukledz elhasitja az mRNS-t /12, 5, 62/.

A korabban megfigyelt ppp(AZ'p)nA okozta fehérjeszintézis
gatlas az akéivélt endonukledz okozta mRNS degradacidjanak
kdvetkezménye volt.

Williams és Kerr igazolta, hogy az endonukleaz egyarant
jelen van az interferonnal kezelt, ill. nem kezelt sejtekben,
de aktivitésa az oligonukleotid jelenlététdl fligg /53, 60/.
Intakt sejtekben végzett kisérletek soran azt is megdllapi-
tottdk, hogy az oligonukleotid indukalta nukleédz csak akkor
tudja a virus mRNS-eket jelentOsen degraddalni, s ezaltal

a viruskitermelést gatolni, ha az egy sejtre jutd aktiv

virus szama, azaz a virusmultiplicitas kisebb egynél /59/.
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Valdészinll, hogy ez az oka az interferon virusmultiplicit&as-
toél filiggd antiviralis hatésanak is /31, 63/.

Lengyel és mtsai meghatarozték a ppp(A2'p) A altal in-
dukalt nukledz specificitdsat. Az enzim egy olyan endoribo-
nukledz, mely egyszdlu RNS-ekbdl a nukleotidok 3’ foszfat
: szarmazékat hasitja ki, kiildndsen az UA, UG, UU szekvencidk
utén /23/.

Schmidt és mtsai megfigyelése szerint, ha a ppp(A2’'p) A-t
csak részlegesen tisztitott endonukledzzal inkubaltdk az en-
donukledaz aktivitasa elveszett az oligonukleotid degradéacid-
ja kdvetkeztében, melyet egy szennyezésként jelenlévd enzim
okozott /51/.

Az endonukledztdl sikeriilt elkiiléniteni egy enzimet, melyrdl
kideriilt, hogy a ppp(A2’p),A-t 5'ATP-re és 5'AMP-re bontja.
Ezt az enzimet 2’foszfodiészterdznak nevezték el. Ez sejtes
és sejtmentes rendszerekben a 2'-5’ internukleotid k&tést
tartalmazdé oligonukleotidot degradalja, s ennek kdvetkeztében
az endonukledz inaktivalddik, s ezért a fehérjeszintézis gat-

lasa csak atmeneti /61, 46/.
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Az interferon-kezelt sejtekbdl olyan enzimet izolaltak,

mely a 2’'-5'’ internukleotid kdtést nagyobb aktivitdssal ha-

sitotta, mint a 3’'-5’ k&tést. Ennek a 2'foszfodiészteraz en-
zimnek a szerepe az, hogy a ppp(A2'p)nA altal aktivalt endo-
ribonukleé&z hatasat az oligonukleotid szintjének valtoztatasaval

szabalyozza. A ppp(AZ’p)nA—t lebontva megakadalyozza a cellu-

laris RNS-ek teljes degradacidjat, de ugyanakkor a nem acile-

zett tRNS-ek CCA terminusd@nak hasitasaval - a tRNS-ek rever-

zibilis inaktivalasaval - az mRNS transzlacidjat gatolja /50/.

A 2'foszfodiészteraz a dezoxi-adenozinbdél felépiild oligo-
nukleotidot nem bontja, mert a hasitdshoz az adenozin szabad
3'0OH csoportjai is sziikségesek.

Az enzim a pppA2’p5'A2’pP5’A oligonukleotid 3' végén fosz-
fat csoporttal rendelkezd szarmazékat szintén nem tudja el-
hasitani, de az 5’ végen elhelyezkedd foszfat csoportok nem
befolyasoljak miikddését, tehat feltehetden az enzim az oligo-
nukleotid 3’ végérdl kezdi el a hasitést /50/.

A 2'foszfodiészterdz enzim felfedezésével az 5’'trifosz-
fat csoport nélkiili oligonukleotid, az ugynevezett core hatés-
mechanizmusara vonatkozd elképzelések kibdviiltek. A core nem-
csak foszforilezddés utjan, hanem a 2'foszfodiészterdz kompe=-
titiv gatlasaval is kifejtheti a hatasat /37/. A kompeticid
tényét bizonyitja, hogy az A2’p5’A dinukleotiddal sikeriilt

a 2'foszfodiészteraz okozta tRNS inaktivacidt csdkkenteni /50/.

Az interferon sejtosztddas gatld hatasat a ppp(A2’p) A-n



- 14 -

keresztiil fejti ki. Mitogén stimulusra a 2’foszfodiészteraz
szintje megnd, s az oligonukleotid elbontésa utdn a sejt
ketté osztddik. Ennek a szabalyozd mechanizmusnak a normalis
sejt osztddasaban is szerepe van, ugyanis az oligonukleotid
dllanddan képzddik, s a 2'foszfodiészteraz szintje hatarozza

_meg, hogy a sejt osztddik, vagy nyugalomban marad. Az osztddd

sejtekben magas, a konfluens sejtekben alacsony 2'foszfodi-

észteraz enzimszint mérhetd /37/.

A ppp(AZ'p)nA szerepe a sejt antiviralis allapoténak ki-

alakuladsaban a kdvetkezOkben 8sszegezhetd: Virusfertdzés ha-
tdsdra interferon termelés indul meg, mely mas sejtekre hatva
2-5A polimeréz szintézisét inditja meg. A virus replikativ in-
termediere /dsRNS/ hatéasdra az enzim ppp(AZ'p)nA—t szinteti-

zal, mely az endoribonukledz enzimet aktivalja. Ez a ppp(A2'p)nA'
fiiggd® nukledz a virus és sejt eredetii mRNS-eket degradalja,

igy a virus szintézisét gatolja. A 2'foszfodiészteraz az oli-
gonukleotid hasitédsaval megakadalyozza a sejteredetii mRNS-ek

teljes lebontdsat, s igy a sejt pusztuléasat /38, 34/.

A fent leirtakbdl jo6l1 kitiinik, hogy a ppp(AZ'p)nA kdz-
ponti szerepet jatszik e bonyolult enzimrendszerek miikddésé-
ben, ezért nemzetkdzi szinten egyre tdbb kutatdcsoport fog-
lalkozik annak vizsgalataval, hogy az oligonukleotid mely ké-

miai csoportjainak megléte sziikséges az endonukledz aktivala-

sdhoz, s ezaltal az antiviralis hatas kifejtéséhez, s meiy

csoportok teszik a ppp(AZ'p)nA-t 2'foszfodiészteraz enzimmel

szemben ellenalldébba /54, 2, 15, 16/.
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A ppp(AZ'p)nA fliggd endonukledz aktivadlasdhoz olyan

oligonukleotid sziikséges, melyben
- az internukleotid k&tés 2'=5'
- a nukleotid tagszam legaldbb héarom
ha trinukleotid, a 2’ végen adenin legyen az utolsd
bazis /[17/
ha 3 tagndl hosszabb, akkor az elsd harom béazis le-
gyen adenin /54/
- az 5’ vég di- vagy trifoszfat legyen /58/.
A ppp(AZ’p)nA hatasossagat fokozzak /[szinergistdk/ azaltal,
hogy a 2’'foszfodiészterazt kompetitive géatoljak:
- pppA2’'p5'A2’'p5’A3’'p [bizonyos bioldgiai rendszerekben
Onmagaban is hat/ [54]/
- A2'p5'A /50/
- A3'p5'A3'p5’'A  /17/
- |A2'p5'A2'p5’, a core/ /50/.
A ppp(AZ’p)nA hatasat antagonizaljak: E
- 5’ végii monofoszfat szarmazékok /58/
- heterotrimerek, s ezek 5'trifoszfat szarmazékai /[17/
azaltal, hogy az endonukledzhoz k&tGdnek, csak nem tudjak

aktivalni, s igy az enzim gatolt.

Lehet8ség van tehat a kdzponti szerepet jatszd oligonuk-
leotid olyan mbédositott szarmazékainak készitésére, melyek

stabilabbak és fokozott antivirdlis hatassal rendelkeznek.
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1.4, Célkitiizéseink

Vizsgdlataink sordn olyan anyagokat szintetizaltunk és
vizsgaltunk, melyek analdgok az interferon hatasmechanizmusa-
ban kdzponti szerepet jatszo ppp(AZ'p)nA oligonukleotiddal.

Célunk az volt, hogy ezek az anyagok bioldgiai hat&sukban

- a latens endoribonukledz aktivalasdban - a természetes

uton keletkezd oligonukleotiddal megegyezzenek, de metaboli-
kusan stabilabbak legyenek.

A bioldgiai vizsgdlatokhoz laboratdériumot rendeztiink be
és az antiviralis tesztelésre alkalmas sejt-virus rendszert
honositottunk meg. A bioldgiai tesztek kialakitédsanal arra
torekedtilink, hogy kevés anyagigényili, gyors mdédszereket dol-
gozzunk ki. Az ilyen elBzetes vizsgalatokndl hatasosnak itélt
oligonukleotidok tovabbi részletes tanulméanyozéasara pedig

olyan tesztelést alkalmaztunk, mellyel az anyag antivirali-

tadsa pontosan meghatarozhatd.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2s1.0 A sejt

A BHK 21/C 13 sejtvonal az MTA Szegedi Bioldgiai K&éz-
pontja Biokémiai Intézetének tOrzstenyészetébdl szarmazott.
Az allandd tenyészetet egynapos sziriai hércsdg vese sejt-

jeinek transzformacidjaval allitottdk eld. Az eredeti sejt-

vonal jellemzGje:
1. fibroblaszt alaku
2. a sejtek 99 %-a felszinhez tapad
3. a sejtszam 48 o6ra alatt duplazédik
4, a sejtek 65 %-a 44 db kromoszdmat tartalmaz,
25 %-a 36-45 darabot
5. a sejt jellegzetes kromoszdmai: egy nagy-

méretli metacentrikus X és 5 par telocentrikus.

2.1.2. A BHK sejt fenntartésa_és szaporitasa

A sejtek fenntartédsira és szaporitésara 5 % szérumtar-
talmu DMEM /SERVA/ tapfolyadékot haszndltunk. A szérum min-
den esetben 56 °C-on, 30 percig hdinaktivalt mezShegyesi
borjusavd volt.

A sejteket 37 0C-on, 5 % széndioxidot és 95 % levegdt
tartalmazd nedves termosztdtban /NEW BRUNSWICK/ inkubdltuk.

- A sejtek tripszinezése, osztésa:

A Petri-csésze konfluensen bendtt sejtjeit a tapfolyadék el-
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tavolitasa utan PBS-sel mostuk. Ezt k&vetden a sejteket 3-5
percig tripszin /DIFCO/, PBS-ben elkészitett 0,08 %-os olda-
taval emésztettiik, majd a tripszinoldat eltavolitédsa utan

a sejteket tapfolyadékkal lemostuk a csésze felszinérdl.

A sejtszuszpenzidt Petri-csészékbe osztottuk szét és ter-
'mosztétban inkubaltuk.

A sejtek allapotat /kitapadéas, siliriiség, alak stb./ invert

mikroszképos /TELEVAL/ vizsgdlattal ellendriztiik.

A sejtosztast kdvetd masodik napon a konfluens sejtte-
nyészetet révid tripszinezés utan 10 % szérum tartalmu téap-
folyadékkal mostuk.

A siirii sejtszuszpenzidé 1-1 ml-ét ilivegampulladkba mértiik és je-
ges vizben hiitéttiik. Ezt kévetSen 1-1 ml 30 % glicerint /vagy
10 % DMSO-t/ tartalmazd DMEM-et mértiink mindegyik ampulléba,
s leforrasztottuk azokat.

Az ampulldkba zart sejteket 20 percig jeges-vizfiirddben,
majd 30 percig =20 %c-on tartottuk, végil -70 Oc-ra helyeztiik.
Az ampullédk egy része 24 Ora utéan -70 Oc-ré1 folyékony nitro-
génes mintatadroldéba /-196 °C/ keriilt.

A =70 °c-on vagy =196 Oc-on téarolt sejtek gyors felol-
vasztasat az ampulla 30 Oc-os vizfiirddben vald allandd ra-
zogatasaval biztositottuk.

A glicerines. /[vagy DMSO-s/ sejtszuszpenzidt tapfolyadék-

kal felhigitottuk, majd a sejtek kitapaddsa utén a téapfolya-
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dékot lecseréltiik.

A felolvasztott sejteket csak t&bbszdri /legaldbb 5/ trip-
szinezés utan hasznaltuk fel virustitralashoz vagy anyag-

teszteléshez.

2.1.4. A sejt_osztddasi_sebességének meghatarozésa

10 db 60 mm atmérdjli Petri-csésze mindegyikébe 4 ml

1,2x10°

sejtet tartalmazd tapfolyadékot mértiink, majd a csé-
széket termosztatba helyeztiik.

A sejtosztast kovetd kilildnbdzd iddpontokban meghatéroz-
tuk a Petri-csészékben 1év0 Ossz-sejtszamot ugy, hogy a trip-
szinezés utan begyljtott sejtszuszpenzid térfogatat lemértiik

és koncentracidéjat Blirker-kamras sejtszamolassal megallapi-

tottuk.

1 db 80 mm atmérdji sejtekké& bendtt Petri-csésze 5 ml
tapfolyadékahoz mitotikus gétlas céljabdél 0,2 ml 10 y/ml kon-
centracidéju colcemidet mértiink.

5 6ran at tartd inkubdléds utdn a csészében 1évd tapfolyadékkal
a mitotikus allapotban 1évS, lazéan kitapadt sejteket begylij=-
tottiik. A sejtszuszpenzidt 800-1000 fordulat/perc sebességgel
10 percig centrifugdltuk. A feliiluszét eltdvolitottuk, majd

a sejteket 3 ml 0,075 M-os vizes KCl oldatban felszuszpen-

déltuk. A sejtszuszpenzidét 20 percig 37 Oc-os vizfiirddben
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tartottuk, majd 500 fordulat/perc sebességgel 10 percig cent-
rifugdltuk. A lecentrifugdlt sejteket a felliluszd 1 ml-ében
felszuszpendaltuk, majd fixaltuk.

A sejtek fixadlasat ugy végeztilk, hogy a szuszpenzidhoz
dllandd razogatas mellett 2 ml metanol:jégecet=3:1 elegyét
adtuk cseppenként. Ezutadn 1000 fordulat/perc sebességgel
centrifugdltunk. A feliiluszét eltavolitottuk és a fixalast
/]a citoplazma kimosdst/ hdromszor megismételtiik, majd a ci-
toplazma mentes sejteket 24 6ran at -20 °c-on taroltuk.

A fixalt sejteket hideg, nedves targylemezre cs&ppentet-
Tk

A kromoszOomék festését 5 %-os Giemsa oldattal végeztiik.
/Az 5 % oldatot Giemsa toérzsoldatbél 0,5 M-os, pH 6.8 Soren-
sen pufferrel készitettiik./

A téargylemezre tapadt sejteket 10 percig a festékoldatban
tartottuk, majd vizzel mostuk. A kromoszdémakat mikroszkdp

/|Leitz fotomikroszkép/ alatt szamlaltuk és fényképeztiik.
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2.2. A virus
2.2.1. A Sindbis virus eredete, jellemzdi

A SZOTE Mikrobioldgiai Tanszékétdl kaptuk a Sindbis vi-
rust, mely a Togavirusok osztalydba, az alfavirusok csoport=-
jaba tartozd [/+/RNS sz&lu, humdn enkefalitist okozd virus.
BHK sejtekben j6l szaporodik, azok pusztulédsat okozza,
ami jellegzetes, morfoldégiai valtozassal jar egyilitt /cito~

patias hatéds/. A Sindbis virus szaporodasi ciklusénak ideje

37 oC-on 6-8 Ora.

— — w— - w— - - - - we— - . e e e e e - -

[Sindbis virusszuszpenzid megtisztitasa a defektiv

partikuldktdél/

A Mikrobioldgiai Tanszéktdl kapott virusszuszpenzidbdl
tizes léptékben DMEM-mel higitési sort készitettiink. Az eldzd
nap lO6 sejttel inditott 10 db 60 mm a&tmérdjii Petri-csésze
sejtjeire a tapfolyadék eltévoliéésa és PBS-ses mosas utan
a kiilénbdzd virushigitédsokbdél 100-100 ul-t rétegeztiink.

Egy o6rai, széndioxidos termosztatban tdrtént inkub&lds utéan

a megfertdzdtt sejtekre 3 ml tapfolyadékot mértiink. Tovabbi
18 o6réas inkubdlas utéan a sejtek allapotat ellendriztiik:

Magas viruskoncentracidval tdrtént fert3zésnél a sejtek le-
kerekedtek és elpusztultak, mig a szuszpenzidé nagy higitésai-
ndl az infektiv virus hidnyaban a sejtek épek maradtak.

Abbdl a Petri-csészébdl, ahol a virusfertdzés jelei még ép-
pen lathatdk, a nagyrészt infektiv virust tartalmazdé tapfo-

lyadékot begylijtdttiikk és DMEM-mel tizes 1léptékii higitéasi
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sort készitettiink beldle, mellyel ujabb sejteket fertdztiink.
Az itt leirt eljarast tizszer megismételtiik, hogy meg-
szabaduljunk a defektiv partikuldktdl és magas titerli tdrzs-

virus szuszpenzidét hozzunk létre.

2.2.3. A_sindbis_tOrzsvirus tarolasa
A nagy koncentracidéban infektiv virust tartalmazdé szusz-
penzid nagy részét 50-100 pl-es aliquotokra osztva =70 °c-on
taroljuk. Néhany ampulldt - mint biztonsagi tartalékot -

-196 OC-on, folyékony nitrogénes mintataroldéban Orziink.

2.2.4, Virustitralas

2.2.4.1. A Sindbis virus titerének meghatarozasa mikrolemezen

A virusszuszpenzid kozelitd pontossdgu, gyors titrala-
sdhoz 8x12 lyukat /gtdrbcskét/ tartalmazd mikrolemezt /FLOW/
hasznaltunk, melyen egy gddrdcske térfogata 350 ul, kdralap-
janak atmérdje pedig 7 mm volt.

A lemez gddrdcskéinek mindegyikébe 100 ul 2x104 sejtet
tartalmazd tapfolyadékot mértiink, majd a lemezt 37 °C-ra, szén-
dioxidos termosztatba helyeztiik.

A sejtosztast kdvetd napon elkészitettiik a titralandd
virusszuszpenzidé 8 tagbdl all6, tizes léptékii higitasi sorat
DMEM-ben.

A mikrolemez kitapadt sejtjeirdl - melyek a gbdrdcske
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aljat 98-100 %-ban elfedik - a tapfolyadékot eltdvolitot-
tuk, s 100-100 ul PBS-sel lemostuk azokat. A virusszuszpen-
zid6 kiildnbdzd higitasaibdl 50-50 ul-t mértiink a gédr&cskék
sejtjeire. Egy Oran at tartd virusadszorpcidé utan 50-50 ul

10 % szérumot tartalmazd tapfolyadékot mértiink a sejtekhez,
majd az inkubacidét a termosztatban tovabb folytattuk. A vi-
rusfertdzést kévetd 24. és 48. Oradban invert mikroszkdpos
vizsgalattal megdllapitottuk a virus okozta sejtkarosodas
mértékét. A kiértékelésnél a gbdrdcskék sejtlemezeinek &t
kiilénb6zd allapotat vettiik figyelembe: a virusok a g&drdcske
sejtjeinek megkdzelitdleg 100 %-at (2A. &bra), 75 %-at (2B.
dbra), 50 %-at (2C. abra) vagy 25 %-at (2D. &bra) degradalték,
ill. ha nem észlelhetd sejtkarosodas (pl. kontroll 2E. &bra).
Az adatok ismeretében - az irodalombdl ismert matematikai
levezetéssel meghataroztuk az 50 %-os sejtkarosodast okozd
virustitert, azaz az 1 ml-re vonatkoztatott TCD50 /tissue cul-
ture dose/ értéket /40/. A mikrolemezen megdllapitott virus-
titer érték alkalmas kiilénbdzd virusszuszpenzidk azonos mdédon
meghatérozott titerértékeinek 6ss;ehasonlitéséra, ill. ennek

ismeretében a kdltség és anyagigényesebb, de pontosabb virusti-

ter /PFU/ meghatadrozast elegendd egy sziikebb intervallumban

elvégezni.

2,2.4.2. A Sindbis virus titerének meghatarozésa
plaque-redukcidés moédszerrel
10 db 60 mm atmérdjli Petri-csésze mindegyikébe 4 ml 10°
sejtet tartalmazd tapfolyadékot mértiink, s a sejteket ter-

mosztatban inkubaltuk 24 6réan at.



2, abra A Sindbis virus okozta
BHK sejt degradacid mértékének ki-
értékelése mikrolemezen.

A virusok a g8drdcske sejtjeinek
megkdzelitdleg 100 %-at (A), 75 %-
at (B), 50 %-at (c), 25 %-at (D)
kdrositottak. Konfluensen ndtt

sejtek a kontroll esetében (E).



Elkészitettiik a titrdlandd virusszuszpenzid tizes lép-
tékli higitasi sorat DMEM-mel, majd a Petri-csészék konfluen-
sen bendtt sejtjeirdl a tapfolyadékot eltavolitottuk. A 3-3
ml PBS-sel lemosott sejtekre 100-100 ul-t mértiink a virus-
szuszpenzid kiildnb6zd higitdsaibdél. Egy o6ras, 37 oC-on, ter-
mosztatban tdrtént inkubdlads wutén a sejtekre 4-4 ml 40-45 9C-
os feddagart rétegeztiink.

A fedBagar Osszetevdi a k&évetkezdk:

50 ml 2,2 %$-os, forrd deszt. vizben oldott noble agar /DIFCO/,
42 ml kétszeres tbménységii DMEM /0,37 % NaHCO, tartalommal/,

4 ml hSinaktivalt szérum,

4 ml 5 %-os, Hanks pufferben oldott laktalbumin hidroliza-
tum /DIFCO/;
A fedBagar pH-jat 1 M-os vizes HEPES /GIBCO/ natriumsdé oldat
/pH 8.7/ 2 ml-ével allitottuk be pH 7,0-ra.

Az agar megdermedése utén a sejteket 2 napon at, 37 oC-on,
széndioxidos termosztatban inkubaltuk.

A 2 nap elteltével az agarral fedett sejteket invert mik-
roszkdpon vizsgalva megéllapitotéuk a virus okozta sejtdegra-
dacidét. A fertdzdtt sejtek elpusztultak és nem tapadtak a Pet-
ri-csésze aljdhoz (3A &bra).

A plaque-szam pontos meghatarozasa céljébdl a sejteket
megfestettiik, azaz minden Petri-csészéhez 4-4 ml festBagart
mértiink. A festBagar ugy késziilt, hogy 50 ml PBS-hez és 50 ml
forrd PBS-ben elkészitett 2,2 %-os agar oldathoz 2-3 ml 0,4 %-
os neutral vdrds [SERVA/ oldatot adtunk.

A festBagar megdermedése utan az inkubacidét tovabb folytat-



3. &bra sindbis virus okozta plague BHK sejteken neutral
VOrdssel tértént festés eldtt (A) és utén (B)

[



tuk a széndioxidos termosztatban. A festést kdvetd 16-24 06—
raban a plagque-okat Osszeszamlaltuk.

Az elpusztult sejtek nem akkumuldljék a festBagarban
1évo neutral vidr8s festéket, ezért a plaque fehér foltocs-
kaként tiinik eld az egészséges, vordsre festtdd sejtek kdr-

nyezetében (3B. &bra).

2.3. Az anyag antivirdlis tesztelése

A vizsgalatainkban felhaszndlt kordicepin trimert
t(2'-5’)3’dA(p3’dA)2J triészter médszerrel szintetizaltuk,
a Pfleiderer szerinti /1Ob./ eljaras mdédositésaval. Az anyag
szerkezetének igazoldsat a kigydméreg foszfodiészteréazzal vég-
rehajtott hidrolizis termékeinek rétegkromatografias azonosi-
tasaval végeztiik.
Teszteléseink sordn a kordicepin trimert nadtriumsé formajaban

hasznaltuk. :

A BHK sejtek membrénjdnak permeabilizéléasdt hipertonias
sokkoléassal végeztiik. Az eldzd nap osztott, kitapadt sejteket
a tapfolyadék eltdvolitasat és a PBS-ses mosast kdvetden
20 percig kétszeres koncentrdcidju Hanks sdoldattal kezel-

tik /10/. A mikrolemez gddrdcskéinek 2xlo4 sejtjére 100 ul-t,
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a Petri-csészék 5xlo5 sejtjére 2500 pl-t mértiink a Hanks ol-
datbdl.

A permeabilitds mértékét tripankékes festéssel ellend-
riztilk, ugyanis a hipertonias tapfolyadék eltdvolitdsa utén
a permeabilissd tett sejtek festddnek, mig a nem permeabi-

lisek nem veszik fel a tripankék festéket /10/.

40 mg marha agybdl preparalt foszfatidilszerin kloro-
formos oldatat beparoltuk.
A maradékot 7 ml NHTE pufferben /100 mM NaCl, 2 mM hisztidin,
2 mM TES, 0,4 mM EDTA/ felszuszpendaltuk, majd hiités és N2
atbuborékoltatasa kozben 10 percig ultrahangoztuk. Az ultra-
hangozé fejrdl levalt titant centrifugdlassal /10 perc, 3000
fordulat/perc/ eltavolitottuk.

Az ultrahangozott, lipid szuszpenzidé 175 pl-éhez /1 mg
foszfatidilszerin/ 5 ul 100 mM-oOs CaCl2 oldatot adtunk.
A szuszpenzibét egy 6rén at 37 Oc-o0s vizfiirddben tartottuk,
majd a kialakult lipid-fragmentumokat lecentrifugaltuk
/10 perc, 3000 fordulat/perc/.
A csapadékot vortexeztilk, s hozzamértiink 100 ul lO-3 M-os
kordicepin trimer oldatot /DMEM-ben oldva/. A lipid frag-
mentek és az oligonukleotid egylittes vortexezése utédn a frag-
menteket 35 uyl 0,15 M-os EDTA oldat hozzaadasaval veziku-
lakka zartuk.

A liposzdomakat lecentrifugdltuk /20 perc, 14000 fordu-

lat/perc/ és a sejtekre toxikus EDTA-t, valamint a vezikulén
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kivlili kordicepin trimert tartalmazd felliluszét eltavoli-
tottuk. A liposzdmds csomagolas hatasossaga kb. 10 %, igy
az 1 ml DMEM-ben felszuszpendalt liposzéma szuszpenzid kor-

3 M=-0s volt.

dicepin trimer koncentraciéja kb. 10~
A fent leirt mdédszerrel parhuzamosan elkészitettiik
a kontrollként alkalmazandd "lires" liposzdémékat is, melye-

ket kordicepin trimer helyett DMEM-mel készitettiink /39/.

2.3.4. Antiviralis hatds elOtesztelése mikrolemezen

A mikrolemez g8drdcskéinek mindegyikébe 2xlO4 BHK sej-
tet osztottunk. 24 Ora elteltével a letapadt sejtekrdl
a tapfolyadékot eltavolitottuk és a sejttenyészeteket
100-100 ul PBS-sel lemostuk.
Az leo7 PFU/ml koncentracidju Sindbis virusszuszpenzid tizes
léptékli higitasi sorozatéanak /1o°-t61 10-8-ig/ 50-50 pl=-ével
a sejteket megfertdztiik.
37 %C-on széndioxidos termosztatban tdrtént 1 6ras inkubacid
utdn a virusszuszpenzibdt eltavolitbttuk.
Kisérleteink egy részénél itt egy pefmeabilizélési lépést
/2.3.2/ iktattunk be, annak elddntésére, hogy a vizsgalt

anyag sejtbejuttatasahoz sziikség van-e a membran permeabi-

lizalaséra.
A kdvetkezd lépésben a vizsgalt anyag kildnb&zd /10-4, 10-5,
10°%, 1077, 1078 M-os/ higit&saibdl 50-50 ul-t mértiink a mik-

rolemez gddrdcskéinek kiilénbdzd multiplicitissal /m.o.i./ fer-

t6z6tt sejtjeire.
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A higitasokat DMEM-mel készitettilk, s ezt rétegeztiik a kont-
roll sejtekre is.

- Az inkubacidét egy dran at folytattuk, majd az anyagot el-
tavolitottuk és 100-100 pl tapfolyadékot mértiink a sejtekre.
- Abban az esetben, amikor a hosszantartd anyagkezelés an-
.tivirdlis hatasat vizsgaltuk a tesztelt anyagot nem tavoli-
tottuk el az egy 6ras inkubadcid utén, hanem 50-50 pl 10 %
szérumtartalmu DMEM-mel kiegészitettﬁk /az anyag koncentra-
cidéja igy felére csdkkent, de a kiértékelésig jelen volt a sejte-
ken/. A mikrolemez sejtjeit mindkét esetben 48 6ran at inku-
baltuk, s a fertdzést kdvetd 24. és [vagy/ 48. O6rédban a le-
mezeket a 2.2.4.1. fejezetben leirtak alapjan kiértékeltiik,
majd meghataroztuk a TCDSO/ml értékeket. A kontroll gddr&cs-
kékkel tortént Osszehasonlitds alapjéan megdllapitottuk, hogy
a tesztelt anyag kiildnbdzd koncentracidéju oldata hény széaza-

lékkal csdkkenti a virus okozta sejtdegradaciot.

A virushozam meghatdrozdsdhoz 4x6 lyukat /g&dr&cskét/
tartalmazdé makrolemezt /COSTAR/ hasznaltunk, melyen egy g&d-
récske térfogata 4 ml, kdralapjanak atmérSje 16 mm.

A makrolemezek g8dr&cskéibe 7xlO4 sejt/ml koncentracidjy
sejtszuszpenzidbdl 2-2 ml-t mértiink.

24 Oréas inkubacid utan a makrolemez 3 gddrdcskéjében megha=

téroztuk a sejtszamot, mely 2,0 : O,2x105-nek adodott. lfsﬂwJ{
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Miutan a Sindbis virus 2xlO5 PFU/ml koncentracidéju szusz-
penzidéjat DMEM-ben elkészitettilk, a makrolemez sejtjeirdl
a tapfolyadékot eltavolitottuk.
A PBS-sel mosott sejtekre az elkészitett virusszuszpenzid
100-100 ul-ét mértiik, s az ilyen mdédon O,l-es multiplicitéas-
sal fertdzdtt sejteket 1 O6ran at inkubaltuk 37 oC-on, széndi-
oxidos termosztatban. A virusszuszpenzid eltdvolitdsa utéan
a sejteket 2-2 ml PBS-sel lemostuk, majd a tesztelt oligo-
nukleotid kiilénb®zd koncentracidéju, DMEM-ben elkészitett ol-
datainak /ill. a DMEM-nek/ 100-100 ul-ét a fertdzdtt sejtekre
mértilk. Egy 6rds inkubdlas utédn az oldatokat eltavolitottuk
a sejtekrdl, majd 1000-1000 ul tépfolyadékot rétegeztiink
a sejtekre.
Az inkubalast a fertdzést kovetd 0., 3., 6., 9., 12., 15. és
18. 6réaban tortént mintavételek idejéig 37 ©c-on tovabb foly-
tattuk.
Minden id&pontban, a kiilénbdzd anyagkoncentréacidval kezelt
sejtekrdl 2-2 parhuzamost tartalmazd virusszuszpenzidt centri-
fugacsdvekbe gylijtottink. A sejttg}meléket lecentrifugaltuk
/5 perc, 3000 fordulat/perc, O oC-on/, s a virusszuszpenzidk
fellilusz6jabél aliquotokat mértiink Eppendorf cs&vekbe.
A virustiter meghatérozéasaig ezeket a virusmintdkat =70 Oc-on

taroltuk.

Makrolemezek g8drdcskéinek mindegyikébe 1,4x10
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sejtet mértiink. A sejtosztast kdvetd napon a gddrdcskék
sejtjeirdl a téapfolyadékot eltavolitottuk, majd 2-2 ml PBS-
sel tortént mosds utdn a tesztelt anyag DMEM-ben elkészitett
kiilénbdz6 koncentracidéju oldataibdl, valamint DMEM-bdl /kont-
roll/ 100-100 pl-t mértiink a sejtekre.

a./ Egy 6ras inkubalas utdn a gddrdcskék egy részébdl
a tesztelt anyag kiilénb&zd koncentracidéju oldatait eltéavoli-
tottuk és a sejtekre 1000-1000 ul tépfolyadékot mértiink.

b./ Az egy 6ras inkubdlast kdvetden a "maradék" gddrdcs-
kék kiildnb&zd anyagkoncentraciodval kezelt sejtjeirdl nem tavo-
litottuk el az oligonukleotid oldatokat, hanem 900-900 ul 6 %
szérumot tartalmazé DMEM-et mértiink hozza. A sejteket termosz-

tatban inkubaltuk 37 °C-on a sejtszam meghatarozéasaig.
2.3.6.1. A sejtszam meghatarozéasa

Az anyagkezelést megeldzden ill. az azt kdévetd 3., 12.,
28., 76. 6radban az anyag kiilénb8z8 koncentracidju oldataival
1 éran &t és folyamatosan kezelt sejtekrdl a tapfolyadékot
begylijtéttiik, majd a sejteket 110-110 ul tripszin oldattal
szuszpenzidba vittiik. Majd a makrolemez g&dr&cskéiben levd
sejteket 100-100 ul PBS-sel, illetve 100-100 ul, 10 % szérumot
tartalmazdé DMEM-mel lemostuk.
Az igy Osszegylijtdtt sejtszuszpenzidkban 1évd Osszsejtszamot

a végtérfogat lemérése és Blirker-kamras sejtszamlalas utén

hatéaroztuk meg.
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2.4. A megbizhatdsagi intervallum meghatdrozéasa

Egy kisérleten beliil megfigyeléseink szdma harmincnal
kevesebb volt, igy a megbizhatdésadgi intervallumot a Student-
féle t-eloszlas segitségével hataroztuk meg:

t. 8
a

V'

x &

Ebben az esetben a szédmolt paraméter 100 /l-a/ %-0s megbiz-
hatbsagi intervallumdt kaptuk. A képletben x az adatok
atlagadt, n a megfigyelések szamat, az s pedig a szdrast
jelenti. Az n-1 szabadsagfokhoz tartozd ta kritikus érté-
ket a t-eloszléas tablazatabdol olvastuk ki.

Az empirikus szbrast |[s/ a kdvetkezd Osszefiliggés alapjéan

szamoltuk:

ahol x a kisérleti adatok értékét jelenti /32/.
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3. EREDMENYEK

3.1. A BHK sejtvonal azonositéasa

A vizsgalatainkban hasznalt BHK sejttenyészet évek 6ta fenn-
tartott sejtvonalbdl szarmazott. Ezért kisérleteink reprodu-
. kdlhatdsadga érdekében szilikségesnek tartottuk ellendrizni, hogy
sejttenyészetiink rendelkezik-e az eredetileg leirt BHK 21/C 13
sejtvonal sajatsagaival. BHK sejttenyészetﬁnk osztddasi se-

bességét és karioldgiai jellemzdit vizsgaltuk meg e célbdl.

3.1.1. A BH

A 2.1.4. pontban leirtaknak megfelelden meghataroztuk
BHK sejtvonalunk oszt6dasi sebességét, megrajzoltuk a sejt
osztbédasi gdrbéjét (4. abra).
5[ :
19°C SEJTSZAM
8

e

—

7
6
9
4
3

| | | | S
2 36 72 96 DO (ora)

4. adbra A BHK sejt osztddasi gdrbéje
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A 4. abra adataibdél lathatdo, hogy az l,ZiO,lxlO5 sejtet tar-
talmazé Petri-csészékben a sejtek szama 48 o6ra alatt dupla-

zédott meg, ami megegyezik a BHK sejt irodalmi adataival.

— — — — — — — — — — —

A 2.1.5. pontban irtuk le, hogyan festettiik meg BHK
sejttenyészetiink kromoszéméit.

A metafazisos kromoszodémadkat diploid sejtekben vizsgal-
tuk. 16 sejtmagban 44 db-ot, egyen 45-6t, haromban pedig 43 db
kromoszdmat szamlaltunk meg (5. abra), s ez megfelel az iro-

dalmi adatoknak.

A BHK sejtvonal eredeti leiradsaban szerepld, jellegze-
tes karakterisztikaju /egy nagy metacentrikus X és 5 par
telocentrikus/ kromoszémék is jelen voltak sejttenyészetiink

mindenegyes megvizsgédlt sejtjében (5. &bra).

Sejttenyészetilink osztddasi sebességének, a sejt morfoldgi-
ajanak, a kromoszémdk szamanak és' karakterisztikainak isme-

retében megallapitottuk, hogy a teszteléseink soran hasznalandd

sejtvonal valdéban BHK 21/C 13.
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5. abra BHK sejtek metafdzisos-kromoszdémdinak szama 44 /A,B,D/
illetve 45 /C/ darab. A sejtvonalra jellemzd: egy nagy, meta-

centrikus X (¢e—*) és az 5 par telocentrikus (<«—e) kromoszdméak.
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3.2. A kordicepin trimer antivirdlis hatdsanak eldtesz-

telése mikrolemezen

Mikrolemezen tortént eldtesztelések soran megvizsgéltuk,
hogy a sejten kiilénbdzd ideig tartott, illetve eltérd iddben
és mdédon sejtbe juttatott kordicepin trimer hogyan befolya-

solja a virus okozta sejtdegradacid mértékét.

3.2.1. A rdvid, illetve hosszantartd kordicepin trimer

A kordicepin trimer kiilénbdzd koncentrdcidju oldatai-
nak antivirdlis hatédsat a 2.3.4. pontban leirtaknak megfe-
lelden teszteltiik. Az anyagnak a sejtek permeabilizalaséat
kdvetd /2.3.2./ - 60 perces, ill. 24 o6ras inkubacid alkal-
mazasaval - a virus okozta sejt degradacidéra gyakorolt ha-

tdsat vizsgadltuk meg (I. tadblazat). A kordicepin trimer

4 5

(10”% és 3x10 ° M-os) oldata jelentds antivirdlis hatéssal

rendelkezett. .

Abban az esetben, amikor a kordicepin trimer oldatot (10-4,

3 M-os) 24 Oran at tartottuk a sejteken, a virus okozta

3x10~
sejtkdrosodas mértékének csbkkenése joéval nagyobb volt, mint
az egy Oras kezelésnél.

Ez a megfigyelés arra utal, hogy feltehetden a kordicepin
trimer permeabilizalas nélkiil is bejut a sejtekbe, hisz a hi-

pertonids sokk utan csak révid /10-20 perc/ ideig permeabili-

sabb a membrédn. Ugyanakkor az is lehetséges, hogy - a hipertonias



Kordicepin trimer koncentraciod TCDso/ml érték Antiviralis

/MGl /1it/ a fertdzést ké- hatas a kont-
a sejteken a virusfertdzést vetd 24. 6rédban roll %-&ban
kévetd
60 percig 24 oraig
1074 0 ,0 x 102 86
3 x 10°° 0 ,4 x 10° 77
1072 0 ,4 x 102 77
20™? 0 ,5 x 10° o}
0 0o + 9 IR 103 -
1074 5 x 10°° <9,3 x 102 >99
3 x 107° 1,5 %1072 <1,4 x 10° >91
1072 5 x 107° 1,2 x 10° 20
1078 5 x 10~/ 1,4 x 10° 6
0 0 1,5 x 10° v

I. tablazat Sindbis virussal fertdzétt, majd permeabilizalt
BHK sejtekben 1 ill. 24 6raig tartd kordicepin trimer kezelés
antiviralis hatéasa

_SE_



sokktdl eltérd - mas mdédszerrel, nagyobb hatasfokkal si-
keriil az anyagot sejtbe juttatni, s ezaltal a kordicepin tri-
mer nagyobb higitédsu oldatainadl is jelentds antivirdlis ha-

tast lehet elérni.

A kordicepin trimer antivirdlis hatédsénak eldtesztjét
/2.3.4./ ugy végezeiik el, hogy az anyag kiilénbdzd koncent-
racidéju oldatait permeabilizalassal /2.3.2./, illetve lipo-
szbéma kozvetitéssel /2.3.3./ juttattuk a virusfertdzdtt sej-
tekbe. Usszehasonlitasként, kdzvetleniil a virusfertdzés utéan
- hipertoniads sokk nélkiil - mértiik a kordicepin trimer oldato-
kat a sejtekre. Az eltérd mdédon sejtbe juttatott kordicepin
trimer kiilénb6zd koncentracidju oldatainak virusokozta sejtdeg-
radacid csdkkentd hatésat (II. tdblazat) értékelve megallapit-
hatdé, hogy valdészinlileg sem a permeabilizaléas, sem a lipo-
szbma k&zvetités nem befolyésolté lényegesen a kordicepin
trimer sejtbe jutasédnak hatasfokat, tehat a kordicepin tri-
mer szamara a virusfertdzott sejt membranja atjarhatd. Ezért
a tovéabbi kisérleteknél sziikségtelennek véltiik a kordicepin

trimer sejtbe juttatasat kiilénbdzd eljarasokkal segiteni.



A kordicepin trimerc-r

koncentracido (Mé1l/1it)
a sejteken a fertdzést
kbvetd

60 percig 24 oraig

antiviralis hatasa a kontroll

%$-aban

Az anyag sejtbe juttatasi mdédja

permeabi- permeabi- liposzdma
lizalas lizadlas- kOzvetités-

nélkil sal sel
1074 510> 98 98 -
s i
10 5x10 56 65 79
1078 5x10™ 7 11 63 :
1077 5x10 2 o 15 -
1078 5x10 2 "0 15 o

II. tablazat A kiilénb6zd médon sejtbe juttatott kordicepin

trimer Sindbis virus okozta BHK sejtdegradacid csékkentd ha-

tasa a fertdzést kdvetd 24. oOraban.

_Ov_
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Mint ma&r megallapitottuk, a kordicepin trimer &tjut a vi-
rusfertdzétt sejt membranjan, de ennek permeabilitasat a vi=-
rusfertdzés is fokozhatja /6, 8, 9/.

Annak elddntésére, hogy a Sindbis virus okozta membran
permeabilitas ndvekedésének van-e szerepe a tesztelt anyag
sejtbe jutasaban, az elGtesztelést /2.3.4./ és annak két moé-
dositott valtozatat is elvégeztiik:

l./ A kordicepin trimer higitadsi sorozatéat a megfeleld virus-
szuszpenzidkkal készitettilk el, s a sejteket egy d6ran at egy-
szerre ke=zltiik az anyaggal és a virussal.

2./ Egy 6ran &t a sejteken kiildnb6zd koncentracidju oldato-
kat tartottunk, majd ezek eltavolitédsa utén 1 6ras virusfertd-
zés kovetkezett.

Ezek a vizsgadlatok feleletet adtak arra is, hogy a kordicepin
trimer antiviralis hatasénak mértékét befolydsolja-e az a ko-
riilmény, hogy az anyagkezelést a virusfertdzés eldtt vagy utén
alkalmazzuk, illetve, hogy a fertdzés és kezelés egyiddben
térténik-e (III. tablazat).

Eredményeink azt bizonyitjék, hogy a kordicepin trimer anti-
virdlis hatéasat nem befolyasolja lényegesen az a k&riilmény,
hogy az anyagot a virusfertdzés eldtt vagy utdn adjuk a sej-
tekhez, illetve ha a fertdzés és anyagkezelés egyiddben tor-
ténik. A sejtek kordicepin trimer kezlése utédn végzett virus-

fertSzés esetén is kimérhetd volt az anyag antiviralis hatésa,
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A kordicepin trimer

koncentracidéja (M6l/1lit) antivirdlis hatédsa a kontroll %-aban

a sejteken a fertSzést kordicepin trimer kezelés a virus-

kévetd

fertdzés
60 percig 24 oraig eldtt alatt utéan
1074 0 77 84 88
1072 0 60 70 78
10”8 0 36 L. 43 31

III. tablazat A kiildnbdzd iddben /virusfertdzés eldtt, alatt,
utdn/ sejtbe juttatott kordicepin trimer Sindbis virus okozta
BHK sejt degradacidé csbkkentd hatdsa a fertdzést kdvetd

24, oOréaban.

tehat ezek szerint kordicepin trimer atjut a normal sejt

membranjan.

A rdvid ideig, ill. a hosszantartd kordicepin trimeres
kezelés antivirdlis hatésanak vizsgéalata soran /3.2.1./ meg-
allapitottuk, hogy ha a tesztelt anyag kiilénb6zd koncentra-
cidéju oldata hosszabb ideig van jelen a fertdzdtt sejteken,
a virusokozta sejtdegradécid mértékének csdkkenése jdval na-
gyobb. E megallapitasbdl feltételezhetd, hogy a kordicepin
trimer vizes oldata stabil.

Kisérlettel igazoltuk feltételezésiinket (IV. tablazat).



koncentracid (M61/1)

a sejteken a fertdzést

Ak o Fdil eae p i trimer

antiviralis hatasa a kontroll %-aban

KSvets a fertdzott sejtek kezelése
eldinkubalt frissen készitett
1l oraig 24 oraig kordicepin trimer oldattal
vo & 5x10 > =97 =91
3x10™° 1,5x10 ° =7 =91
o> 5x10~° 33 86
107 5x10™/ 0 0

IV. téablazat Az eldinkubalt és a frissen készitett kordicepin trimer oldat

Sindbis virus okozta BHK sejt degradacid csdkkentd hatasa a fertdzést kodvetd

24, oraban.

€ =
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Vizsgalatunk sora@n a kordicepin trimer DMEM-ben készitett steril
oldatat 90 éran at, 37 °C-on termosztatban eldinkubaltuk, majd
a frissen készitett oldataval parhuzamosan teszteltiik /2.3.4./

antiviralis hatéasat.

3.3. A sejtfagyasztas koriilményeinek befolydsa a kordicepin

trimer antiviralis hatasara

Az eldtesztelések soran /3.2./ tapasztaltuk, hogy a vizs~-
gadlt anyag antivirdlis hatédsanak mértékét az is befolyasolja,
hogy milyen krioprotektiv anyaggal /DMSO, glicerin/ fagyasz-
tott sejteket hasznadltunk fel kisérleteinkben.

Bar a felolvasztott BHK sejteket csak t&bbszdri tripszi-
nezés és sejtosztds utédn haszndltuk fel teszteléseinkhez, mégis
azt tapasztaltuk, hogy a DMSO-ban fagyasztott sejteken a kordi-
cepin trimer antivirélis.hétésa joval kisebb volt, mint a gli-
cerinben fagyasztott sejteken a hasonldé koriilmények kdézdtt vég-
zett kisérleteknél.

A krioprotektiv anyagok megvaltoztatjak a sejtmembrén per-
meabilitasat, s bar e valtozas reverzibilis, valdsziniinek 1lat-
szik, hogy a mi esetilinkben a DMSO irreverzibilis valtozast
okozott a §ejteken.

A DMSO okozta hatas a kordicepin trimer sejtbe jutasat va-
l6sziniileg nem befolyasolta, hisz az anyag sejtosztdédas gatléd
hatasa ugyanugy kimérhetd volt. E valtozas a virus-sejt k&l-
csdnhatdst érinthette, hisz a virus okozta sejtdegradacidé - és
viruskitermelés-gatlasa DMSO-ban fagyasztott sejteknél alig
vagy egyaltalan nem volt neghatarozhaté. Ezért a dolgozatban

leirt vizsgalatainkhoz minden esetben glicerinben fagyasztott

Sejteket hasznaltunk.
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3.4. A kordicepin trimer viruskitermelést befolyasold

hatdsanak vizsgalata

A kordicepin trimer virus okozta sejtdegradacidé csdk-
kentd hatdsanak elOtesztelése [/3.2./ sordn szerzett ismere-
tek felhasznadlasaval megvizsgaltuk, hogyan befolyédsolja a
kordicepin trimer kiilénb6zd koncentracidéju oldata a fertdzdétt
sejt virustermelését a fertdzést kdvetd kiilénbszd idSpontokban.

A tesztelt anyag virushozam befolyédsold hatdsanak tesz-
telése sorédn /2.3.5./ begylijtdtt virusmintdk titerét k&zelitd
pontossdggal mikrolemezen /2.2.4.1./, majd ezen adatok fi-
gyelembevételével plaque-redukcids vizsgalattal /2.2.4.2./
hatdroztuk meg (V. tablazat, 6. abra).

A kapott eredményekbdl megallapithatd, hogy a kordi-
cepin trimer 10~% Mé1/1 &s 3x10™> MO1l/l koncentrécidban
- a fertBzést kdvetd 18. O6rdban - a virus titerét 89 %-kal,

illetve 64 %-kal csOkkentette, ami jelentds antiviralis ha-

tasnak felel meg.



A virusaliquot be-
gylijtésének ideje
a fertdzést kdve-

a sejteken

A kordicepin trimer koncentracidéja (M61/1)

tSen /béra/ 1074 3%x10 > 1072 O/kontroll
3 0 0 0 0
6 3,0 ¥ 1,3:0? 2,5 ¥ 1,6x10? Sty axio' 2,22 1,sx10
9 1,1 ¥ o0,2x10° 6,0 ¥ 0,2x10* 1,6 ¥ 0,4x10° 5,5 ¥ 1,4x10%
12 1,2 ¥ 0,2x10° 6,8 ¥ 2,5x10° 7,1 ¥ 2,0x10° 6,7 ¥ 2,1x10°
15 3,4 ¥1,1x10° 4,6 ¥ 1,6x10° 4,5 ¥ 0,4x10° 4,2 % 2,2x10°
18 2,7 ¥ 0,8x107 8,6 ¥ 3,0x10’ 2,2 ¥ 1,1x10® 2,4 ¥ 0,7x10°

V. tablazat A kordicepin trimer kiilénbzd koncentracidju

a Sindbis virus hozamara BHK sejtekben.

oldatainak hatéasa

/A titerértékeket 90 %-os megbizhatbsagi intervallummal /2.4./ k&zdljik./

_9v_
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VIRUSSZAPORODAS GATLAS

A (%)
100}
50
KONCENTRACIO
(Mol/L)
] .~ | -
10-5 3x107° 1074

6. dbra A kordicepin trimer hatdsa a Sindbis virus szapo-
rodasara BHK sejtekben.

A fertGzést kévetd 18. dradban létrejdtt virushozam gatlés

a kontroll szazalékaban, a vizsgalt anyag kiilénbdzd koncentra-

cidju oldatainak fiiggvényében.
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3.5. A kordicepin trimer hatdsa a sejtosztddasra

Az eldtesztelések soran megfigyeltiik, hogy a kordicepin
trimer 10~ 2 M61/1 koncentracidéban, hosszantartd /48 éraig/
kezelés hatésdra a sejtszam =~ vizudlisan is érzékelhetd -

_ csbkkenését okozta a kontrollhoz viszonyitva.

Kisérletet végeztiink a kordicepin trimer sejtosztddast be-
folyasold hatasanak vizsgalatéara /2.3.6./. A tesztelt anyag
hatdsat a sejtosztddasra kiildnbdzd iddpontokban végzett sejt-
szamlalassal /2.3.6./ hataroztuk meg.

Eredményeinkbdl megédllapithatd, hogy 60 perces anyagke-
zelés hatésara a kordicepin trimer koncentraciéjatél filiggden
a BHK sejt osztdddsanak mértéke csdkkent (7A. &bra).

Abban az esetben, amikor a kordicepin trimer oldat a sejt-
szam meghatérozasaig, folyamatosan jelen volt a sejteken

a sejtosztb6das gatlas még nagyobb mértéki (7B. abra).
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7. @bra A kordicepin trlmer kiilénb8zd koncentracidéju olda-
tanak hatédsa a BHK sejt osztddéasara.

A. A kezelést 60 percen &t gegeztuk a kordicegin trimer o----- o
104 M61/1, A--—--A 3x10™° M6l1/1, M--- 107> M&61/1 koncentra-
cidéju oldatéaval, ill. e——e DMEM-mel /kontroll/.

B. A kordicepin trimer koncentrac103a a_sejteken a sejtszam meg—
hatdrozésdig, folyamatosan ow-+0 1072 M61/1l, A~--.-A 3x10 «5
M61/1, M---M 1076 M61/1 ill. e——e DMEM /kontroll/ volt. '/

/A kezelés elsd 6rajdban az anyag koncentracidja tizszer maga-ﬁs -\

sabb /1074 M61/1, 3x107> M61/1 ill. 10~5 M61l/1 volt./
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4., DISZKUSSZIO

Az antivirélis anyagkutatas teriiletén csoportunk 1978-
ban kezdte meg munkajat.

Az elsd, altalunk szintetizalt anyagok - a kémiai munkédkban
jomagam is résztvettem - a (2’'-5" )ApApA és a (2'=5')ApA vol-
tak, melyek bioldégiai tesztjét a SZOTE Mikrobioldgiai Tanszékén
végezték. Ezek a vizsgdlatok még a nemzetkdzi szakirodalombdl
/|60/ ismert kisérletek eredményeinek alapjan folytak.

A késObbiekben, a viroldgiai teszteld laboratdériumunk
létrehozédsaval parhuzamosan - a célkitilizéseink cimii fejezet-
ben vazoltaknak megfelelden - olyan 2’-5’ internukleotid ko&-
tést tartalmazdé oligonukleotidokat szintetizaltunk, melyekben
a nukleozid nem adenozin /pl. inozin/ volt.

A mar altalam végzett bioldgiai tesztelések azt mutatték

- mint az késdbb a szakirodalombdél ismertté valt /17, 54/ -,

hogy a természetes oligonukleotidtdl bazisukban eltérd vegyililetek
nem antiviralisak.

A nemzetk&zi kutatas eredményeként részleteiben megismer-
tiik az interferon hatasmechanizmusanak enzim rendszereit. Mikor
ismertté valt, hogy a pppA(Z'pA)n-t degradald 2’'foszfodiészteraz
enzim miikddéséhez szabad 3’ lancvég és az internukleotid k&tések
szabad 3'-(2'-)OH csoportjénak megléte sziikséges /50/, olyan ana-
lég szintézisét»hatéroztuk el, melynek nincsenek 3'OH csoportjai.
Ilyen oligonukleotid analdg a kordicepin trimer, a (2'-5')
3'dA@3'dA)2.

Az altalam végzett bioldgiai vizsgdlatokbdl megallapit-

hattuk, hogy a kordicepin trimer a Sindbis virus okozta BHK
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sejtkarosodas mértékét a fertdzés eldtt és utdn alkalmazott

anyagkezelés egyarant jelentdsen csdkkentette. A virus hoza-

mat 10~ % M61/1 koncentraciénal 89 $-kal, 3x10 > M61/l-nél

64 %-kal gatolta. A tesztelt anyag a sejt osztddasadnak mér-
tékét is csokkentette.

A kordicepin trimer &altalunk tapasztalt sejtosztdédas gatléd
hatdsa alapjan az Orszagos Onkoldgiai Kutatd Intézetben el-
kezdték a daganatos sejtekre gyakorolt hatasédnak vizsgalatat.

Eddigi eredményeik alapjan megallapitottdk, hogy kiilénb&zd

tipusu humé&n lymphoma sejtek osztddasat 2xlO'-5 M61l/1 koncent-

racidban - tipustdl filiggben - 30-50 %-kal csd&kkentette.
Ilyen kedvezd hatédst korabban csak magas koncgntréciéju in-
terferon kezeléssel lehetett elérni.

A kordicepin trimer ezen hatdsai /antiviralitéas, sejt-
osztddas gatlas/ az anyag koncentracidéjanak és a kezelés ido-
tartamdnak névelésével fokozddtak.

Megallapitottuk tovabba, hogy az anyag vizes oldata nem
bomlékony és normal koériilmények k&zdtt is bejut a sejtbe.
A-pppA(Z’pA)n biolégiai rendszereﬁben kevésbé stabil /16/ és
csak a permeabilizdlt membranon &t képes a sejtbe jutni /60/.
A kordicepin trimer ezen eldnySsebb tulajdonsdgai egy lehet-
séges kemoterapids felhaszndlas esetén nagy jelentSségiiek.

"Az interferon kémidja és bioldégidja: kapcsolata a terapi-
dhoz" cimmel Kalifornidban 1982 tavaszan /25/ megtartott konfe-
rencidn megallapitést nyert, hogy az interferon antivirdlis,
tumorsejtgatldé és immunrendszer aktivadld hatdsa korellécidban
van, s ezért a pppA(2'pA), a felelds.

Kisérleti koériilményeink k&z8tt e hadrom hatasbdl kettdt sike-

riilt bizonyitanunk, melyek alapjan megallapithatjuk, hogy
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a kordicepin trimer a természetes pppA(Z’pA)n egy olyan ana-
légja, mely szerkezetében hasonld, bioldgiai hatéasaban meg-

egyezd, sOt bizonyos szempontokbdl eldnySsebb tulajdonsagu

vegylilet.
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEGZESE

A kordicepin trimer BHK sejten t&rtént tesztglése Soréan
megallapitottuk, hogy a Sindbis virus hozamat, valamint a sejt-
degradéacid mértékét - a fertdzés eldtt és utédn alkalmazott
anyagkezelés - jelentdsen csdkkenti. A vizsgalt anyag ga-
tolja a BHK és tumoros sejtek osztddasat is.

Ezek a tulajdonsagok azt mutatjak, hogy a kordicepin
trimer hatdsa hasonld az interferon kezelés sorédn keletkezd
természetes analég [pppA(2’PA)nl bioldgiai hatdsahoz, azaz antivi-
ralis és a sejtosztdodas mértékét csdkkenti.

A kordicepin trimer eldnye a pppA(Z’pA)n—nel szemben az, hogy
természetes kdriilmények kézdtt is atjut a membranon és stabi-
labb.

A vizsgalataink alapjén végzett tovabbi kutatéasok el-
ddénthetik a kordicepin trimer virusfert&zést megeldzd /profi-
laktikum/, ill. gyodgyité /kemoterdpikum/, valamint antineo-

plasztikus anyagként vald alkalmazhatdsdgénak lehetdségét.
A
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