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El6zmények és célkitlizés

A veszettség virus okozta, vilagszerte elterjedt zoonotikus
betegség, amely fertézott allatok nyala kozvetitésével,
harapas utjan terjed. A Rhabdoviridae csalad Lyssavirus
nemzetségébe tartozd veszettségvirus (RABV) koézel
100%-os letalitasu agy- és gerincvelégyulladast okoz
barmely eml8s allatfajban és emberekben is.

A veszettségnek harom eltéré jarvanytani ciklusat
kulénbdztetjik meg. Az urbanus (varosi) veszettséget az
emberi telepllések kozelében él6 kobor kutyak tartjak
fenn, és ezek jelentik a f6 fert6zési forrast emberek
szamara. Az évente vilagszerte el6fordulé 50-150 ezer
human halaleset tébb mint 99%-a kutya eredetli. Az
urbanus veszettség Afrika és Azsia legtébb orszagaban
jelen van, a legmagasabb esetszamban Indidban. Az
emberi veszettség felszamolasa fontos globalis cél,
amelyhez a kutyak vakcinazasa mellett az egészségugyi
és laboratériumi infrastruktura fejlesztése, valamint a
lakossag tudatossaganak novelése is lényeges.

A szilvatikus (erdei) ciklus rezervoarjai vadon él6
hasevé fajok (pl. roka, farkas, mosémedve, sakal stb.),
amelyek alkalmanként fert6zhetnek kutyakat, macskakat

vagy embereket. Ezt a jarvanyformat Nyugat- és Kozép-



Eurépaban, tovabba Eszak-Amerika teriiletén oralis
vakcinazassal sikeriilt visszaszoritani, de Azsiaban és
Kelet-Eurépaban nagyon elterjedt. A  harmadik
jarvanytani forma a denevérveszettség, amely a
denevérek koléniaiban cirkulal, és amelyet az amerikai
kontinensen a RABV, mig az Ovilagban egyéb Lyssavirus
genotipusok okoznak.

A veszettség ellen hatékony vakcinak allnak
rendelkezésre, amelyeket egyrészt emberek preventiv
vagy posztexpozicios profilaxisara (PrEP és PEP),
masrészt allatok immunizalasara vesznek igénybe. A
széleskdérben hasznalt inaktivalt vakcindk védelmet
nyujtanak a betegség kialakulasa ellen akar roviddel a
fert6z8dést kdvetben megkezdett oltasi sorozat esetén is,
mivel a velesziletett immunrendszer és a gyorsan
kialakuld ellenanyag-valasz megakadalyozhatja a virus
nagy doézisban val6 bejutasat az idegrendszerbe (féként
hiperimmun savdéval végzett lokalis besz(irés mellett). A
kézponti idegrendszert (KIR) elért fertézés esetén
azonban nem tudjak megelézni a klinikai tlnetek
kialakulasat és a végzetes kimenetelt. Nem ismert olyan
gyogykezelési eljaras sem, ami mar kialakult tunetekkel

jaro veszettségnél szamottevl esélyt adna a tulélésre.



Nemzetkozi egyuttmikodésben megvalosult kutato-
munkank célja ezért olyan hatéanyagok és kombinacios
kezelések keresése és vizsgalata volt, amelyek a
veszettség okozta agyvel6gyulladas gyogykezelésében
hatasosak lehetnek. A vizsgalatokba bevont szereket a
veszettség korfejlédésének sejtszintli folyamataira és
korabbi kisérleti eredményekre alapozva valasztottuk ki.

Munkank elsé szakaszaban a veszettségvirus
szaporodasat igazoltan vagy vélhetbéen gatlé szerek
hatasat tanulmanyoztuk sejttenyészetben. Fontos célunk
volt, hogy az o©nalldé hatdéanyagok mellett azok
kombinacidinak virusellenes hatasat is elemezzik.

A masodik szakaszban a célunk az volt, hogy
veszettségvirussal fert6zott egereken vizsgaljuk meg
kilonb6z6 kombinacids kezelések hatasat a tulélésre. Az
allatkisérletekben  elsésorban a  gazdaszervezet
fertézésre adott karos valaszreakcidjanak csdkkentésével
kivantuk megelézni az allatok elhullasat, az
idegrendszerben fellépd tulzott gyulladast gatléd
hatéanyagokkal. Célul tlztuk ki, hogy az igéretes
eredményt nyujtdé gyulladascsokkenté és antiviralis
szerek egyuttes hasznalataval a leghatékonyabb terapias

kombinaciot alakitsuk ki.



Anyag és modszer
In vitro kisérleti szakasz
Vizsgalataink in vitro szakaszaba ot virusellenes
készitményt vontunk be. Az I-es tipusu interferonok (IFN)
kézé tartozé rekombinans egér IFN-a és -B mellett a
nukleozid analég ribavirin és favipiravir, valamint a
mitogén-aktivalt protein (MAP) kinaz gatlé sorafenib
hatasat vizsgaltuk a RABV replikaciojara, egér neuro-
blastoma (N2a) sejtvonalon. A sejtek laktat-dehidrogenaz
aktivitasat mérd citotoxicitas vizsgalat alapjan a
kisérletekhez a hatéanyagok négy nem sejtkarositéd
koncentraciojat valasztottuk ki. Az antiviralis szerek 6nallé
hatasanak vizsgalata utdn azok kombinacidival is
kezeltlnk virusfertézott N2a sejteket. Minden kombinacioét
két hatéanyag alkotott, egy alacsonyabb és egy
magasabb koncentracioban. A kombinacids
kisérletekben az IFN-ok kézll csak az IFN-B-t hasznaltuk.
A virusellenes effektust harom kulénb6zé modszerrel
hataroztuk meg. Az eljaras mindegyik esetben a sejtek
fert6zésével kezdddott, aminhez a RABYV fix laboratériumi
CVS-11 térzsét hasznaltuk, 0,1 MOI multiplicitassal. 1 6ra
adszorpci6é utan a virustartalmu tapfolyadékot a vizsgalt
hatéanyagokat megfelelé koncentracioban tartalmazoé

friss tapfolyadékra cseréltik.



48 Ora elteltével a sejttenyészetek fellluszoit
Osszegyljtottik FFA és qRT-PCR vizsgalatok céljabdl (Id.
késbbb), majd a vizsgalati lemezt 80%-0s acetonnal
fixaltuk és immunfluoreszcens festést alkalmaztunk a
RABV nukleoproteinjének kimutatasa érdekében. A
sejttenyészetek fert6zottségének mértékét (fluoreszcens
sejtek aranya) inverz fluoreszcens mikroszkdpban
vizsgaltuk (szemikvantitativ becslés).

Az eltavolitott feliluszokban a RABV infektiv titerét
fluoreszcens fokusz modszert (FFA) alkalmazva
hataroztuk meg: a mintakat 4 ismétlésben, 10-es alapon
titraltuk N2a sejteken, majd 48 éra utan fixaltuk és
fluoreszcensen festettilk a lemezeket. Az eredményt a
Spearman-Karber modszerrel szamitottuk, és TCIDso/ml-
ben fejeztuk ki. Ugyanazon feluluszé mintakbdl az RNS-t
kromatografias mddszerrel kivontuk, és megallapitottuk a
RABV RNS koépiaszamat TagMan rendszer( kvantitativ
reverz transzkripcios (QRT-) PCR-rel. Az eredményeket
TCIDso-ekvivalens értékekre szamitottuk at az FFA
eljarassal valo jobb dsszehasonlithatésag érdekében.

A hatalyos Europai Unios jogszabalyokat kovetve az
él6 virussal valé munkavégzés 3-as bioldgiai biztonsagi

szintl (BSL-3) laboratériumban zajlott.



In vivo kisérleti szakasz
Az in vivo kisérleteket egérmodellen végeztiik: hathetes
néstény, SPF (specified pathogen free) statuszu C57BI/6
egereket helyeztink el BSL-3 allathazban. Az egerek
veszettség okozta szenvedésének enyhitése érdekében
meghataroztuk a humanus végpontot (teljes testre
kiterjedd sulyos gorcsrohamok), amelyet elérve az allat
eutanaziara kerll. Ez a veszettség korlefolyasanak
kovetésére altalunk hasznalt 5 pontos klinikai pontozasos
rendszer 3. stadiumanak felel meg.

Munkank soran harom egérkisérletet végeztink el.
Az egereket denevér eredetl vad-tipusu RABV torzzsel
(SHBRV-18) fertéztik: a virust a bal hatsé lab izmaiba
oltottuk izoflurdn  narkdzisban. Naponta kétszer
ellen6riztik klinikai allapotukat és testtomegiket. Az
allatokat szoftveres randomizaciéval rendeltik kildonbdzé
kisérleti csoportokhoz: a fert6zott-kezelt csoportok mellett
nem kezelt viruskontroll és nem fert6zoétt hatdéanyag-
kontroll csoportokat alakitottunk ki. A viruskontroll
csoportoknal a hatéanyagokat, mig a hatéanyag-kontroll
csoportoknal a  virusszuszpenziot foszfat-pufferelt
fiziologias sooldat (PBS) helyettesitette.

Az elsd kisérletben a fertézés LDso virusdozissal

tortént. Az egereket intraperitonealisan (ip.), 8 napon at



naponta egyszer kezeltik sorafenibet (MAP-kinaz-gatlo),
infliximabot (tumor-nekrozis faktor [TNF]-a elleni antitest)
és Ac-YVAD-cmk-t (caspase-1 [CASP-1] gatld peptid)
tartalmazo gyulladascsokkenté kombinacidval. A kezelést
egy csoportban a fertézés napjan (4 oraval elétte; -4h
csoport), masik két csoportban pedig 2, illetve 4 nappal
azutan (48h és 96h csoport) kezdtliik meg. A kisérletben
Osszesen 70 egyed vett részt.

A masodik kisérletben a virusdozis LD1qo volt. Az els6
kisérlet soran hasznalt kombinaciot RABV elleni human
ellenanyagokkal (HRIG) egészitettuk ki. A kezelések
id6zitése az elsd kisérletnek megfeleléen tértént, kivéve,
hogy a kombinaciét 10 napon at adagoltuk. A HRIG
szerepének tisztdzasa  érdekében egy HRIG
monoterapiaval kezelt kontrollcsoportot is felallitottunk. A
teljes allatlétszam n=96 volt.

A harmadik kisérletben (n=39) a kombinaciot az in
vitro szakaszban hasznalt antivirdlis szerekkel (l-es
tipusu IFN-ok, ribavirin, favipiravir) is kiegészitettik. A
terapia csak egyféle idézités szerint zajlott, 4 nappal a
fertdzés utan elinditva. A napi kezelések utan fél éraval
25%-0s mannitot adtunk be az egereknek (ip.) a vér-agy

gat ideiglenes megnyitasa céljabal.



A humanus végpontot elért egereket, majd a
kisérletek végén (fert6zéstél szamitott 28. nap) az 6sszes
addig tuléld egyedet exterminaltuk, és az agybdl, a
gerincvel6bdl és parenchymas szervekbdél mintat vettliink
viroldgiai és immunhisztokémiai (IHK) vizsgalatokra.

A Kkisérleti egerek agy- és gerincvel6 mintaiban az
SHBRV-18 eredeti viralis RNS mennyiségét SyBR Green
gRT-PCR modszerrel hataroztuk meg. Az idegrendszer
kilénb6z6 terliletein a RABV-specifikus antigének
(nukleoprotein) jelenlétét és szintjét is vizsgaltuk,
immunhisztokémiai eljarassal. Az elkészult metszetek
hematoxylinnal és eozinnal torténd festésével pedig a
virusszaporodast kiséré gyulladasos jeleket kerestuk.

Szeroldgiai vizsgalat céljabdl az elsd kisérlet végéig
tulélé virusferté6zott egerekbdl vért vettink: fluoreszcens
virusneutralizacié prébaval mértik a veszettség elleni

neutralizal6 ellenanyagok mennyiségét.

Eredmények

In vitro kisérleti szakasz

Eredményeink szerint valamennyi vizsgalt antiviralis szer
gatolja a veszettségvirus replikaciojat N2a sejtekben, és
ez a hatas koncentraciéfliggé. Az I-es tipusu IFN-ok kozul

az IFN-B virusellenes aktivitasa jelent6sen meghaladta az



IFN-a-ét; tovabba a két IFN 1:1 aranyu keverékének
hatasat is fellilmulta. FFA teszt alapjan a legmagasabb
vizsgalt koncentracié (10 1U/ml) mellett az IFN-B 5,75
nagysagrenddel (logio) csokkentette a virustitert a
kezeletlen viruskontrollhoz képest, mig az IFN-a 3,5 logio
csokkenést okozott. A legalacsonyabb koncentracié (0,01
IU/ml) mellett az IFN-ok gatléhatasa mar nem volt
szamottevé.

A ribavirin és a favipiravir eredménye egymashoz
hasonlé volt, bar magasabb koncentraciokban (10 és 1
pg/ml) a ribavirin virusellenes hatasat kifejezettebbnek
talaltuk a favipiravirénal. A két nukleozid analég az IFN-B-
nal joval kevésbé, nagyjabol az IFN-a-hoz hasonlo
mértékben csokkentette a RABYV titerét.

A sorafenib rendkivil hatékony virusellenes
hatdanyagnak bizonyult: a két magasabb koncentracio
(50 és 5 uM) a titerértékek 5,75, illetve 5,37 logio
csokkenését valtotta ki. El6bbi megegyezik az IFN-B
maximalis  gatldohatasaval. A  két alacsonyabb
koncentracio (0,5 és 0,05 puM) joval kisebb mértékben
gatolta a RABV replikaciojat.

A tesztanyagok kulonb6z6 kombinacioi kozil azok,
amelyekben az IFN-B-t kombinaltuk valamely masik

antiviralis szerrel, az 06nall6 hatdéanyagokhoz keépest



fokozott mértéki, de nem szinergisztikus gatlohatast
valtottak ki a virusszaporodasra. A legerésebb effektust
az IFN-B + sorafenib kombinaciénal allapitottuk meg. Az
1 IU/ml IFN-B kombinaciéja 5 uM sorafenibbel még az
egyedi hatéanyagok tizszer magasabb koncentracidjanal
is nagyobb mértékben csokkentette a virustitereket: a
(logaritmikus) relativ gatlohatas 77,19% volt. Ez az érték
azonos doézisban egyedil hasznalt IFN-B-nal (1 1U/ml)
48,07%, mig 6nallé 5 uM sorafenibnél 68,90% volt.

Az IFN-B ribavirinnel vagy favipiravirral alkotott
kombinacidja is jelentés hatasndvekedést okozott az
egyedi komponensekhez képest, bar meglep6 maddon
ennek mértékét féként az (6nalldé hatdéanyagként
hatékonyabb) IFN-3 helyett a ribavirin, illetve a favipiravir
koncentracioja befolyasolta.

A ribavirin + favipiravir, ribavirin + sorafenib és a
favipiravir + sorafenib kombinacidok er8s antagonizmust
mutattak. Azon felll, hogy egyulttes gatlohatdsuk
alulmulta az azonos koncentracioban hasznalt kuldn
hatéanyagokét, bizonyos esetekben még a kezeletlen
kontrollhoz képest sem csdkkentették a virusreplikaciot.

Az eddig részletezett FFA eredményekkel azonos
trendeket talaltunk gRT-PCR moddszerrel és a

fert6zottségi arany szemikvantitativ vizsgalataval is, bar a



szamszerl eredmények a moddszerek eltérd jellegébdl
adoédoéan (a virusreplikacio kilonb6zé stadiumairdl
tajékoztatnak)  kulénboztek. A  PCR  mobdszer
megbizhatésaga a nagyon magas, mig a fertézottségi
arany vizsgalata a nagyon alacsony virusmennyiségek
mellett nem érte el az FFA eljarasét. A qRT-PCR
képiaszamokbol  kalkulalt titerek (a legmagasabb
virusdozisok kivételével) meghaladtak az FFA-val

meghatarozott értékeket.

In vivo kisérleti szakasz — 1. kisérlet

Az elsé egérkisérletben a MAP-kinaz-, TNF-a- és CASP-
1-gatlo szereket tartalmazo terapias kombinacié nem
valtott ki toxikus hatast az egerekre, a hatéanyag-kontroll
csoportok egyedei egészségesek maradtak, testtémegi
nem csOkkent. A virussal fert6zott csoportokban azok az
allatok, amelyekben a klinikai tiinetek megjelentek, gyors
és nagymeérték(i testtdbmegvesztést mutattak, a
kiszaradas, anorexia, és a sulyos gércsrohamok miatt.

A veszettség elsd jelei a fertbézés utani 6. napon
jelentek meg a viruskontroll csoportban, majd a kovetkez6
naptol a fert6zott-kezelt csoportokban is. A betegség a
virussal beoltott bal hatso lab remegésével vagy

bénulasaval kezd6dott, majd ezt altalaban fél napon bellil



egyre sulyosbodd tonico-clonicus goércsok kovették.
Amikor a gércsrohamok a teljes testre kiterjedtek és igen
intenzivvé valtak (humanus végpont), az egereket ledltik.

A viruskontroll csoport tulélési aranya (6/13 egyed) a
hasznalt LDso virusddzisnak megfeleld volt. A kezelt
csoportokban magasabb aranyu tulélést figyeltiink meg: a
pre-expozicios (-4h) csoportban 8, a 48h csoportban 9,
mig a 96h csoportban 10 egér élte tul a kisérletet. Az
elhullasok két nagyobb hullamban zajlottak le: a fertézést
kovetd 7-9., majd a 12.-13. napok kdzott.

A veszettség miatt ledlt egerek idegrendszerében
gRT-PCR vizsgalattal kivétel nélkil nagy mennyiségi
viralis RNS-t mutattunk ki; kezelési csoporttol fliggetlendil.
A fertézést tuléld allatok kozil négynek az agya és a
gerincvelbje, egy tovabbinak pedig csak a gerincveldje
szintén pozitiv eredményt adott; igaz, az elhullott
egerekhez képest joval alacsonyabb képiaszamban.

Ezen PCR-pozitiv tulélé egyedek gerincveldjében
IHK mddszerrel a RABV nukleoproteinjének jelenlétét is
kimutattuk, agyuk viszont (egy kivétellel) negativ volt. A
humanus végpontot elért egerek idegrendszerében
(gerincveld, agytorzs, kisagy- és nagyagyveld) jelentds
szamu fert6zott idegsejtet lattunk, amelyek jelenlétét

gyulladasos jelek (mononuclearis sejtes beszlir6dés)



kisértek. A PCR-rel pozitivhak bizonyult dsszes egeret
figyelembe véve 6sszehasonlitottuk az agyi és gerincvel6i
antigénmennyiségeket a kezelési csoportok kozott. A
tulélési arannyal azonos mintazatot talaltunk: a késébb
megkezdett kezelésli csoportokban egyre alacsonyabb
fertézottség mutatkozott a kdzponti idegrendszerben.

A Kkisérlet végéig tulélt egerek vérsavé mintain
elvégzett  virusneutralizaciés préba igazolta a
szerokonverziot mindegyik RABV-fert6zott allat esetében.
Az atlagos védétiter 0,61 1U/ml volt, amely meghaladja a
WHO A&ltal meghatarozott, biztos védettséget jelentd
szintet (0,5 1IU/ml). A PCR-/IHK-vizsgalatokkal pozitiv
eredmény( tulélé egerek ellenanyag-titere az atlagnal
magasabb volt (1,09 IU/ml).

A 48h séma szerint kezelt csoportban egy egér
tinetei a tébbi megbetegedett allathoz képest joval
késébb, a 16. napon alakultak ki, és a veszettség
korlefolyasa esetében a korai stadiumban (bal hatsoé lab
bénulasa) leallt. Az egér a kisérlet végéig életben maradt;
az utolso napokban a veszettség miatt addigra lecsokkent
testtomege is novekedésnek indult. Agyaban és
gerincvel6jében mind a RABV RNS-ét, mind a virdlis
antigéneket sikerult kimutatni, vérében az atlagnal tébb

(0,87 IU/ml) neutralizal6 ellenanyag volt.



In vivo kisérleti szakasz — 2. kisérlet

A masodik egérkisérletben sem volt toxikus a kezeléshez
hasznalt kombinacio, amely a gyulladascsokkentd
hatéanyagok mellett veszettség elleni antitesteket (HRIG-
et) is tartalmazott. A megbetegedett allatokban a
kérlefolyas és a testtdmegvaltozasok az elsé kisérlethez
hasonléan alakultak.

Az oltdvirus LDieo-ra beallitott dozisa kovetkeztében
a viruskontroll csoport majdnem minden tagja elhullott
(3/26 tulélé egér). A kombinaciés kezelés védbhatasa
jelentds volt: a -4h csoportban 12/13, a 48h csoportban
7/13, a 96h csoportban 6/13 lett a tulélési arany. A csak
HRIG-et kapott kontrollcsoportban (-4h kezelési séma)
13-bdl 10 egér élte tul a fertézést.

A viralis RNS-ek mennyiségét tekintve csak a -4h
csoport tért el szignifikansan a viruskontrolltél. A talélé
allatok kézll csak egynél — a viruskontroll csoport egy
tagjanal — kaptunk pozitiv PCR eredményt, az agyat és a

gerincvelbbet vizsgalva is.

In vivo kisérleti szakasz — 3. kisérlet
A masodik kisérletben hasznalt kombinacio kiegészitése
az in vitro szakaszban bizonyitottan hatékony antiviralis

szerekkel nem segitette el§ a veszetiség tulélését. A



hatéanyag-kontroll csoport testtdomeg-csdkkenése a 4.
naptol (kezelés megkezdésének napja), és késébbi tébb
mint 50%-os elhullasa aspecifikus tlinetek mellett
egyértelmien azt jelzi, hogy a kombinacié toxikus hatasu
volt. A fert6zott-kezelt csoport két tagja szintén a
toxicitasra jellemz6 tlineteket mutatott elhullasa elétt, és
a csoportnal tapasztalt 100%-o0s mortalitds meghaladta a
viruskontroll csoportét (84,6%).

A veszettség miatt ledlt egerekben csoporttdl
fuggetlenll magas viralis RNS- és antigénszintet talaltunk
az idegrendszerben. A viruskontroll csoport két tulélé
tagjanal is pozitiv PCR és IHK eredményt kaptunk, mig a
fert6zott-kezelt csoport két toxicitas miatt elhullott
egyedében csak a RABV RNS-ét sikerllt kimutatni, az

virusantigéneket nem.

Megbeszélés

In vitro kisérleti szakasz

A RABV, replikacidja soran szamos kuilénb6zd maédon
gatolia az  immunrendszer  mikodeését. Ezen
mechanizmusok kozul az egyik legnagyobb jelentéségi
az l-es tipusu IFN-ok szintézisének gatlasa. Az endogén
IFN-termelés kiiktatasa ellenére a virus érzékeny az

exogén IFN-okra; ezt N2a sejtvonalon végzett kisérleteink



eredménye is bizonyitja. Igazoltuk, hogy az IFN-f RABV
replikaciét gatlé hatasa jelentésen meghaladja az IFN-ao-
ét. Eredményeink szerint a két Il-es tipusu IFN
kombinalasaval nem fokozhaté a virusellenes hatas,
aminek oka, hogy azonos sejtfelszini receptorhoz
kotédnek (IFNAR-1/-2).

A ribavirin RABV elleni in vitro hatasa korabbi
vizsgalatokbdl ismert, ezt eredményeink megerdsitették.
A szintén nukleozid analég favipiravir gatlohatasat a
ribavirinnél kisebb mértékiinek talaltuk; szemben tobb,
mas RNS virusokra vonatkoz6 kutatasi eredménnyel. A
favipiravir a sejtekben foszforibozilaciéval alakul aktiv
formaba, azonban ennek a konverziés lépésnek a
hatékonysaga kulonféle sejttipusokban eltér6. Mas
sejtvonalban vizsgalva vagy a molekula aktiv metabolitjat
hasznalva lehetséges, hogy az Aaltalunk kimutatott
mérsékelt hatas névelheté.

A sorafenib alapvetéen daganatellenes szer, de
gatolja tdbb virus szaporodasat is. Bizonyitottuk, hogy a
RABV replikaciojat nagymeértékben csokkenti; anitiviralis
hatdsa az altalunk vizsgalt hatéanyagok kozul a
legmagasabb volt. A sorafenib szamos MAP-kinaz
kaszkadot blokkol, de a Raf/MEK/ERK jelatviteli utra van

legnagyobb  hatassal. A  veszettség sejtszintl



korfolyamataiban a Raf/MEK/ERK reakciout fontos
szerepet jatszik, gatlasa befolyasolja a virusfehérjék
szintézisét és a nukleinsav-replikaciot is.

A veszettség elleni antiviralis kezeléseket felméré
legtobb  kutatasban csak egyedi hatdéanyagokat
vizsgalnak. Fontos célunk volt, hogy a RABV replikaciéjat
gatld szerek kombinacidinak hatasat is elemezzik.
Kimutattuk, hogy fokozott gatléhatas érheté el, ha az IFN-
B-t sorafenibbel, ribavirinnel, vagy favipiravirral kombinal-
juk, bar szinergista kdlcsonhatast nem tudtunk igazolni.
Az IFN-B + sorafenib kombinacié kildondsen hatékony
volt, de az egylttes hatdsmechanizmus felderitése
(irodalmi adatok hijan) tovabbi vizsgalatokat igényel.

I-es tipusu IFN-ok ribavirinnel vagy favipiravirral
alkotott kombinaciojanak RNS virusok elleni jelentds
antiviralis aktivitdsat mar tobbszor leirtak, de a
hatasndvekedés mértéke az alkoté komponensekhez
képest eltéré volt. Vizsgalataink szerint az IFN-f RABV
elleni hatdsa enyhén fokozhato ribavirin vagy favipiravir
hozzaadasaval, és a hatas mértékét a nukleozid analégok
koncentracioja limitalja.

A ribavirin + favipiravir kombinacid vérzéses lazat
okozo virusok ellen erds szinergizmust mutat, azonban

mas virusok (pl. Zika virus) esetében antagonizmusrol



szamoltak be a kombinaciot hasznalva. Eredményeink
alapjan a RABV esetében is az antagonista interakcié a
jellemzé. Bar a két hatdbanyag hatasmechanizmusa tébb
szempontbol atfed6, ami megmagyarazhatja az
antagonizmust; a ribavirin egy masik hatasa (intracellu-
laris GTP-szint csokkentése az IMPDH enzim gatlasa
révén) fokozhatja a favipiravir beépulését a viralis RNS
képiakba, erbsitve annak gatldhatasat. Valdszinlleg a
ribavirin altal kivaltott egyes folyamatok hangsulya eltér
kilonb6z6 virusfert6zések esetén, ami a kombinalt hatast
a szinergizmus vagy az antagonizmus felé billentheti.

A sorafenib kombinaciéja ribavirinnel vagy
favipiravirral erés antagonizmust mutatott; feltehetéleg a
sorafenib altal gatolt MAP kinazok valamelyike szikséges

a nukleozid analégok metabolizmusahoz vagy hatasahoz.

In vivo kisérleti szakasz
In vivo kutatdmunkank fé célkitlizése az immunrendszer
veszettségre adott karos reakcidjanak csokkentése volt,
immunmodulans hatéanyagok kombinacidjaval.

Az els6é kisérletben MAP kinaz-, TNF-a-, illetve
CASP-1-gatlé szerekkel kezelttk a RABV SHBRV-18
torzsével fert6zott egereket. A kombinacio segitségével

az elhullas mértékét — a kezelés id6ézitésétél figgben —



15-30%-kal  sikertlt  csokkenteni. Az  alacsony
csoportlétszamok miatt azonban a kezelt csoportok
viruskontrolltdl vald eltérése csak abban az esetben
statisztikailag szignifikans, ha a viruskontroll csoport LDso
virusdozishoz igazodo tulélési aranyat fix
referenciaértéknek tekintjlik (egzakt binomialis préba).

Erdekes médon a tulélési arany annal magasabb volt,
minel késdbb kezdtik a kombinacios kezelést. Hasonld
tendencia mutatkozott a KIR-ben mérhet6 RABV
antigének mennyiségét IHK maodszerrel vizsgalva: a
legmagasabb antigénszintet a -4h csoportban, mig a
legalacsonyabbat a 96h csoportban allapitottuk meg. A
jelenség magyarazata, hogy a gyulladascsoékkenté szerek
kombinaciéjat 8 napon at adagoltuk, igy a korabban
megkezdett terapia korabban véget is ért, azonban a
tovabb fenntartott kezelés megel6zhette a késdbbi (12-
13. nap) elhullasokat.

A tulélé egerek kozil négy agyaban és gerinc-
vel6jében, egy tovabbinak pedig csak a gerincvel6jében
sikerilt kimutatni a RABV RNS-ét PCR-rel, és ezeknek az
egyedeknek a gerincvel6jében a viralis antigének is
kimutathatok voltak. Az agy IHK-vizsgalata azonban csak
egy tulélé allatnal adott pozitiv eredményt, amelynél a

veszettség korlefolyasa a korai szakaszban megallt.



A vad-tipusi RABV torzsek késleltetik az immunvalaszt
immun-elkeriild6 mechanizmusok altal, de a kombinacios
kezelés a gyulladasos folyamatok kordaban tartasaval
id6t adhatott a B-limfocitak megkésett belépéséhez a KIR-
be, amelyek lokalis ellenanyagtermeléssel képesek
felszamolni az agyi fert6zést. A néhany PCR-/IHK-pozitiv
egér esetében az immunrendszer a gyulladascsokkentd
terapia tamogatasaval megallithatta a fert6zés terjedését
meg a tinetek megjelenése elétt, vagy kevéssel utana.
A veszettség korfolyamataiban a gyulladasos
folyamatok két szakaszban zajlanak: a korai hullam a
periférian az expoziciot koévetd azonnali velesziletett,
majd adaptiv immunvalasz, ami segiti a tulélést, de csak
attenudlt RABV torzsekre jellemzd. A kemotaktikus
kornyezet, az IFN-ok, dendritikus sejtek, és a termel6d6
ellenanyagok egyuttmikddése megel6zi a virus bejutasat
a KIR-be, vagy hamar leallitja az idegrendszeri fert6zést.
Vad-tipusu torzseknél a gyulladasos folyamatok egy
masodik, karos hulldama kap szerepet, amely mar a
tomeges virusreplikacié idészakaban indul el. Ennek a
késdi kaszkadnak fontos résztvevli a mikroglia sejtek; az
altaluk termelt nitrogén-oxidok és TNF-a idegrendszeri
karosodasokat okoznak. A programozott sejthalalt okozé

jelatviteli utak kozil CASP-1-vezérelt piroptdzis az



idegsejteket, a FasL/Fas mechanizmus altal serkentett
apoptozis pedig az agyba aramlé immunsejteket pusztitja.

A sorafenib a Raf/MEK/ERK kaszkad gatlasaval
csokkenti a nitrogén-oxidok, TNF-a és a FasL szintézisét,
az infliximab a TNF-a elleni antitest, az Ac-YVAD-cmk
pedig gatolja a CASP-1-et és ezaltal a piroptozist. A
harom hatdéanyag kombinacidja tehat a késéi gyulladasos
valasz enyhitése altal ndvelhette a tulélés esélyét a vad-
tipusi SHBRV-18 virustorzzsel fert6zott egerekben. Ez
0sszhangban van megfigyelésiinkkel, hogy a hosszabb
ideig fenntartott kezelés magasabb tulélési aranyt és
csokkent idegrendszeri virusterhelést eredményez.

A masodik kisérletben a HRIG hozzaadasa a
kombinaciéhoz szinte teljesen megsziintette az elhullast
a kezelés azonnali megkezdése esetén (-4h csoport),
mivel a nagy mennyiségl ellenanyag korai jelenléte a
RABV-t még a periférian neutralizalva megel6zhette a
virus bejutasat a KIR-be, vagy erésen csOkkenthette
annak mértékét. Ugyanakkor, ha kizarélag HRIG-el
kezeltik az egereket, alacsonyabb tulélést tapasztaltunk,
ami arra utal, hogy a gyulladascsokkent6 hatéanyagok is
hozzajarulnak a védbhatashoz. Késébb inditott kezelés
esetén azonban a HRIG jétékony hatasa jelentésen

csOokken, mert vad-tipusi RABV fertézése esetén



korlatozott a periférias ellenanyagok bejutasa az agyba.
A tulélési arany kisebb mértékl, de szignifikans
novekedésében igy egyre inkabb a MAPK-, TNF-a- és
CASP-1-gatlok hatasa dominalhatott.

A harmadik kisérletben az in vitro szakaszban
hatékony antiviralis szerekkel (IFN-ok, ribavirin,
favipiravir) egészitettiik ki a kombinaciot. A hatéanyagok,
immunsejtek és periférias ellenanyagok KIR-be valé
nagyobb mértékl bejutasa érdekében veér-agy gat
megnyitd kezelést is alkalmaztunk (mannit). A kezelés
veszettség elleni védéhatasat ebben az esetben nem
tudtuk igazolni, mert a kombinacio toxikusnak bizonyult az
egerekre. Mivel az egyedi Osszetevbk a felhasznalt
koncentracidoban nem toxikusak, bizonyos hatdéanyagok
vagy segédanyagok kdzott interakcié Iéphetett fel. Ennek
bizonyitasdhoz és részleteinek felderitéséhez azonban
tovabbi vizsgalatok szikségesek.

Allatkisérleteink ramutatnak, hogy a RABV fert6zés
hatasara fellép6 késbi gyulladasos valasz gatlasa javitja
a tulélés esélyét. A kezelést érdemes sokaig fenntartani,
hogy id6t adjon az adaptiv immunitasnak a fert6zés
felszamolasahoz. Ellenanyagok korai adagolasa tovabb

fokozza a véd6hatast. Eredményeink hasznos adatokkal



Uj tudomanyos eredmények

1) Els6kéntigazoltuk a multikinaz-gatlé sorafenib jelentds in

vitro antiviralis hatasat veszettségvirus ellen.

2) Elséként vizsgaltuk interferonok egyéb antiviralis
hatdéanyagokkal alkotott kombinacidinak 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
kiléonb6z6 kombinacidinak alkalmazasa veszettség esetén

nem javasolhaté a koztlk fellép6 antagonizmus miatt.

4) Kimutattuk, hogy bizonyos gyulladasos kaszkadokat és
citokineket gatlo hatéanyagok (CASP-1-, MAP-kinaz- és TNF-
a-inhibitorok) kombinaciodja javitja a tllélési aranyt veszettség-
virussal fert6z6tt egerekben, feltehetbleg az idegrendszerben

fellépé késéi gyulladasos valasz gatlasa altal.

5) Kimutattuk, hogy a CASP-1-, MAP-kinaz- és TNF-a-gatlo
szerek kombinacidja veszettség elleni ellenanyagokat
tartalmazo hiperimmun savoéval kiegészitve nagymértékben
noveli a tulélést egérmodellben, és ez a védbhatas
kifejezettebb, mint ami az ellenanyagok 06nallo

alkalmazasaval elérhetd.
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