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ELOZMENYEK ES A HIV KUTATAS JELENLEGI ALLASA

A human immunodeficiency virus (HIV) fert6zés €s a szerzett immunhianyos syndroma
(AIDS) tovabbra is sulyos egészségiigyi vilagprobléma. A HIV virusnak, mint az AIDS
kivalté okanak tobb mint 30 évvel ezel6tti felismerése Ota az AIDS emberek millidinak
halalat okozta, naponta 6000 1] fertézés torténik, és a virus mindeddig tobb mint 70 millio
embert fert6zott meg az ENSZ HIV/AIDS programja (UNAIDS) becslése szerint.

Az AIDS korokanak feltarasa a virus vérben valo kimutatasara szolgalé modszerek és olyan
viruselleni gyogyszerek kifejlesztéséhez vezetett, amelyekkel lehetdvé valt a virusfertdzés
bizonyos foku kontrollja. A therapias célpontok és a hatékony kezelési eljarasok felismerésére
iranyul6 erdfeszitések a HIV virus részletes jellemzését és szaporodasi ciklusanak jobb
megértését eredményeztek. Az aktiv antiviralis kezelés (HAART) dramai modon késleltette
az AIDS kialakulasat és csokkentette a HIV fert6zottek morbiditasat €s mortalitasat. A
hosszutavu virus ellenes kezelést azonban két tényez0 korlatozza: a gyogyszer rezisztens HIV
torzsek megjelenése, és az a tény, hogy az eddig kifejlesztett gydgyszerek a sejten beliil
hatnak, amikor mar a HIV virus megfertdzte a sejteket, mivel e gydgyszerek a virus reverz
transzkriptaz (RT) és protedz (PR) enzymjeinek inhibitorai. A HIV fert6zés kezelése a
HAART soran nem képes az egészséges allapotot helyreallitani. A HAART-al kezeltekben
nagyobb kockazattal alakulnak ki sziv-érrendszeri betegségek, és a HIV fert6zés jelentosen
fokozza a vese megbetegedések, oszteoporozis €s nem AIDS-hez tarsult daganatok
kialakulasanak kockazatat is. A kezelés ellenére kialakul6 megbetegedések, a HAART magas
koltségei, a szigora gyogyszer szedési eldirasok betartdsdnak nehézségei indokoljak a HIV

fert6zés kontrolljanak 0 stratégiait.



A HIV fert6zés tobblépcsds folyamata, amivel belép a virus a sejtbe szamos sajatsagos
célpontot szolgaltat a virusfertézés meggatlasara: ilyenek pl. a koreceptor kotédés vagy a
membran fuzi6 gatldsa. Az ezen a téren megvalosuld kutatas a HIV elleni gyogyszerek 1j
csoportjanak, a HIV entry inhibitoroknak a kifejlesztéséhez vezetett. A HIV-1 virusnak
emberi lymphocytakba vald belépése tobb komponens egylitthatasat igényli, ezek a virus
burok fehérjéi (gp120 és gp 41), és a gazdasejt felszinén talalhato elsddleges receptor a CD4
ill. méasodlagos kemokin receptorok (CCRS5 és CXCR4). Nemrégen egy harmadik sejfelszini
fehérje az oxidoreduktaz tulajdonsagu protein diszulfid izomeraz (PDI) szerepére deriilt fény,
amelynek szintén szerepe van a HIV sejtbe valo belépésében. A HIV fertdzést szamos PDI
inhibitor ill. sejtfelszini tiolllal reagald anyag, mint pl. a tioredoxin begfolyasolhatja, jelezve,
hogy a virusfertdzéskor aktiv redox folyamatok lehetséges célpontjai lehetnek a HIV fertdzés
gatlasanak. A PDI inhibitorok azonban egyuttal befolyasoljak vagy gatoljdk az enzym
fiziologias szerepét is, ezért nem alkalmasak hatékony gyogyszerré vald fejlesztésre.

A HIV szaporodas korai szakaszainak részletes feltarasa nemcsak uj virus ellenes
gyogyszerek 1étrehozasa szempontjabol fontos, hanem a génterapia retroviralis vektorainak
kifejlesztéséhez is.

A sej felszini receptorok térszerkezeti valtozasa, a korecptorok ¢€s a viralis burok fehérjék
mellett e fehérjék redox valtozasai is sziikségesek a sikeres HIV fert6zéshez. A HIV Env
szokatlanul gazdag diszulfid-kotést tartalmazo molekulakban, a virusburok 10 diszulfid
kotésébol 9 a gp120 molekulaban van. A virus €s a sejt membranjanak fuzidja az Env-ben
1év6 diszulfid kotések redukcidja nyoman jon létre, a lymphocyta felszini reduktdz enzym
hatasara. Az Env-en beliili redox valtozasok szerepét a virus — sejt (HIV — lymphocyta)
kapcsolodasban az a megfigyelés is alatamasztja, hogy a receptor koté hely szokatlanul stirti
diszulfid kotéseket tartalmaz. Ezek a sejtfelszinen mozaikszeriien elhelyezkedd un. lipid
tutajokban halmozddnak. A virusfertézés soran aktivalodo redox folyamatok lehetséges
célpontjai a HIV fertdzés kezelésének.

A bioldgiai membréanok burkos virusok sejtbe vald belépéséhez sziikséges fuzidja 1épcsdzetes
sejtfolyamatok eredménye. A HIV esetében a membran fiziét a burok glykoprotein
trimereknek a célsejt membranjan 1év6 megfeleld receptor molekulakhoz vald kotddése
inditja el.

A HIV entry inhibitorok alkalmazéasa nagyon hasznos kezelési startégiat jelentenek:
meggatoljak a virusnak a célsejtbe valo belépését, ezaltal megeldzik a de novo virus fertézést,
korlatozzak a virusgenom integracigjat és az azt kdvetd virus kiaramlast a fert6zott sejtbdl. A

klinikai hasznalatban is engedélyezett ilyen gyogyszer a maraviroc, amely a CCR5 kemokin
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koreceptor térszerkezetét valtoztatja meg, a plerixafor (amely mellékhatasa a csontvel6i sejtek
homing-janak befolyasolasa), és az eddigi egyetlen FDA altal engedélyezett enfuvitide (T20),
amely a membran fazidhoz sziikséges viralis gp41 helix kialakulasat gatolja. Azonban
mindezek csak parenteralisan hasznalhatok, és veliik szemben mar kialakultak rezisztens virus

mutansok.

A KUTATAS MEGALAPOZOTTSAGA

A fentiekben leirtak minden kétséget kizardan alatdmasztjak, hogy nagy sziikség van olyan
modern kutatdsokra, amelyek részleteiben tisztazzak az elsddleges HIV fertdzés molekularis
mechanizmusait in vitro, a virus — sejt kapcsolat részleteit annak érdekében, hogy uj

célpontokat tarjunk fel a még hatasosabb HIV elleni stratégiak szamara.

CELKITUZESEK

Az AIDS és human retrovirus laboratoriumunk hosszt tava kutatd programja a virus — Sejt
kapcsolat tanulményozéasa HIV modellen. A jelen OTKA kutatasokat korabbi jelentds
nemzetk6zi eredményeinkre alapoztuk. Ezek roviden: els6ként irtuk le hogy emberi
retrovirusok képesek syntitium-képzésre fogékony sejtekben (Nagy K, 1983), és nem-
lymphoid sejteket is fertéznek (Clapham et al. 1983). Els6ként izolaltuk a HIV virusat magyar
fertdzottekbol (Nagy 1988), meghataroztuk a hazai dominans HIV altipusokat (Nagy K.
1996), jellemeztiik az itt el6forduld gydgyszer-rezisztens genetikai virus variansokat (Juhasz
E. 2008), a proteaz inhibitor saquinavir virus elleni hatasat (Nagy K 1994), és bizonyitottuk a
HIV proteéaz szerepét a HIV korai replikécios fazisaban (Nagy K. 1994).

A HIV fert6zés korai 1€pései — a virusnak a sejtbe valo belépése, a receptor kotddés
mechanizmusa, a térszerkezeti valtozasok, a membran fizi6 — még mindig nem ismertek
kell6képpen.

Ebben az OTKA altal tAmogatott kutatdsban a szerves szintetikus kémia, a sejtbioldgia €s a
molekularis virologia szakért6ibol 4ll6 munkacsoportot hoztunk 1étre két vezetd hazai
orvosegyetem munkatérsaibol. Korabbi kutatdmunkéank folytatdsaként célul tliztiik ki a virus —
sejt kapcsolat, a HIV fert6zés korai molekularis eseményeinek, a HIV entry alternativ redox
mechanizmusainak jellemzését az altalunk kifejlesztett tiolalt pyrimidin nukleotidok: a 35-
mer 4-thio-deoxyuridylate (s*dU)ss vagy Suligovir©, a 4-thio-uridylate (s*UMP) vagy UD29
¢s hat 11j tamadasponta derivatum felhasznalasaval . E vegyiileteknek a sejtfelszini diszulfid
kotéseket modositd , a HIV fertdzés elemi fazisat képezd folyamataira valo hatasanak

vizsgalatara specifikus in vitro quantitative HIV fert6zési modszereket, az eredményes HIV
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fert6zéshez CCRS és/vagy CXCR4 koreceptorokat hasznald egyediilalld rekombinans HIV

pszeudovirionokat fejlesztettiink ki és alkalmaztunk.

ANYAGOK

Erdeti 1) vegyiiletként altalunk szintetizalt poly thiolalt pyrimidine nukleotidokat allitottunk
eld, és hasznaltuk a kisérletek folyaman. Ezek: 4-thio-deoxyuridylate (s*dU)ss , 4-thio-
uridylate (s*UMP) vagy UD29 és tovabbi 6, 1ij tdimadasponti pyrimidine derivatum ( UD30,
UD31,UD29-new,MOD-94, MOD-2012 és DS53). Szintézisiik és kémiai szerkezetiik
altalanos leirdsa megtalalhato a publikalt cikkekben, de eldallitasuk részleteit szabadalmi

okokbdl nem kozolhettiik.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A kisérleteink soran alkalmazott médszerek részleteit a publikalt cikkek tartalmazzak.

Sejtbiologiai modszerek: a kovetkezé modern sejtbiologiai modszereket hasznaltuk: in vitro
HIV-1 fert6zési eljarasok, szincicium indukcios/inhibicids assayk, MAGI-assay (multinuclear
activation of galactosidase inhibition) a HIV replikacio egyetlen ciklusanak
tanulmanyozasara alkalmas rekombinans HeLa sejtekkel, amelyek human CD4-et
expresszalnak, és HIV-1 LTR és B-galactosidase génekkel vannak transzfektalva
(HeLaCD4- LTR/B-gal cells)(Nagy K 1994), quantitativ HIV-1 p24 ELISA, XTT akut és
kronikus cytotoxicitasi assay, amely a mitokondrialis dehydrogendz aktivitas alapjan

hatarozza meg a sejt viabilitést.

Expresszios plasmidok: lentiviralis expresszios plasmidokat készitettiink amelyek i.) a HIV
koreceptor (CCRS, vagy CXCR4 vagy mindkettd) preferenciat meghatarozé HIV Env géneket
tartalmazzak, ii.) defektiv HIV gag-pol géneket tartalmazzak LTR szekvenciak kozott, ill. a
detektalashoz sziikséges riporter géneket (luciferaz, zold fluoreszcens protein /GFP/, -
galactosidase).

Molekularis virologiai médszerek: Kiilonleges molekularis virologiai eljarasokkal HIV-1
pseudovirionokat hoztunk 1étre plazmid transzfekciokkal, amelyek fert6z9, de replikaciora
képtelen defektiv virusokat eredményeztek, amelyek alkalmasak a HIV-1 entry mechanizmus
elemzésére.

Biostatisztikai eljardsokat alkalmaztunk a kisérleti vegyiileteink gatld ICsp és

ICqo értékeinek meghatarozasara. E mellet a Hill analizist és Student tesztet hasznaltunk.
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Biztonsagi eldirdsok: a potencialisan veszélyes fert6z6 anyagokra, DNS kezelésre vonatkozo
biztonsagi eléirasokat szigortian betartottuk. Ilyen anyagok kezelésére laboratoriumunknak

érvényes engedélye van.

EREDMENYEK

OTKA kutatasi eredményeinket 28 prezentacioban foglaltuk 6ssze és ismertettiik angol €s
magyar nyelven. Négy eredeti tudomanyos kézleményt publikaltunk, mind angol nyelven,
amelyek impakt faktora IF: 6.149. Ezekben ismertettiik kisérleteink részleteit ill. az elért
kutatasi eredményeket, felismeréseket.(Ld. az OTKA honlapon). Tudoményos szaklapokban
harom kontinens nemzetk6zi konferenciain eldadott 12 absztrakt keriilt publikalésra.
Tizenegy tovabbi 6sszefoglald (6 angol, 5 magyar nyelven) konferencia kiadvanyként kertilt

kozlésre. Egy un. edited work japan kooperacioban ( Saitame Egyetem) késziilt.

Fontos megjegyezni, hogy kutatasaink eredményeib6l egy PhD dolgozat késziilt: A human
immundeficiencia virus korai replikacios ciklusanak molekularis elemzése cimmel, amelyet
OTKA programunk egyik munkatarsa (K.Sz) készitett a Semmelweis Egyetem Patholdgiai
Doktori iskoldjanak 8/3 Mikrobioldgia Programjan beliil.

Abbdl a célbdl, hogy nemzetkodzi szinten, fliggetlen laboratdriumok is ellendrizzék
eredményeinket, néhany thiolalt pyrimidin vegyiiletiinket kikiildtiik (szigort titoktartasi
kotelezettség mellett) a hasonld HIV antiviralis vegyiiletek tesztelésében €s értékelésében
vilagszerte elismert Southern Research Institute-ba (431 Aviation Way, Frederick, Maryland,
USA), akik hivatalosan megerdsitették kisérleti molekulaink potens in vitro antiviralis
aktivitasat a primer HIV fertdzésre. Ez a megerdsités tovabbi lendiiletet adott azon
terveinknek, hogy érdemes lenne e vegyiiletekre, vagy ezek egyikére szabadalmi oltalmat

szerezni.

A Magyar Tudomanyos Akadémia altal szervezett 7. World Science Forum (Budapest, 2015)

,Microbes and Society” szekcidjaban lehetdséget kaptunk kutatdmunkank ismertetésére.



Fontosabb kutatasi eredményeinket a III. Nemzeti AIDS Konferencian is ismertettiik, amelyet
az EMMI Egészségiigyi Allamtitkarsiaga Nemzeti AIDS Bizottsaga ill. a Laszlo Korhaz és az

Orszagos Epidemiologiai Kozpont szervezett Budapesten 2015.-ben.

A témavezetd (N.K.) szdmos alkalommal nyilatkozott az irott és elektronikus sajtoban napi-

¢s hetilapokban, radi6 és TV csatorndknak, népszerlsitve kutatasi témankat.

A LEGFONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.) Nyolc, eredeti thiolalt pyrimidin vegyiilet keriilt szintézisre €s nagyobb mennyiségben
eldallitasra, amelyek bizonyos foku antiviralis aktivitassal rendelkeznek a pimer HIV
fertézés gatlasara in vitro. Ezek poly-thiolal, hosszu lanct molekulak, amelyek nem
képesek bejutni a sejtbe. Az egyes ujabb vegyiiletek azutan kertiltek szintézisre,
miutan a megelézoeket sejt- €s molekularis bioldgiai tesztekben jellemeztiik, ami
lehetdséget adott arra, hogy az jabb vegyiileteket a kozben kapott eredmények
figyelembe vételével modosithattuk.

2.) A thiolalt pyrimidin derivatumok CD4 molekulan valé kotohelyének modifikalasaval

a HIV virus sejtbe valo belépése (entry) gatlasanak j megkozelitését irtuk le.

3.) A HIV entry mechanizmus in vitro vizsgalata soran kisérletes bizonyitékot
szolgaltattunk arra vonatkozoan, hogy a thiolalt vegyiiletek, kiilondsen azok enol
formai reaktiv —SH csoportokat tartalmaznak, amelyek gatoljak a glyceraldehyde-
phosphate dehidrogendzt (GAPDH). A fehérjék alapvetd —SH csoportjai funkcidinak
megvaltoztatasdval a hasznalt vegyiileteink a PDI gatloktol eltéré modon 1épnek

kolesonhatasba a sejtfelszini thiol/disulfide folyamatokkal.

4.) Eredményeink arra utalnak, hogy e kéntartalmu pyrimidin molekulak a sejtfelszini
redoxaktiv -SH csoportokkal ill. a HIV burok gp120 fehérje —SH molekulaival
1épnek kolcsonhatasba, amelyek elengedhetetlenek az eredményes HIV fert6zés

(entry) szempontjabol.



5.) Olyan sejtbioldgiai eljarasokat dolgoztunk ki, ill. alkalmaztunk, mint pl. a szincicium
idukcid/gatlas és a MAGI assay amelyek lehetdvé teszik a HIV fertézést gatlo

anyagok quantitativ meghatarozasat a virus fertzés egyszeri ciklusaban.

6.) Kiilonb6z6 kemokin receptor preferenciaval rendelkezé HIV pszeudovirionokat
allitottunk el6 amelyek a fert6zés quantitativ meghatarozasara un. riporter géneket

hordoznak.

7.) Antiviralis aktivitasu thiolalt pyrimidin vegyiileteket alkalmazasaval megerésitettiik,
ill. 4j megvilagitasba helyeztiik a sejtfelszini lipid tutajok (raft) szerepét az elsédleges

HIV fertézésben in vitro és a HIV sejtbe vald belépése soran.

8.) Kisérletesen bizonyitottuk, hogy az alkalmazott thiolalt pyrimidinek eltér6 gatlo
hatassal rendelkeznek a kiilonb6zd koreceptor preferenciaji HIV pszeudotipusok
fitnessére és fertézOképességére. Ez egy 1ényeges felismerés, mivel a HIV fert6zések

dontd tobbségét a CCRS receptort hasznald makrofag trop HIV-1 torzsek okozzak.

9.) A thiolalt vegyiiletek HIV-1 fert6zést gatlo hatasa in vitro szelekitv a H9 lymphoid

sejtekre, Osszehasonlitva a MAGI monolayer sejtekkel.

10.) Végezetiil kutatasi projektiink eredményeként kisérleti bizonyitékokat
szolgaltattunk arra vonatkozolag, hogy a thiolalt pyrimidin derivatumok, - elsésorban
a DS53 — képesek in vitro meggatolni az elsddleges HIV-1jg fertdzést, a CCR5,
CXCR4 vagy mindkét koreceptort hasznalé HIV pszeudivirionnal valo fertézést, és a
virus indukalta sejtfuziot. A DS53 alacsony toxicitasu, HIV-1 elleni antiviralis
koncentracidja ICsp 0.75 uM a sejtfuzié meggatlasara és ICso 0.6 uM a virus Sejtbe
1épésének (entry) gatlasara. Virusgatld hatdsa ) timadasponton alapul és ennek
megfelelden a HIV entry inhibitorok lehetséges 0j csoportjat képviseli, amely

felhasznalas esetén hozzajarulhat a HIV/AIDS még hatékonyabb kezeléséhez.
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BACKGROUND AND STATE-OF-THE-ART OF HIV

Human immunodeficiency virus (HIV) infection and acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS) are still serious public health issues worldwide. Since the identification of HIV as
etiologic agent of AIDS more than three decades ago, AIDS has killed millions of people ,
every day 6.000 new infections occur, and the virus infected so far more than 70 million
people as estimated by the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS).

The discovery of the cause of AIDS led not only to the development of assays detecting the
virus in blood samples, but also antiretroviral compounds for keeping the virus infection
under certain control. The effort to identify therapeutic targets and develop effective treatment
has led to extensive characterization of HIV and a better understanding of its replication
cycle. The highly active antiretroviral therapy (HAART) has dramatically delayed the
progression to AIDS and reduced morbidity and mortality of patients infected by HIV-1. The
long-term effectiveness of antiretroviral treatment, however has been limited by two factors:
the emergence of drug resistant HIV strains, and that the drugs developed so far acted only
while the virus already infected the cells being inhibitors of the virally coded enzymes such as
reverse transcriptase (RT), and protease (PR). Control of HIV infection by HAART, does not
completely restore health. Patients on HAART remain at increased risk of developing
cardiovascular disease, and HIV infection significantly increases the risk of developing
kidney disease, osteoporosis, and a number of non-AIDS defining malignancies. These HIV-

associated morbidities that persist despite treatment, the high cost of HAART, and the



requirement for daily adherence to HAART to control infection, all underline the need for
new strategies to control HIV infection.

The multi-step process by which HIV enters cells provides a series unique targets for
interventions to prevent viral entry, including receptor and coreceptor binding and membrane
fusion. Efforts to prevent these steps have led to discovery of new class of anti-HIV drugs: the
HIV entry inhibitors. Entry of HIV-1 into human lymphoid cells requires the cooperation of
the viral envelope glycoproteins gp120 and gp41, and of two host-cell proteins, the primary
receptor CD4 and chemokine coreceptors such as CCR5 or CXCR4. More recently a third
cell-surface protein the oxidoreductase protein disulfide isomerase (PDI) was found to play a
critical role in HIV-entry. Several inhibitors of PDI as well as cell-surface-thiol interacting
agents including thioredoxin, influence HIV infection indicating that redox processes active
in viral entry could be potential targets for treatment of HIV infection . PDI inhibitors
however modify or block physiological role of the enzyme, so are not suitable to develop to

effective entry inhibitor drugs.

Fully elucidating the early steps of HIV replication is crucial not only for identifying new
antiretroviral drugs, but also for improving the design of retroviral vectors for gene therapy.
In addition to conformational changes in cell surface receptors, coreceptors of HIV and viral
envelope proteins, redox changes in these proteins are also required for successful

HIV-1 entry and infection. HIV Env has an unusually high amount of disulfide-bonded
molecule with 9 out of a total of 10 disulfide bonds occurring within the outer viral membrane
domain of gp120. Viral and cell membrane fusion are enabled by the reduction of disulfide
bonds of Env by a lymphocyte surface-associated reductase activity. The involvement of
redox changes of Env as part of the HIV-lymphocyte interaction is supported by the
observation that an unusually dense cluster of disulfide bonds occurs close to

the receptor binding surfaces. They concentrate on lipid rafts of the cell membrane, as we and
others reported earlier .Redox processes active in viral entry could be potential

targets for treatment of HIV infection.

Fusion of biological membranes, as required for entry of enveloped viruses, occurs in
sequences of cellular processes. In the case of HIV, fusion is induced by envelope
glycoprotein trimers upon interaction with adequate receptor molecules on the target cell
membrane. HIV entry inhibitors are desirable therapeutic approaches that block virus from
entering target cells and thereby prevent de novo infections and also limit both viral

integration and subsequent viral spread in the already infected host. HIV-1 entry inhibitor
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licensed for clinical use is maraviroc which alter conformation of the CCR5, CXCR4
antagonist plerixafor (influencing bone marrow cell homing as side effect), and the only
FDA-approved HIV fusion inhibitor enfuvirtide (T20), preventing the formation of the gp41
six-helix bundle required for membrane fusion . However they are not orally bioavailable,

and viral variants to all entry inhibitors have already been identified.

VERIFICATION OF THE RESEARCH
All these factors above drive efforts to perform advanced research to clarify the molecular
steps of primary HIV infection in vitro, the virus-cell interactions in details, in order to

develop more effective anti-HIV interventions in vivo with novel targeting.

AIMS

The research program of our AIDS and Human retrovirus laboratory has been studying virus-
cell interactions on HIV models. We reported firstly, that a human retrovirus is capable
inducing syncytia in susceptible cells (Nagy K 1983), and able to infect non-lymphoid cells
(Clapham1983). We isolated firstly HIV from Hungarian patients (NagyK1988), determined
dominant HIV subtypes (Nagy K 1996), characteristics of HIV drug resistance in our country
(Juhasz2008), the antiviral effect of a protease inhibitor, saquinavir (Nagy K 1994) and
provided evidence for a role of protease in early phase of HIV infection (Nagy K 1994).
Early steps of HIV infection - HIV entry, the mechanism of receptor binding, conformational
changes and fusion — however, are not yet opened up in details. The cell-surface thiol-
containing molecules other than PDI, acting alone, or in concert may have a greater effect on
HIV-1 Env-mediated fusion.

In this Research supported by OTKA, we formed a team of experts of organic synthetic
chemists, cellular biologists and molecular virologists of two leading medical universities of
Hungary. As a continuation of our research program, we aimed to characterize virus-cell
interactions, early events of HIV infection, alternative redox mechanisms involving HIV entry
by using two thiolated oligonucleotides developed by us: a 35-mer 4-thio-deoxyuridylate
(s*dU)ss or Suligovir©, and 4-thio-uridylate (s*UMP) or UD29 and 6 of their derivates with
novel targets - based on their modifying effect on redox changes during cell surface
disulfide exchange processes - in specific in vitro HIV infectivity assays using unique
recombinant HIV-1 viral pseudotypes utilizing CCR5 or CXCR4 or both of the cellular
coreceptors for entry.
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MATERIALS

Poly- thiolated oligonucleotides as original compounds synthesized and developed by us such
as a 35-mer 4-thio-deoxyuridylate (s*dU)ss, 4-thio-uridylate (s*UMP) or UD29 and further 6
new pyrimidine derivatives (designated UD30,UD31,UD29-new,MOD-94, MOD-2012 and
DS53) have been prepared and used throughout our experiments. Information about their
synthesis and chemical structures can be found in our research papers, but details of the

preparations were not published because of possible patent submission.

METHODS

The details of the methods used can be found in our published papers and other
communications. For short:

Cellular biological methods: We were using state-of-the-art cellular biological methods such
as in vitro HIV-1 infectivity assays; syncytium induction and inhibition assays; multinuclear
activation of galactosidase inhibition (MAGI) assay with recombinant HelLa cells expressing
human CD4, transfected with HIV-1 LTR and B-galactosidase gene (HeLaCD4- LTR/B-gal
cells) (Nagy K. 1994), allowing single cycle of HIV-1 replication; quantitative HIV-1 p24
ELISAs; XTT assay measuring acute and chronic cytotoxicity based on spectrophotometric
measurements of cell viability on mithochondrial dehydrogenase activity in living cells.
Expression plasmids: We prepared lentiviral expression plasmids containing i.) genes
encoding various HIV Env glycoproteins determining HIV coreceptor (CCR5 or CXCR4 or
both) preferences, and ii.) plasmids with defective HIV gag-pol genes between LTR
sequences which contain reporter genes such as firefly luciferase, green fluorescent (GFP)
protein or 3-galactosidase respectively.

Molecular virological methods: By ingenious molecular virological methods HIV-1
pseudotype viruses have been prepared by plasmid transfections which resulted infectious but
replication defective virions suitable to analyze HIV-1 entry mechanism into cells.
Biostatistical methods for the determination of inhibitory concentrations I1Cso and

ICq0 values of thiolated compounds Hill analysis and two-tailed Student’s test were used.
All the biological safety instructions for handling potential hazardous agents or DNA have

been strictly kept. Our lab has all the necessary permissions and certificates allowing handling

such materials.
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RESULTS

Results of our OTKA research have been summarized in 28 presentations in English and
Hungarian languages. We prepared 4 original research papers, all in English, with a
cumulative IF of 6.149, where all of the details of our research, results and discoveries had
been published. (See OTKA report website). Twelve abstracts of research work presented at
international scientific conferences of tree continents had been published in relevant research
papers and periodicals. Eleven abstracts were published in Conference proceedings ( 6 in
English and 5 in Hungarian). We had one Edited Work ( in cooperation with Saitame

University, Japan).

Moreover our research resulted a PhD Thesis entitled: Molecular analysis of the early
replication cycle of Human immunodeficiency virus by one of our research team (K.Sz.) under
the 8/3 PhD program ( Microbiology) of the Doctoral School of Pathological Science of

Semmelweis University.

For international testing and recognition, some of our thiolated pyrimidine compounds had
been sent to a world known evaluation center of such potential drugs Southern Research
Institute Inc. (431 Aviation Way, Frederick, Maryland, USA), which confirmed potent
antiviral activity on inhibiting HIV primary infection in vitro of our experimental molecules.
This confirmation intensified our plan to make steps toward patent application for these

compounds.

At the 7th World Science Forum (Budapest 2015), organized by the Hungarian Academy of
Sciences, at the “Microbes and Society” section we had the possibility to present data about

our OTKA Research.

We also reported about important results at the 111. National AIDS Conference in Budapest,
organized by the National AIDS Committee of the Secretariat of Health and the St. Laszlo
Hospital for AIDS patients and the National Epidemiological Center.

The principal investigator (N.K.) several times gave reports to the written and electronic

media, newspapers, periodicals, radio and TV programs about the significance of our

research.
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SUMMARY OF THE MOST IMPORTANT RESULTS

11)) As original molecules, 8 new thiolated pyrimidine compounds had been
synthesized with potential inhibitory activity on primary HIV infection in vitro. These
are poly-thiolated, long molecules, which are not able to penetrate into cells.
Compounds were synthesized after the previous one has been characterized as
inhibitor, to use the in vitro data to modify the new compound.

12)) New approach for inhibition of HIV entry by modification of CD4 binding
sites by thiolated pyrimidine derivatives had been revealed.

13)) During the study of HIV entry mechanism in vitro, we provided experimental
evidences, that our thiolated compounds, especially their enol form contain reactive

-SH groups, which able to inhibit glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). Modifying the function of essential protein —SH groups, our compounds
interfere thiol/disulfide exchange processes on other way than PDI inhibitors.

14.) Results suggest that some of our sulfur containing pyrimidines interact with
redoxactive —SH groups required for successful HIV entry, including redox active
disulfide in the CD4 molecules as well as —~SH groups in HIV viral envelope gp 120.

15.) We have developed and used cellular biological assays, such as syntitium
induction/inhibition assay and MAGI assay for quantitative determination of
inhibitory activity on HIV entry by the compounds during single cycle infection, in
time-of-addition experiments.

16.) We have developed and used HIV pseudovirions, with different chemokine
preference, containing reporter genes (for quantitative determination of infection
rate).

17.)) Using thiolated pyrimidine compounds as viral inhibitor, we confirmed and
gave a new aspect to the role of the cell surface lipid rafts in the primary HIV
infection in vitro and HIV entry into susceptible cells.

18.) We provided experimental evidences, that the thiolated pyrimidines we used
have different inhibitory capacity to the fitness and infectious capacity of HIV-
pseudotypes with different co-receptor preference. This is very important, as the
majority of HIV infections occur with macrophage tropic HIV-1 using CCR5 as
chemokine receptor.

19)) Inhibition of HIV-1 infection by thiolated compounds in vitro was selective on

H9 lymphoid versus MAGI monolayer cells.
14



20.) Finally we presented experimental data showing that thiolated pyrimidine

derivatives — especially the one designated as DS53 — are able to inhibit in vitro
infectivity of primary HIV-1g strain and HIV-1 pseudovirions using chemokine
receptors CCR5, CXCR4 or both for virus entry, as well as virally induced cell
fusion. DS53 has low toxicity, its antiviral inhibitory activity against HIV-1 is ICso
0.75 uM on cell fusion and ICsp 0.6 uM on viral entry. Its inhibitory mode of
action is unique, and may represent a new class of potential HIV entry inhibitors to

contribute to the successful treatment of HIVV/AIDS.
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