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Roviditések jegyzéke

Ac-YVAD-cmk acetil-Tyr-Val-Ala-Asp-
klorometilketon

BHK  hoércsdgvese sejtvonal (baby
hamster kidney)

BSL bioldgiai biztonsagi szint
(biosafety level)

CASP-1 kaszpaz-1 (caspase-1)

CCso  50% citotoxikus koncentracio

CrEL  cremophor EL

Ci kiiszobciklus (treshold cycle)

CVS  fixalt veszettségvirus torzs
(Challenge Virus Standard)

CXCL CXCL tipusu kemokin (C-X-C
Motif Chemokine Ligand)

DMEM sejttenyészet tapfolyadéka
(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)

DMSO dimetil-szulfoxid

DS dendritikus sejt

EDTA etilén-diamin-tetraacetat

ERIG 16 eredetii veszettség elleni

ellenanyag (equine rabies
immunoglobulin)

FAO  Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi
Vilagszervezet (Food and Agriculture
Organization)

FasL Fas receptor ligandja

FAVN fluoreszcens virusneutralizacios

proba (fluorescent antibody virus
neutralization test)

FBS fétalis borjusavo (fetal bovine
serum)

FFA floureszcens fokusz médszer
(fluorescent focus assay)

FITC fluoreszcein izotiocianat
G glikoprotein [veszettségvirus]
GTP guanozin-trifosztat

HEPA nagy hatékonysagu
részecskeszlré (high efficiency
particulate filter)

HGPRT hipoxantin-guanin foszforibozil-
transzferaz

HRIG emberi eredetli veszettség elleni
ellenanyag (human rabies
immunoglobulin)

HRSV human légzbszervi oriassejtes
virus (human respiratory syncytial
virus)

ICs0 50% gatlé koncentracio (50%
inhibitory concentration)

ICTV  Nemzetkdzi Virustaxonomiai
Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

IFN interferon

IFNAR interferon-a/-B-receptor

IFNGR interferon-y-receptor

IHK immunhisztokémia

IL interleukin

IMPDH inozin-monofoszfat dehidrogenaz

iNOS indukalhato nitrogén-oxid szintaz
(inducible nitric oxide synthase)

IPS-1 interferon-B promoter stimulator-1

IRF-3 type-l interferon regulatory factor-3

IU nemzetkodzi egység (international unit)

KIR kézponti idegrendszer

L RNS-dependes RNS polimeraz
(large protein) [veszettségvirus]



LDso  50% halalos dézis (lethal dose 50)

M matrixprotein [veszettségvirus]

MAPK mitogén-aktivalt protein-kinaz
(mitogen activated protein kinase)

MERS Kozép-keleti Iégzbszervi
szindroma (Middle-East respiratory
syndrome)

MHC {6 hisztokompatibilitasi komplex
(major histocompatibility complex)

MOI a sejtszamhoz viszonyitott
virusdozis (multiplicity of infection)

Mph makrofag

N nukleoprotein [veszettségvirus]

N2a egér neuroblastoma sejtvonal
(Neuro-2a)

NAChR nikotinos acetilkolin receptor

NCAM idegsejt adhézidés molekula
(neuronal cell adhaesion molecule)

NF-kB nuclear factor kappa B

NK  természetes 6l6sejt (natural killer
cell)

OIE  Nemzetkozi Allatjarvanyiigyi Hivatal
(World Organisation for Animal
Health)

P foszfoprotein [veszettségvirus]
p75NTR p75 neurotropin receptor

PBS  foszfattal pufferelt séoldat
(phosphate-buffered saline)

PDGFR vérlemezke eredetli nbévekedési
faktor receptor (platelet-derived
growth factor receptor)

PEP posztexpozicios profilaxis

PrEP  pre-expozicids profilaxis

gRT-PCR kvantitativ reverz transzkripcios
(real-time) polimeraz lancreakcio

RABV veszettségvirus (rabies virus)

RdRp RNS-dependes RNS polimeraz

RIG-1 retinsav-indukalt gén-1 (retionoic
acid inducible gene-1)

RNP  ribonukleoprotein

RNS  ribonukleinsav

SARS sulyos akut légzbszervi
szindroma (severe acute respiratory
syndrome)

SD szoras (standard deviation)

SEM  az atlag standard hibaja (standard
error of mean)

SHBRYV 0&szes denevérbdl izolalt
veszettségvirus (silver-haired bat
rabies virus)

SPF meghatarozott kérokozdoktol
mentes (specified pathogen free)

STAT jelatvivd és transzkripciét aktivalo
molekula (signal transducer and
activator of transcription)

Tc citotoxikus T sejt

TCIDso 50% sejttenyészetet fert6z6 dézis
(tissue culture infectious dose 50)

Th helper T sejt
TLR toll-like receptor
TNF tumor nekrozis faktor

VEGFR vaszkularis endotelialis
névekedési faktor receptor (vascular
endothelial growth factor receptor)

VSV  fertéz6 hélyagos szajgyulladas
virusa (vesicular stomatitis virus)

WHO  Egészségugyi Vilagszervezet
(World Health Organization)

wt vad-tipusu [virus] (wild-type)



1. Osszefoglalas

A veszettség virusa okozta halalos agy- és gerincvelégyulladas vakcinazassal megel6zhet6
allatokban és emberben egyarant. A zoonotikus betegség egyedulalld korfejlédése, és a virus
bejutasat kdvetd hosszu lappangasi id6 azt is lehetévé teszi, hogy a megfert6z6dott személyek
idében elkezdett posztexpozicidés immunizalasaval megelézhetd legyen a tinetek kialakulasa. A
veszettség klinikai manifesztacidja esetén azonban jelenleg nem ismerink olyan terapias eljarast,
amely a halalos kimenetelt elkerlilhetévé teszi. Bar Foldink tobb régidja mentes a human esetek
nagy tobbségéért felelds urbanus veszettségtél, szamos endémias terllet van (féként a
szubszaharai Afrika és Dél-Azsia teriiletén), ahol évente tdbb tizezer emberi aldozatot kdvetel a
betegség. Nemzetkdzi egylttmikddésben megvaldsult kutatdbmunkank célja ezért a veszettség
okozta agyvel6égyulladas gydgykezelésében hasznalhatd uj lehet6ségek keresése és vizsgalata
volt. Sejttenyészetben és allatkisérletekben elemeztik kuldonb6zé hatdbanyagok és kombinacids

kezelések hatasat a virusreplikaciora, illetve a betegség korlefolyasara és a tulélésre.

Kisérleteink elsé szakaszaban egér neuroblastoma sejteket fertézink veszettségvirussal,
majd tébbféle antiviralis szer (I-es tipusu interferonok, ribavirin, favipiravir, sorafenib) és azok
kombinaciéinak virusszaporodasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk a sejtek fert6zottségi
aranyanak, a kibocsajtott utédvirionok mennyiségének és a virusspecifikus nukleinsavak
kopiaszamanak mérésével. Kimutattuk, hogy mindegyik vizsgalt hatéanyag koncentraciéfiiggé
maodon gatolja a virus replikaciojat. A sorafenib és az IFN-f virusellenes aktivitdsa bizonyult a
leger6sebbnek, amelyet a ribavirin, az IFN-a és a favipiravir gatldhatasa kovetett. Az IFN-
kombinacidja sorafenibbel, ribavirinnel vagy favipiravirral fokozta az antiviralis hatast, mig a

ribavirin, favipiravir és sorafenib egymas kézoétti kombinaciéi antagonizmust mutattak.

A gyulladdsos folyamatok szerepe a veszettség koérfejlddésében rendkivil dsszetett,
azonban bizonyitott, hogy a tulzott gyulladasos vélasz — féleg a tomeges agyi virusszaporodas
idején — hozzajarul a betegség progresszidjahoz. Allatkisérleteinkben egyes gyulladasos
jelatviteli utakat (mitogén-aktivalt protein kinadz, caspase-1) és citokineket (tumor nekrézis
faktor-a) gatld hatéanyagok kombinaciéjaval ndveltik veszettségvirussal fert6zott egerek
tulélési aranyat. Eredményeinket szakirodalmi adatokkal dsszevetve arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a fokozott tulélés hatterében a kdzponti idegrendszerben fellépé késoi
gyulladasos hullam enyhitése allhat. A gyulladascsokkentd terapiat veszettség-specifikus
ellenanyagokkal kombinalva még kifejezettebb védbéhatast értink el, ami felilmulta az
ellenanyagok 6nallé hatasat. Vizsgalataink ramutatnak, hogy a veszettség terapiajaban jo
megkozelités a gyulladascsdkkentd kombinacios kezelés, és eredményeink értékes adatokkal

szolgalhatnak human esetekben hasznalhaté jévébeli terapias modszerek kidolgozasahoz.



Summary

Rabies encephalomyelitis can be prevented via vaccines both in animals and humans. This
zoonotic disease has a unique pathogenesis and long incubation time between the exposure
to the virus and the onset of clinical signs, which provides opportunity to prevent the
development of an overt disease via post-exposure vaccination. Nevertheless, there is no
therapeutic method available to avoid lethal consequences of clinical rabies. Although urban
rabies that is responsible for the vast majority of human cases is absent from certain regions
of the globe, there are numerous (mainly African and Asian) endemic countries with tens of
thousands of annual casualties due to rabies. The aim of our international collaborative
research program was to identify and analyse novel targets and options that can contribute to
treatment of human rabies encephalitis. In vitro studies in cell culture and in vivo studies in
murine model were conducted to reveal the effect of various compounds and combination

treatments on viral replication, as well as on the pathogenesis of the disease and survival.

In the first phase of experiments mouse neuroblastoma cell cultures were infected with
rabies virus strain CVS-11 followed by treatment with antivirals (type-I interferons, ribavirin,
favipiravir, sorafenib) and their respective combinations. The effect of the compounds and
combinations on viral replication was assessed by determining the ratio of infected cells, the
guantity of progeny virions and viral RNA loads. All tested compounds inhibited the
multiplication of rabies virus in a concentration-dependent manner. The greatest reduction of
viral replication was caused by sorafenib and IFN-[3, followed by ribavirin, IFN-a and favipiravir.
The combination of IFN-B with sorafenib, ribavirin or favipiravir enhanced the antiviral effect,

but any pairwise combination of ribavirin, favipiravir and sorafenib showed clear antagonism.

While the role of inflammation in rabies pathogenesis is highly complex, it is obvious that
excessive inflammatory response to the rapid spreading of the virus in the central nervous
system has a detrimental impact on the course of the disease. In our in vivo studies, survival
of rabies-infected mice was enhanced using the combination of inhibitors of pro-inflammatory
signalling pathways (mitogen-activated protein kinase, caspase 1) and cytokines (tumour
necrosis factor-a). In the context of literature data, our results suggest that the increase in
survival function was achieved by the mitigation of late inflammatory response in the central
nervous system. Combining the anti-inflammatory therapy with rabies-specific antibodies
provided further protection against mortality, which outmatched the effect of monotherapy with
antibodies. The results highlight that combination treatment with anti-inflammatory agents is a
promising approach in the therapy of rabies. Furthermore, our studies provide valuable data
about therapeutic intervention in rabies and thus might contribute to the development of a

successful future human treatment regimen.



2. Bevezetés

A veszettség virus okozta, halalos agy- és gerincvel6gyulladassal jaré betegség. Elsé leirasai
az okorbdl maradtak fenn, igy az egyik legrégebb ota ismert fert6z6 betegség (Jackson és
Wunner, 2007). A veszettség zoonodzis; fertézott allatok nyala kozvetitésével, harapassal
terjed emberre és mas allatokra. Kildnleges tulajdonsagai a veszettség virusat az egyik
legveszélyesebb kérokozéva teszik: gazdaspektruma rendkivil széles (az 6sszes melegveéri
allat és az ember is fogékony), vilagszerte elterjedt (minden lakott kontinensen el6fordul, de
vannak mentes orszagok), és letalitasa egyeduilalléan magas (eml6sokben a klinikai tlinetek
megjelenése esetén kbzel 100%). Hatalmas attdrést jelentett a veszettség elleni vakcina
kifejlesztése, amely Louis Pasteur nevéhez flizédik, és amellyel elséként 1885-ben sikerult
megmenteni egy veszett kutya altal megmart kisfiat, Joseph Meistert a biztos halaltél. Nem
sokkal kés6bb Magyarorszagon Hégyes Endre is elévilhetetlen érdemeket szerzett az
oltdbanyag tovabbfejlesztésében. Napjainkban mar szamos kiloénb6zé tipusu, hatékony

vakcina all rendelkezésre a veszettség elleni preventiv és posztexpozicios oltasokhoz.

A kutyak tdbmeges vakcinazasat a vilagon elséként Aujeszky Aladar szervezte meg, ami
az urbanus (varosi) veszettség megsziinéséhez vezetett hazankban. Az urbanus ciklust
Eurépéban és Eszak-Amerikaban, valamint Dél-Amerika egyes teriiletein mara felszamoltak,
Azsia és Afrika legtdbb orszagaban azonban tovabbra is endémias. A kdbor kutyak altal
fenntartott urbanus veszettség felelés a human esetek tébb mint 99 szazalékaért. Evente 50-
70 ezer kozotti halalozast jelentenek be, de az esetek valdés szama az évi 150 ezret is

meghaladhatja (Rupprecht és mtsai, 2017).

A veszettség masik terjedési mddja a szilvatikus ciklus, amelyet vadon él6 husevok — roka,
farkas, aranysakal, mosdémedve, borz stb. — tartanak fenn. A rezervoar fajok oralis
immunizalasaval Eurépaban és Kanadaban napjainkra a szilvatikus veszettséget is sikerult
jelentésen visszaszoritani, egyes teruleteken eradikalni. A denevérek veszettsége, specialis

jellemzdi miatt kulénallé jarvanytani formanak tekinthetd.

A veszettség kdzegészségligyi jelentdsége Eurépaban és Eszak-Amerikaban az urbanus
ciklus felszamolasaval és a szilvatikus ciklus erbteljes visszaszoritasaval lényegesen
csOkkent. Ennek megfeleléen a nyugati vilagban a tudomanyos érdeklédés a kdzelmultban
elsdésorban a rezervoar fajokban cirkulalé virustérzsek elterjedtségére és genetikai jellemzdire,
a denevérveszettiség epidemiolégigjara és monitoringjara, és az importalt human esetek
vizsgalatara fokuszalt. Foldink mas térségeiben azonban — ezzel egyidében — emberek
tizezrei halnak meg minden évben veszettség kdvetkeztében. Hidba igaz ugyanis, hogy
megfelel§ intézkedésekkel (kutyak populacidjanak kontrollja és immunizalasa, a lakossag

preventiv és posztexpoziciés vakcinazasa, felvilagositasa, kozegészségugyi halézat



fejlesztése) a human esetek kdzel 100%-ban megelézhetdk, az endémias terlileteken anyagi
és tarsadalmi korlatozo tényezdk miatt a veszettség elleni kiizdelem igen lassan halad. A fejlett
és fejl6dd orszagok helyzetében fennalld kettésség miatt a veszettséget egyre gyakrabban

soroljak az ,elhanyagolt tropusi betegségek” (neglected tropical disease) kozé.

A zoonotikus korokozok elleni kiizdelemben az allat- és kdzegészségugy dsszehangolt
fellépésére van szikség. Ez az un. ,One Health” szemléletmdéd egyre nagyobb figyelmet kap
a veszettség elleni védekezés terlletén is. Az elmult évtizedben korabban nem latott
Osszefogas alakult ki a kutya-kdzvetitette emberi veszettség globalis megsziintetése
érdekében. A célkitizés nyoman kulonb6z6 szakteruleteket érinté Uj akciotervek, kutatasi
programok indultak el. Az egyik ilyen kezdeményezés — amely 7 eurdpai orszag 9
kutatocsoportjanak egyuttmikodésével alakult — az ASKLEPIOS nevet kapta (Advanced
Studies towards Knowledge on Lyssavirus Encephalitis Pathogenesis Improving Options for
Survival). Ez az Eurépai Uni¢ altal tamogatott (FP7) kutatasi projekt a human veszettség
terapias lehetéségeinek keresését és vizsgalatat tlzte ki célul, a betegség korfejlédését érintd
legujabb ismeretekre alapozva. A veszettség halalos aldozatainak magas szamaban ugyanis
komoly szerepe van annak, hogy a mar kialakult tinetekkel jaré betegség kezelésére nincs
megbizhatd mddszer, igy a halalos kimenetel elkerilhetetlen. Bar egy dnmagaban teljes
gyogyulast eredményez6 terapia kifejlesztésének esélye csekély, barmely sikeres eljaras, ami
a korlefolyast érdemben lelassitja, életeket menthet a posztexpozicids profilaxis id6ablakanak
kiterjesztésével. A tulélés biztositasa mellett a visszamaradd idegrendszeri karosodasok
csokkentése is fontos feladata lenne egy hatékony kezelési mdédszernek. Az ASKLEPIOS
projekt konzorciumanak tagja volt kutatdcsoportunk is; a jelen értekezés alapjat képezd

vizsgalatok a program keretében val6sultak meg.
2.1. Célkitlizések

Kutatomunkank fé célja olyan hatéanyagok és kombinaciés kezelések keresése és vizsgalata

volt, amelyek hatasosak lehetnek a veszettség okozta agyvel6gyulladas gyégykezelésében.

Munkank elsd szakaszaban a veszettségvirus szaporodasat igazoltan vagy vélhetden
gatld szerek hatasat kivantuk tanulmanyozni sejttenyészetben. Fontos célunk volt, hogy az

onallé hatéanyagok mellett azok kombinacidinak virusellenes hatasat is elemezziik.

A masodik szakaszban a célunk az volt, hogy veszettségvirussal fert6zott egereken
vizsgaljuk meg kulénb6zb kombinacios kezelések hatasat a tulélésre. Az allatkisérletekben
elsésorban a gazdaszervezet fert6zésre adott karos valaszreakcidjanak csokkentésével
kivantuk megel6zni az allatok elhullasat, az idegrendszerben fellépd tulzott gyulladast gatlo
hatéanyagokkal. Célul tlztuk ki, hogy az igéretes eredményt nyujté gyulladascsdkkentd és

antiviralis szerek egyuttes hasznalataval a leghatékonyabb terapias kombinaciot alakitsuk ki.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A veszettség virusa

3.1.1. Taxondémia
A veszettség virusa a nem szegmentalt, negativ iranyu egyszald RNS genomu virusokat
tartalmaz6é Mononegavirales rendbe tartozik, ezen belll a Rhabdoviridae csalad Lyssavirus
nemzetségének tagja. A Nemzetkdzi Virustaxondmiai Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) 2018-ban uj alapokra helyezte az RNS virusok rendszerezését
(Walker és mtsai, 2019), ez alapjan a Mononegavirales rend jelenleg érvényes rendszertani
besorolasa a kdvetkezd: Riboviria (birodalom/realm), Negarnaviricota (t6rzs), Haploviricotina
(altérzs), Monjiviricetes (osztaly). A Lyssavirus genusba a tipusfajon, a veszettségviruson

(Rabies lyssavirus, RABV) kivul 15 tovabbi virusfajt (genotipust) sorolnak (1. abra).

IRKV

1; EBLV-2 DUVV
2
EBLV-1

MOKV
ABLV
sy
GBLY —S

Denevér-

eredetd

amerikai

torzsek P

LBV

Vilagszerte
elterjedt
kutya-
eredet(i
torzsek

LEp,
IKOV
WCBY

1. abra: Az eddig leirt Lyssavirus genotipusok gyokértelen filogenetikai abraja. ARAV: Aravan
lyssavirus, ABLV: Australian bat lyssavirus, BBLV: Bokeloh bat lyssavirus, DUVV: Duvenhage
lyssavirus, EBLV-1: European bat 1 lyssavirus, EBLV-2: European bat 2 lyssavirus, GBLV:
Gannoruwa bat lyssavirus, IKOV: Ikoma lyssavirus, IRKV: Irkut lyssavirus, KHUV: Khujund lyssavirus,
LBV: Lagos bat lyssavirus, LLEBV: Lleida bat lyssavirus, MOKV: Mokola lyssavirus, RABV: Rabies
lyssavirus, SHIBV: Shimoni bat lyssavirus, WCBV: West Caucasian bat lyssavirus.
Rézsaszin, kék és barna agak: I. filogenetikai csoport; zold agak: Il. filogenetikai csoport;

narancssarga agak: I11./1V. filogenetikai csoport. Forras: Rupprecht és mtsai, 2017
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Az elmult évtizedek soran a fokozddo tudomanyos érdeklédés és intenzivebb monitoring
hatasara egyre tobb genotipust fedeztek fel, jelenleg is vannak hivatalos elfogadasra varé,
Ujonnan leirt virusok (Nokireki és mtsai, 2018; Hu és mtsai, 2018). A lyssavirusok eredeti
gazdai a denevérek, ennek megfeleléen a RABV-n kivili egyéb genotipusok tulnyomé
tobbségét (kivéve a MOKV-t és az IKOV-t) denevérekbdl izolaltak, és kizardlag az Ovilagban
fordulnak elé. Az amerikai kontinensen a denevérekben ezzel szemben csak a RABV fordul
el6, holott a Fold egyéb teriletein ez a virusfaj nincs jelen a denevérekben (Rupprecht és
mtsai, 2017). A RABV — ellentétben a tObbi genotipussal — vilagszerte elterjedt, fenntartoi
kalonféle ragadozo eml6sok (és Amerikdban denevérek), de barmely szarazfoldi emlst
(ritkdbban madarakat is) megfertézhet. A lyssavirusokat két filogenetikai csoportba soroljak a
nukleoprotein gén szekvenciaja alapjan; a csoportokon belll szerolégiai keresztreakcid és
keresztvédelem figyelhetd meg. Az I-es filogenetikai csoport tagjai a RABV, EBLV-1 és -2,
ABLV, DUVV, KHUV, ARAV, IRKV, BBLV, GBLYV virusok, a ll-es szamuba a LBV, MOKYV és
SHIBV tartozik, mig az IKOV, LLEBV és a WCBV nem besorolt fajoknak szamitanak,
amelyeket egyesek lll-as vagy IV-es filogenetikai csoport sorolnak (Shipley és mtsai, 2019).

3.1.2. Avirion szerkezete

A veszettségvirus virionja I6vedék alaku, hossza 130-250 nm, atméréje pedig 60-110 nm.
partikulak, amelyek autointerferenciat okozva csokkentik a virusszaporodas hatékonysagat
(Jackson és Wunner, 2007). A virion kdzponti részét a ribonukleoprotein (RNP) komplex
(nukleokapszid) képezi: ezt a helikalisan feltekeredett virusgenom és a hozza szorosan

kapcsolddoé nukleoprotein (N fehérje) alkotja (2. abra).

W Lipidburok

' Gliikoprotein (G fehérje)

I Matrix protein (M fehérje)
@ Nukleoprotein (N fehérje)
A Foszfoprotein (P fehérje)

. RNS-dependens
RNS-polimeraz (L fehérje)

g -ssRNS (virusgenom)

2. abra: A veszettségvirus szerkezete és fehérjéi (sajat abra)
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Két masik szerkezeti fehérje, az RNS-dependens RNS polimeraz (L fehérje; large protein) és
a foszfoprotein (P fehérje) az RNP-be beagyazva talalhaté meg. A viriont lipidburok veszi kortil,
amelyet a matrixfehérjék (M fehérje) rétege kapcsol a nukleokapszidhoz. A gazdasejt eredeti
burokba kb. 400 glikoprotein peplomer (G fehérje) agyazodik. Ezek a transzmembran fehérjék
harom doménbdl allnak, a kilsé domén tlskeszer( kitiremkedéseket képez a burkon
(Jackson, 2011; Fooks és mtsai, 2014).

3.1.3. A virus replikacidja

A RABV harom kilénb6z6 sejtfelszini receptorhoz koétédhet: a nAChR (nikotinos
acetilkolin-receptor), az NCAM (neuronal cell adhaesion molecule) és a p75NTR (p75
neurotropin) receptorokhoz (Lafon, 2005; Thoulouze és mtsai, 1998; Tuffereau és mtsai,
1998). Az adszorpcidt kdvetden a virus pinocitézissal jut be a gazdasejtekbe, chlatrin-burkos
vezikulaba zarva (Piccinotti és Whelan, 2016), majd a RABV lipidburka a G fehérje altal
vezérelt pH-figgd folyamat soran fuzional az endoszéma membranjaval (Roche és Gaudin,

2004). Ezaltal az RNP komplex a citoplazmaba jut, és megkezd&dhet az eklipszis folyamata.

Az RNS-dependens RNS polimeraz (RdRp) enzimkomplex — amely egy L (aktiv centrum)
és 3 P (kofaktor) fehérjébdl all (Fooks és mtsai, 2017) — végzi a transzkripcid és a replikacio
feladatat is. A transzkripcié soran az RdRp a virusgenom 3’ végéhez kapcsolédik, és az itt
talalhaté nem kédolé szakasz (leader szekvencia) atirasaval rovid, szabalyozé szerepl leader
RNS-t (IeRNS) szintetizal. Az egyes fehérjéket kddold gének — rovid intergénikus szakaszokkal
elvalasztva — az 5’ vég felé haladva a kdvetkez6 sorrendben helyezkednek el a genomban: N,
P, M, G, L (3. abra).

1424 nt 991nt 805nt 1675nt v 6475nt L. TIS
, Leader Trailer _,
3 P G d L PS VvRNA (-) JT1TP
g =~ ~ 1
2 Variable *.
2 IGR )
Intergenomic A/UCUUUUU  G(N) UUGURR,GA Signals at the 3’ UGCGAAULGUU
signals: Transcription Transcription genomic termini : 5 ACGCUUAACAA
termination polyadenylation initiation

signal

3. abra: A veszettségvirus genomja. TIS: transzkripci6 iniciaciés szignal; TTP: transzkripcié

terminaciés és poliadenilaciés szignal. IGR: intergénikus régié. Forras: Jackson, 2011.

Az RdRp a génekrdl monocisztronos, szubgenomialis transzkripteket hoz létre, és az igy
létrejott mMRNS-eket 5° metilalt sapkaval és poliadenilat farokkal latja el, hogy a riboszémakhoz
kétédhessenek. A kiilénb6z6 virusfehérjék mRNS-ei koncentracio-gradiens szerint képzédnek
a genomban valoé poziciojuk alapjan (legtébb az N-bél, legkevesebb az L-bél szintetizalddik),

mert az enzim barmely gén terminacios szignaljanal levalhat a genomrdl, hogy a 3’ végen
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Ujrakezdje a masolast (Knowles, 2011). Az N, P, M és L fehérjék transzlacioja a citoplazmaban,
szabad riboszomakon zajlik. A glukoprotein szintézise a szekretoros utvonalat koveti: a
durvafelszinl endoplazmatikus retikulum fellletén 1évé riboszomakon képz6dott fehérje a
Golgi-készilékben glikozilalodik, végul homotrimereket képezve a citoplazma-membranba

integralddik (Schnell és mtsai, 2010).

Idével, ahogy egyre nagyobb mennyiségi N (Zhang és mtsai, 2017) és M (Finke és mtsai,
2003) fehérje halmozédik fel, az RdRp replikaz modra valt. A replikaciéo soran az RdRp
figyelmen kivul hagyja a terminacios szignalokat, és teljes hosszusagu komplementer szalat
épit a genomialis RNS-hez. A folyamat soran szintetizalédott pozitiv szalak templatként
szolgalnak a negativ iranyu RNS-ek képz6déséhez, amelyek végul az utdédvirionokba
kerllnek. Az Uj genom-masolatokat az N fehérjék burkoljak be, valamint az L és P fehérjék is

beépllnek, létrehozva az uj RNP komplexeket.

Az Uj virionok 6sszeépllését és sejthbdl vald kiszabadulasat a matrixfehérje szabalyozza:
a virusszaporodas soran keletkezd citoplazma-zarvanyokban, a Negri-testekben
felhalmoz6dd M fehérjék oligomerizalodnak, majd a citoplazmamembranhoz vandorolnak,
kijelolve a bimbdzas helyét (ezen a terlleten éplilnek be a glikoprotein peplomerek is). Az
elkészilt nukleokapszidok az érintett tertleten kitiremkedést képeznek a membranon, amely
lefiz6dve az Uj virusrészecske burkat alkotja (Finke és Conzelmann, 2003; Pollin és mtsai,
2013).

3.2. A veszettség korfejlodése

Az esetek tulnyomd részében veszett allatok harapasa okozza az emberek és allatok
fert6z6dését egyarant. A virus a fert6zoétt nyallal jut be a bér barrier ala, annak folytonossagi
hianyan keresztll. Ehhez akar fellletes, karcolas szintl bérsérilés is elegendd (Messenger
és mtsai, 2002). Emberek esetében kivételesen szervtranszplantacié (Srinivasan és mtsai,
2005; Maier és mtsai, 2010), valamint virustartalmu aeroszol belélegzése is okozhat

fert6z6dést barlangokban, illetve laboratériumi munka soran (Johnson és mtsai, 2006a).

Az expoziciét kdvetben az izomszévetben lassu replikacié indul meg; az tjonnan képz8dé
virionok a motoros véglemezek kdzelében halmozédnak fel, ahonnan a preszinaptikus
membranon at belépnek az idegvégzédésekbe (Fooks és mtsai, 2017). Nagy mennyiségi
fert6z6képes RABV bejutasa esetén a lassu helyi szaporodas fazisa kimaradhat (Lafon, 2005;
Jackson, 2003), valamint a motoros idegveégzédések mellett a terlletet ellato érzdidegek is
felvehetik a virust (Velandia-Romero és mtsai, 2013). Kimutattak, hogy bizonyos esetekben
az expozicio helyén jelen 1évé dendritikus sejtek is fert6zédhetnek, amelyek eljuttathatjak a
RABV-t az idegrendszerbe (Senba és mtsai, 2013). A periférias idegrostokba valdé bejutast

kdvetben elindul a virus retrograd, centripetalis terjedése a gerincvel, majd az agy iranyaba.
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Az axonalis transzportfolyamatot a mikrotubulus-rendszer dynein motorfehérjéi biztositjak
(Klingen és mtsai, 2008), vagy egy gyorsabb alternativ modon, a p75NTR receptorfehérje koti
meg a RABV glukoproteinjét és tovabbitja a neuron sejttestje felé (Gluska és mtsai, 2014). Ha
a virus az érz6 idegvégzbédésekbe jut be, a kodzponti idegrendszerbe (KIR) vald eljutast
anterograd transzportfolyamatok végzik. Ennek soran a RABV el6szér a spinalis
ganglionokban szaporodik el, mielétt folytatna atjat a kézpontba (Bauer és mtsai, 2014;

Zampieri és mtsai, 2014).

A KIR-be érve a virusreplikacio jelentésen felgyorsul. A fert6zo6tt neuronokbdl a
dendriteknél, a posztszinaptikus membranon keresztil Iépnek ki az Ujonnan szintetizalédott
virionok, és fertézik a kapcsolodo idegsejteket, igy a RABV szinaptikusan terjed, és eléri a
legtobb agytertletet (Begeman és mtsai, 2018). A gyors agyi multiplikacié mellett megindul a
centrifugalis terjedés: ennek soran a virus az idegek mentén haladva szérodik a szervezetben.
A legfontosabb célszervek a virusuritésért felelés nyalmirigyek: a mirigyhamseijtek
fert6z6dnek, és a virionok az apikalis membranon bimbdzva Urtilnek az acinus lumenébe
(Dietzschold és mtsai, 2008). A szaruhartydba és egyes bbérterlletekre (pl. a tarké bére)
szintén gyakran eljut a virus, valamint idével tobb parenchymas szervben is megjelenik
(Jackson és Wunner, 2007). A leszallo fertézés miatt gyulladas alakul ki a spinalis
ganglionokban, ami az atkapcsolédo érzdidegek ellatasi terlletén viszketést és paraesthesiat

okoz. Ezek az emberi veszettség korai tiinetei kdzé tartoznak (Fooks és mtsai, 2017).
3.3. A veszettség immunoldgiaja

A veszettség magas letalitasaért elsésorban az immunvalasz elégtelensége felelés. A
kialdnleges korfejl6dés (neurotropizmus) egyrészt megneheziti az immunrendszer feladatat a
fert6zés elleni védekezésben: a tdmeges virusszaporodas a KIR-ben, a vér-agy gat altal
védetten zajlik. Masrészt a RABV az eredeti gazdaival, a denevérekkel tértént hosszu
koevolucié soran kuldnleges, sokféle molekularis mechanizmus 4&ltal biztositott immun-
elkertild funkcidkat fejlesztett ki (Rupprecht és mtsai, 2017). Az 6t virusfehérje majdnem
mindegyike (az L fehérjét kivéve) immunmodulator hatasu; a velesziletett és adaptiv
immunvalasz kulcsfontossagu pontjain avatkoznak kézbe, megzavarva az immunfolyamatokat
(Katz és mtsai, 2017).

Avirusellenes védekezés elsé vonala a nem specifikus immunrendszer azonnali reakcidja
a periférian. Attenualt RABV torzsek fert6zésekor ez a reakcid megakadalyozhatja vagy
késleltetheti a virus bejutasat a KIR-be. Az expozicid helyén a makrofagok (Mph) és
dendritikus sejtek (DS) mintafelismer6 receptoraikkal (TLR: toll-like receptor; RIG-1: retionoic
acid inducible gene-1 protein) azonositjak a viralis mintazatokat, és interferonokat (IFN),

valamint egyéb citokineket és kemokineket termelnek (Miao és mtsai, 2017). Ezt kdvetéen
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tovabbi immunsejtek érkeznek a helyszinre, és az antigén-prezentalé sejtek (Mph és DS)
aktivaljak a naiv limfocitakat a regionalis nyirokcsoméban (Li és mtsai, 2008). A vad-tipusu (wt)
veszettségvirusok azonban elkerilik az emlitett immunfolyamatokat (4. abra). A nukleoprotein
gatolja a RIG-1 aktivacidjat és ezzel a negativ szalu viralis RNS intracellularis felismerését
(Masatani és mtsai, 2010). Az interferon-szintézist és -jelatvitelt a foszfoprotein harom ponton
akadalyozza: 1) gatolja az IRF-3 (type-I interferon regulatory factor-3) foszforilaciojat, ezaltal
az l-es tipusu IFN-termel6dés zavart szenved (Brzozka és mtsai, 2005); 2) gatolja a STAT1-2
(signal transducer and activator of transcription) heterodimerek transzlokaciojat a sejtmagba,
igy az IFN-vezérelt jelatvitel karosodasa miatt az IFN-stimulalt gének atirasa elmarad (Brzézka
és mtsai, 2006); 3) egyik csonkolt valtozata, a P3 gatolja a STAT-dimerek kapcsolédasat a
sejtmagban az I-es és ll-es tipusu IFN-ok célgénjeihez (Vidy és mtsai, 2007). Tébb citokin és
kemokin szintézise is sérll: a P fehérje az IL (interleukin)-6 termel6dését gatolja a STAT3
transzlokaciéjanak gatlasaval (Lieu és mtsai, 2013), mig az M fehérje az NF-kB (nuclear factor
kappa B) vezérelt jelatvitelt megzavarva gatolja az IL-8, a TNF (tumor nekrozis faktor)-a és a
CXCL2 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 2) szintézisét (Luco és mtsai, 2012; Ben Khalifa és
mtsai, 2016).

/;\_ P fehérje

I M fehérje

® N fehérje

IFNAR2
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4, abra: A veszettségvirus kuldénbdzd fehérjéinek hatasa az interferonok termel6désére és az
interferon-vezérelt jelatvitelre. Fekete nyil: folyamat iranya; piros ,talpas” vonal: virusfehérjék gatld
hatasa; bord6 szaggatott nyil: transzlokacié a citoplazmabdl a sejtmagba. IFNAR: IFN-a/-B-receptor;
IFNGR: IFN-y-receptor; Jak1/-2: Janus kinase 1/-2; Tyk2: tyrosine kinase 2; ISRE: IFN-stimulalt gének

promoter szakasza; GAS: IFN-y célgének promoter szakasza (sajat abra)
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A RABYV a dendritikus sejtek mikddését is médositja (5. abra). A DS-ek a periférian mar
rovidesen az expozicid utan talalkoznak a virussal, és bekebelezik azt. Attenualt térzsek
esetében a RIG-| érzékeli a viralis mintazatokat, els6sorban a leRNS-t a fagoszémaban, és
elindul az IFN- és citokintermelés (Yang és mtsai, 2015; Li és mtsai, 2008). Neurovirulens
toérzseknél azonban a kaszkadot gatoljak a P, N és M virusfehérjék. A glikoprotein kilsé
doménje megakadalyozza DS érését (Huang és mitsai, 2017), emiatt a virionok a
fagoszémaban sokaig érintetlenek maradnak, és az MHC (major histocompatibility complex)-
I, és -ll fehérjék szintézise lényegesen csdkken. A hianyzd6 MHC-expresszié miatt a sejt
alkalmatlanna valik az antigén-prezentaciora, az érés elmaradasa miatt pedig a DS-ek a

regionalis nyirokcsomé helyett a periférias idegekbe vandorolnak, elésegitve a RABV

g RABV i Idegrendszer /
/\ P fehérje 3 / Nyirokcsomé
—
| M fehérje q}%\! /
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5. abra: Dendritikus sejtek szerepe attenualt és vad-tipusu (wt) RABV-fertézésnél, a periférian

(sajat abra)

A KIR elérése utan a virus tovabbi mechanizmusokat hasznal az immunrendszer
kijatszasara. Vad-tipusu RABV fertézésnél a mikroglidkban, astrocytakban, és rezidens T
sejtekben a gyulladasos kemokin-gének indukcidja elmarad vagy késébb Iép fel, mint attenualt
torzsek esetében (Wang és mtsai, 2005; Nakamichi és mtsai, 2005). A kemokinek kozul
kiemelt jelent6ségli a CXCL10, amely — az IFN-y-val pozitiv visszacsatolasban — a f6
kemotaktikus ingert jelenti a limfocitak belépéséhez az agyba. Az IFN-y és az altala serkentett
IL-17 az agyi erek endothel sejtjeiben a tight junction fehérjék szintézisét csokkenti, igy a vér-

agy gat atjarhatébba valik. Ez a folyamat szintén csak attenualt RABV-nél figyelheté meg,
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mivel er6sen virulens térzseknél a CXCL10-indukci6 hianyzik, igy a zart vér-agy gat kivul tartja

a T és B sejtek nagyobb részét (Phares és mtsai, 2006; Roy és mtsai, 2007).

Markans kilénbségek mutatkoznak attenualt és vad-tipusu térzsek kozott a KIR-ben
fellép6 apoptotikus folyamatok terén is: mig az attenualt virus a fert6zott idegseijtek széleskoéri
apoptézisat okozza, ami korlatozza a tovabbterjedést (Sarmento és mtsai, 2005); a vad-tipusu
RABYV gatolja a neuronok apoptozisat (Suja és mtsai, 2011). A kilénbséget a G fehérje eltérd
eloszlasa okozza a kulénbdzé virulenciaju RABYV tipusoknal (Préhaud és mtsai, 2003; Caillet-
Saguy és mtsai, 2015). Ezen felul a neurovirulens torzsek az agyba bearamlé immunsejtek,
elsésorban a helper és citotoxikus T sejtek (Th és Tc) apoptdzisat okozzak azaltal, hogy a
TNF-géncsaladba tartozé Fas-ligand (FasL) up-regulacidjat valtjak ki az idegsejtekben. A FasL
a T sejtek Fas receptorahoz kapcsolddva indukalja azok apoptézisat (Baloul és mtsai, 2004;
Fernandes és mtsai, 2011). A virus egyes immunszuppressziv mediatorok (B7-H1 és HLA-G)
szintézisét is serkenti, ami gatolja a hatékony adaptivimmunvalaszt, és eltolja azt a veszettség

esetén kevésbé hatékony Th2 ut iranyaba (Lafon és mtsai, 2008; Mégret és mtsai, 2007).

Human veszettség esetek és allatkisérletek egyarant azt mutatjak, hogy a betegség
kimenetele er6sen fligg az agyba bearamlé B-limfocitak altal in situ termelt ellenanyagok
mennyiségétdl (a periférias ellenanyagok nem jutnak at a vér-agy gaton) (Hooper és mtsai,
2009). A gyengébb virulenciaju virusok okozta fertézésnél gyakran magas ellenanyag-titerek
mérheték a liquorban (Gnanadurai és mtsai, 2013), szemben az erésen virulens torzsekkel,
ahol legtdbbszér nem Iehet kimutatni neutralizal6 ellenanyagokat a KIR-ben (Hemachudha és
mtsai, 2013). A sikeres agyi ellenanyag-termeléshez a Th sejtek Th1 iranyu differencialodasa
szukséges, ami a B sejteket citokin-stimulacio révén nagy mennyiségi IgG2a kibocsajtasara
serkenti, ahogy attenualt torzseknél megfigyelhetd. Vad-tipusi RABV-nal inkdbb a Th2 ut
aktiv, ami csak kevés — IgG1 szub-izotipusu — ellenanyag termelédéséhez vezet, és nem

képes megallitani az agyi virusszaporodast (Lebrun és mtsai, 2015).

A RABYV fertdzést kdveté agyi immunfolyamatokat az 6. abra foglalja 6ssze.
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6. abra: Agyi immunfolyamatok 6sszehasonlitasa attenualt és vad-tipusu (wt) RABV-fert6zést kdvetéen:

vér-agy gat atjarhatésag; gyulladasos folyamatok; apoptozis; ellenanyag-termelés (sajat abra)

3.4. A veszettség klinikai tunetei

A veszettségre az dsszes emlbs faj érzékeny, és szinte minden esetben végzetes agy- és
gerincvelégyulladast okoz. A betegség klinikai képét a virus bejutasi helye, valamint a RABV
térzs virulencidja és a virusdozis is befolyasolja. A lappangasi id6 tag hatarok kézott valtozik,
de jellemz8en hosszu (5 nap-1 év; altalaban 2-8 hét). Ezt kdvetben fajonként eltérd tlinetek
jelennek meg. Allatoknal a viselkedés megvaltozasa jellemzé a korai fazisban (Hanlon, 2013).
A betegség lefolyasa harom stadiumra oszthatd: bevezetd szakasz (stadium prodromorum),
ingerlékeny szakasz (stadium excitationis), és bénuldsos szakasz (stadium paralyseos). A
klasszikus (duhdng6) veszettségnél mindharom szakasz megjelenik, mig a paralitikus
(csendes) formanal a fokozott ingerlékenység kimarad (Varga és mtsai, 2018).

Kutyaknal eleinte az erds koborlasi vagy, rekedt ugatas, emészthetetlen targyak lenyelése
és tamado magatartas jellemzi a veszettséget, majd néhany nap elteltével fokoz6dd bénulasok
alakulnak ki: el6szoér a fej és garat tertletén, ami kancsalsaghoz, 16g6 allkapocshoz, nyelési
zavarhoz és nyalzashoz vezet. Késébb a végtagok, majd a légz6izmok is bénulnak, az allat
elfekszik, és elhullik. Csendes veszettségnél a bevezetd tinetek utan régtdén a bénulasos
szakasz kovetkezik (Lackay és mtsai, 2008). A veszett macskak kifejezetten agresszivva

valnak. Komoly veszélyt jelent, hogy jellemzden fejre, nyakra tdmadnak és igy a virus az
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agyhoz kozelebbi terlleten jut be a megharapott ember vagy allat testébe (Varga és mtsai,
2018). Rokak és egyéb vadon él6 allatok esetében sokszor a természetes 6vatossag
elvesztése vezeti be a veszettséget (Jackson és Wunner, 2007), aminek kdvetkeztében
emberek kdrnyezetében, lakott terlileteken, utak mentén jelenhetnek meg. Az ilyen médon
»,megszelidilé” rokak azonban megharaphatjak az ket megérint6, megsimogatdé embereket.
Alkalmanként egyéb haziallatok is fert6z6dnek. Lovaknal altalaban nyugtalansag,
viszketegség, kolikas tlunetek; mig szarvasmarhak esetében bendéfelfuvdodas, nemi
ingerlékenység, dihdéngési rohamok jellemzik a veszettséget a bénulasos szakasz el6tt.
Sertések nyugtalansagot, kényszermozgasokat kévetéen bénulnak és elhullanak.
Denevéreknél tobbféle lefolyas is lehetséges az esetleges nyugalmi allapottél (Kuzmin és
Botvinkin, 1996) és az érintett Lyssavirus-genotipustdl figgéen, de tébbnyire rendellenes
viselkedés, nappali aktivitas, inkoordinalt repulés, nyelési zavar, agresszivitds, majd

bénulasok figyelheték meg (Forré és mtsai, 2018; Molnar és mtsai, 2008).

Az emberek veszettsége dihdngd és (ritkdbban) paralitikus formaban is jelentkezhet. A
kezdeti tinetek k6zott gyakori az expozicid helyének fajdalma, viszketése, paraesthesigja
(Fooks és mtsai, 2017). Rovidesen a kdzponti idegrendszeri tlinetek is fellépnek: zavart
tudatallapot, fokozott ingerlékenység, dihrohamok, hallucinaciok. Nyelési képtelenség és
viziszony alakul ki, majd atlagosan a tiunetek megjelenése utan két héttel a fokozodo
bénulasok légzésbénulashoz vezetnek és beall a halal. A gorcsds allapotok, duhkitorések
kdzott tiszta tudatallapotu idészakok is jellemzék; a paralitikus veszettség pedig végig ép tudat

mellett zajlik le a végzetes bénulasig (Hemachudha és mtsai, 2013; Jackson, 2013).
3.5. Veszettség elleni immunizalas és terapias préobalkozasok

A veszettség elleni védekezés legfontosabb eszkdzei a vakcinak, amelyek régéta hatékonynak
bizonyulnak egyrészt az emberek, masrészt a hazidllatok megbetegedésének
megel6zésében. Erre a célra jelenleg sejttenyészeten elballitott, inaktivalt, adjuvalt vakcinakat
hasznalunk, de régebben agyveldben, illetve csirkeembridban passzalt attenualt vagy
inaktivalt vakcinak is hasznalatban voltak. Emberek megel6z6 immunizalasahoz (PrEP) a
jelenlegi ajanlas szerint 4 adag vakcina beadasa szikséges a0., 7., 14., és 21. vagy 28. napon
(Fooks és mtsai, 2017). A pre-expozicios oltast foglalkozasabdl kifolydan veszélyeztetett, vagy
endémias teriletre beutazé egyéneknek indokolt adni. A fert6z6dés gyanuja esetén
posztexpozicios oltassorozat (PEP) alkalmazand6, amelyet 4 adag (0. [2%], 7., 21. nap; Zagrab
protokoll) vagy 5 adag (0., 3., 7., 14., 28. nap; Essen protokoll) vakcina beadasaval végeznek
el. A WHO ajanlasa szerint, amennyiben az expozicid6 soran béron athatold sérilés
keletkezett, és a sérllt nem részesilt PrEP-ben, az alapos sebkezelés és a PEP alkalmazasa
mellett szikséges a seb kérnyékének hiperimmun savéval (HRIG — human rabies

immunoglobulin; ha ez nem elérhetd, ERIG — equine rabies immunoglobulin) torténd
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besziirése is (WHO, 2013). Az inaktivalt vakcinak csak tébb adagbdl allé oltasi sorozat esetén
nyujtanak kell¢ védelmet; és PEP esetén csak addig, amig nem Iépett be nagyobb mennyiségi
RABV az idegrendszerbe. llyenkor a velesziletett immunrendszer hamar aktivalodik, és a
gyors antigénprezentaciot egy korai, nagymeértéki (IgM- majd IgG tipusu) ellenanyagvalasz
koveti. Megkésett vakcinazas esetén azonban (a KIR fert6z8dése utan) ez a Th2-vezérelt

immunvalasz mar nem hatékony (Lebrun és mtsai, 2015; Garcia és mtsai, 2018; Id. 3.3.).

A szilvatikus veszettség rezervoar fajait (Eurépaban féként a rokat) jellemzéen oralisan
immunizaljak, csalétekbe rejtett él6-attenualt vakcinaval vagy vektorvakcinaval. Ezzel a
modszerrel Eurépaban komoly sikereket értek el a rékaveszettség felszamolasaban. Egyes
fejlédé orszagokban, ahol a kutyak nyilvantartasa és oltdsa nem megoldott, az urbanus
veszettség elleni védekezéshez is igénybe vehetd az oralis immunizalas (WHO, 2007). Az
attenualt vakcinak nagyfoku védettséget biztositanak, de ritkadn rezidudlis virulenciat
hordozhatnak, és veszettséget is okozhatnak a felvevd allatban (Forré és mtsai, 2019; Miller
és mtsai, 2009a).

A tlnetekben megnyilvanuld veszettségre megbizhatd terapias eljaras jelenleg nincs.
Veszett allatok gyogykezelése a legtobb orszagban tilos. Emberi esetekben szamos kezelési
modszert kiprobaltak, de ezek csak egészen csekély sikerrel jartak. Az elmult évtizedben nagy
reményeket fliztek a 2005-ben leirt un. Milwaukee-protokollhoz, amelynek alkalmazasaval egy
fiatal beteg életét sikerult megmenteni, miutan denevérharapast kdvetéen kialakultak nala a
veszettség klinikai tinetei. A protokoll Iényege — intenziv tdmogatd terapia mellett — a
mesterséges koma kivaltasa volt, annak reményében, hogy az igy elnyujtott korlefolyas alatt
az immunrendszer felszamolja az idegrendszeri fert6zést. Ekdzben antiviralis szereket —
ribavirint és amantadint — is adagoltak (Willoughby és mtsai, 2005). Az esetet kdvetéen
szamos alkalommal hasznaltdk a protokollt vilagszerte, de a tovabbi sikerek elmaradtak
(Jackson, 2013). A jelenlegi ajanlasok szerint a Milwaukee-protokoll kdvetése a tovabbiakban
nem javasolt (Zeiler és Jackson, 2016), mégis manapsag is kisérleteznek kilonbdzé
modositott valtozataival (Murphy és mtsai, 2019). A ribavirin és amantadin mellett tovabbi
antiviralis szereket (pl. IFN-a) és veszettség elleni ellenanyagokat (HRIG és monoklonalis
antitestek) is adtak veszettségben szenvedd betegeknek, de sem az intravénas, sem az
intrathecalis adminisztracié¢ nem volt eredményes. A szakirodalomban szamos tovabbi
lehetséges terapias modszert irtak le és javasoltak, azonban ezek egyike sem jutott még el a

human estekben valé felhasznalasig (Appolinario és Jackson, 2015).

Napjainkig 6sszesen 29 esetrél szamoltak be, amikor tlineteket mutatd betegek tulélték a
veszettséget, ezek egy része azonban nem meggy6zéen dokumentalt (Nadeem és Panda,
2020). Az esetek tObbségében intenziv terapias ellatas mellett is sulyos neuroldgiai

szovédmények maradtak vissza (1. tablazat). Prognosztikai szempontbdl kedvezd
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szempontok a fiatal kor, alapbetegségek hianya, denevér eredeti RABV térzs, mielébbi
hospitalizacié, valamilyen (akar késéi vagy hianyos) PEP, magas ellenanyagszint a vérben és
liquorban (Fooks és mtsai, 2017). A néhany ismert tuléld ellenére tovabbra is kijelenthetd, hogy

a klinikai veszettség szinte mindig végzetes, és hatékony terapias eljaras nem ismert.

1. tablazat: Klinikai tiinetekkel jaré veszettséget tulélt emberek (csak részletesen dokumentalt esetek)

Adatok forrasa: Fooks és mtsai, 2017; Mani és mtsai, 2019

Ev Orszag Kor, nem | Expozicié Vakc., RIG | Szévédm. | Megjegyzés

1970 | USA 6, F denevér PEP -

1972 | Argentina 45, N kutya PEP enyhe

1977 | USA 32, F laboratérium | PrEP sulyos aeroszol expozicio
1992 | Mexiko 9, F kutya PEP sulyos

2000 | India 6, N kutya PEP sulyos

2004 | USA 15, N denevér - enyhe eredeti Milwaukee prot.
2008 | Brazilia 15, F denevér PEP koézepes PCR +

2008 | Torokorszag | 17, F kutya PEP, ERIG | - késéi ERIG, PCR +
2010 | India 4, F kutya PEP, HRIG | sulyos antigén és PCR +
2011 | India 17, F kutya PEP, HRIG | sulyos késo6i PEP

2011 | USA 8, N macska - - csak IgM ellenanyag
2012 | Dél-Afrika 4, F kutya PEP sulyos

2014 | India 13, F kutya PEP sulyos antigén +

2014 | India 6, F kutya PEP, ERIG | sulyos hibas PEP protokoll
2017 | India 3,N kutya PEP kdzepes

2017 | India 5N kutya PEP, HRIG | sulyos

2017 | India 4, F kutya PEP, ERIG | sulyos

2017 | India 26, F kutya PEP koézepes

2017 | India 9, F kutya PEP, ERIG | enyhe késdi ERIG

3.6. A veszettség jelenlegi helyzete és jovobeli kilatasok

Annak ellenére, hogy mar tobb mint egy évszazada hatékony vakcinak allnak rendelkezésre
a veszettség ellen, a betegség koz- és allategészségugyi jelentésége napjainkban is
kiemelked6. Azokon a teruleteken a legproblémasabb a helyzet, ahol a kutyak terjesztette
urbanus ciklus endémias (7. abra): a szubszaharai Afrika régidban jelentik a human esetek
kb. 40%-at, mig Dél-, és Dél-Kelet-Azsidban kb. 60%-at. A legmagasabb esetszamokat
Indiaban regisztraljak, de Bangladesben, a Fuldp-szigeteken, Viethamban, Mianmarban,
Kinaban, tovabba a legtdbb afrikai orszagban sulyos a jarvanyhelyzet (Ahmad és mtsai, 2018).
Az érintett orszagokban — féleg a vidéki, falusias korzetekben — nem megoldott a
kutyapopulacio kontrollja és vakcinazasa. A nagyszamu kobor allat fenntartja a fert6zési ciklust

és harapas utjan rendszeresen at is adja a virust az embereknek (az esetek kb. 50%-aban
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gyermekeknek) (Fooks és mtsai, 2014). A veszélynek kitett terliletek lakossaga koérében a
fertbzésveszéllyel kapcsolatos tajékozottsag nem megfeleld, a jellemzben alacsony
szinvonall egészségugyi ellatérendszer pedig tovabbi problémat jelent. Nem minden esetben
all rendelkezésre megfeleld mennyiségi oltdbanyag, igy a veszélyeztetett lakossag preventiv
vakcinazasa nem megoldhatd; a védekezés a posztexpozicidés oltasokra épit. A sokszor
hianyos HRIG/ERIG ellatottsag is komoly kockazatokat hordoz. A veszettségtdl leginkabb

sujtott orszagokban a laboratoriumi diagnosztikai hattér is hianyos (Fooks és mtsai, 2017).

Urbénus veszettség ‘
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D kontroll alatt ! %
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7. abra: Urbanus veszettség elterjedtsége a Foldon. Forras: https://www.who-rabies-bulletin.org/

Azokon a teriileteken, ahol az urbanus veszettség nem fordul el (Eurépa, Eszak-
Amerika, Ausztralia), jéval kevesebb human esetre kell szamitani. Ezek forrasai egyrészt
denevérek (kildndsen az amerikai kontinensen) vagy a szilvatikus ciklus rezervoarjai (roka,
aranysakal, mosémedve, borz stb.); masrészt importalt esetek (WHO, 2013). A fejlett
orszagokban a kutyak vakcinazasa széles kor(i, azonban a macskak atoltottsaga alacsonyabb,
és ez kockazatokat hordozhat: Magyarorszagon a legutolsé human esetekben macska volt a
fertézési forras (Munkacsy és Sedlak, 1996), és az USA-ban is a macskak tébb emberi

megbetegedést okoznak, mint a kutyak (Gerhold és Jessup, 2013).

A veszettség teljes eradikalasa kilatastalannak tlinik a szamos természetes rezervoar faj
és a denevérveszettség elterjedtsége miatt (Rupprecht és mtsai, 2017). Az emberi
megbetegedések 99 szazalékaért felelds urbanus veszettség megszintetése viszont
lehetséges. Kutatasok bizonyitjak, hogy endémias terlleteken a kutydk 70%-nak oltasa
elegendd a fert6zési lanc megszakadasahoz és igy a virus cirkulacioja legfeljebb 7 év alatt
megszinik (Wallace és mtsai, 2017). Ennek megfeleléen az OIE, a WHO és a FAO 2015-ben
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elfogadott globalis szint(i keretprogramja a kutya-kézvetitette human veszettség felszamolasat
tlzte ki célul 2030-ra (Abela-Ridder és mtsai, 2016). Az ambiciézus cél a megvaldsitasahoz a
jelenlegi forrasok tdbbszorosét kell biztositani a védekezésre, és széles nemzetkdzi
Osszefogasra van sziikség az érintett orszagok déntéshozoi, a tudomanyos kdzdsség és a
nemzetkodzi szervezetek kozoétt. Latin-Amerika teriletén az elmult évtizedben elért komoly
elérelépés bizonyitjia, hogy az urbanus veszettség megszintetheté a korabban

nagymertékben atfertézott régiokban is (Rupprecht és mtsai, 2017).

A veszettség elleni fellépés globalis megszervezése és 6sszehangolasa mellett a
tudomanyos kutatas terén is fontos feladatok adddnak: nagy sziikség van tovabbfejlesztett
vakcinakra, amelyek minél kevesebb (lehetbleg egy) adag beadasa mellett is megbizhato
védettséget adnak. A poliklonalis HRIG/ERIG lecserélése monoklonalis ellenanyagokra a PEP
terlletén szintén sok elénnyel jarna: ezek gyartdsa olcsébb, hatasuk egységesebb, és
tobbféleképpen mddosithatok a nagyobb hatékonysag érdekében — példaul fokozhaté az
atjutasuk a vér-agy gaton (Both és mtsai, 2013; Mlller és mtsai, 2009b; Terryn és mtsai, 2014).
A neuroldgiai tlnetekkel jard veszettség esetén hasznalhaté hatdanyagok, kezelési
modszerek kifejlesztése és optimalizalasa ugyancsak a kozeljovd feladata; az értekezés

alapjat képezd kutatomunka ehhez prébal hozzajarulni.
3.7. l-es tipusu interferonok

Az interferonok a citokinek koézé tartozd fehérjék, amelyek a virusok elleni nem-specifikus
immunitas kulcsfontossagu elemei. Harom csoportjuk koézul az I-es tipusba tartozok kézos
jellemzéje, hogy a sejtfelszini IFN-a/-B-receptorhoz (IFNAR) kétédnek. Az antiviralis hatasu
IFN-a és - mellett tovabbi tagokat is ide sorolnak (IFN-¢, -k, -w), amelyek a terhesség anyai
felismerésében jatszanak szerepet (Randall és Goodbourn, 2008). A ll-es tipusba az IFN-y
tartozik, amelyet immun-interferonnak is neveznek. Az IFN-y aktivalt NK és T sejtekben
termelédik citokinhatasra; az INFGR receptorhoz kapcsolddik, és az adaptiv immunvalasz
folyamatait szabalyozza. A lll-as tipusu IFN-ok az IFN-A(1-4) molekulak, amelyeket a 2000-es
évek elején fedeztek fel, az ILLOR2-IFNLR1 receptorkomplexhez kapcsoldédnak, és az IFN-a/-

B-hoz hasonldan virusellenes hatasuak (Uzé és Monneron, 2007).

Az l-es tipusu IFN-ok termel&dését patogén mintazatok (pl. viralis RNS) sejtfelszini vagy
citoplazmikus receptorok (TLR-o0k, RIG-I-tipusu receptorok) altali felismerése inditja el.
Osszetett jelatviteli ut vezet az IFN-a és -B szintéziséhez, amely soran a mitokondrialis IPS-1
(IFN-B promoter stimulator-1) foszforilalia az NF-kB-t és az IRF-3-at (type-l interferon
regulatory factor 3), amitél azok a sejtmagba kerlinek at (4. abra, Id. 3.3.). A kibocsajtott I-es
tipusu IFN-ok a kérnyezd sejtek IFNAR receptoraihoz kapcsolédnak, majd szintén tobb

lépéses kaszkadfolyamat utan a sejtmagban IFN-stimulalt gének atirasat valtjak ki (Schnell és
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mtsai, 2010). Az igy termel6dott fehérjék sokféle virusellenes folyamatot indithatnak el
(citokinek termelése, a virusreplikacid egyes szakaszainak gatlasa, autofagia serkentése,
apoptézis kivaltasa). A RABV — féként P fehérjéje révén — tobb ponton is gatolja az I-es tipusu

IFN-ok termelédését és hatasait (Id. 3.3.).

Az IFN-a-t napjainkban féként a hepatitis-B és -C okozta krénikus majgyulladasok
kezelésében hasznaljdk, gyakran ribavirinnel vagy egyéb antiviralis hatdanyagokkal
kombinalva (Woo és mtsai, 2017; Palumbo, 2011). Az IFN-B-t a sclerosis multiplex
terapigjaban veszik igénybe (Paolicelli és mtsai, 2009). Az exogén l-es tipusu IFN-ok
veszettség elleni hatasat is kimutattak in vitro (Chopy és mtsai, 2011a; Niu és mtsai, 2013) és
in vivo (Mehta és mtsai, 2015), azonban hasznalatuk a gyakorlatban, human betegekben nem
volt sikeres (Appolinario és Jackson, 2015). Egy tanulmanyban azt is bizonyitottak, hogy egyes
IFN-stimulalt fehérjék is gatoljak a RABV replikacidjat sejttenyészetben (Leroy és mtsai, 2006).

3.8. Ribavirin

A ribavirin egy 1972-ben kifejlesztett guanozin-analdg virusellenes gyégyszer, ami az RNS
virusok replikaciéjat gatolja a szintetizalédd viralis RNS lancba valdé beépulés utjan.
Karboxamid csoportjanak rotaciotél fuggéen a guanozin vagy az adenozin helyét is
elfoglalhatja, és ilyenkor egyforman jol kapcsolédik az uridinhez és citidinhez, igy
széls6ségesen megnoveli a mutacios ratat a nukleinsav-replikacid soran. A letalis
mutagenezisnek” is nevezett folyamat kdvetkezménye hibas genomu, mikddésképtelen
utédvirionok képzédése (Crotty és mtsai, 2002). Tovabbi hatasait is kimutattak: a Thl-tipusu
immunvalaszt segiti el6 a Th2 ellenében és ezzel befolyasolja az immunvalaszt, valamint
csokkenti az intracellularis GTP (guanozin-trifosztat) szintet az IMPDH (inozin-monofoszfat
dehidrogenaz) enzim gatlasa altal (Te és mtsai, 2007). Ez utdbbi folyamat, amely a
virusszaporodas transzkripciés és a replikaciés szakaszat is gatolja, visszafordithatd a

guanozin exogén pétlasaval (Anindita és mtsai, 2018).

A ribavirint eredetileg gyermekek HRSV (human respiratory syncytial virus) fert6zéseinek
kezelésére szabadalmaztattak, de manapsag a f6 felhasznalasi teriilete a krénikus hepatitis
C-fert6zés terapidja, pegilalt IFN-a-val kombinacidban (Te és mtsai, 2007). Fontos szerepe
van ezen kivll egyes vérzéses lazat okozo virusfertbézések kezelésében, mint a Lassa-laz,

vagy a Krimi-Kongéi haemorrhagias laz (Bausch és mtsai, 2010; Ascioglu és mtsai, 2011).

A ribavirint emberi veszettség esetekben tdbbszor hasznaltdk mar (tdbbek kdzott az
eredeti Milwaukee-protokoll részeként is — Id. 3.5.), de sikertelenll (Appolinario és Jackson,
2015). A RABV replikaciojat gatolta sejttenyészetben, ugyanakkor kisérleti egerekben —

posztexpozicios adagolas esetén — nem fokozta a tulélést (Appolinario és mtsai, 2013).
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3.9. Favipiravir

A favipiravir, vagy mas néven T-705 viszonylag Uj fejlesztésli, RNS-virusok elleni hatéanyag,
amit a japan Toyoma Chemical csoport allitott el6. Japanban 2014-ben Avigan néven
torzskonyvezték influenza kezeléseére, 2019 6ta pedig egy kinai cég is megkapta a licenszet a
gyégyszer forgalmazasara. A favipiravir egy el6anyag, amelybdl a sejtekben a HGPRT
(hipoxantin-guanin foszforibozil-transzferaz) enzim foszforibozilacioval allitia el6 az aktiv
hatéanyagot, favipiravir-ribofuranozil-5'-trifoszfatot (Naesens és mtsai, 2013). Tobbféle
hatasmechanizmusat is kimutattak: elsésorban az RNS virusok polimeraz enzimének szelektiv
gatlészere (Furuta és mtsai, 2013), masrészt a ribavirinhez hasonléan az RNS-be purin

analogkeént beépulve letalis mutagenezist idéz el6 (Baranovich és mtsai, 2013).

Az influenza elleni hatdsa mellett RNS virusok széles koérének replikaciojat gatolja:
igazoltak a hatasat ebolavirus (Oestereich és mtsai, 2014a), arena- és bunyavirusok okozta
vérzéses lazak (Mendenhall és mtsai, 2011; Oestereich és mtsai, 2014b és 2016) és Zika-
virus (Mumtaz és mtsai, 2016) ellen is, habar a terapias hatas sok esetben korlatozott mértéki
volt. 2020 marciusatél komoly nemzetkozi érdekl6dés OGvezi a favipiravirt: tobb beszamolé
szerint eredményesen hasznaltdk a SARS-CoV-2 virus okozta COVID-19 betegség
kezelésében, szamottevd mellékhatasok nélkal (Cai és mtsai, 2020). Nagy létszamu
(randomizalt, placebo-kontrollalt, kettés-vak) klinikai vizsgalatokra azonban eddig nem kerlt

sor, igy a hatékonysaga erre az indikaciora még nem kelléen bizonyitott.

Veszettség elleni anitvirdlis hatasat is vizsgaltak: RABV-vel fert6zott sejttenyészetekben
igéretesnek bizonyult, de egérmodellben vizsgalva az eredmények ellentmondasosak voltak
(Yamada és mtsai, 2016; Banyard és mtsai, 2019). Human veszettségben is kisérleteztek mar
a hasznalataval, médositott Milwaukee-protokollt kdvetve. A késén megkezdett kezelés nem

tudta megel6zni a beteg halalat (Murphy és mtsai, 2019).
3.10. Sorafenib

A sorafenib multikinaz gatlé hatéanyag, amelyet daganatellenes gyogyszerként (Nexavar
néven) elérehaladott és egyéb terapiara rezisztens maj-, vese- és pajzsmirigy tumorok
kezelésére hasznalnak (Pitoia és Jerkovich, 2016). A sorafenib a mitogén-aktivalt protein kinaz
(MAPK) kaszkadok tobb kilonb6zé utjat gatolja, féként a Raf/MEK/ERK jelatvitelt. Ez a
kaszkadfolyamat kdzponti szerepet jatszik a sejtproliferacio és -differenciacio, sejthalal és
citokintermelés szabdlyozasaban (Liu és mtsai, 2006). A sorafenib rakellenes hatasaban
szerepet jatszik, hogy a Raf kinazok mellett az angiogenezist el6segit6 VEGFR-t (vascular
endothelial growth factor receptor) és PDGFR-t (platelet-derived growth factor receptor) is

gatolja (Wilhelm és mtsai, 2008).

26



Tobb vizsgalat is kimutatta, hogy a sorafenibnek virusellenes hatasa is van: gatolja a
hepatitis C virus (Himmelsbach és mtsai, 2009; Descamps és mtsai, 2015), a human
cytomegalovirus (Michaelis és mtsai, 2011) és a human enterovirus 71 (Gao és mtsai, 2014)
replikaciéjat. A Raf/MEK/ERK iranyitotta jelatvitel szamos egyéb RNS virus transzkripciés és
replikaciés folyamataiban is fontos szabalyozé feladatot lat el, igy gatlasa a RABV
szaporodasara is kozvetlen hatassal lehet (Pleschka, 2008). A veszettség okozta
agyvelbégyulladas korfejlédésének molekularis szintli folyamataiban a Raf/MEK/ERK MAPK
kaszkadok fontos szerepet jatszanak, gyulladaskeltd hatasuak, a p38 MAP kinazok
jelentésége viszont csekély (Nakamichi és mtsai, 2004 és 2005). Egy szelektiv MEK1/2
MAPK-gatlé, az U0126 javitotta a tulélést RABV-fert6zott egerekben, mikézben az agyi
virusterjedés is kisebb szintl volt, mint a kezeletlen allatokban. A fokozott tulélés mellett a
kezelés jelentdsen csokkentette a pro-inflammatorikus nitrogén-oxid és TNF-a szinteket

(Manjunatha és mtsai, 2017).
3.11. Infliximab

A TNF-a a gyulladaskeltd citokinek kozé tartozik. Kulonféle biologiai, kémiai és fizikai
stimulusok (viralis és bakterialis patogének, citokinek, ischaemia, trauma) hatasara termel6dik
fehérvérsejtekben. Tulzott szintézise immunmedialt kéros allapotok kialakulasahoz vezet
(Choi és mtsai, 2008). Az infliximab a TNF-a szelektiv gatlészere; egy kiméra (emberi/egér
eredet(i) monoklondlis antitest, amely a citokint megkéti és semlegesiti. Tébb autoimmun
betegség kezelése éplil ra, mint példaul a Crohn betegség, rheumatoid arthritis, psoriasis vagy
az atopias dermatitis (Siddiqui és Scott, 2005; Rigopoulos és mtsai, 2008). A TNF-a gatlasa

autoimmun agyi korképekben neuroprotektiv hatdsunak bizonyult (Brambilla és mtsai, 2011).

A RABYV agyi szaporodasa soran a TNF-a és egyéb pro-inflammatorikus mediatorok —
példaul az IL-1B vagy a nitrogén-oxidok termelédéséért felelés iINOS (indukalhatd nitrogén-
monoxid szintdaz) — felhalmozédasa hozzajarulhat az idegszévet karosodasahoz, ezzel
gyorsitva a betegség progresszidjat és csdkkentve a tulélés esélyét (Solanki és mtsai, 2009;
Liao és mtsai, 2012; Ubol és mtsai, 2001). A TNF-a alacsonyabb szintli termel6dése

Osszefliggésbe hozhaté a fokozott tuléléssel veszettség esetén (Mehta és mtsai, 2015).
3.12. Caspase-1 gatlé (Ac-YVAD-cmk)

A sejtekben az intracellularis veszélyjelzések (példaul virusfertézés) hatasara szabalyos,
korkoros szerkezetii proteinstrukturak, inflammoszémak alakulnak ki, amelyek a velesziletett
immunrendszer gyulladasos folyamatait elinditjgk. Az inflammoszéma felépullésének
hagyomanyos, ,kanonikus” utjat a caspase-1 (CASP-1) enzim iranyitja (Broz és Dixit, 2016).
A CASP-1 alaphelyzetben inaktiv zimogén formaban talalhaté meg a citoplazmaban, azonban

az inflammoszémaba beépllve autoproteolizis révén két alegységre (p20 és p10) valik szét.
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A p20 és p10 alkotta heterodimer az enzim aktiv formaja: elhasitja egyes gyulladasos citokinek
(IL-1B és IL-18) és mediatorok (Gasdermin D) prekurzorait, aktivalva azokat (Jorgensen és
Miao, 2015). A Gasdermin D a programozott sejthalal egy specialis gyulladasos formajat, a
piroptozist valtja ki: a sejtmembranon pérusokat képez, ezaltal a sejt fokozatosan felduzzad
és szétesik. A sejthalal kovetkeztében az inflammoszémaban nagy mennyiségben képzddott
citokinek kiszabadulnak, ami a kornyez6 sejtekben gyulladasos kaszkadot indit be és

immunsejteket vonz a tertletre (Liu és mtsai, 2016).

A piroptozis a CASP-1 szeletiv inhibitoraival gatolhatd, ezek kdzll az egyik legismertebb
az Ac-YVAD-cmk (acetil-Tyr-Val-Ala-Asp-klorometilketon) nevi peptid. A hatdanyag
egérmodellben neuroprotektivnek bizonyult agyi ischaemia és intracerebralis vérzések esetén
— els6sorban a gyulladaskeltd IL-13 és a TNF-a citokinek szintjének csokkentése révén
(Rabufetti és mtsai, 2000; Wu és mtsai, 2010).

A piroptdzis az intracellularis patogének elleni nem-specifikus védekezés fontos eleme,
igy nem meglepd, hogy RABV fertézés soran is fontos szerepe van. A kutatasi eredmények
ellentmondasosak: egy beszamolo szerint a folyamat segit kontrollalni a virus szaporodasat
(Kip és mtsai, 2017), mas kutaték azonban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
veszettségnél a piroptdzis az idegsejtek karosodasat és funkcidézavarat okozza a KIR-ben, ami

fokozza a virus kartételét (Koraka és mtsai, 2018).
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4. Anyag és modszer

4.1. Vizsgalatok laboratériumi hattere

A veszettség virusa halalos emberi megbetegedést okozd, zoonotikus agens, igy a virussal
torténé munkavégzés koérilményei szigoruan szabalyozottak. Az Eurdpai Unidban a munkajuk
soran biolégiai anyagokkal kapcsolatos kockazatoknak kitett munkavallalok védelmérdl sz6lo
2000/54/EK iranyelv fogalmazza meg az egyes, emberre potencidlisan veszélyes
mikroorganizmusokra vonatozéan, hogy milyen biztonsagi szintli (Biosafety Level — BSL)
laboratoriumban vizsgalhatok. A RABV és a tobbi lyssavirus faj esetében BSL-3 biztonsagi

szint szlkséges minden olyan munkafolyamathoz, amelynek soran €16 virus van/lehet jelen.

Ennek megfelelben kisérleteink jelentés részét a Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudomanyi Kutatokdzpont Allatorvos-tudomanyi Intézetének (MTA AOTI) BSL-3
laboratériumaban végeztik, amelyet a Dr. Gyuranecz Miklos altal vezetett, a kutatasban
szintén részt vevd Zoonotikus Bakterioldégia és Mycoplasmatolégia témacsoport Uzemeltet.
Ebben a laboratériumban egy BSL-3 szint(i allathaz is megtalalhatd, ami az in vivo kisérleti
szakaszban a kisérleti allatok elhelyezésére szolgalt. Az allatkisérletek egy része csehorszagi
kutatasi partneriink, a Brnoban miikddé Allatorvosi Kutatéintézet Virologiai Osztalyanak BSL-
3 laboratériumaban és allathazaban zajlott. A kisérleteket végz6 személyek pre-expozicids

vakcinazasban részesliltek és védettséget biztosito ellenanyagszintjik volt (>1 1U/ml).

Azokat a munkafolyamatokat, amelyeknél az €l6 veszettségvirus jelenléte kizarhaté volt,
a Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszék virolégiai laboratériumaban végeztik. Ezek a
kovetkez6k voltak: a sejttenyészetek el6készitése, a nukleinsav kivonast kdvetéen a polimeraz
lancreakcids vizsgalatok, valamint a fert6zott sejttenyészeteket érintd kisérletekben a
virusokat inaktivalé 80%-os acetonnal végzett fixalas utani lépések. Az immunhisztokémiai
(IHK) vizsgalatok a mintak formalinos fixalasat kdvetéen a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi

Hivatal Allategészségligyi Diagnosztikai Intézetében (NEBIH-ADI) térténtek.

4.2. Sejtkulturak és sejttenyésztés

A kisérletekhez egér neuroblastoma (N2a) és hércsdg vese (BHK-21 [C-13]) sejtvonalakat
hasznaltunk. Mindkét sejtvonal alkalmas a RABV és tdbb rokon lyssavirus (pl. EBLV-1/-2)
izoldlasara. A Nemzetkozi Allatjarvanyligyi Hivatal szérazfoldi éllatokra vonatkozo
diagnosztikai kézikdnyve (OIE Terrestrial Manual, 2018) a virusizolalashoz az N2a, mig a

fluoreszcens virusneutralizacios prébahoz (FAVN) a BHK-21 alkalmazasat javasolja.

A két sejtvonalat a rotterdami Erasmus Medical Center Viroscience laboratériumatol

kaptuk meg. A sejteket krioprotektiv fagyasztokézegben (Lonza, Walkersville, USA)
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lefagyasztva, -80°C-on taroltuk, majd 75 cm? felliletl steril tenyésztéedényben tenyésztettiik
37°C-on, 5% széndioxid-koncentracié mellett. A sejtek tapfolyadéka Dulbecco altal médositott
Eagle médium (DMEM) volt, 4,5 g/l glikoéztartalommal és ultraglutaminnal (Lonza), amelyet
N2a esetében 10%, mig BHK-21-nél 5% fotalis borjusavéval (FBS, Biowest, Nuaillg,
Franciaorszag) és antibiotikum-antimikotikum oldattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

egészitettlink ki.
4.3. Virustorzsek

Vizsgalatainkhoz két kulonb6z6, erésen virulens RABV térzset hasznaltunk. Az in vitro
kisérletekhez a CVS-11 (Challange Virus Standard) fixalt laboratériumi térzset valasztottuk,
amelyet az Egyesllt Kiralysagban, Weybridge-ben mikodd Animal and Plant Health Agency
biztositotta szamunkra. A virust N2a sejteken szaporitottuk el, és 10° TCIDso/ml (tissue culture

infectious dose 50/ml) infektiv titerre beallitva taroltuk -80°C-on.

Az allatkisérletekhez a Silver-haired bat Rabies Virus-18 (SHBRV-18) virustorzset
hasznaltuk, amely denevér-eredetli, vad-tipusi RABV. A tdrzset a veszettség egyik fontos
észak-amerikai rezervoarjabdl, az 6szes denevérbdl (Lasionycteris noctivagans) izolaltak
(Messenger és mtsai, 2002), és 1990 6ta szamos emberi halalesetért volt felelés (Morimoto
és mtsai, 1996). A virust Dr. Bernhard Dietzschold biztositotta a Thomas Jefferson Egyetemrdl
(Philadelphia, USA), és N2a sejtvonalon elszaporitva két kilénbdzé titerl virusszuszpenziot
készitettlink bel6le: az egyik 10%2, a masik 1058 TCIDso/ml koncentracioju volt. Kutatasi
partnereink altal azonos allatmodellel és virustorzzsel elvégzett el6kisérletek alapjan elébbi az

altalunk hasznalt egerekben LDso (lethal dose 50), mig az utdbbi LD1go virusddzisnak felel meg.
4.4. Hatéanyagok

Az antiviralis hatbanyagok kéziil az egér IFN-a-t és -B-t a Merck-t6l (Darmstadt, Németorszag),
a ribavirint (Virazole) az ICN Pharmaceuticals-tél (Costa Mesa, USA), a favipiravirt (T-705)
pedig a BOC Science-t8l (New York, USA) vasaroltuk. A gyulladascsdkkentd, immunmodulans
szerek kdzll a multikinaz-gatld sorafenibet (sorafenib-tosylate-ot tartalmazé Nexavar 200 mg
tablettak formajaban) a Bayer Pharma AG-t6l (Berlin, Németorszag), a TNF-a-gatlé
infliximabot (Remicade) a belgiumi Leuven egyetemi kérhazanak gyogyszertaratol (gyarto:
Janssen Biotech, Horsham, USA), a CASP-1 gatlo Ac-YVAD-cmk-t pedig az Invivogen-tél
(San Diego, USA) szereztik be. Az egérkisérletekben hasznalt veszettség elleni poliklonalis
ellenanyagokat tartalmazé hiperimmun savét (HRIG — WHO 2nd International Standard for
anti-rabies immunoglobulin, human) a NIBSC-t6l (London, UK), mig a vér-agy gat

megnyitoként hasznalt mannitot a Sigma-Aldrich-tél vasaroltuk.
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45. Invitro kisérleti szakasz

45.1. A kisérleti hatéanyagok citotoxicitasanak vizsgalata

A kisérletbe bevont antiviralis hatéanyagokat négy kilénb6z6 koncentraciéban adtuk
hozza a sejttenyészetekhez. A legmagasabb, az N2a sejteket még nem karosito (citotoxicitas
<5%) koncentraci®6 meghatarozasa érdekében egy elbzetes citotoxicitas-vizsgalatot
végeztink, amihez egy kereskedelmi forgalomban elérhet§ kitet hasznaltunk, a gyartd
utasitasai szerint (Cytotoxicity Detection Kit Plus, Roche, Basel, Svajc). A kit az extracellularis
laktat-dehidrogenaz-aktivitdst méri fotometrias modszerrel, ami aranyos a sejtkarosodas
mértékével. A tesztanyagok citotoxicitdsanak vizsgalata el6tt meg kellett hatarozni az optimalis
sejtszamot, amely mellett az intakt (negativ kontroll) és a 100%-ban lizalt (pozitiv kontroll)
sejtek esetében kapott abszorbancia-értékek kdzotti kuldnbség a legmagasabb. Ezt kdvetéen
a tesztanyagokbdl higitasi sort készitettiink, és hozzaadtuk a sejtekhez, majd 24 o6ras
inkubaciot kovetéen meghataroztuk a kulonbdzé higitasok altal okozott citotoxicitast. A
sejtkarosodas mértékét az abszorbancia értékekbdl (Asgznm — Assonm) a kovetkezbképpen

szamitottuk:
CitOtOXiCitéS(%) = [(Aminta - Anegativ kontroll)/(Apozitiv kontroll — Anegativ kontroll)]*lo0

4.5.2. Posztinfekcids antiviralis vizsgalatok

Konfluens N2a sejttenyészeteket kétszeri PBS-sel (phosphate-buffered saline) torténé
mosast kovetben tripszin-EDTA (etilén-diamin tetraecetsav) oldattal leemésztettik a
tenyésztéedény falarol, majd a sejtszuszpenzid sirliségét hemocitométerrel 4x10° sejt/ml-re
allitottuk be. Specialis polimer-bevonattal ellatott 96 mintahelyes mikrotiter lemezek (Greiner
Bio-One, Kremsmdinster, Ausztria) minden mélyedésébe 100 pl sejtszuszpenziot pipettaztunk.
24 ¢ra elteltével a tapfolyadékot 5000 TCIDsg CVS-11 virust tartalmazd, 50 ul FBS nélkili
DMEM-re cseréltiik, ezaltal a sejttenyészeteket kb. 0,1 MOI-nak (multiplicity of infection)
megfeleld virusdodzissal fertéztiik. Az adszorpcid egy oraig tartott, 37°C-on és 5% CO,-szint
mellett. Ezt kdvetdéen a virustartalmu feltluszot eltavolitottuk, és hozzaadtuk a sejtekhez a
vizsgalt hatdanyagokat az aktualis lemezkiosztdsnak megfeleléen. A tesztanyagokbdl a
legmagasabb nem citotoxikus koncentracion kivil (Id. 4.5.1.) 10-es alapu higitassal még 3
alacsonyabb koncentraciét készitettiink, 2% FBS-tartalmu DMEM tapfolyadékban higitva. A
hatéanyagok kiilénb6zb kombinacioéit vizsgald kisérletekben hasznalt higitasokat az 6nalléan
alkalmazott szerekre vonatkozé kisérletek eredményei alapjan valasztottuk ki. A felhasznalt
higitasok a 2-3. tablazatokban lathatok.
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2. tablazat: A tesztanyagok higitasai a posztinfekcios antiviralis vizsgalatokban.

Hatéanyag Torzsoldat Vizsgalt koncentraciok

IFN-a 1000 IU/ml* (PBS-ben) 10 IU/ml 1 1U/mi 0,1 IU/mi 0,01 1U/ml
IFN-B 1000 IU/ml (PBS-ben) 10 IlU/ml | 11U/mI 0,1 IU/mi 0,01 1U/ml
Ribavirin 10 mg/mL (DMSO**-ban) | 10 ug/ml | 1 pg/ml 0,1 ug/ml 0,01 pg/ml
Favipiravir 10 mg/mL (DMSO-ban) 10 pg/ml | 1 pg/ml 0,1 ug/ml 0,01 pg/ml
Sorafenib 50 mM (DMSO-ban) 50 uM 5 uM 0,5 uM 0,05 uM

* |U: nemzetkdzi egység (international unit); **DMSO: dimetil-szulfoxid

3. tablazat: A tesztanyagok kombinaciéi a posztinfekcids antiviralis vizsgalatokban.

Kombinacié Vizsgalt koncentraciok

IFN-B 1 1U/ml 1 1U/ml 0,1 1U/ml 0,1 IU/ml
sorafenib 5 uM 0,5 uM 5 uM 0,5 uM
IFN-B 1 1U/ml 1 1U/ml 0,1 1U/ml 0,1 IU/ml
ribavirin 10 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
IFN-B 11U/ml 11U/ml 0,1 1U/ml 0,1 IU/ml
favipiravir 10 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
ribavirin 10 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/mi 1 pg/ml
favipiravir 10 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
sorafenib 5uM 5uM 0,5 um 0,5 uM
ribavirin 10 pg/mi 1 pg/ml 10 pg/mi 1 pg/ml
sorafenib 5 uM 5 uM 0,5 uM 0,5 uM
favipiravir 10 pg/mi 1 pg/ml 10 pg/mi 1 pg/ml

48 6ras inkubacié utan a sejttenyészetek fellluszoit 6sszegydijtottik, és -80°C-on taroltuk
a tovabbi vizsgalatokig (virustitralas fluoreszcens fokusz médszerrel — 4.5.3., és reverz
transzkripcios real-time polimeraz lancreakcio [QRT-PCR] — 4.5.4.). A lemezeken a sejteket
80%-0s acetonnal 20 percig fixaltuk, majd kiszaritas utdn minden mélyedésbe 50 pl FITC-el
(fluoreszcein izotiocianat) konjugalt, a RABV nukleoproteinje ellen termelt monoklonalis
ellenanyagot mértiunk (Fujirebio Diagnostics, Malvern, USA). 30 perc 37°C-on, sttétben
végzett inkubacié utan a konjugatumot eltavolitottuk, a sejteket kétszer megmostuk PBS-sel,
majd a lemezeket inverz fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss AxioVert 200M,
Oberkochen, Németorszag). A virusfert6zott sejtek élénkzoéld fluoreszcenciat mutattak (10.
abra, Id. 5.1.2.). Meghataroztuk a fluoreszcens sejtek aranyat az egyes mélyedésekben

(szemikvantitativ becslés két fliggetlen biralé megdfigyeléseinek atlaga alapjan).
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4.5.3. Fluoreszcens fokusz modszer

Az in vitro vizsgalatoknal az egyes kezelt és kontroll sejttenyészetekben a virusreplikacié
mértékét a felUluszok virustitralasaval allapitottuk meg. A titralast a fluoreszcens fékusz
modszerrel (FFA) végeztik: az antiviralis lemezekrdl eltavolitott fellluszékat (Id. 4.5.2.) 10-es
alapon higitva N2a sejttenyészetekre oltottuk 4 ismétlésben, 96 mintahelyes mikrotiter
lemezen. A lemezeket a 4.5.2. pontban leirtaknak megfeleléen készitettik el, és 24 o6ra
elteltével mértik ra a mintakat. Egy ora adszorpcié utan a virustartalmu fellluszot friss
tapfolyadékra cseréltik, és tovabbi 48 o6ran at inkubaltuk. Ezt kévetben a lemezeket a
korabban leirtak szerint fixaltuk és festetttk meg a fluoreszcensen jeldlt ellenanyagokkal
(4.5.2)). A kiértékelésnél az infektiv titert a Spearman-Karber modszerrel hataroztuk meg

(Spearman, 1908; Karber, 1931), és TCIDso/ml egységekben adtuk meg.

A hatéanyagokkal vagy azok kombinacioival kezelt sejttenyészetek eredményeit a
kezeletlen viruskontrollhoz hasonlitottuk, hogy hany nagysagrend (logio) eltérés van a kontroll
és kezelt sejttenyészeteknél mért infektiv titer kozott. Mivel az 6nallo tesztanyagok és a
kombinaciok vizsgalata kulon kisérletben tortént, és a két esetben a viruskontroll titere némileg
eltéré volt, az 0sszehasonlithatésag érdekében a (logaritmikus) antiviralis hatast ,relativ

gatldhatas %”-ban is kifejeztik. Ennek szamitdsa a kdvetkezd képlet szerint tortént:
Relativ gatlohatas = 100 — [Lg(kezelt)/Lg(kontroll)]*100

4.5.4. Reverz transzkripcios real-time PCR (QRT-PCR) vizsgalatok (TagMan)

Az antivirdlis vizsgalatok soran a sejttenyészetek fellluszéinak virustartaimat a
fert6zdképes virionok mennyiségét kimutaté FFA moddszer (4.5.3.) mellett gqRT-PCR-rel is
vizsgaltuk, ami a RABV-specifikus RNS képiaszam meghatarozasara alkalmas. A mintakbdl
az RNS-t kromatografias médszerrel vontuk ki, a QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Németorszag) hasznalataval, a gyarto utasitasai szerint.

Az egylépéses reakciot a Qiagen One-Step RT-PCR Kit-tel végeztik el, egy Applied
Biosystems StepOne Plus (Thermo Scientific, Wilmington, USA) készlléket hasznalva. Az
egylépéses qRT-PCR soran a reverz transzkripcido és a cDNS amplifikaciéja egy csdben,
egymas utan zajlik le, mivel a reakcidelegy reverz transzkriptaz és héalld polimeraz enzimet is
tartalmaz. A primereket és a TagMan rendszer( real-time meghatarozashoz szikséges
fluoreszcens prébat Wakeley és mtsai (2005) tanulmanyabdl adaptaltuk. A reakciéelegy
Osszetétele, a reakcio hé- és id6profilja, valamint a primerek és a préba szekvenciaja a 4., 5.

és 6. tablazatokban lathatd. Minden reakciot két ismétlésben végeztiink el.
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4. tablazat: A gRT-PCR reakciéelegy

komponensei. 5. tablazat: A gRT-PCR protokoll.
Mennyiség
Reagens () Lépés °C | Idétartam
1 reakciéhoz
Nukleaz-mentes H20 12,15 Reverz
1-step RT-PCR puffer (5x) 5 transzkripcis | 20 | SO Perc
MgCl2 (25mM) 1,25 Aktivacio 95 15 perc
dNTP (10mM) 1 Denaturacio 95 20 mp
Forward primer (10 uM) 1 Annealing 55 30 mp . 4.Ox
- ismételve
Reverse primer (10 M) 1 Extenzio 72 30 mp
Préba (10 uM) 0,5
RNAse inhibitor 0,1
RT-PCR enzim mix 1
Templat RNS 2

6. tablazat: A qRT-PCR vizsgalatokhoz hasznalt primer és proba szekvenciak.

Primer/Préba Hossz Olvadaspont (°C) | Pozicié* Szekvencia** (5’ — 3’)
Forward Jw12 19 49 55-73 ATGTAACACCYCTACAATG
Reverse N165-146 20 53 165-146 | GCAGGGTAYTTRTACTCATA

ACAAGATTGTATTCAAAGTCA
~ *kk -
Proba LysGT1 29 62 81-109 ATAATCAG

* A Pasteur virustdrzs genomja alapjan (GenBank hozzaférési szam: M13215; Tordo és mtsai, 1988)
** Y. pirimidin bazis (timin vagy citozin); R: purin bazis (adenin vagy guanin)
*** Proba jel6lés: 5'-6FAM 3'-TAMRA

A viralis RNS mennyiségét a kiiszobciklus (C;, treshold cycle) és egy 6 tagu standard sor
alapjan linearis regresszidval felvett kalibraciés gorbe segitségével szamitottuk ki. A standard
sor felvételéhez egy ismert titer CVS-11 virusszuszpenziobdl kivont RNS-bdl 10-es alapu
higitasi sort készitettink. Az FFA mddszerrel vald jobb 6sszehasonlithatosag érdekében az
eredményeket TCIDso-ekvivalensben adjuk meg; kiemelve, hogy a két kvantifikaciés eljaras

kdzti Iényeges kulonbségeket figyelembe kell venni az eredmények értékelésénél (Id. 6.1.).

4.5.5. Adatelemzés

Az antivirdlis tesztek eredeti lemezein megallapitott fluoreszcencia-szazalékos értékeket
és a fellluszékbdl az FFA teszt segitségével mért titer-eredményeket a kisérlet harom
ismétlésének (n=3) atlaga + SEM (az atlag standard hibgja) formaban kdzoljik. A gqRT-PCR
soran kapott C; értékekbdl a standard sor alapjan kiszamitott eredményeket a két parhuzamos
minta atlaga * SEM formaban adjuk meg. Az egyes Kkisérleti csoportok adatainak
O0sszehasonlitasahoz a Student-féle t-probat hasznaltuk; 5%-0s szignifikancia-szint mellett

(P<0,05). A statisztikai elemzéseket az R szoftvercsomag 3.1.2. verzidjaval végeztik.




4.6. Invivo kisérleti szakasz

4.6.1. Allatmodell; az éllatkisérletek koriilményei

Az in vivo kisérleteket egérmodellen végeztik. Hathetes ndstény, SPF (specified
pathogen free) statuszu C57BI/6 egereket rendeltink az Envigo Laboratories-tol (Casatenovo,
Olaszorszag). Ezt a beltenyésztett egértdrzset szamos korabbi kutatasban (Huang és mtsai,
2014; Sugiura és mtsai, 2011; Park és mtsai, 2006; Li és mtsai, 2012; Dorfmeier és mtsai,
2012) hasznaltak az emberi veszettség modellezésére. Az allatokat BSL-3 biztonsagi szint(
allathazban (Id. 4.1.), HEPA-szlr6s egyedi szellbztetéssel ellatott polikarbonat ragcsalotartd
dobozokban helyeztik el. Az egereknek az autoklavozhato gyari ragcsalotapot és az ivovizet
ad libitum jelleggel biztositottuk. A tartasi hémérsékletet 22°C-ra, a relativ paratartalmat
50%-ra allitottuk be; a megvilagitasi periédus 12 6éra volt. A kisérletek megkezdése elétt az

allatok szamara 1 hét akklimatizacioés idét biztositottunk.

Az egerek veszettség okozta sziksegtelen szenvedésének elkerulése érdekében a
kérlefolyas humanus végpontjat eléré allatoknal eutanaziara kerilt sor, amelyet izofluran
narkézisban torténd cervikalis diszlokacidval végeztink. A humanus végpontot a Healy és
mtsai (2013) altal leirt klinikai értékelérendszer alapjan hataroztuk meg (7. tablazat), a vad-

tipusu RABV-fert6zés 3-as klinikai stadiumaként (hatsoé testfél bénulasa és sulyos gorcsok).

7. tablazat: Klinikai pontozasos értékelérendszer kuldnb6zd lyssavirusokkal fertézott C57BI/6
egerekre (Healy és mtsai, 2013). Kisérleteinkben vad-tipusu RABV-t (SHBRV-18) hasznaltunk, a
humanus végpontot a 3. stadiumban hataroztuk meg.

Klinikai tiinetek
Klinikai Klinikai tiinetek Klinikai tiinetek Klinikai tiinetek
Labor-adaptalt
stadium vad-tipusi RABV EBLV-1 EBLV-2
RABV
0 Nincs tinet Nincs tinet Nincs tunet Nincs tlunet
Borzolt sz6rzet Izomrangas a lzomrangas a Izomrangas a
Pupositott hat beoltott [abban beoltott labban beoltott labban
Az inokulalt lab Borzolt sz6rzet Borzolt sz6rzet Borzolt sz6rzet
1 bénulasa Pupositott hat Puapositott hat Papositott hat
Az inokulalt lab Az inokulalt lab Az inokulalt lab
bénulasa bénulasa bénulasa
Megvaltozott Gorcsok Gorcsok Megvaltozott
2 viselkedés (lassu viselkedés (lassu
vagy korkoros vagy korkords
mozgasok) mozgasok)
Hatso testfél Hatso testfél Hatso testfél Hatso testfél
3 bénulas bénulas bénulas bénulas
Sulyos gorcsok Sulyos gorcsok
4 Progressziv Progressziv Progressziv Progressziv
bénulas bénulas bénulas bénulas
Levertség, Levertség, Levertség, Levertség,
5 elfekvd allapot. elfekvd allapot. elfekvd allapot. elfekvd allapot.
Elhullas Elhullas Elhullas Elhullas
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Az allatkisérletek soran minden eljaras a hatalyos magyar jogszabalyoknak és Eurdpai
Unios iranyelveknek megfeleléen tértént. A vizsgalatokat a Pest Megyei Kormanyhivatal
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi lgazgatésaga engedélyezte (allatkisérleti
engedély szama: PEI/001/77-2/2014). A Brno-i partnerintézményben végzett kisérletek a
Cseh Koztarsasag Foldmiivelésligyi Minisztériuma altal kiadott, MZe 1627 szamu engedély

birtokaban zajlottak.

4.6.2. Az allatok fertézése és kezelése; a kisérleti protokoll

Vizsgalataink soran harom kildnbdzé egérkisérletet végeztiink. Az egyes kisérletekben
kllénb6zb szamu vizsgalati csoportra volt szlkség; ennek megfeleléen az elsében 70, a
masodikban 96, a harmadikban pedig 39 egér vett részt. Az allatokat online randomizalé

szoftver  (https://www.random.org/sequences) segitségével véletlenszerlien soroltuk

klonb6zd kisérleti csoportokba. A virussal fert6zott és kezelt csoportokon kivil viruskontroll
(fert6zott, nem kezelt) és hatdéanyag-kontroll (nem fertézott, kezelt) csoportokat allitottunk fel.
Egyhetes akklimatizacié utan az egereket izofluran anesztézidban, SHBRV-18 virussal
fertéztlik. Az 50 ul virusszuszpenziot intramuszkularisan (im.), a bal hatsé lab témeges izmaiba
oltottuk. A hatéanyag-kontroll csoportok egereibe virus helyett PBS-t injektaltunk. Az elsé
kisérletben LDso, mig a masodik és harmadik kisérletben LD1go mennyiségl virussal fertéztuk
az Aallatokat. Kutatasi partnereink altal azonos allatmodellel és virustorzzsel elvégzett
elékisérletek alapjan ezek 102 TCIDso/ml (10%° TCIDso/egér), illetve 10%8 TCIDso/ml (10°%°
TCIDso/egér) virusdoézist jelentenek. Az oltdvirus titerét minden esetben ellenériztik a fertézés
napjan N2a sejteken végzett visszatitralassal, amit a 4.5.3. fejezetben részletezett FFA

modszerrel végeztink el, az eredményeket Spearman-Karber médszerrel meghatarozva.

Az elsb és masodik kisérletben a vizsgalt hatbanyag-kombinaciokkal torténé kezeléseket
harom eltérd idépontban kezdtik meg, ennek megfeleléen harom-harom hatdéanyag-kontroll,
valamint fert6zott-kezelt csoportot alakitottunk ki. A ,-4h” csoportokban az elsé kezelést pre-
expoziciosan, a fert6zést megel6z6en 4 éraval végeztik; a ,48h” csoportokban 2 nappal, mig
a ,96h” csoportokban 4 nappal a virus beadasat kdvetéen kezdtik a kezelést. A hatéanyagok
keverékét naponta egyszer, PBS-sel 1 ml-re kiegészitett végtérfogatban, intraperitonealisan
(ip.) adtuk be az egereknek; az elsé kisérletben 8, a masodikban és harmadikban 10 napon
keresztul. A harmadik egérkisérletben csak egyféle kezelési sémat hasznaltunk: minden kezelt
allatnak 96 oraval a fert6zés utan kezdtuk adagolni a szereket. A hatéanyagok kezelésekhez
hasznalt koncentracioit kutatasi partnereink eldkisérletei alapjan valasztottuk ki. Mindharom
kisérletben a viruskontroll csoportokhoz tartozé egerekbe hatdéanyagok helyett 1 ml PBS-t
injektaltunk. A csoportok beosztasa a kiloénbdzé kisérletekre vonatkoz6an az 8. tablazatban

lathato.
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8. tablazat: Kisérleti csoportok és a terapias hatéanyag-kombinaciok.

Elsé kisérlet (n=70)

Csoportok egerek létszamal/csoport

kezelés kezdete -4h* 48h PI 96h PI
csoport tipusa
Viruskontroll (fert6zott, nem kezelt) 13
Hatéanyag kontroll (nem fert6zott, kezelt) 6 6 6
Fert6zott-kezelt 13 13 13

Kombinacios kezelés

hatéanyag oldészer koncentracio (/fegér/nap)
TNF-a gatlé (infliximab) agua dest. pro injectione** 0,1 mg
CASP-1 gatlé (Ac-YVAD-cmk) | DMSO 0,2 mg
MAP kinaz gatlé (sorafenib) DMSO 0,6 mg

Masodik kisérlet (n=96)

Csoportok egerek létszamal/csoport

kezelés kezdete -4h* 48h PI 96h PI
csoport tipusa
Viruskontroll (fertézoétt, nem kezelt) 26
Hatéanyag kontroll (nem fert6zétt, kezelt) 6 6 6
Fert6zott-kezelt 13 13 13
HRIG kontroll*** 13

Kombinacios kezelés

hatéanyag oldészer

koncentrécioé (/egér/nap)

TNF-a gétlé (infliximab)

agua dest. pro injectione 0,1 mg

CASP-1 gétl6 (Ac-YVAD-cmk) | DMSO 0,2 mg
MAP kinaz gatlé (sorafenib) DMSO 0,6 mg
HRIG agua dest. pro injectione 0,8 1U

Harmadik kisérlet (n=39)

Csoportok

egerek létszamal/csoport

kezelés kezdete 96h PI
csoport tipusa
Viruskontroll (fertézoétt, nem kezelt) 13
Hatéanyag kontroll (nem fert6zétt, kezelt) 13
Fert6zott-kezelt 13

Kombinacios kezelés

hatéanyag oldészer koncentrécio (/egér/nap)
TNF-a gatlé (infliximab) injekciohoz valé viz 0,1 mg

MAP kinaz gatlé (sorafenib) (Cg‘;)mg&r)'cizié o d*;;rlo' 0,6 mg

HRIG injekciéhoz valé6 viz 0,8 1U

ribavirin PBS 3mg

favipiravir 2,9%-0s NaHCOs3 oldat? 6 mg

IFN-a, IFN-B PBS 6000 - 6000 U
mannit**** PBS 500 pl 25%-0s oldat

* fertézés el6tt; ** infliximabhoz mellékelt; *** HRIG monoterapiaval kezelt kontrollcsoport; **** a tébbi
hatéanyag beadésa utan 30 perccel; n: az egerek 6sszlétszama az adott kisérletben; PI: fert6zés utan

1 Liu és mtsai, 2006; Fendrich és mtsai, 2012; Sonntag és mtsai, 2014

2 Gowen és mtsai, 2013; Westover és mtsai, 2015




Az elsd kisérletben a kombinacios kezelés harom gyulladascsdkkentd, immunmodulans
hatéanyagot tartalmazott: MAP-kinaz gatloé (sorafenib), TNF-a-gatlé (infliximab), és CASP-1-
gatld (Ac-YVAD-cmk) szereket. A masodik kisérletben az elébbi kombinaciot veszettség elleni
human ellenanyagokat tartalmazé hiperimmun savoval (HRIG) egészitettik ki. A harmadik
kisérletben mindezeken felll az in vitro kisérleti szakaszban antiviralis hatast mutaté szereket
is hozzaadtuk a kombinacidhoz (egér-specifikus I-es tipusu interferonokat, ribavirint és
favipiravirt), tovabba a vér-agy gat ozmotikus elven térténé megnyitasa céljabol mannittal is
kezeltUk az egereket (8. tablazat). Az 500 ul 25%-0s mannitot a napi kezelések utan 30
perccel, ip. adtuk be az allatoknak (a viruskontroll csoportnak pedig ugyanigy 500 pl PBS-t
mannit helyett).

Az egerek testtdmegét a fertézés napjatdl kezdve minden nap megmeértik, klinikai
allapotukat pedig naponta kétszer ellendriztik (a kezelések el6tt reggel, és késd délutan). A
veszettség koérlefolyasa szempontjabdl megallapitott humanus végpontot (7. tablazat) elért
allatokat exterminaltuk (Id. 4.6.1.), majd mintakat vettlink bel6lik viroldgiai és korszdvettani-
immunhisztokémiai vizsgalatokra. A jobb agyféltekét és a nyaki gerinc terlletérdl egy 2-3
csigolyanak megfelel6 hosszusagu gerincvel6-szakaszt PBS-be helyeztink és
homogenizaltunk; a majat, a lépet, a szivet, a bal agyféltekét és egy 6-7 csigolyanyi szakaszt
a gerincveld thoracolumbaris szakaszabdl formalinnal fixaltunk. A kisérletek utolso, 28. napjan

minden tuléld egeret ledltink mintavétel és tovabbi vizsgalatok céljabdl.

4.6.3. Reverz transzkripcioés real-time PCR (QRT-PCR) vizsgalatok (SyBR Green)

A kisérleti egerek idegrendszeri mintaiban a RABV-specifikus RNS mennyiségét qRT-
PCR moddszerrel hataroztuk meg. A nukleinsav kivonasa az agy- és gerincvel6-
homogenizatumokbdl a 4.5.4. pontban leirtaknak megfeleléen tortént. A reakciot SyBR Green
rendszerben, a Verso 1-step RT-qPCR SYBR Green ROX Kit-el (Thermo Scientific) egy Rotor-
Gene Q 5plex HRM (Qiagen) készulékben végeztik el, olvadaspont-analizissel kiegészitve. A

PCR rendszer paraméterei a 9. és 10. tablazatokban lathatok.

9. tablazat: A gRT-PCR reakcidelegy

komponensei. 10. tablazat: A gRT-PCR protokoll.
Reagens Mennyis.é’g () Lépés °C | Idétartam
1 reakciéhoz
Nukleaz-mentes H20 2,7 Reverz |50 15 perc
2x RoxMix 75 transzkripcio
RT Enhancer 0175 Aktivacio 95 15 perc
Verso Enzim mix 0,15 Denaturacio | 94 15 mp 40
Forward primer (10 uM) 1,2 Annealing 55 30 mp ismételve
Reverse primer (10 yM) 1,2 Extenzié 72 30 mp
Templat RNS 1,5 Olvadaspont- | 50- | 4 mp / 0,5°C Iépés
analizis 95
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Az agyi és gerincvel6i mintak viralis RNS kdpiaszamait a C; értékekbél egy (meghatarozott
RNS-tartalmu, in vitro transzkripcioval el6allitott standard SHBRV-18 nukleinsav 10-es alapu
higitasi sora alapjan felvett) hatpontos kalibraciés gorbe segitségével hataroztuk meg. Minden

minta esetében az eredményeket két parhuzamos mérés atlaga adta.

4.6.4. Koérszoévettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A kisérletek soran az egerektél gydijtott formalinnal fixalt mintakat paraffinba agyaztuk,
majd 4 uym vastagsagu metszeteket készitettlink bel6lik. A metszeteket a RABV-specifikus
antigének in situ kimutatasaval IHK vizsgalatoknak vetettuk ala, tovabba hematoxylin-eozin
festéssel is vizsgaltuk. Az IHK festéshez a metszeteket deparaffinaltuk, majd az antigéneket
0,05%-0s proteaz XIV oldattal (Sigma-Aldrich) tartuk fel, 37°C-on 5 percig. A targylemezeket
3%-0s H»0;-oldatban 10 percig inkubaltuk, ezutdan 20 percig Vectastain blokkolé oldattal
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) kezeltuk a nem-specifikus kotéhelyek blokkolasa
céljabdl. A FITC-el konjugalt, a veszettség nukleoproteinjére specifikus monoklonalis
ellenanyagokat (No. 5199i, Chemicon International, Temecula, USA) 400%-os higitdsban
adtuk a metszetekhez, amelyeket egy €jszakan at 37°C-on inkubaltunk. Az ellenanyagok
kotédését az ABC peroxidaz rendszerrel detektaltuk (Vectastain ELITE ABC Peroxidase Kits
Goat IgG 1 kit PK6105, Vector Laboratories) a gyartd utasitasai szerint.

A metszetek vizsgalata soran a KIR egyes teruletein a virus okozta agyvel6gyulladas jeleit
(mononuklearis sejtes besziirédés, limfocitds érkdpeny) kerestik és medgfigyeltik ezen
terileteken a RABV antigénjeinek mennyiségét. A kiértékelés szemi-kvantitativan tortént
(-/+/++/+++) két fuggetlen biralé eredményeinek atlaga alapjan. A biralati szempontrendszert
a kutatasi projektben résztvevd partnerintézmények patolégusai dolgoztak ki, meghatarozva
az egyes fokozatok szamszer( kritériumait (virusfert6zott sejtek, illetve gyulladasos sejtek

szama latoterenként). Ugyanezen szakemberek voltak felel6sek a szakszer( kiértékelésért is.

4.6.5. Fluoreszcens virusneutralizaciés préba (FAVN)

Szeroldgiai vizsgalat céljabdl az elsé kisérlet végéig tuléld virusfertézott egerekbdl az
eutanazia el6tt vért vettink. A vérsavomintakat 56°C-on 30 percig inaktivaltuk, majd
fluoreszcens virusneutralizacios (FAVN) prébaval hataroztuk meg a veszettség elleni
neutralizalo ellenanyagok mennyiségét. A tesztet az OIE Terrestrial Manual (2018) leirasa
alapjan végeztuk el: a savokat 3-es alapu, mig a virust 4-es alapu higitassal, négy parhuzamos
sorban titraltuk, és kontrollként a 0,5 IU (nemzetkozi egység)/ml titerl OIE referencia savot is
vizsgaltuk. A savokhoz 100 TCIDs, mennyiségl CVS-11 veszettségvirust adtunk, amit 1 6ra
inkubacié kovetett 37°C-on a virus neutralizalasa céljabol. Ezutan a lemezek minden
mélyedésébe 50 upl 2x10* BHK-21 sejtet tartalmazd sejtszuszpenzidét mértiink, majd a
lemezeket tovabbi 48 6ran at inkubaltuk (37°C, 5% CO,). Az inkubaciét kdvetden a lemezeket

acetonnal fixaltuk, fluoreszcens jeldlési ellenanyaggal festettik, és fluoreszcens



mikroszképpal vizsgaltuk (Id. 4.5.2.). Az ellenanyag-szinteket a mintak és OIE referencia savé

titralasi eredményei alapjan szamitottuk ki.

4.6.6. Adatelemzés

A kiilonbdzé egércsoportok Kaplan-Meier tulélési gorbéinek statisztikai elemzéséhez a
Mantel-Cox (log-rank) tesztet hasznaltuk. A csoportokban tapasztalt tulélési aranyokat Fisher-
féle egzakt prébaval hasonlitottuk 6ssze. Az idegrendszeri mintakban a viralis RNS-szintek
csoportok kozti 6sszehasonlitasat a Kruskal-Wallis probaval (Dunn-teszttel kiegészitve)
végeztlk el, mig egyéb esetekben (pl. tuléld és elpusztult egerek, vagy agymintak és
gerincvelémintak 6sszehasonlitasa) a Mann-Whitney-féle U-probat hasznaltuk. A veszettség-
specifikus antigénmennyiségek szemikvantitativ adatainak 6sszehasonlitasat (IHK vizsgalat)
Fisher-féle egzakt probaval végeztik el. A virusneutralizaciés probaban kapott ellenanyag-
titerek atlagainak dsszehasonlitasahoz Student-féle t-probat hasznaltunk. A szignifikancia
szintie minden esetben P<0,05 volt. A statisztikai vizsgalatokat a GraphPad Prism 5.04

szoftverrel végeztik el.
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5. Eredmények

5.1. In vitro kisérleti szakasz

5.1.1. Citotoxicitas-vizsgalat

A kutatasba bevont hatéanyagok virusellenes hatasvizsgalataiban hasznalt higitasokat
citotoxicitas-vizsgalat alapjan valasztottuk ki: a tesztanyagok 5%-nal kisebb citotoxicitast
okozo6 legmagasabb koncentraciéit, valamint azok 10x-es, 100x-os és 1000x-es higitasait
hasznaltuk. Elsé |épésként meghataroztuk, hogy a kisérlethez N2a sejtek esetén az optimalis
sejtkoncentracio 6,25x10* sejt/ml, amelynél az elhalt és él6 sejtek laktat-dehidrogenaz-
kibocsajtasa k6zott a legnagyobb kildnbség mérhetd (8. abra). A rekombinans egér IFN-a és
-B, ribavirin, favipiravir és sorafenib térzsoldataibdl 10-es alapu higitasi sort készitve mértik
az egyes higitasok citotoxikus hatasat és megallapitottuk a hatéanyagok 50%-o0s citotoxikus
koncentraciojat (CCsp) (11. tablazat).
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8. abra: Az optimalis N2a sejtszam meghatarozasa a citotoxicitas-vizsgalathoz.

11. tablazat: A tesztanyagok CCso értékei és legmagasabb nem citotoxikus koncentracioja.

i 50%-0s citotoxikus | Legmagasabb, nem citotoxikus
Hatéanyag o o
koncentracio (CCsy) | koncentracio (citotox.<5%)

IFN-a 751,56 IU/ml 10 1U/mi

IFN-B 472,46 IU/ml 10 1U/mi

Ribavirin 934,05 pg/ml 10 pg/mi

Favipiravir 1610,15 pg/ml 10 pg/ml

Sorafenib 580,10 uM 50 uM
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5.1.2. Az l-es tipusu interferonok antiviralis hatasa

A virusellenes hatast el6szoér szemikvantitativ modon értékeltiik (a vizsgalati lemezek
egyes mélyedéseiben megfigyelheté fluoreszcencia szintjének %-os becslésével), majd a
hatas mértékét FFA és gRT-PCR moddszerrel hataroztuk meg. Mindharom moddszer azt
mutatta, hogy az I-es tipusu interferonok — az IFN-a és -3 egyarant — jelentésen csokkentették
a veszettségvirus replikaciojat N2a sejtekben. A hatas koncentraciofliggd: a legnagyobb
mértékl csokkenest a legmagasabb, 10 IU/ml koncentracioval lehetett elérni, mig a tovabbi

higitasok mérsékeltebb gatlohatast valtottak ki.

Az IFN-a esetében a 10 IU/ml koncentraci6 FFA mddszerrel vizsgalva (9. abra) 3,5
nagysagrendnyi (logio) csdkkenést okozott a virustiterben a kezeletlen (virus)kontrollhoz
képest, mig 1 IU/ml-nél 1,75 log csokkenést mértink. A 0,1 és 0,01 IU/ml esetében
megallapitott 1-1 log kuldbnbség még mindig szignifikansan alacsonyabb a viruskontrolinal
(P=0,0366).
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9. abra: Az I-es tipusu interferonok RABV elleni antiviralis hatasa, FFA teszttel vizsgalva. Atlag + SEM
(n=3). Szignifikancia szintek: * P<0,05; ** P<0,001 (a viruskontrollhoz képest)

Ugyanezen mintak TagMan gRT-PCR-el meghatarozott RNS-kdépiaszamai is hasonlé
eredményt adtak, bar TCIDso-ekvivalens értékekben kifejezve a kiilénbségek kisebbek voltak.
A szemikvantitativ vizsgalat szintén azonos tendenciat mutatott: magasabb IFN-a
koncentraciok mellett kevesebb (<1% és kb. 32%), alacsonyabb dézisnal toébb (kb. 67% és
97%) fluoreszcens (virusfert6zott) sejt volt megdfigyelhetd. A viruskontroll kézel 100%-0s

fert6zottséget mutatott (10. abra).
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10. abra: Az I-es tipusu interferonok RABYV elleni antiviralis hatasa, qRT-PCR-rel vizsgalva és a
sejttenyészetek fertézottségi aranyanak szemikvantitativ értékelése alapjan. PCR eredményeknél:

Atlag + SEM (n=3). Szignifikancia szintek: * P<0,05 (a viruskontrollhoz képest)

Az IFN-B a két magasabb koncentracioban igen jelentds gatlohatast valtott ki a RABV
replikaciéjara: a sejtekhez 10 IU/ml-t hozzdadva 5,75 log; 1 IU/ml mellett 3,75 log virustiter-
csOkkenést okozott az FFA vizsgalatok szerint (9. abra). Az IFN-a eredményeihez képest ez
szamottev6en er8sebb effektust jelent (P=0,0035 és P=0,0050 a két I-es tipusu IFN-t
O0sszehasonlitva). A két tovabbi higitasnal (0,1 és 0,01 IU/ml) a viruskontrollhoz képest 1,25
log, valamint 0,75 log eltérés volt mérhet6 (ez utdbbi kilénbség mar nem szignifikans:
P=0,0754). A PCR eredmények és a becsult fert6zéttségi rata (fluoreszcencia %) szintén
jelent8s virusellenes hatast jeleznek a 10, illetve 1 1U/ml-es koncentraciékban, mig az IFN-§-t
0,1 és 0,01 IU/ml-ben hasznalva a hatas enyhébb (10. abra, 11. abra).

11. abra: Fert6zottségi arany szemikvantitativ vizsgalata IFN-3 kezelés hatasara. Balrdl jobbra:
1 1U/ml kezelés (10%); 0,1 IU/ml (60%); 0,01 1U/ml (90%); viruskontroll (100%). Immunfluoreszcens

festés, 200x nagyitas. Z6ld szin: a RABV N fehérje a sejtekben. Vords szin: nem fertézott N2a sejtek.
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Bar a kutatasban szerepl6 tesztanyagok kilénb6z6 kombinacidinak vizsgalatara kilén
kisérleteket végeztiink (Id. 5.1.6.), az IFN-a és - 1:1 aranyu keverékét az 6nallé hatdbanyagok
virusellenes hatasat tesztel§ elsé kisérleti blokkban vizsgaltuk. Ennek oka az volt, hogy igy
csOkkenthettik a lehetséges kombinacios kezelések szamat azzal, hogy csak a RABV
szaporodasat legerésebben gatlo interferont (IFN-a, IFN-B3, vagy — szinergista hatas esetén —
az l-es tipusu IFN-ok keveréke) kombinaljuk a tébbi antiviralis szerrel. Az elvégzett kisérletek
azt mutattak, hogy a kétféle IFN egylttes hasznalataval nem fokozhatd a veszettség elleni
hatas. FFA vizsgalattal (9. abra) az IFN-a és -3 kozotti eredményt kaptunk a két magasabb
koncentracioban (5-5 Ul/ml és 0,5-0,5 IU/m): a virustiterek 4,25 illetve 3,5 nagysagrenddel
csOkkentek (ebbdl az elsé érték szignifikansan eltér az IFN-B eredményétdl, a masodik nem).
Mindkét IFN-bdl 0,05 IU/ml-t adva a sejtekhez a RABV-gatlé hatas valamivel meghaladta az
egyedi IFN-okét (2 log csdkkenés), de az eltérés csekély (P=0,0753 az IFN-B-hoz hasonlitva).
A legalacsonyabb koncentracié (0,005-0,005 IU/ml) nem csdkkentette szignifikdnsan a
virusreplikaciot (1 log; P=0,0572). A PCR vizsgalat és a fert6zdttség szemikvantitativ
értékelése hasonld eredményt adott (10. abra). Mindezek alapjan ugy déntéttiink, hogy a
késébbi, kombinacios kezelést vizsgalod kisérletekbe csak az IFN-B-t vonjuk be az I-es tipusu
IFN-ok kozul.

5.1.3. A ribavirin és a favipiravir antiviradlis hatasa

A ribavirin és a favipiravir az RNS virusok széles kore ellen hatasos antiviralis szer.
Hatasmechanizmusuk egyes elemei hasonléak (Id. 3.8. és 3.9.). Az N2a sejteken végzett
citotoxicitas-vizsgalat eredménye alapjan azonos koncentraciokban hasznaltuk a két
hatéanyagot az in vitro kisérletekben (11. tablazat, Id. 5.1.1.). Ezen okok miatt célszeri

eredményeiket egyutt targyalni és egymassal dsszehasonlitani.

Mindkét hatéanyag veszettség elleni koncentraciofliggd antiviralis hatasat sikerult igazolni
(12. abra). FFA vizsgalataink alapjan a legalacsonyabb, 0,01 ug/ml koncentracidjuk ugyan
nem gatolta szamottevéen a RABV szaporodasat a viruskontrollhoz képest, de 0,1 ug/ml
favipiravir mar szignifikdns (P=0,0366), 1 log csdkkenést okozott a virustiterben. A ribavirin
csak a két magasabb koncentraciéban (10 és 1 ug/ml) volt egyértelmiien hatékony: 3,75 log,
illetve 2 log értékkel alacsonyabb virusmennyiséget mértink a kezelt mintakban, mint a
kontrollban. Ez a RABV-ellenes aktivitas kissé meghaladta az azonos doézisu favipiravirét,
amelynél a 10 pg/ml-es oldat 2,75 log, mig az 1 yg/ml-es 1,5 log RABV-titercsOkkenést
okozott. A ribavirin és a favipiravir eredményei k6z6tt nincs szignifikans kilénbség, azonban a

magasabb dézisokban mindkét hatéanyag gatléhatasa gyengébb, mint az IFN-B-é.

Az FFA eredményekhez hasonléan a gRT-PCR vizsgalatok is kimutattak az antiviralis
hatast, azonban a mintak és a kontroll RNS kdépiaszamaibdl szamitott RABV-titerek kisebb

kildonbségeket mutattak. Ezért az eltérés ezzel a modszerrel csak 10 ug/ml koncentracional
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bizonyult szignifikansnak a ribavirin és a favipiravir esetében is. A sejttenyészetek
szemikvantitativ vizsgalatat itt is elvégeztik, ami szintén megmutatta, hogy csak a két

hatéanyag toményebb oldatai csdkkentik érdemben a fertézottséget.

em ] .‘."-'-'-'.'.'.'.'.-.'-\“‘ """" . A r 100
Esq e o - 90 _
Lo et X
@ 7 . ¥ 1 *I* - 80 ®
) K et o
2 ® . B L 70 o
Z 6 - * TEY —I— ]
c * * _I_ - 5
@ | - 60 2
Esq S
= - 50 &
= 4 3
j‘:" 3 - 40 ~§
> - 30 £
5 2 - ‘gn
3 F 20 2
2 0
2 17 - 10 .3
@ €
& 0 - ) i e o &
; 10 pg/ml 1pug/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml Viruskontroll
= I Ribavirin (FFA) 1 Ribavirin (PCR) [ Favipiravir (FFA)
=
~§ [ Favipiravir (PCR) Ribavirin (szemikv.) -+ @+ - Favipiravir (szemikv.)

= Viruskontroll (FFA) Viruskontroll (PCR) A Viruskontroll (szemikv.)

=
N

. abra: A ribavirin és a favipiravir RABV elleni antivirdlis hatasa, FFA teszttel, qRT-PCR-rel és
szemikvantitativen (sejtek fert6zottségi aranya) vizsgalva. Atlag + SEM (n=3).
Szignifikancia szintek: * P<0,05 (a viruskontrollhoz képest)

5.1.4. A sorafenib antiviralis hatasa

A kinazgatlé sorafenib a vizsgalt két magasabb koncentracioban (50 uM és 5 pM)
kiemelked6 mértékben csokkentette a kezelt sejttenyészetekben a veszettségvirus
szaporodasat (13. abra). 50 uyM sorafenibet adva a sejtekhez az FFA vizsgalatok 5,75 log
csOkkenést mutattak ki, amely megegyezik az IFN-B 10 IU/ml-es koncentracidjanak
virusellenes hatasaval. Tizszeres higitasban (5 uM) hasznalva a szert még mindig igen
jelentdsen, 5,37 log értékkel alacsonyabbnak talaltuk a virustitert a kezeletlen kontrollnal. Ez
nagymértékben meghaladja az 1 IU/ml IFN-B hatasat (P=0,0039). A kdévetkezd, 0,5 uM
sorafenib-koncentracié azonban sokkal gyengébb gatléhatast valtott ki: a virusmennyiség
csokkenése minddssze 1,25 log volt (a viruskontrollhoz képest ez még szignifikans eltérés:
P=0,0366). A legkisebb sorafenib-tartalmi oldat (0,05 uM) nem befolyasolta a RABV
replikacidjat.

A sorafenib antiviralis hatasat real-time PCR-rel vizsgalva azt allapitottuk meg, hogy a
RABV-specifikus RNS kopiaszamok (illetve az ebbdl szamolt ekvivalens titerértékek) szorosan
kovetik az FFA eredményeket. Bar a kalkulalt virustiterek és a kontroll kilonbsége — a tobbi

hatéanyagnal tapasztaltakhoz hasonldéan — kisebb volt, mint az FFA tesztnél, a tendencia
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azonos. A két magasabb koncentracié nagymértékben csdkkentette a virusmennyiséget (3,64
log — 50 uM; 2,89 log — 5 uM), mig a kévetkez6 higitas joval kisebb csdkkenést okoz (0,23 log,
amely mar nem szignifikans). A 0,05 uM hatdéanyag-tartalmu oldat hatasa elhanyagolhaté volt.
Az eredeti vizsgalati lemezt fluoreszcensen festve szemikvantitativan is vizsgaltuk a
fert6zottség meértékét. Az 50 pM és 5 pM sorafenibbel kezelt sejttenyészetekben a
fluoreszcens sejtek aranya nagyon alacsony, 1% alatti volt; a 0,5 uM koncentracié kb. 60%-ra
csOkkentette a fert6zottséget. 0,05 uM sorafenib hasznalata esetén nem volt lathato

csOkkenés a viruskontrollhoz képest.

9 - < ¢ - 100

Fert6zottség mértéke (fluoreszcencia %)

50 pM 5pM 0,5 pM 0,05 puM Viruskontroll

Virustiter vagy ekvivalens viralis RNS mennyiség [Ig(TCID,,)]

[ FFA

PCR --¢--Szemikvantitativ vizsg.

13. abra: A sorafenib RABV elleni antiviralis hatasa, FFA teszttel, gqRT-PCR-rel és szemikvantitativen
(sejtek fertézottségi aranya) vizsgalva. Atlag + SEM (n=3).
Szignifikancia szintek: * P<0,05; ** P<0,001 (a viruskontrollhoz képest)

5.1.5. A hatéanyagok antiviralis hatasanak 6sszehasonlitasa

A hatbéanyagok legmagasabb nem citotoxikus koncentracidinak virusellenes hatasat az
FFA vizsgalatok alapjan hasonlitottuk 6ssze: a statisztikai elemzés eredményei az 12.
tablazatban lathatdk. A kezelt sejttenyészetekben mért virustiterek logaritmikus értékébdl és
a viruskontroll eredményébdl kiszamitottuk a szerek egyes koncentracidinak RABV elleni
relativ gatldhatasat (Id. 4.5.3.). A kulénb6z8 koncentracioju hatéanyagok antiviralis hatasa
alapjan megallapitottuk a veszettségvirus replikaciéjanak gatlasara vonatkozo ICso (50%-0s

gatlo koncentracio) értékeket is (13. tablazat).
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12. tablazat: A hatéanyagok antiviralis hatasanak paronkénti 6sszehasonlitasa (FFA teszt; legmagasabb

koncentracio). Student-féle T préba P értékei; a csillagok a szignifikans kiilénbségeket jelzik (P<0,05)

IFN-a IFN-B IFN-a + ribavirin favipiravir sorafenib
-B.(1:1)

IFN-a *0,0035 *0,0213 0,5903 *0,0351 0,1169
IFN- *0,0118 *0,0164 *0,0069 1,000
IFN-a + -B N
(1:1) 0,3213 0,0091 0,1825
ribavirin 0,1201 0,0789
favipiravir 0,1051
sorafenib

13. tablazat: A hatéanyagok ICso értékei és kiilonb6z6 koncentracioik relativ gatlohatasa.

Hat6anyag ICso Koncentracié Relativ gatlohatas

10 IU/ml 44,87%

11U/ml 22,43%

IFN-a 28,415 U/ml .

0,1 1U/ml 12,82%

0,01 1U/ml 12,82%

10 IU/ml 73,71%

11U/ml 48,07%

IFN-B 1,219 1U/ml .

0,1 1U/ml 16,02%

0,01 1U/ml 9,61%

2 x5 U/ml 54,48%

IFN-a + IFN-B (1:1) 3.788 U/l 2 x 0,5 1U/ml 44,87%

’ 2 x 0,05 IU/ml 25,64%

2 x 0,005 IU/ml 12,82%

10 pg/mi 48,07%

1 pg/mi 25,64%

ribavirin 14,322 ug/ml Hg >

0,1 ug/mi 9,61%

0,01 pg/ml 9,61%

10 pg/mi 35,25%

L 1 pg/ml 19,23%
favipiravir 792,166 pg/ml

0,1 pg/mi 12,82%

0,01 pg/ml 6,41%

50 uM 73,71%

. 5uM 68,90%

sorafenib 3,333 uM H >

0,5 uM 16,02%

0,05 uM 9,61%

5.1.6. A kisérleti hatbanyagok kombindcidinak antiviralis hatasa

A kisérletben szerepl6 hatéanyagoknak a veszettségvirus replikaciojat gatlé hatasat nem
csak egyedileg, hanem kombinacioban is vizsgaltuk. Az interferonok koézll a kombinacios
kisérletekbe csak az IFN-B-t vontuk be, mivel virusellenes hatdasa meghaladta nemcsak az

IFN-a-ét, de a két I-es tipusu IFN 1:1 aranyu keverékét is. A kombinaciokat két-két kilonbozé
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antiviralis szer alkotta az IFN-B, ribavirin, favipiravir és sorafenib kozll, és az egyes
Osszesen 24 kombinacioval végeztik el a kisérleteket (3. tablazat, Id. 4.5.2). A
készitményeknek a kombinaciokban szereplé koncentracidit az onalld hasznalatuk soran
kapott eredményekre alapoztuk. Az IFN-f és a sorafenib korabbiakban vizsgalt legmagasabb
koncentracioja olyan er8sen csokkentette a virusszaporodas mértékét, hogy mas szerrel
kombinalva egy esetleges szinergista hatast nehéz lenne kimutatni. Ezért ezeknél a
hatdanyagoknal a masodik és harmadik higitas szerepelt a kombinacidkban (IFN-f3: 1 és 0,1
IU/ml; sorafenib: 5 és 0,5 uM). A ribavirin és a favipiravir esetében a két legmagasabb
koncentraciot valasztottuk (mindkét hatéanyagnal 10 ug/ml és 1 ug/ml), mert alacsonyabb

dozisokban nem valtottak ki igazan jelentés antiviralis hatast.

Az FFA vizsgalatok eredménye alapjan a tesztelt kombinaciok egyikénél sem sikerult
szinergizmust igazolni az dsszetevék kozott. Az IFN-B-t is tartalmazé kombinaciok (IFN-B +
sorafenib, IFN-B + ribavirin, IFN-B + favipiravir) virusellenes hatasa erésebb volt, mint az
azonos koncentraciéban hasznalt 6nallé hatéanyagoke, de ez a kiildnbség kis vagy kézepes
mértékl volt. A tobbi kombinacié (ribavirin + favipiravir, sorafenib + ribavirin, sorafenib +
favipiravir) gatlohatdasa nem érte el az egyik vagy masik dsszetevénél mért szintet, ami

antagonizmust jelez a komponensek kdzott.
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14. abra: A vizsgalt tesztanyagok kombinaciéinak RABV elleni antiviralis hatasa, FFA teszt.
.Magas” koncentraciok: IFN-B: 1 IU/ml; sorafenib: 5 uM; ribavirin és favipiravir: 10 ug/ml.
»Alacsony” koncentraciok: IFN-B: 0,1 IU/ml; sorafenib: 0,5 uM; ribavirin és favipiravir: 1 ug/ml.
Atlag + SEM (n=3). Szignifikancia szintek: * P<0,05; ** P<0,001 (a viruskontrollhoz képest)
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A veszettségvirus replikaciojat az IFN-B és a sorafenib kombinacidja csékkentette
legnagyobb mértékben FFA eredményeink alapjan (14. abra). Amikor mindkét tesztanyag a
magasabb koncentraciéban volt jelen, a RABV titere 5,5 log értékkel alacsonyabb volt, mint a
viruskontrollnal. Ez az eredmény felilmulja még a két komponens tizszer tdményebb
oldatanak (10 IU/ml IFN-B; 50 uM sorafenib) gatléhatasat is. Bar ez utébbiaknal a virustiter
csOkkenése latszolag nagyobb (5,75 log) volt, a viruskontrolloknak a két kisérletben tapasztalt
eltérése miatt az értékek kézvetlenil nem hasonlithatok egymashoz. Azonban az eredmények
relativ gatlasban (Id. 4.5.3. és 5.1.5.) kifejezve 6sszevethetOk: eszerint az 1 lU/ml IFN- és 5
MM sorafenib kombinacioja 77,19%, mig az egyedileg hasznalt 10 1U/ml IFN-B vagy 50 uM
sorafenib egyarant 73,71% RABV-gatlé hatast valtott ki.
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15. abra: A tesztanyagok kombinaciodinak relativ gatiéhatasa a RABV replikaciojara (FFA teszt), az
egyedileg hasznalt hatéanyagok hatasahoz hasonlitva. Savok: a kombinacidk gatlohatasa. Szines
jelolék: az 6nallé hatéanyagok gatléhatasa (a kombinaciéban hasznalttal azonos koncentracidban).
,+": az adott kombinacié gatléhatasa meghaladja az alkoté komponensekét. Atlag + SEM (n=3)
.Magas” koncentraciok: IFN-B: 1 IU/ml; sorafenib: 5 uM; ribavirin és favipiravir: 10 pug/ml.

J#Alacsony” koncentraciok: IFN-B: 0,1 IU/ml; sorafenib: 0,5 uM; ribavirin és favipiravir: 1 pg/ml.
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A kombinacioban szerepl6 koncentracidokhoz hasonlitva a kildnbség még szembetlinébb:
az 1 IlU/ml-es IFN-( oldat relativ gatiéhatasa 48,07%, mig az 5 uM-os sorafenibé 68,90% volt.
Ha a kombinacioban az IFN-B koncentracidjat csokkentettik (0,1 IU/ml-re), a relativ gatlas
69,84%-ra csokkent; ha pedig sorafenibbdl hasznaltunk 5 helyett 0,5 uM-t, az eredmény
51,46% lett. Amikor mindkét 6sszetevét az alacsonyabb doézisban adtuk a keverékhez, még
mindig 22,06%-o0s gatlast kaptunk. Ezek az eredmények mind fokozott virusellenes hatast

jeleznek az azonos tdménységben kilén-kuldén hasznalt komponensekhez képest (15. abra).

A kllénallé szerekkel elérhetd virusellenes hatas ndvelheté az IFN-B + ribavirin, és az
IFN-B + favipiravir parositasokkal is, mivel kombinacidban a relativ gatlas legtdbb esetben
meghaladta a hatéanyagok 6nallé aktivitasat. Kivételt képeztek azok a valtozatok, amikor az
IFN-B magasabb, mig a masik &sszetevé (ribavirin vagy favipiravir) alacsonyabb
koncentracioban szerepelt, ekkor az eredmény (40,44% és 36,76%) nem érte el az egyedileg
hasznalt 1 IU/ml IFN- 48,07%-os relativ gatiéhatasat.

Amikor ribavirint kombinaltunk favipiravirral, vagy sorafenibet akar ribavirinnel akar
favipiravirral, az eredmények kivétel nélkil gyengébb gatiéhatast jeleztek, mint amit legalabb
az egyik dsszetev6 azonos koncentracié mellett 6nalldan ki tudott valtani. Bizonyos esetekben

még a viruskontrollhoz képest sem csodkkent szignifikansan a virusreplikacié (14. abra).

A kulonb6z6 kombinaciokkal kezelt sejttenyészetekben a RABV replikaciojat qRT-PCR
modszerrel is vizsgalatuk, az RNS-kopiaszamokbdl kiszamitva az ekvivalens virustiter-
értékeket (16. abra). Az eredmények — az FFA teszttel 6sszhangban — azt mutatjak, hogy az
IFN-B és barmely masik hatéanyag kombinacidja fokozza a virusellenes hatast, mig a tébbi
harom kombinaciora inkabb az antagonizmus jellemz6. A két vizsgalati modszer
kildnbségébdl adododan eltéréseket is talalunk: az IFN-B + ribavirin és az IFN- + favipiravir
keverékeket PCR-rel vizsgalva mind a négy koncentracio-valtozatban fokozott antiviralis hatas
mutathaté ki, tovabba a ribavirin + favipiravir és a sorafenib + ribavirin kombinaciéknal a
mindkét 6sszetevdbdl magasabb koncentraciét tartalmazé elegyek kis mértékben ugyan, de

erdsitették a virusellenes effektust.

A kombinaciés kisérleteknél sem maradt el az eredeti kisérleti lemez immunfluoreszcens
festése és a sejttenyészetek fertézottségének becslése (16. abra). Az FFA és PCR
eredményekhez hasonlo tendenciak itt is megfigyelheték, de az erésebb gatldhatasok esetén
mar az egyedi hatdéanyagok vizsgalatanal is annyira alacsony volt a fert6zétt sejtek aranya,
hogy a kombinaciok esetében nem mindig volt kimutathaté ehhez képest fokozott virusellenes
hatas. Ebben a tartomanyban a szemikvantitativ vizsgalat érzékenysége nem elegendé a

kllonbségek biztos megallapitasahoz.
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16. abra: A vizsgalt tesztanyagok kombinacidinak RABV elleni antiviralis hatdsa, gRT-PCR és
szemikvantitativ (sejtek fertézottségi aranya) vizsgalat.
,Magas” koncentraciok: IFN-B: 1 1U/ml; sorafenib: 5 yM; ribavirin és faipiravir: 10 ug/mi.
»<Alacsony” koncentracidk: IFN-B: 0,1 IU/ml; sorafenib: 0,5 yM; ribavirin és faipiravir: 1 ug/ml.

Atlag + SEM (n=3). Szignifikancia szintek: * P<0,05 (a viruskontrollhoz képest)

5.2. Invivo kisérleti szakasz

5.2.1. ElIsé egérkisérlet

A Kkisérletben résztvevé 70 C57BI/6 egeret 7 csoportba osztottuk: a kezeletlen
viruskontroll csoport mellett a kezelés kezdeti idépontjanak megfeleléen 3-3 hatdéanyag-
kontroll, illetve fert6zott-kezelt csoportot allitottunk fel (8. tablazat, Id. 4.6.2.). Az allatokat LDso
mennyiségli SHBRV-18 virussal fertéztiik (a visszatitralas alapjan az oltdvirus titere 10°30!
TCIDso/ml volt). A MAP-kinaz-, TNF-a- és CASP-1-gatlé gyulladascsokkent6 hatéanyagokat

tartalmazo6 kombinaciét 8 napon at adagoltuk, naponta egyszer.

5.2.1.1. Korlefolyas és testtbmeqvaltozasok

A kisérlet kezdetén 7 hetes egerek atlagosan 17,58 + 0,6 g (atlag = SD [szoras])
téomeglrk voltak. A nem fert6zott hatdanyag-kontroll csoportok egyedei a vizsgalatok 28 napja
alatt végig egészségesek maradtak, a kezelések ideje alatt testtdomegcsdkkenést nem

tapasztaltunk, a kisérlet végére tdmegik névekedett (17. abra).
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A veszettség elsé jelei a fert6zés utani 6. napon jelentek meg a viruskontroll
csoportban, majd a kdvetkezd naptdl a fert6zott-kezelt csoportokban is. Az elsé tunetek kézé
tartozott a borzolt szér és a hat pupositasa, azonban ezek nem minden esetben voltak
megfigyelhetdk. Az egerek egy részénél a betegség a virussal beoltott bal hatsé lab
remegésével vagy bénulasaval kezdddott, és ez a tlinet — amely az altalunk hasznalt
pontozasos rendszer (7. tablazat, Id. 4.6.1.) szerinti 1. klinikai stadiumnak felel meg — minden
megbetegedett allatnal jelen volt. Ezt az allapotot igen gyorsan, altalaban fél napon belll
ismétl6édo és egyre gyakoribb tonico-clonicus gorcsok kovették (2. klinikai stadium). Amikor a
gbrcsrohamok mar szinte a teljes testre kiterjedtek és igen intenzivvé valtak, az egerek klinikai
allapotat 3. stadiumunak mindsitettiik, és eutanizaltuk 6ket. Az érintett allatok nagyobb
részéneél ekkorra a hatso testfél gyengesége vagy bénulasa is kialakult. A teljes kérlefolyas,
tehat az elsé tinetek megfigyelésétdl a humanus végpontig eltelt id6 altalaban igen révid volt
(12-36 ¢ra), ezen belul az egyes Klinikai stddiumok idénként egymast atfedve, gyorsan

kovették egymast, igy nem mindig lehetett egyértelmien elkuloniteni 6ket.

A megbetegedett egerek testtdtmege a tlnetek megjelenésétdl kezdve gyors
csOkkenésnek indult, els8sorban a taplalékfelvétel hianya és a sulyosbodd gorcsok miatt. A
veszettségben elhullott (Iedlt) allatok atlagosan a kezdeti testtdmeguik 16,79%-at veszitették
el a klinikai végpontig. A kisérlet végeig tliineteket nem mutaté egerek tomege (a hatéanyag-

kontroll csoportokhoz hasonldan) a fert6zoétt csoportokban sem csdkkent (17. abra).
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17. abra: Az egerek testtdmegvaltozasai csoportonként az elsé kisérletben. A virusfert6zott
csoportoknal kiilon jelennek meg az abran a tulél6 és a veszettség miatt kiirtott egerek témegének
atlagai. A harom hatéanyag-kontroll csoport 6sszesitve szerepel. Atlag + SD.
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Egy fert6zott-kezelt egér (a 48 oraval a fertézés utan kezelni kezdett csoportban)
annak ellenére tulélte a betegséget, hogy a veszettség klinikai tinetei egyértelmien
kialakultak nala. Ebben az allatban a tlinetek a tébbi megbetegedett egérhez képest késébb,
16 nappal a fertézés utan jelentek meg. Az 1. klinikai stadium elérése utan a veszettség
tovabbi progressziodja elmaradt: az allat bal hatsé laba lebénult és ebben az allapotban maradt
a kisérlet végéig. Testtdmege a klinikai manifesztaciét kovetd napokban jelentésen csokkent
(19,05 g-rél 14,95 g-ra), majd a 23. naptdl lassu gyarapodasnak indult, a kisérlet végén (28.
nap) 15,40 g-ot nyomott.

5.2.1.2. Tulélés

Az egereket LDso dézisu virussal fert6ztik, ezért a viruskontroll csoportban 50% kordli
tulélési aranyra lehetett szamitani. Ennek a csoportnak a 13 tagjabdl 6 élte tul a kisérletet, ami
46,2%-nak felel meg, tehat a mortalitds a varakozasnak megfeleld mértéki volt. A kezelt
csoportokban a tulélési arany magasabb lett: a legkordbban megkezdett kezelést kapott
csoportban (-4h csoport) 13-bél 8 egér élte tul a fertbzést (61,5%); a 48 ora utdn kezelni
kezdett csoport (48h csoport) 13 egyede kdzil 9 tuléld volt (69,2%). A legmagasabb tulélési
aranyt (13-bdl 10 tulélé: 76,9%) abban a csoportban tapasztaltuk, ahol a terapiat 96 éraval a
virusfert6zés utan inditottuk (96h csoport). Bar jol lathaté a kezelés pozitiv hatasa a tulélésre,
a viruskontroll csoporttal 6sszehasonlitva a kulonbség statisztikailag egyik esetben sem
szignifikans; elsésorban a viruskontroll egerek kézel 50%-o0s tulélési aranyahoz képest relativ

alacsony csoportlétszam miatt (18. abra).
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18. abra: A virussal fert6zott egércsoportok tulélési aranyai az elsé kisérletben. A szaggatott fekete

vonal az 50%-os tulélési aranyt jeldli.
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A humanus végpontot jelent6é 3. klinikai stadiumot elészér a viruskontroll csoport 3
tagja érte el a fertézést kovetd 7. napon, majd a kdvetkezd 3 nap soran tovabbi elhullasok
torténtek, a viruskontroll mellett a kezelt csoportokban is. Ezt kbvetéen egy kisebb sziinet utan
a kisérlet 12. és 14. napja kozoétt egy ujabb mortalitasi hullam kovetkezett. A 13. napot
kovetéen Ujabb egerek mar nem betegedtek meg, kivéve a korabban emlitett, 1. stadiumot
elért tulélé egyedet a 48h csoportban (Id. 5.2.1.1.). A Kaplan-Meier tulélési gorbék a 19. abran
lathatdk. A kildénbdz6 idézités szerint kezelt csoportok tulélési gorbéi — Mantel-Cox probaval
O0sszehasonlitva — nem mutattak szignifikans kuldonbséget, ahogy az egyes fert6zott-kezelt

csoportok viruskontrolltol valé eltérése sem érte el a szignifikancia kiiszobértékét.
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19. abra: A kuldnbdz6 kisérleti csoportok Kaplan-Meier tulélési gorbéi az elsé kisérletben.

ns = nem szignifikans; * P<0,05

5.2.1.3. Virdlis RNS mennyisége idegrendszeri mintakban

A humanus végpontot elért egerek agy- és gerincveld mintaiban gRT-PCR
maodszerrel mértik a RABV-specifikus RNS mennyiségét. Hasonloképpen vizsgaltuk a kisérlet
végén (fert6zést kdvetd 28. nap) minden tuléld egér idegrendszeri mintait (20. abra). Az
Osszes veszettségben elhullott allatnal — az alkalmazott kezelési sématdl fuggetlentl — magas
kopiaszamban volt jelen a virdlis RNS, mig a tulélé6 egyedek tobbségében a RABV
nukleinsavat nem tudtuk kimutatni. Harom tinetmentes tulélé egérben (a harom kulénb6zé
fert6zott-kezelt csoportban egy-egy allat) az agyban és a gerincvelében is kimutathaté volt a
veszettségvirus nukleinsava, tovabba a 48h csoportban tineteket mutatd, de tulélé egér
idegrendszerében (agy és gerincveld) is igazolni tudtuk a virusreplikaciét. A viruskontroll
csoport egy tulélé tagjanak gerincveld mintaja pozitiv, mig agyvel6 mintaja negativ eredményt
adott. A tulélé egerekben a betegség miatt eutanizaltakhoz képest jelentésen alacsonyabb
mennyiségben volt jelen a virdlis RNS (agy: P=0,0002; gerincveld: P<0,0001). Az &sszes
pozitiv allatot vizsgalva a gerincvel6ben szignifikansan magasabb atlagos képiaszamot

mértlnk, mint az agyban (P=0,0001).
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20. abra: A KIR-ben mért RABV RNS képiaszamok (SyBR Green qRT-PCR), els6 kisérlet.
Kék és piros jeldldk: elpusztult allatok; fekete jeldl6k: tuléld allatok. Felll: agyvel6-mintak eredményei
csoportonként; k6zépen: gerincvel6-mintak eredményei csoportonként; alul: talélé és elpusztult
allatok, illetve agyvel® és gerincvel6 mintak eredményeinek 6sszehasonlitasa (csak PCR-pozitiv
egerek). *** P<0,001; **** P<0,0001

5.2.1.4. Idegrendszeri mintak korszovettani és immunhisztokémiai vizsqalata

A PCR vizsgalatok mellett szbvettani mddszereket is hasznaltunk a virusreplikacid
kimutatasara az egerekben. IHK vizsgalataink alapjan a parenchymas szervekben a RABV
antigénjei nem voltak jelen és nem talaltunk kérszovettani elvaltozasokat sem. A veszettség

tineteit mutaté egerek idegrendszerében nagy mennyiségben mutattuk ki a virus N fehérjéjét;
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elsésorban a gerincveld, az agytorzs, a kisagy- és nagyagyveld sejtjeiben. A viralis antigének
legnagyobb szamban a neuronok sejttestében fordultak eld, de az axonokban is jelen voltak.
A virus-specifikus antigének tdmeges jelenlétét az agy- és gerincvelégyulladas kérszévettani
jelei — mononuclearis sejtes beszlrédés és lymphocytas érkdpeny — kisérték. A hippocampus
terlletét szinte egyaltalan nem érintette a fertézés: csak egyetlen egérnél talaltunk kimutathaté

mennyiségl antigént ezen a terlleten, és a gyulladasos elvaltozasok is elvétve fordultak eld.

A fert6zést tulélé egerek nagy részében nem volt kimutathaté viralis antigén a KIR-
ben, kivéve azt az 6t allatot, amelyeknél a PCR-vizsgalat is pozitiv eredményt adott. Ezek
kozul a négy tinetmentes tulélé egér agyaban nem, de gerincvel6jében igazoltuk a RABV
jelenlétét. Az 6todik, 1-es stadiumu tinetek mellett tulélt egyednél (48h csoport) a gerincveld

mellett az agyban is talaltunk antigéneket (21. abra).
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21. abra: SHBRV-18 antigének a veszettség tlineteinek kialakulasa (1. klinikai stadium)
mellett tulélé egér agyaban (48h kezelési csoport). Immunhisztokémiai festés, 400x nagyitas.

A virus nukleoproteinjét voros szin jelzi a neuronokban (nyilak).

A gRT-PCR vizsgalattal pozitivnak talalt egereket figyelembe véve 6sszehasonlitottuk
az egyes kisérleti csoportokra jellemzd antigénmennyiségeket a KIR-ben (22. abra). Az
eredmeények a csoportokban tapasztalt tulélési aranyokat kovetik: a legkevesebb antigént a
legkésébb kezelt, 96h csoportban talaltuk, amit a 48h és -4h csoportok eredményei kovettek.
A legmagasabb antigénszintet a viruskontroll csoportnal allapitottuk meg. Bar az érintett
allatok alacsony szama (csoportonként 3-7 pozitiv egér) miatt a kildonbségek sok esetben nem
szignifikansak, a 96h csoportra jellemzé antigénmennyiség szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult a viruskontrollhoz képest mind az agyat (P=0,0030), mind a gerincvelét (P=0,0040)
tekintve, mig a 48h csoport a gerincvel6-mintakat vizsgalva nem-, de az agyvelémintak alapjan
szintén szignifikansan kulénbdzik a viruskontroll csoporttdl (P=0,0209). A gerincvel6-mintak
esetében a 96h csoport antigén-szintje a -4h csoportnal is szignifikdnsan alacsonyabb volt
(P=0,0142).
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22. dbra: RABV antigének mennyisége az agyban és a gerincvel6ben a kildnb6zé
virusfert6z6tt csoportokban (elsé kisérlet, csak PCR-pozitiv allatok). * P<0,05; ** P<0,01

5.2.1.5. A tulélsé egerek szeroldgiai vizsqalata

A kisérlet végéig tulélt virusfert6zott egerek veszettség elleni neutralizal6 ellenanyag-
szintjét FAVN prébaval hataroztuk meg, vérsavé mintabdl. Mindegyik, a virussal valo fert6zést
tulélt allatban kimutattuk a RABV ellen termel6dott antitesteket, ami azt bizonyitja, hogy az
egerek szeroldgiailag athangolédtak. Az ellenanyagszint 0,29 és 1,50 1U/ml k6zé esett, az
atlagos titer 0,61 + 0,45 IU/ml (atlag £ SD) volt. A kezelés idbzitése nem befolyasolta
érdemben az ellenanyagszintet, de azokban az egerekben, amelyekben PCR- és IHK
vizsgalattal virusszaporodast mutattunk ki a KIR-ben, az atlagnal szignifikansan magasabb
ellenanyag-titert mértink (1,09 £ 0,30 IU/ml; P=0,0420). Az 1-es klinikai stddiumnak megfelelé

tineteket mutato, de tulélé egér (48h csoport) eredménye 0,87 IU/ml volt.

5.2.2. Masodik egérkisérlet

A masodik kisérletben a terapias kombinacié a MAP-kinaz-, TNF-a- és CASP-1-gatlé
hatéanyagok mellett veszettség elleni human poliklondlis antitesteket (HRIG) is tartalmazott.
A kezelést a fert6zést kdvetbéen 10 napig folytattuk. A fertézéshez a korabbi kisérletnél
magasabb, LDioo virusddzist hasznaltunk. Az oltdvirust visszatitralva az infektiv titer 106926
TCIDso/ml-nek bizonyult. A statisztikai probak erdsitése érdekében a viruskontroll csoportba
26 egeret osztottunk be. Annak bizonyitasa céljabdl, hogy a viruskontrollhoz képest egy
esetlegesen tapasztalt fokozott tulélés nem kizardlag a HRIG jelenlétének kdszdnhetd a
kombinacioban, egy tovabbi kisérleti csoportot is beiktattunk, amelynek 13 egerét a -4h
csoport szerinti id6zités alapjan, de csak HRIG-gel kezeltik, a gyulladascsdkkenté szerek

nélkul. A kisérletben igy 6sszesen 96 allat vett részt (8. tablazat, Id. 4.6.2.).
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5.2.2.1. Korlefolyas és testtomegvaltozasok

A veszettség manifesztacidja esetén a korlefolyas nem kilénbdzott az elsé
kisérletben tapasztaltaktél. Vélhetéen a magasabb virusdézis miatt az elsé klinikai tiinetek mar
a kisérlet 5. napjan megjelentek a viruskontroll csoportban, a kévetkezé naptol pedig a

fert6zott-kezelt csoportok szamos tagjanal is kialakult a betegség.

Az egerek atlagos testtdmege a kisérlet kezdetén 18,19 + 1,04 g volt. A hatéanyag-
kontroll  csoportokban minden allat egészséges maradt, ennek megfeleléen
testtdmegcsdkkenést sem tapasztaltunk. Szintén nem csdkkent a témege a virussal fert6zott
csoportok tuléld egyedeinek. A veszettség kialakulasa esetén az érintett egerek testtdmege
az allapot romlasaval parhuzamosan gyorsan esett, eutanazigjuk idépontjaig a kezdeti

testtdbmegulk nagyjabol 6tdédével csdkkent (23. abra).
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23. abra: Az egerek testtdmegvaltozasai csoportonként a masodik kisérletben. A virusfertézott
csoportoknal kilon jelennek meg az abran a tulél6 és a veszettség miatt kiirtott egerek témegének

atlagai. A harom hatéanyag-kontroll csoport 6sszesitve szerepel. Atlag + SD.

5.2.2.2. Tulélés

Az LD Virusdozis hasznalata ellenére a viruskontroll csoport 26 tagjabdl 3 tulélte a
fertézést, ami 11,5%-os tulélési aranynak felel meg. A fert6zott-kezelt csoportokban joval
magasabb tulélési aranyt tapasztaltunk: 13-bdl 7 tulélé egér volt a 48h csoportban (53,8%), 6
pedig a 96h csoportban (46,2%). Az els6 adag hatéanyag-kombinaciot pre-expozicidosan
kapott -4h csoportnak mindéssze egyetlen tagja betegedett meg (és érte el a klinikai

végpontot): ez 92,3%-os tulélési aranyt jelent (24. abra).
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24. abra: A virussal fert6zott egércsoportok tulélési aranyai a masodik kisérletben.
A szaggatott fekete vonal az 50%-os tulélési aranyt jeldli. Az oszlopokon bellli, z6ld szin( csillagok a
viruskontrolltél valé szignifikans kiildnbséget jelzik. A felsé kapcsok az egyes fert6zott-kezelt

csoportok 6sszehasonlitasat jeldlik. ns = nem szignifikans; * P<0,05; ** P<0,01; **** P<0,0001

Mindharom kezelt csoportnal szignifikans a kllénbség a viruskontrollhoz képest (-4h
csoport: P<0,0001; 48h csoport: P=0,0077; 96h csoport: P=0,0386). A -4h csoport eredménye
a 48h csoportétdl nem, a 96h csoportétdl azonban szignifikansan eltér (P=0,0302). A tulélési
gorbék idébeli lefutasat is figyelembe vevé Mantel-Cox statisztikai probaval a 96h csoport az
egyetlen, amely a viruskontrollhoz képest nem mutat szignifikans eltérést (P=0,0610); a 48h
csoportnal a P érték 0,0167, mig a -4h csoportnal <0,0001 volt (25. abra). A fert6z6tt-kezelt
csoportokat egymassal 6sszevetve a 48h és 96h csoportok egymastol nem, de a -4h csoporttdl
szignifikansan eltérnek (P=0,0351 és P=0,0125).

A csak HRIG-el (-4h terapias séma szerint) kezelt kontrollcsoportban 10 egér élte tul
a fert6zést, és 3 pusztult el (76,9% tulélési arany). Lathato, hogy ez az érték alacsonyabb, mint
a teljes kombinacioval azonos id6ézités szerint kezelt csoportban, bar a kilénbség nem

szignifikans.
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25. abra: A kisérleti csoportok Kaplan-Meier tulélési gorbéi a masodik kisérletben.
ns = nem szignifikans; * P<0,05; ** P<0,01; **** P<0,0001

5.2.2.3. Virdlis RNS mennyiséqe idegrendszeri mintakban

Az Osszes, veszettségben elpusztult egér agyaban és gerincvel6jében kimutattuk az
SHBRV-18 RNS-ét. Néhany — a 3. klinikai stadium elérése miatt exterminalt — allatban a
képiaszamok viszonylag alacsonyak voltak az agyban és a gerincvel6ben is. A tulélé egerek
kozul csak egy esetben, a viruskontroll csoport egy tagjaban talaltunk — kis mennyiségii —
RABV-specifikus nukleinsavat a KIR-ben (26. abra). Az egyes csoportokat statisztikailag
Osszehasonlitva nincsenek szignifikans kilénbségek, kivéve a viruskontroll csoportot
Osszevetve a -4h csoporttal. Ez utébbi csoportban 13-bdl 12 egér tulélte a fertézést és negativ
eredményt adott, ez az oka a szignifikans eltérésnek (agy: P=0,0033; gerincvel6: P=0,0011).
Hasonldan az elsd kisérlethez, a gerincvel6ben mért atlagos RNS képiaszam szignifikansan
meghaladta az agyvelémintaknal kapott értékeket (P=0,0211).
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26. abra: A KIR-ben mért RABV RNS képiaszamok (SyBR Green gRT-PCR), masodik kisérlet. Kék és
piros jeldlék: elpusztult allatok; fekete jeldldk: tuléld allatok. Felll: agyvel8-mintak eredményei
csoportonként; kdzépen gerincvel6-mintak eredményei csoportonként; alul: agyvels és gerincveld

mintak eredményeinek d6sszehasonlitdsa (csak PCR-pozitiv egerek esetében). * P<0,05; ** P<0,01

5.2.3. Harmadik egérkisérlet

A harmadik allatkisérletbe 39 egeret vontunk be. A fertézés ezuttal is LD1oo virusdézissal
tortént (a virus titere 10567 TCIDso/ml volt). A terapias kombinacidhoz — az immunmodulans
készitmények és a HRIG mellett — az in vitro kisérletekben RABV elleni antiviralis hatast
mutatott szereket is hozzaadtunk (IFN-a, -B, ribavirin, favipiravir). A hatéanyagok hatékonyabb
bejutasahoz a KIR-be, a vér-agy-gat megnyitasa céljabol mannittal is kezeltiik az allatokat a
kombinacié beadasa utan fél 6raval. Ezuttal csak egyféle terapias sémat hasznaltunk: a napi

kezeléseket a fert6zést kdvetben 96 ora elteltével kezdtik el (8. tablazat, Id. 4.6.2.).
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5.2.3.1. Korlefolyas és testtomegvaltozasok

A Kkisérleti allatok testtomege kezdetben 17,12 £+ 0,85 g volt. A kezelések
megkezdésének napjatol (fertézés utani 4. nap) a nem virusfert6zott hatéanyag-kontroll
egerek testtdmege latvanyos csokkenésnek indult, és hasonldéan csdkkenni kezdett az atlagos
testtdmeg a fert6zott-kezelt csoportban is. Ezzel szemben a viruskontroll csoportban a 4.-6.
napig minimalis testtomegcsokkenést tapasztaltunk (a 6. naptél kezdve ebben a csoportban is

csOkkent az egerek tdmege, a veszettség okozta gorcsdk €s anorexia miatt) (27. abra).
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27. dbra: Az egerek testtdbmegvaltozasai csoportonként a harmadik kisérletben. A viruskontroll

csoportban a 8. nap utani atlagndvekedést a két tilél6 egér eredménye okozza. Atlag + SD.

A viruskontroll csoportban az el6z6 kisérlethez hasonldéan a 5. napon jelentek meg a
klinikai tinetek, és aznap egy allat a fertézott-kezelt csoportban is eljutott az 1. klinikai
stadiumig. A kdvetkezd napon tovabbi allatokon lattuk a veszettség tlineteit, és a viruskontroll
csoportban megkezdddtek az eutanaziak is a humanus végpont elérése miatt. A 6. napon a
fert6zott-kezelt csoportban két egérnél a veszettségre jellemzd koérlefolyastdl teljesen eltérd
tinetek kezdtek kialakulni, amelyek a kévetkezd napokban sulyosbodtak: lelassult mozgas,
majd teljes apatia, elfekvés volt jellemzé rajuk. Ezek az allatok a kisérlet 7., illetve 8. napjan
elhullottak. A csoport tobbi tagjanal tipusos veszettség alakult ki, az utolsé allat a 10. napon
érte el a humanus végpontot. Néhany nap elteltével a hatdéanyag-kontroll csoport tagjainak is

romlani kezdett az allapota: tlineteik megegyeztek a fertézott-kezelt csoportban emlitett két
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lelassult mozgasu, elfekvd egér tineteivel. A kisérlet végére (12. nap) a hatéanyag-kontroll
csoportban is jelentés szamban torténtek elhullasok. Mivel ebben a csoportban nem tortént
virusfert6zés, a testtomegcsokkenés, az atipikus tlinetek és az elhullasok a kezelésre hasznalt

készitmények toxicitasanak kévetkezményei voltak.

5.2.3.2. Tulélés

Hasonléan a masodik Kkisérlethez, a viruskontroll csoportban ezittal sem
tapasztaltunk 100%-os mortalitast. A csoport 13 tagjabol 2 tulélte a fertézést, ami 15,4%-0s
tulélési aranynak felel meg. A fert6zott-kezelt csoportban minden egér elpusztult: 11 a
veszettség 3. klinikai stadiumanak elérése miatt kerllt eutanaziara, 2 pedig — vélhetéen a
kombinacids kezelés toxikus hatasatol — elhullott. A kisérletet a hatéanyag-kontroll csoportban
fellepd toxicitas és elhullasok miatt a 12. napon leallitottuk; eddig a pontig a kezdeti 13 allatbdl

mar csak 6 volt életben (46,2%-os tulélési arany) (28. abra).
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28. abra: A kisérleti csoportok Kaplan-Meier tulélési gérbéi a harmadik kisérletben.
ns = nem szignifikans; ** P<0,01; **** P<0,0001

5.2.3.3. Virdlis RNS mennyiséqe idegrendszeri mintakban

A viruskontroll csoportot a fert§zott-kezelt csoporttal dsszehasonlitva az agyban mért
viralis RNS koépiaszamok nem mutattak érdemi eltérést (29. abra). A veszettség tlneteit
mutatd egereken kivul a viruskontroll csoport két tulélé tagjanak idegrendszerében is
kimutattuk a RABV RNS-ét, de a veszettségben megbetegedett allatoknal lényegesen
alacsonyabb mennyiségben (P=0,0072). Ugyancsak pozitiv eredményt adott a fert6zott-kezelt
csoportban a gydgyszertoxicitas okozta tinetek mellett elhullott két allat is, de az RNS
képiaszamok az 6 esetlikben is szignifikansan alacsonyabbak voltak a tipusos veszettséggel
érintett egyedekhez képest (P=0,0435).
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29. abra: Az agyban mért RABV RNS kopiaszamok (SyBR Green gRT-PCR), harmadik kisérlet.
Kék jeldldk: elpusztult llatok; fekete jeldlSk: tuléld allatok. Bal oldalon: fert6zétt-kezelt és viruskontroll
csoportok; kézépen: elpusztult és tuléld (PCR-pozitiv) allatok; jobb oldalon: toxicitas és veszettség

miatt elpusztult (fertézo6tt) allatok eredményeinek 6sszehasonlitasa. * P<0,05; ** P<0,01

5.2.3.4. Idegrendszeri mintak korszovettani és immunhisztokémiai vizsqalata

A veszettség miatt ledlt egerek agy- és gerincvel6-mintaiban nagy mennyiségben
mutattuk ki a RABV antigénjeit (30. abra). Az els6é kisérlethez hasonléan a témeges
virusszaporodast gyulladasos jelek kisérték. A viruskontroll és a fert6zott-kezelt csoport kdzott
nem volt szamottevd eltérés az antigének mennyiségében és a kdrszdvettani elvaltozasokban.
A viruskontroll csoportban a két tulélé egér agyaban nem, de a gerincvel6ben talaltunk virus-
specifikus antigéneket, bar kevesebbet, mint a tliineteket mutatoé allatoknal. A fertézott-kezelt
csoport toxicitas miatt elhullott két tagjanak IHK vizsgalata (a pozitiv PCR eredmény ellenére)
negativ eredményt adott.
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30. abra: Kiterjedt RABV-fert6zés az agyban. Immunhisztokémiai festés, 400x nagyitas.

A virus nukleoproteinjét voros szin jelzi a neuronokban (nyilak).
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6. Megbeszélés

6.1. In vitro kisérleti szakasz

A virusfert6zések terapiajara szant hatéanyagok vizsgalatanak korai fazisat leggyakrabban az
in vitro hatastanulmanyok jelentik. Ennek soran a virust fogékony sejtkultdraban, a tesztanyag
jelenlétében és hianyaban elszaporitva elemezhet6 az antivirdlis hatas. A vizsgalt szer
megfeleld koncentraciojanak megallapitdsahoz fontos figyelembe venni a sejtekre kifejtett

esetleges toxicitast (Chavez és mtsai, 2006).

A neurotrop RABV replikaciéjanak vizsgalatara j6 osztédasi képességl, immortalizalt,
adherens idegsejt eredetl sejtvonalak allnak rendelkezésre, amelyek hasznalata
praktikusabb, mint a primer neuron sejtkulturaké. A veszettséget érintd in vitro kutatasokban
féként egér (Niu és mtsai, 2013; Yamada és mtsai, 2016; Nakamichi és mtsai, 2005) és human
(Luo és mtsai, 2015; Chopy és mtsai, 2011a; Appolinario és mtsai, 2013) neuroblastoma
sejtvonalakat vesznek igénybe. Kisérleteinkhez az N2a egér neuroblastoma sejtvonalat
valasztottuk, amely az OIE diagnosztikai kézikbnyvében ajanlott sejttipus a RABV izolalasahoz
(OIE, 2018). A hatasvizsgalatok megkezdése el6étt meghataroztuk a kivalasztott virusellenes
szerek citotoxicitasat N2a sejtekre. A hatéanyagoknak csak olyan koncentracioit hasznaltuk a

kisérletekben, amelyek nem valtottak ki szamottevd citotoxicitast (<5%).

A virusok elleni nem-specifikus immunitas kulcsfontossagu citokinjei, az I-es tipusu IFN-
ok kézenfekvd jeldltjei egy tervezett antivirdlis terapianak. A RABYV, replikacidja soran
nagyrészt kiiktatja az I-es tipusu IFN-ok termel6dését a virusfert6zott sejtekben, hatranyosan
érintve a veleszuletett immunvalaszt (Id. 3.3.). Az idegsejtekben egy atmeneti, kisebb mértéki
IFN-valasz ennek ellenére is kialakulhat a fertézést kdvetéen (Johnson és mtsai, 2006b), és
ez lassitja a virus terjedését az idegrendszerben (Chopy és mtsai, 2011a). A RABV tehat
érzékeny az l-es tipusu IFN-okra, ezt bizonyitja tébb tanulmany is, amelyben exogén IFN-
kezeléssel sikeresen csdkkentették a virus replikacidjat in vitro (Niu és mtsai, 2013; Chopy és
mtsai, 2011a), tovabba egérmodellben névelték a tulélési idét (Mehta és mtsai, 2015). Ezen
vizsgalatok tébbsége az IFN-a hatasat elemezte, Chopy és munkatarsai pedig az IFN-B-ét; de

a két I-es tipusu IFN RABYV elleni aktivitdsat eddig nem hasonlitottak dssze.

Kisérleteink bizonyitottak, hogy mindkét I-es tipusu IFN koncentraciofuggé csokkenést
okoz a veszettségvirus replikaciojaban. Az IFN-B — nem citotoxikus koncentracido mellett
elérheté — maximalis gatléhatasa jelentésen meghaladja az IFN-a-ét: FFA teszt alapjan
elébbinél 5,75; utdbbinal 3,5 nagysagrenddel alacsonyabb virustitereket mértiink a kezeletlen
kontrollhoz képest. Rutinszer( antiviralis terapia céljara jelenleg csak az IFN-a-t hasznaljak

(hepatitis B és C fert6zések kezelésére), ez magyarazhatja, hogy az emberi veszettség
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kezelésére tett kisérletek soran is ezt az IFN-t valasztottak (Appolinario és Jackson, 2015).
Bizonyos virusok replikaciéjat ugyanakkor az IFN-3 nagyobb mértékben csdkkenti: féként a
human légz&szervi coronavirusok esetében igazoltak erbteljes gatléhatasat (SARS: Hensley
és mtsai, 2004; MERS: Hart és mtsai, 2014). Raadasul az IFN-B szerepe igen jelentésnek
tinik az idegsejtek virus-indukalta valaszreakciéjaban (Ward és Massa, 1995; Delhaye és
mtsai, 2006), tobbek k6z6tt mas rhabdovirus (VSV — fertézd holyagos szajgyulladas virusa,
Vesiculovirus) fert6zés esetén is (Detje és mtsai, 2015). Mivel vizsgalatunkat neuroblastoma
sejteken végeztik, ez magyarazatot adhat eredményeinkre a két I-es tipusu IFN hatasanak

kllénbségét tekintve.

Az IFN-a és -B keveréke nem erbsitette a virusellenes effektust: az 1:1 aranyu elegy
eredménye az IFN-a és -B kbzé esett. Mivel az l-es tipusu IFN-ok azonos sejtfelszini
receptorhoz kétéddnek (IFNAR-1/2), nem szamitottunk fokozott hatadsra. Az eredmények
alapjan egyértelm(ivé valt, hogy csak az IFN-B-t érdemes bevonni a kisérletek kdvetkezd

fazisaba, amikor a kulénb6z6 hatéanyagok kombinacioéit vizsgaljuk.

A ribavirin az els6é hatéanyagok kozoétt volt, amelyek hatékonysagat kimutattak a RABV
multiplikaciéjanak gatlasaban, sejttenyészetben (Bussereau és Ermine, 1983). Azéta tovabbi
publikaciok is alatamasztottak ezt az eredményt (Appolinario és mtsai, 2013; Anindita és mtsai,
2018), habar a hatéanyag nem segitette a veszettség tulélését human esetekben és
egérmodellben (Appolinario és Jackson, 2015). A mar bizonyitott in vitro virusellenes hatasra
épitve a ribavirint kontrollként vontuk be a vizsgalatunkba, amihez a tébbi antiviralis szer

gatléhatasat hasonlithattuk.

A szakirodalmi adatoknak megfelel6en miis igazoltuk a ribavirin RABV szaporodasat gatlé
hatasat. Magasabb koncentraciok mellett hatékonyabban csdkkentette a virusreplikaciét, mint
a favipiravir, egy Ujabb fejlesztési virusellenes molekula. A favipiravir a ribavirinhez hasonléan
az RNS virusok ellen aktiv nukleozid analég. Eddig elsésorban vérzéses lazat okozo virusok
esetében hasonlitottak dssze a ribavirinnel, és a legtdbb esetben hatékonyabbnak bizonyult
nala (krimi-kongdi haemorrhagias laz virusa: Oestereich és mtsai, 2014b; Junin arenavirus:
Westover és mtsai, 2016). Eredményeink szerint RABV elleni koncentraciéfliiggd gatidhatasa
szignifikans, de a tdbbi vizsgalt hatdbanyaghoz képest mérsékeltebb volt. A favipiravir a ribavirin
eredményét csak alacsony koncentraciéo mellett érte el, ami 6sszhangban van a Banyard és
mtsai (2019) altal leirtakkal. Alacsonyabbnak talaltuk ugyanakkor aktivitdsat a veszettségvirus
ellen, mint Yamada és mtsai (2016). A favipiravir a sejtekben a HGPRT enzim Aaltali
foszforibozilacidoval alakul aktiv formaba, azonban ennek a konverzidos I|épésnek a
hatékonysaga (és ezaltal a virusellenes effektus) igen eltéré kulonféle sejttipusokban
(Naesens és mtsai, 2013). Az antiviralis hatas részletesebb megismeréséhez tehat érdemes

lenne tovabbi sejtvonalakon is hatasvizsgalatokat végezni, vagy a favipiravir aktiv metabolitjat
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is bevonni a kisérletekbe. Egy nemrég megjelent kézlemény ramutatott, hogy a ribavirin kisebb
modositasaval szintetizalt egyes analégok fokozott RABV elleni gatldhatast mutatnak az
eredeti hatéanyaghoz képest (Anindita és mtsai, 2018). A fentiek fényében egyértelm(, hogy
a nukleozid analégok veszettség elleni hasznalataban komoly perspektiva van, és tovabbi

kutatasok sziikségesek ezen a terlleten.

Egy kinazgatlé daganatellenes szer, a sorafenib tdbbféle virus replikaciéjat gatlo hatasa
(Descamps és mtsai, 2015; Gao és mtsai, 2014) és a MAP kinaz kaszkadok fontos szerepe a
veszettség okozta agyvel6gyulladas sejtszintl korfolyamataiban (Nakamichi és mtsai, 2005)
arra utalt, hogy érdemes megvizsgalni esetleges antiviralis hatasat RABV ellen is. Kimutattuk,
hogy a sorafenib nagymértékben gatolja a veszettségvirus replikaciéjat: a legmagasabb nem
sejtkarositd koncentracioban FFA teszt alapjan az IFN-B-val megegyez6, mig qRT-PCR-rel
vizsgalva azt meghalado gatldhatast fejtett ki. Eredményeink alapjan tehat az altalunk vizsgalt
hatéanyagok kozul az IFN-B mellett a sorafenib bizonyult a leghatasosabb virusellenes

szernek in vitro koralmények kozott.

Ennek a kiemelkedd RABYV elleni hatékonysagnak a hatterében l1évé hatasmechanizmus
feltarasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Egyéb virusok (hepatitis C, human enterovirus
71, human cytomegalovirus) esetében kimutattak, hogy a sorafenib — a Raf/MEK/ERK jelatvitel
gatlasaval 6sszefliggd valtozatos hatasmechanizmusok révén — a virusfehérjék szintézisét és
a nukleinsav-replikaciot is gatolhatja (Himmelsbach és mtsai, 2009; Gao és mtsai, 2014;
Michaelis és mtsai, 2011). Besson és mtsai (2019) friss kutatdsa RNS interferencia
segitségével bizonyitotta, hogy a MAP-kinaz jelatvitel szamos pontja kulcsfontossagu a RABV
replikaciés ciklusaban, és egy MEK1/2 inhibitorral (PD 198306) szignifikansan csdkkentették
a virusszaporodast human idegsejtekben. A hatdanyag aktivitdsa csak a magasabb
koncentracio-tartomanyban (5-10 uM) volt jelentés, ez alatt kisebb mértékiinek bizonyult. A mi
eredményeink — sorafenibet hasznalva — ezzel megegyez8d ddzis-hatas mintazatot mutattak
(13. abra; Id. 5.1.4.). A tanulmany szerint a PD 198306 hatasaban a MEK és ERK kinazok
mellett a cyclin-dependens kindzok gatlasa is fontos szerepet jatszik, amelyek részt vesznek
a transzkripcios folyamatok szabalyzasaban az idegsejtekben (Besson és mtsai, 2019).
Tekintve, hogy a RABV sikeres replikacidjahoz a transzkripcié pontos szabalyozasa
elengedhetetlen (Id. 3.1.3.), és hogy a sorafenib gatolja a Raf/MEK/ERK jelatvitelt, a leirt

folyamatnak szerepe lehet a sorafenib kisérleteikben tapasztalt virusellenes hatasaban is.

Vizsgalataink fontos célja volt, hogy a RABV replikaciojat gatld hatdéanyagok
kombinacidinak virusellenes hatasat is megallapitsuk. A veszettség elleni antiviralis terapias
lehetGségeket és gydgyszerjeldlteket felmérd legtébb tanulmanyban csak egyedi
hatbanyagokat vizsgalnak. Az emberi veszettség kezelésének eddigi kudarca, valamint a

betegség korfejlédésének és immunoldgiai hatterének dsszetettsége alapjan valdszindtlen,
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hogy monoterapiaval sikert lehetne elérni a gyégykezelésben. A virusellenes kombinaciok
vizsgalataval nyert in vitro eredmények fontosak a lehetséges kezelési stratégiak késdbbi

kidolgozasahoz.

Az IFN-B, ribavirin, favipiravir és sorafenib kilénb6zé kombinacidinak vizsgalata soran
arra az eredményre jutottunk, hogy az egyedi hatéanyagokhoz képest fokozott virusellenes
hatas érhetd el, ha az IFN-B-t kombinaljuk barmely masik hatéanyaggal. Az egyittes hatas

azonban egyik esetben sem mutatott szinergizmust az dsszetevék kdzott.

A RABV replikaciéjat legnagyobb mértékben az IFN-B + sorafenib kombinacié
csOkkentette. Az FFA teszt logaritmikus eredményébél szamitott relativ gatidhatas az 1 1U/ml
IFN-B és 5 pM sorafenib kombinacioja esetében 77,19% volt, mig az egyedi 6sszetevdk
azonos koncentracidéban 48,07%, illetve 68,90% gatlast valtottak ki. A kombinacié 77,19%-0s
eredménye még az alkoto szerek tizszer tdményebb oldatainak antiviralis hatasat is feliimulta.
A jelentés RABV elleni védéhatas nem meglepd, hiszen az egyedi hatéanyagok vizsgalata
soran is az IFN-B és a sorafenib voltak a leghatékonyabb virusellenes szerek. Szamos
tanulmanyban szamolnak be a sorafenib és |-es tipusu IFN-ok szinergista hatasarol vese- és
majdaganatok kezelésében (IFN-a + sorafenib: Takeuchi és mtsai, 2010; IFN-B + sorafenib:
Enomoto és mtsai, 2017). Azonban tekintve, hogy a sorafenib f6 tumorellenes
hatdsmechanizmusa az angiogenezis csokkentése a VEGFR és PDGFR kinazok gatlasa altal,
(ami a veszettségnél nem jatszik szerepet) ennek jelentésége kisérleteink szempontjabdl
elhanyagolhaté. Erdekes médon a hepatitis C virus replikacidjanak gatlasaban kifejezett

antagonizmust irtak le a sorafenib és az IFN-a koz6tt (Himmelsbach és Hildt, 2013).

Az l-es tipusu IFN-ok és a ribavirin kombinacidja a krénikus hepatitis C kezelésének
korabban leginkabb elterjedt mdédszere volt (Palumbo és mtsai, 2011). Kisérletiinkben az IFN-
B + ribavirin kombinacié enyhén fokozott, de nem szinergista virusellenes hatast valtott ki
RABYV ellen az 6nalléan hasznalt komponensekhez képest. Ehhez hasonlé eredményt kaptunk
az IFN-B + favipiravir kombinacid elemzésével is: a kombinalt gatldhatas jelentésen
meghaladja a favipiravir eredményét, de az IFN-B-ét csak kisebb mértékben. Ezeknél a
kombinaciéknal féként a ribavirin, illetve a favipiravir koncentracidja hatarozza meg az
antiviralis effektus mértékét: a magasabb dézisu ribavirin vagy favipiravir kombinacidja
alacsonyabb dozisu IFN-B-val er8sebb gatléhatast mutatott, mint a forditott valtozat (magas
IFN-B + alacsony ribavirin/favipiravir koncentracid). Ez az eredmény meglepd, tekintve, hogy
egyedi hatéanyagként az IFN-B joval nagyobb mértékben csdkkentette a virusmultiplikaciot,
mint a ribavirin vagy a favipiravir (15. abra, Id. 5.1.6.). Az l-es tipusu IFN-ok és a ribavirin
kombinacidjanak in vitro hatasat tébb virus ellen is vizsgaltak. Szinergizmusrél szamoltak be
az IFN-B és ribavirin k6z6tt a SARS coronavirus (Morgenstern és mtsai, 2005), valamint az

IFN-a és ribavirin kdzo6tt a chikungunya virus (Gallegos és mtsai, 2016) elleni hatasban. A
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MERS coronavirus replikaciojanak gatlasaban hatékonyabb volt az IFN-a + ribavirin
kombinacié az egyedi 0sszetevdknél, de szinergizmust nem sikertilt igazolni (Falzarano és
mtsai, 2013). Az IFN-a és a favipiravir kombinacidja a Zika virus ellen hatékonynak, de nem
szinergistanak bizonyult (Pires de Mello és mtsai, 2017). Az emlitett kbzlemények és a mi
eredményeink alapjan jol lathaté, hogy az RNS virusok elleni nukleozid analégok
hatékonysaga ndvelhetd I-es tipusi IFN-okkal, azonban a kombinaciéval elérhet6

hatasnovekedés mértéke eltéré kiulonbozo virusoknal és tesztrendszereknél.

Nagy varakozassal tekintettink a ribavirin + favipiravir kombinacié RABV replikaciora
gyakorolt hatasara, mert tobb tanulmanyban erds szinergizmusrdl szamoltak be a két
hatdanyag egyuttes hasznalatanal vérzéses lazat okozé arena- és bunyavirusok ellen, Vero
sejtekben és kisérleti allatokban is (Oestereich és mtsai, 2014b és 2016; Westover és mtsai,
2016). Ezt a szinergista hatast nem sikerult igazolnunk RABV ellen N2a sejtekben, sét, a
kombinacié antagonizmust mutatott: az egyuttes antivirdlis hatas elmaradt az 6nallé
komponensekétdl szinte minden vizsgalt koncentracié mellett (15. abra, Id. 5.1.6.). Pires de
Mello és mtsai (2017) szintén in vitro antagonista interakciét mutattak ki a ribavirin és a
favipiravir kozott a Zika virus elleni kombinacios kezelés esetén. Mindkét molekula aktiv
metabolitja a viralis RdRp-t gatldé purin nukleozid analégként mikddik, amely beépul az RNS
lancba, letalis mutagenezist idézve el6 (Crotty és mtsai, 2002; Baranovich és mtsai, 2013).
Hatasmechanizmusuk tehat atfedést mutat, ami magyarazatul szolgalhat az antagonizmusra.
A ribavirin ugyanakkor gatolja az IMPDH enzimet, ami a favipiravirra nem jellemzé (Te és
mtsai, 2007). Az IMPDH inaktivalasa csdkkenti az intracellularis GTP szintet, ami fokozhatja a
favipiravir beépulését az épulé RNS szalba, erésitve annak antiviralis hatasat. Valoszin(, hogy
a ribavirin altal kivaltott egyes folyamatok hangsulya eltér kiilénbdz6 virusfertézések esetén,
ami a favipiravirral val6 kombinacié hatasat a szinergizmus vagy az antagonizmus felé
billentheti. Figyelembe kell venni tovabba, hogy a favipiravir metabolizmusanak hatékonysaga

igen eltérd kuldnféle sejtvonalakban (Naesens és mtsai, 2013).

Kisérleteink egyértelmivé tették, hogy a sorafenib kombinalasa ribavirinnel vagy
favipiravirral a RABV replikacidjanak gatlasa érdekében nem célszerli, ugyanis er6s
antagonizmus Iép fel kdzottuk. A kombinaciok kodzul csak azok tudtak szignifikdnsan gatolni a
virusszaporodast, amelyek a sorafenib magasabb koncentraciéjat tartalmaztak, de ezek
antiviralis hatasa is jelentésen elmaradt az azonos dézisban egyedileg hasznalt sorafenibétél.
Alacsonyabb sorafenib koncentracio esetén szamottev virusellenes hatas nem volt; még a
ribavirin vagy a favipiravir magasabb koncentracioja mellett sem. A Raf/MEK/ERK jelatviteli ut
hatasa szerteagazd a sejtekben; az érintett tirozin-kinazok szamos metabolikus folyamat
szabalyozasaban vesznek részt. Lehetséges, hogy a sorafenib altal gatolt MAP kinaz

kaszkadok valamelyike kulcsfontossagu szerepet jatszik a ribavirin és a favipiravir pro-drugbdl
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aktiv hatéanyagga t6rténd enzimatikus konverziéjaban. Kimutattak példaul, hogy a (favipiravir
metabolizmusaért elsédlegesen felelés) HGPRT enzim és az ERK kinazok kdlcsdnhatasban
lehetnek egymassal (Kang és mtsai, 2013). A folyamatok részletes felderitése azonban

tovabbi alapos kutatast igényelne.

A hatéanyagok és kombinaciéik veszettségvirus elleni in vitro gatldhatasat harom
kilonb6zé modszerrel is meghataroztuk (sejtek fert6zoéttségi aranya, FFA, qRT-PCR). A
harom vizsgalati eljaras eredményei minden esetben 0Osszhangban voltak, azonos
tendenciakat tartak fel, ami nagyban noveli kovetkeztetéseink megbizhatésagat. A mdédszerek
kozti alapvet kuldnbségek okoztak kisebb eltéréseket a részletes eredményekben, mivel a
virusmultiplikacié kilénbdz6 stadiumairdl adnak informaciot. Elsé 1épésként meghataroztuk az
N2a sejtek fert6zottségének mértékét a kisérleti lemezeken: immunfluoreszcens festést
kovetéen a fluoreszcenciat mutatd sejtek aranyat vizsgaltuk. Mivel a modszer vizualis
megfigyelésen alapuld becslésre épll, csak szemikvantitativ eredményeket kaphattunk. Ezek
az informacidk azonban jol jelezték a vizsgalt szerek altal kivaltott effektust, amit késébb a
masik két mddszerrel igazolni tudtunk. A virusellenes hatasrél a legpontosabb képet a
sejtekbdl kiszabadult utddvirionok szamat meghatarozé FFA teszt nyujtja. Ennek soran a
fert6zott sejttenyészetek fellluszojaban mértik a RABV infektiv titerét, ami csak a teljes
ertékd, fert6zdképes virionokat veszi figyelembe. Ezért f6 megallapitasainkat az antiviralis
szerek gatldhatasardl az FFA modszerre alapoztuk. Ugyanazon mintakbdl gRT-PCR-rel a
RABV-specifikus nukleinsavak mennyiségét is kimutattuk. Mivel ezzel a médszerrel féként az
FFA eredmények megerdsitése volt a célunk, az ésszehasonlithatosag érdekében az RNS
kopiaszamokat titer-ekvivalens TCIDso értékekben fejeztuk ki. A virustiterek kvantitativ PCR-
alapu kozelité szamitasat tobbféle virusnal is hasznaljak (Jonsson és mtsai, 2009; Gustafsson
és mtsai, 2012). Az FFA teszttel 6sszehasonlitva a PCR-rel meghatarozott TCIDso-ekvivalens
értékek a legtdbb esetben magasabbak voltak; féként a hatéanyagok magasabb koncentraciéi
mellett, amelyek er6sebben gatoltak a virusszaporodast. Ez nem meglepé, tekintve, hogy a
gRT-PCR modszer az dsszes virus-eredetl nukleinsavat kimutatja a mintaban, beleértve az
MRNS-eket, replikacids intermediereket, inkomplett partikulak nukleinsavait is. A tesztelt
hatéanyagok (és az IFN-kezelés kdvetkeztében termel6dott IFN-indukalt fehérjék) kilonbdzé
mechanizmussal fejtik ki gatldhatasukat, gyakran a virusreplikacié késébbi szakaszaiban. igy
a szaporodasra képes utddvirionok kibocsajtasa nagyobb mértékben csdkkenhet, mint a
virusspecifikus RNS-ek mennyisége. Magasabb virustiterek esetén (kb. 10 TCIDs, felett) a
két modszerrel kapott eredmények kézott mar nem mutatkozott érdemi kiilénbség (sét, ritka
esetekben az FFA teszt eredménye kissé meghaladta a PCR-rel szamitott titereket), mivel az

amplifikacié nagyon magas templatkoncentracié mellett csékkent hatékonysagu lehet.

70



6.2. In vivo kisérleti szakasz

Az in vitro kisérleteken tul egérmodellben is vizsgaltunk veszettség elleni lehetséges
kombinacids terapiakat. In vivo kutatdmunkank fé iranyvonala az immunrendszer veszettségre
adott karos valaszreakciojanak csokkentése volt, tobbféle immunmodulans hatdéanyag
kombinacidjaval. A késébbi kisérletekben a tesztelt, klldnféle gyulladasos kaszkadokat gatlé
szereket RABV-specifikus ellenanyagokkal és az in vitro kisérleti szakaszban bizonyitott
gatlohatasu antiviralis készitményekkel kombinaltuk. Harom allatkisérletet végeztink el,
kGlonb6z6 terapias kombinaciokkal kulonb6z6 adagolasi séma szerint kezelve
veszettségvirussal ferté6zott C57BI/6 egereket. A fert6zéshez a fixalt laboratériumi CVS-11

helyett egy vad-tipusu RABV térzset, a denevér eredetlii SHBRV-18-at hasznaltuk.

Az elsb kisérletben a terapias kombinaciot a sorafenib, az infliximab és az Ac-YVAD-cmk
alkottak, amelyek MAP kinaz-, TNF-a-, illetve CASP-1-gatlé szerek. Kutatasi partnereink
el6kisérleteiben ezek a hatdbanyagok — monoterapiaban hasznalva — elnyujtottak a veszettség
korlefolyasat egérmodellben, ezaltal késleltették az elhullast, de megelé6zni nem tudtak
(Smreczak és mtsai, 2019; Koraka és mtsai, 2019). Kisérletlinkben a harom gyulladascsokkenté
anyag kombinacidja a kezelés iddzitésétdl fuggben — kimutathatd toxikus hatas nélkul — 15-30%-
kal csokkentette az elhullast virusfertézott egerekben. Bar jol lathatd a kezelés jotékony hatasa,
a tulélési arany kilénbsége a Fisher-proba szerint nem szignifikans a kisérleti csoportok kozott.
Ez az egerek fertbzéséhez hasznalt relativ alacsony, LDsg virusdézis kdvetkezménye, mivel a
viruskontroll csoport ennek megfeleld, kb. 50%-0s mortalitasa és 13-as csoportlétszam mellett
a statisztikai préba ereje nem volt elegendd. Ha abbdl indulunk ki, hogy a viruskontroll csoport
tulélési aranya az LDso-hez igazodott, és ezt a fix értéket referencianak tekintjuk, a statisztikai
elemzést egzakt binomialis prébaval is elvégezhetjik. Ez esetben a tulélési arany szignifikansan
magasabb a viruskontrolinal abban a csoportban, amelynek kezelését 96 oraval a fertézés utan

kezdtlk, és a harom terapias csoportot dsszesitve is szignifikans a kezelés hatasa a tulélésre.

Erdekes mddon a tulélési arany magasabb volt azokban a csoportokban, amelyekben a
kombinacids kezelést késébb kezdtik: mig a pre-expozicids terapias séma mellett (-4h csoport)
az egerek 61,5%-a élte tul a fertézést, addig a két posztexpoziciés csoport (48h és 96h)
eredménye 69,2% és 76,9% volt. Hasonl6é tendencia mutatkozott a KIR-ben mérhet§ RABV
antigének mennyiségét immunhisztokémiai modszerrel vizsgalva: a kezelt csoportok kdzott a
legmagasabb antigénszintet a -4h csoportban, a legalacsonyabbat a 96h csoportban allapitottuk
meg. Az IHK vizsgalatok értékelésekor ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy az agy és
gerincvel® csak néhany metszetét vizsgaltuk meg, igy az eredmények nem feltétlendl
reprezentativak. Mivel a viralis antigének szintjének 6sszehasonlitasakor a tuléldé és virustol
mentes idegrendszer( allatokat nem vettik figyelembe, elmondhatd, hogy a késébb kezelni

kezdett csoportok tagjaiban alacsonyabb volt a virusterhelés akkor is, ha végul nem élték tul a
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betegséget. A jelenség magyarazata az lehet, hogy a gyulladascsékkentd szerek kombinaciojat
minden csoportban 8 napig adagoltuk, igy a korabban megkezdett terapia korabban véget is ért.
A tulélési gorbékbdl lathatd, hogy az elhullasok két nagyobb hullamban zajlottak le: a 7-8. napon,
majd a 12-13. napon (19. abra, Id. 5.2.1.2.). Ez utdbbi idején a -4h csoport mar legalabb 4 napja,
a 48h csoport pedig 2 napja nem kapott kezelést. Megfigyelhetd, hogy a 96h csoport esetében

—amelynél a hatbanyagok adagolasa a 12. napig tartott — ez a kés6i mortalitas nem jelentkezett.

A virusszaporodas mértékét a KIR-ben gRT-PCR-rel is elemeztuk. Mivel az in vitro
kisérletekben hasznalt, Wakeley és mtsai (2005) altal leirt TagMan préba az SHBRV-18
virustorzsre nem bizonyult megfelelének (bar az amplifikacié sikeresen lezajlott — a termékek
agaréz gél elektroforézissel jol lathatok voltak — a real-time PCR készilék nem adott
értelmezheté eredményt), az egérkisérletek esetében a PCR maddszert a proba mellézésével,
SyBR Green rendszerben hasznaltuk. A RABV-specifikus nukleinsavak mennyiségében nem
volt szignifikans kllonbség az egyes (virussal fert6zott) kisérleti csoportok kozott, mert az
elpusztult egerek esetében terapiatdl fuggetlenil magas RNS-szintet mértiink, mig a tulélé
allatok t6bbsége negativ eredményt adott. A virdlis RNS mennyiségek hasonld szintje a
csoportok kozott nem meglepd, tekintve, hogy a hasznalt hatéanyagok elsédlegesen nem a

virusreplikaciét gatoljak, hanem a gazdaszervezet gyulladasos valaszreakciojat befolyasoljak.

Figyelemre méltd, hogy a tulélé egyedek kdzll négy agyaban és gerincvelbjében, egy
tovabbinak pedig csak a gerincvelbjében sikerllt kimutatni a RABV RNS-ét, bar jelentésen
kisebb koépiaszamban, mint a humanus végpontot elért allatoknal. Ezeknek a PCR-pozitiv
tuléléknek a gerincvelbjében a viralis antigének is kimutathatok voltak, az agy IHK-vizsgalata
azonban csak egy esetben, a 48h csoport egy tagjanal adott pozitiv eredmeényt. Ez utébbi egér
annak ellenére tulélte a fert6zést, hogy kialakultak nala a veszettség korai tlnetei (klinikai
pontozasos rendszer szerinti 1-es stadium: a bal hatsé lab bénulasa). A tinetei késén
jelentkeztek (16. nap), és nem progredialtak; a kérlefolyas megallt ezen a ponton. Jél ismert,
hogy a vad-tipusu RABV torzsek késleltetik a szervezet fertézésre adott immunvalaszat, tobbféle
immun-elkeriil6 mechanizmus éltal (Katz és mtsai, 2017). igy feltételezhetd, hogy a kombinaciés
kezelés a gyulladasos folyamatok kordaban tartasaval késleltette az idegszoveti karosodast és
a neuronok funkcidzavaranak elhatalmasodasat. Ez id6t adhatott az effektor limfocitak
megkésett belépéséhez a KIR-be, ami a virusfert6zés kontrollalasanak elsédleges feltétele
(Hooper és mtsai, 2009; Li és mtsai, 2012). A néhany PCR-/IHK-pozitiv egér tulélését tehat az
magyarazhatja, hogy a gyulladascsokkentd terapia tdmogatasaval az immunrendszer id6ben
megallitotta a fertézés terjedését az idegrendszerben; még a tlinetek megjelenése elétt, vagy
kevéssel utana. A végzetes agyvelégyulladas megelézésében fontos szerepe van a neutralizald
ellenanyagoknak (Gnanadurai és mtsai, 2013; Miao és mtsai, 2017; Hooper és mtsai, 1998),

ezért Iényeges, hogy minden tulélé egérben igazoltuk a szerokonverziot. A virus KIR-i jelenlétére
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PCR/IHK vizsgalattal pozitiv allatokban az atlagnal magasabb ellenanyagszintet mértunk.

A veszettség korfolyamataiban a gyulladasos folyamatok szerepe igen 6sszetett, és mai
napig nem minden részletében tisztazott (Chopy és mtsai, 2011b). Egyértelminek tlnik, hogy a
szervezet védekezésének fontos részét képezi a velesziletett immunrendszer gyors
valaszreakcidja, ami gyulladasos jelenségekkel jar. A periférian és az idegrendszeri fertézés
kezdeti fazisaban a tulélés szempontjabdl elényds a gyulladasos kemokinek up-regulacioja, ami
kemotaktikus kdrnyezetet alakit ki, és a virusszaporodas helyére vonzza az immunsejteket
(Nakamichi és mtsai, 2004; Wang és mtsai, 2005). Az I-es és ll-es tipusu IFN-ok egymas hatasat
erésitve kdzvetlen antiviralis hatast valtanak ki (Barkhouse és mtsai, 2015), egyes interleukinok
termelédése pedig segiti az adaptiv immunvalasz korabbi aktivaciojat. Mindezek a folyamatok
attenualt RABV-torzsek fertézésekor kimutathatok, és megel6ézik a virus bejutasat a KIR-be,

vagy rovid idén belll megallitjdk az idegrendszeri fertézést, mielétt kontrollalhatatlanna vaina.

Virulens, vad-tipusu virusoknal a fent leirt gyulladasos valasz késik vagy elmarad (Wang és
mtsai, 2005; Miao és mtsai, 2017). A megkésett immunreakcié miatt a gyulladasos folyamatok
egy masodik hullama kap nagyobb jelentéséget vad-tipusi RABV esetében, ami mar azt
kdvetben 1ép fel, hogy a virus szétterjedt a KIR-ben (Niu és mtsai, 2011). Ez a késdi kaszkad
tartésan fennmarad, és sulyos neurondlis funkci6zavarokat okoz, amik a betegség tuneteinek
elsédleges okai. Karosodik az idegsejtek citoszkeletonja, ami a szinapszisok rendellenes
mikddéséhez vezet (Li és mtsai, 2005); mitokondridlis tulmikodés koévetkeztében reaktiv
oxigénszarmazékok szaporodnak fel (oxidativ stressz), axonalis duzzanatot okozva (Kammouni
és mtsai, 2015); a leszall6 fert6zés fazisaban pedig az idegrostok veléshivelyei karosodnak,
ami bénulasokat okoz (Mitrabhakdi és mtsai, 2005). A kés6i, destruktiv gyulladasos valasz
fontos résztvevéi a mikroglia sejtek, amelyek virulens RABV-fert6zésre az iNOS és TNF-a up-
regulacidjaval reagalnak (Madhu és mtsai, 2016). A keletkezett nitrogén-oxidok és TNF-a
karositjak az idegszovetet (Liao és mtsai, 2012; Ubol és mtsai, 2001; Solanki és mtsai, 2009),
és mas citokinek (IL-6, CCL5, CXCL10) is felszaporodnak, hozzajarulva a betegség végzetes
kimeneteléhez (Niu és mtsai, 2011). Sulyosbitja a helyzetet a CASP-1 inflammoszémakban

torténd aktivacioja, ami piroptotikus sejthalalt okoz az idegrendszerben (Koraka és mtsai, 2018).

Az altalunk hasznalt hatdanyagok kozul a sorafenib a RafMEK/ERK jelatvitel gatlasaval
csokkenti az INOS, TNF-a és egyes kemokinek termelédését a mikroglia sejtekben, valamint
in vitro eredményeink alapjan kdzvetlenll gatolja a virusreplikaciét az idegsejtekben. Az
infliximab a TNF-a elleni antitest, az Ac-YVAD-cmk pedig gatolja a CASP-1-et és ezaltal a
piroptozist. Mindezek fontos részesei a RABV fert6zést koveté masodik gyulladasos
hulldmnak. Valészind, hogy a harom hatéanyag kombinacidja ennek a késdi gyulladasos
valasznak a mérséklése altal ndvelte a tulélési esélyt a vad-tipusu SHBRV-18 virustorzzsel

fert6zott egerekben. Bar a kiildnb6z6 idbzités szerint kezelt csoportok kdzti kilonbségek nem
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voltak szignifikansak; eredményeink arra utalnak, hogy a hosszabb ideig (a fertézés utani 10-
12. napig) fenntartott terapia erdsiti a védbhatast. Ez dsszhangban van feltételezésiinkkel,

hogy a fokozott tulélés féként a késdi gyulladasos hullam enyhitésének kdszonhetd.

A kombinacios kezelés hatékonysagaban egy masik mechanizmus is szerepet jatszhat.
Vad-tipusu RABV fert6zésnél a KIR-be belépd limfocitak (féként T sejtek) fokozott
apoptozisnak vannak kitéve, mert a virus indukalja a FasL szintézisét az idegsejtekben. Ez a
molekula a limfocitak Fas receptorahoz kétédve beinditja azok apoptézisat, ezaltal az adaptiv
immunvalasz szamottevéen séril (Baloul és mtsai, 2004). A FasL a TNF-csoportba tartozik,
és kimutattak, hogy maga a TNF-a is aktivalhatja a Fas-fliggé kaszkadot (Suzuki és mtsai,
1999). A TNF-a-gatlo infliximab tehat ellensulyozhatja a folyamatot, hozzajarulva, hogy tébb T
sejt maradjon mikodoképes az agyban. A FasL transzkripciojanak szabalyzasaban alapvet6
szerepe van a MEKK1/JNK/c-Jun jelatviteli utnak, amely a MAPK-kaszkadok kozé tartozik
(Kavurma és Khachigian, 2003). Bar a sorafenib a MAPK-ok kézll a Raf-ra van a legnagyobb
hatassal, kimutattak, hogy kisebb mértékben a JNK-t is gatolja (Vin és mtsai, 2014), és ezzel

szintén megel&zheti az immunsejtek FaslL/Fas-fliggd apoptozisat.

Természetesen nem valdszin(, hogy az immunmodulans kezelés 6nmagaban elegendd
a veszettség tuléléséhez. Az agyi gyulladasos folyamatok és az immunsejtek apoptézisanak
gatlasa azonban értékes id6t adhat az adaptiv immunvalasznak, hogy a KIR-be belépd B-
limfocitak és az altaluk helyben termelt ellenanyagok eliminaljak a fertézést. Ez a megkozelités
elényds lehet az emberi veszettség kezelésében is, ahol a tapasztalatok azt mutatjak, hogy
ha sikerul kell6képpen lelassitani a betegség progressziodjat, az immunrendszer lekizdheti a
virust (Jackson, 2013, de Souza és Madhusudana, 2014).

Az ellenanyagok véddhatasanak jobb kiaknazasa érdekében a masodik kisérletben a
gyulladascsokkentd kombinaciot HRIG-el egészitettik ki. Az elsd kisérlet tapasztalatai alapjan
a kezelés id6tartamat minden csoportnal 10 napra ndveltik. A statisztikai probak erésitése
céljabol a viruskontroll csoport létszamat megemeltuk, és az egereket LDigo virusdozissal
fertéztik. A kombinaciés terapia minden kezelt csoportban szignifikansan csdkkentette az
elhullas aranyat a viruskontrollhoz képest. A tulélési gorbék statisztikai elemzése is
megerf@sitette a kezelés hatékonysagat: a -4h és 48h csoportok gérbéi szignifikansan, mig a
96h csoporté azt megkdzelitd mértékben (P=0,0610) tértek el a viruskontrolltél. A -4h
csoportban mindbssze egy allat érte el a humanus végpontot, ami a terapia kiemelkedd
védbhatasat jelzi a veszettség okozta mortalitassal szemben. Ennél a csoportnal az
idegrendszeri RNS kopiaszamok is alacsonyabbak voltak a viruskontrolinal, de a tébbi kezelt

csoport esetében nem voltak szignifikans eltérések a qRT-PCR eredményekben.

A tulélési adatok az els6 kisérlethez képest ellentétes mintazatot mutattak: a korabban

megkezdett kezelés mellett nagyobb aranyban maradtak életben az egerek. A kulonbség
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leginkabb a pre- és posztexpozicidés adagolasi sémak koézétt mutatkozott meg; a 48h és 96h
csoportok eredménye hasonlo volt. A jelenség egyértelmiien a HRIG szerepének tulajdonithato
a kombinaciéban: nagy mennyiségli ellenanyag korai jelenléte er6sen csdkkent elhullashoz
vezet azaltal, hogy a RABV-t még a periférian neutralizalva megelézi a virus bejutasat a KIR-be,
vagy erésen csokkenti annak mértékét (Madhusudana és mtsai, 2013; Lebrun és mtsai, 2015).
Ez a hattere annak is, hogy a sikeres human PEP protokolloknak fontos részét képezi a HRIG
vagy ERIG beadasa (Fooks és mtsai, 2017; WHO, 2013). Késdbb inditott kezelés esetén
azonban az exogén HRIG jotékony hatasa jelentdsen csokken, a tulélési arany ndvekedésében
igy egyre inkdabb a MAPK-, TNF-a- és CASP-1-gatlok hatasa dominalhat. Tébb kutatasi
eredmeény bizonyitja, hogy a periférias ellenanyagok bejutdsa az agyba korlatozott vad-tipusu
RABYV fert6zés esetén, ezért a KIR-t mar elért fertézést nem tudjak felszamolni (Huang és mtsai,
2014). A tulélést csak a KIR-be belépd B sejtek altal in situ termelt ellenanyagok biztosithatjak

kialakult idegrendszeri fertézés esetén (Hooper és mtsai, 2009; Lebrun és mtsai, 2015).

Annak bizonyitasara, hogy a -4h-s kezelési sémat kdvetd nagyaranyu tulélés nem
kizardlag az ellenanyagoknak koszonhetd, egy kulon kontrolicsoportot is beiktattunk a
kisérletbe: ennek tagjai HRIG monoterapiat kaptak, a -4h kezelési protokollt kévetve. A csoport
tulélési aranya (76,9%) jelentésen meghaladta a viruskontrollét (11,5%), de alacsonyabb volt
a kombinacidval azonos idOzités szerint kezelt csoporténal (92,3%). Az eredmény
megmutatja, hogy az immunmodulans hatéanyagok hozzajarultak a védbhatashoz, tehat a

kombinacids kezelés hatékonyabb az ellenanyagok 6nallé hasznalatanal.

A harmadik egérkisérletben az volt a célunk, hogy maximalizaljuk a kés6i posztexpozicios
kezelés hatasat a tulélésre. A modellezni kivant human esetek nagy részében ugyanis nincs
lehetéség a gyogykezelés korai elinditasara. Ennek megfeleléen csak egyféle adagolasi
protokollt hasznaltunk: az egerek kezelését a fert6zés utan 96 oraval kezdtik meg, amikor a
virus mar nagy valdésziniséggel elérte a KIR-t. A masodik kisérletben hasznalt hatéanyagokon
felll az in vitro vizsgalatokban a RABV replikaciojat sikeresen csokkentd virusellenes szereket
— l-es tipusu IFN-okat, ribavirint és favipiravirt — is bevontuk a terapias kombinacidba. A
kombinacios kezelés mellett mannitot is adtunk az egereknek a vér-agy-gat megnyitasa
céljabol (Dufkova és mtsai, 2019). Ismert, hogy virulens RABV-fertézésnél a vér-agy gat
atjarhatésaga eleinte csak kis mértékben fokozddik, majd az agyvel6gyulladas késébbi
szakaszaban szamottev6en megnd (Miao és mtsai, 2017). A vér-agy gat megnyitasatél ezért
a terapeutikumok, az immunsejtek és a periférias ellenanyagok korabbi, nagyobb mértéki

bejutasat vartuk az idegrendszerbe, ami szerepet jatszhat a tulélésben (Roy és Hooper, 2007).

Ebben a kisérletben nem tudtuk igazolni a kombinacio veszettség elleni védbhatasat, mert
az alkalmazott kezelés toxikusnak bizonyult az egerekre. A toxicitast egyértelmiien mutatja a

hatéanyag-kontroll csoport hirtelen testtdmegvesztése a kezelés megkezdésének napjatdl,
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amit négy-6t nappal késébb a csoport tagjainak felében egyre sulyosbodé apatia, elfekvés és
végul elhullas kovetett. A toxikus hatas a fert6zott-kezelt csoportban is lathaté volt. Amellett,
hogy az alkalmazott kezelés egyaltalan nem segitette el6 a tulélést, két elhullott egyed nem a
veszettségre, hanem a hatdéanyag-kontroll csoportban tapasztalt toxicitasra jellemzé klinikai
képet mutatott. A csoport tébbi tagjanal nehéz megallapitani a toxicitas szerepét az
elhullasban, mert a testtdmeg csdkkenése a veszettségre is jellemzé, és a legtdbb egérnél a
veszettség okozta tlnetek a fert6zést kdvetd 6-7. nap korul jelentek meg, még a toxicitas
lathato jelei el6tt. A fert6zott-kezelt allatok 100%-o0s mortalitasahoz képest a viruskontroll
csoportban 84,6%-os elhullasi aranyt figyeltink meg. Ugy tiinik tehat, hogy a toxicitas

gyengitette az egerek altalanos allapotat és védekezbképességét a veszettseg ellen.

Nehéz egyértelmiien megallapitani a tapasztalt toxicitas okat, mert a parenchymas
szervekben nem lattunk lényeges elvaltozasokat, és a kombinacioban szereplé hatéanyagok
a felhasznalt doézisban egyenként nem toxikusak. Ezt a gyulladascsokkenté szerekre
vonatkozdan az elsé és masodik kisérletre, mig a tobbi hatéanyag esetében szakirodalmi
adatokra alapozva jelenthetjuk ki (ligo és mtsai, 1997; Oestereich és mtsai, 2014b; Gowen és
mtsai, 2013). Kutatasi partnereink eredményei szerint a vér-agy gat mannittal végzett
megnyitasa is biztonsagos (Dufkova és mtsai, 2019). Valdszinl tehat, hogy interakcié Iépett
fel egyes komponensek kozott. Elképzelhetd, hogy a rossz vizoldhatésagu sorafenib
vivéanyagaként hasznalt cremophor EL (CrEL) fellletaktiv adalék szerepet jatszott a toxikus
hatasban. Az elsé két allatkisérletben az in vitro kisérleti szakaszhoz hasonléan DMSO-ban
oldottuk fel a sorafenibet, azonban a szakirodalomban publikalt vizsgalatok szinte
mindegyikében a CrEL-t hasznaltak erre a célra (Liu és mtsai, 2006; Fendrich és mtsai, 2012;
Sonntag és mtsai, 2014). Ennek fényében a harmadik kisérletre megvaltoztattuk a protokollt.
Mas hatéanyagok hasznalata mellett leirtak mar a CrEL altal okozott toxicitast és interakcidkat
(Gelderblom és mtsai, 2001). Elképzelhetd tehat, hogy a CrEL inkompatibilis valamely altalunk
hasznalt hatéanyaggal, ezért hasonlé kombinacios terapiaknal érdemes a jovOben mas

segédanyagot valasztani a sorafenibhez.

Allatkisérleteink eredményeit 6sszefoglalva elmondhat6, hogy a RABV fertézés hatasara
fellépd karos immunreakcié gatlasa javitja a tulélés esélyét, vélhetéen a KIR-ben kialakuld
késébi gyulladasos valasz csdkkentése altal. A kezelést érdemes sokaig fenntartani, hogy id6t
adjon az adaptivimmunitasnak és a neutralizalé ellenanyagoknak a fert6zés felszamolasahoz.
RABV-specifikus ellenanyagok korai adminisztraciojaval nagymértékben fokozhato a kezelés
j6tékony hatasa. Virusreplikaciot gatld szerek és a vér-agy gat megnyitasa szintén segithetik
a tulélést, ennek bizonyitasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel, amelyek soran a toxikus
interakciok elkertlésére kulon figyelmet kell forditani. Eredményeink hasznos adatokkal

szolgalhatnak egy jovébeli sikeres human terapias protokoll kidolgozasahoz.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1) Els6ként igazoltuk a multikinaz-gatld sorafenib jelentés in vitro antiviralis hatasat

veszettségvirus ellen.

2) Elséként vizsgaltuk interferonok egyéb antiviralis hatéanyagokkal alkotott
kombinacidéinak veszettség elleni in vitro hatasat és igazoltuk, hogy az IFN-B sorafenibbel,

ribavirinnel vagy favipiravirral kombinalva jelentésen gatolja a veszettségvirus replikaciojat.

3) Ramutattunk, hogy a ribavirin, a favipiravir és a sorafenib kilénb6zé kombinacidinak

alkalmazasa veszettség esetén nem javasolhato a koztik fellépd antagonizmus miatt.

4) Kimutattuk, hogy bizonyos gyulladasos kaszkadokat és citokineket gatlé hatéanyagok
(CASP-1-, MAP-kindz- és TNF-a-inhibitorok) kombinaciéja javitia a tulélési aranyt
veszettségvirussal fert6zott egerekben, feltehetbleg az idegrendszerben fellepd késéi

gyulladasos valasz gatlasa altal.

5) Kimutattuk, hogy a CASP-1-, MAP-kinaz- és TNF-a-gatld szerek kombinacidja
veszettség elleni ellenanyagokat tartalmazo hiperimmun savéval kiegészitve nagymértékben
noveli a tulélést egérmodellben, és ez a véddhatas kifejezettebb, mint ami az ellenanyagok

onallé alkalmazasaval elérhet6.
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Koszonetnyilvanitas

Egy olyan nagy lélegzetli munka, mint egy doktori értekezés elkészitéséhez vezeté uton nem
kevés segitségére, tamogatasra és utmutatdsra van szikség. Nem volt ez masként
esetemben sem; sokaknak tartozom koszonettel azért, hogy a kutatbmunkamat

eredményesen végezhettem és ez a dolgozat elkészllhetett.

Els6ként nem is fordulhatnék mashoz, mint témavezetémhoz és mentoromhoz, Bakonyi
Tamashoz, aki bevezetett a viroldgia vilagaba és ram bizta ezt az izgalmas, de sok kihivast
jelenté kutatasi témat. Pétolhatatlan iranymutatast, de sok onallésagot is adott, hogy

kibontakoztathassam érdeklédésem és sajat utamat a kutatdmunkaban.

Sok kdszonet illeti a Virolégia Csoport tagjait, elsésorban Forgach Petrat, akitél
szakmailag és emberileg is nagyon sokat tanultam az elmult évek soran, és akihez minden
helyzetben fordulhatok kérdéseimmel. A masik fontos tamaszom Bakonyi Gy6z6, akinek
kivételes segitbkészsége szamtalan nehéz helyzetet oldott meg. Hofbauer Gydngyi és Kaposi
Tamasné Magdi biztositottak a hatteret a sejtekkel valé munkahoz, és a j6 hangulatot a
laborban. Rusvai Miklds sokat segitett virologiai szemléletem kialakitasaban és a diagnosztikai
munkaban valo tapasztalatszerzésben. Szakdolgoz6 és TDK-s hallgatdimmal — Tikos Rékaval
eés Marte Kristiansennel — nagyon élveztem a kdz6s munkat. Koszonet illeti
Tanszékvezeténket, Fodor Laszlét, aki befogadott a Jarvanytani Tanszék csaladjaba. A
korabbi és jelenlegi tanszéki kollégak kozul ki kell emeljem Gerényi Dérat és Bird Nikolettat,
akik segitettek eligazodni a papirmunka utvesztéjében, valamint Téth Gergelyt, Sarkdzi Ritat,

Lérincz Martat, Valkdé Annat, Makrai LaszI6t, Herbak Jozsefnét és Halasi Terézt.

Tanszékem mellett doktori munkam masik f& pillérét az Allatorvos-tudomanyi
Kutatéintézet adta: az in vitro kisérletek nem valésulhattak volna meg Pasztor Alexandra, az
egérkisérletek pedig Forré Barbara és Stammné Felde Orsolya segitsége nélkl, akik sajat
témajuk mellett vettek részt az én kutatdsomban is. A Zoonotikus Bakteriolégia és
Mycoplasmatologia Csoport vezetdjének, Gyuranecz Miklosnak, és szamos tagjanak:

Kreizinger Zsuzsanak, Gorfol-Sulyok Kinganak és Grozner Dénesnek is kdszonettel tartozom.

A NEBIH-ADI virolégiai laborjabol Hornyak Akostél sokat tanultam a veszettségrél és mas
virusokrol. Juhasz Tamas is tObb alkalommal volt a segitségemre. Erdélyi Karolynak

kulcsfontossagu szerepe volt abban, hogy az immunhisztokémiai vizsgalatok megvaldsultak.

Halaval tartozom az ASKLEPIOS konzorcium minden tagjanak a nagyszerl nemzetkozi
egyuttmikodésért; kuldndsen az angliai Weybridge-ben tértént latogatasomat lehetévé tevd
Anthony Fooks-nak, Ashley Banyardnak és Karen Mansfieldnek. Kiemelném tovabba a projekt

résztvevli kdzul Penelope Korakat, Lucie Dufkovat, Daniel Ruzeket és Dirk Jochmanst is.

Végul pedig csaladomat illeti kdszonet, igazan értiik érdemes dolgozni és élni.
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