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Bevezetés

A Zika virus a Flaviviridae csaladba tartozik, mint példaul a Sarga-laz virus, Nyugat-
nilusi 14z virus, Dengue virus. A virust 1947-ben el6szor rézuszmajmokbol izolaltdk, az els6
human megbetegedést 1954-ben Nigéridban irtdk le. Az ezt kdvetd fél évszadban csak néhany
Zika virus altali human fert6zésrél szamoltak be. Elsé jarvanyos megbetegedést 2007-ben
Mikronézia teriiletén okozott, amit késébb tobb jarvany kitorése is kovette a csendes-6ceani
teriileteken. 2015-ben jelent meg az amerikai kontinensen és 2016-ra Dél-, Kozép- és Eszak-
Amerika terliletén tobb mint 20 orszagban taldltak fertézott személyt. Az emberek, a tobbi
flavivirushoz hasonloan, legtobbszor szinyogok altal fert6z6dnek meg (Aedes spp.), ritkabb
esetben képes szexualis tton terjedni, illetve transzplacentaris fert6zési utjat is megfigyelték. A
fertdzés lappangasi ideje 3-12 nap. A legtobb esetben tiinetmentesen folyik le a betegség,
ritkabb esetben fébb tiinetei a kiiités, laz, iziileti-, izomfajdalom, faradtsag, fejfajas. Nagyon
alacsony esetszamban az idegrendszert is megtamadja, agyhartyagyulladast, agyvel6gyulladast,
illetve feltételezések szerint a Guillain-Barre szindroma kialakuldsaért is felelhet. A
magzatokra jelenti a legnagyobb veszélyt a fertdzés, ugyanis terhesség alatti fertdzodés a
csecsemoknél mikrokefaliat, vagy mas agyi rendellenességet okozhat.

Annak ellenére, hogy mar régota ismerjiikk a virust még se védooltas, se antiviralis
terapia sincsen ellene, csak tiineteket enyhité kezelést alkalmaznak a betegeknél. A
klimavaltozas és antropogén hatasok kovetkeztében az idegenhonos (Aedes spp.) szunyogok
terjedésével a kiilonbozo virusok megjelenésének, mint a Zika virus, €s jarvanyok kitorésének
az esélye egyre novekvo. Ezért elengedhetetlen, hogy ellene hatasosnak bizonyul6 gyogyszerek
fejlesztését szorgalmazzuk. A glikopeptid antibiotikumok kozé tartozo teikoplanin alapu
gyogyszerek igéretesnek tiinnek, hiszen Ebola-, SARS-, MERS és kiilonb6z6 Influenza torzsek

ellen is mar hatasosnak bizonyultak.



|. Irodalmi attekintés

I. 1. Zika virus epidemiolégiaja, patogenezise

A Zika virus (ZIKV) a Flaviviridae csaladba tartozé arbovirus (arthropod-borne virus,
izeltlabtiak altal terjesztett fert6z6 virus). A csalad tagjai egyetlen nemzetséghez, Flavivirus,
tartoznak, ¢és vilagszerte széles korii megbetegedést és haldlozast okoznak. Az izeltlabuak,
elsésorban sziinyogok és kullancsok, altal terjesztett virusok kdzé tartoznak tobbek kozott még
a Sarga-laz virusa, Dengue virus, Japan agyveldgyulladas és a Nyugat-nilusi 1az virusok.

A ZIKV virust eldszor 1947-ben rézuszmajmokbol (Macaca mulatta) izolaltak Uganda
Zika nevii erdejében (Dick és mtsai., 1952). Az els6 human megbetegedést 1954-ben
Nigériaban irtak le (Macnamara, 1954). Az ezt kovetd fél évszazadban a virus csak néhany
alkalommal bukkant fel. Az elsé nagyobb tomeges megbetegedést 2007-ben Mikronézial
Szovetségi Allamokhoz tartozé Yap szigeten okozta (Duffy és mtsai., 2009). 2013-2014-ben
Francia Polinézia teriiletén jelent meg, a fertézottek szamat 30000-re becsiilték (Cao-Lormeau
¢és mtsai., 2014). 2015-ben a csendes-dceani szigetvilagrol az amerikai kontinensre is atjutott,
ahol tobb mint 20 orszagban okozott megbetegedést, a fert6zottek szamat 440000-1300000
k6zé becstilték csak Braziliaban (Musso & Gubler, 2016; Hennessey és mtsai., 2016). 2016-ra
60 orszagban regisztraltak a virust és a World Health Organization (WHO) ennek
kovetkeztében ,,globdlisan aggasztd kozegészségligyi vészhelyzetet” hirdetett (Oladapo és
mtsai., 2016). Jelenleg 87 orszagban talalhaté meg a virus, a WHO altal kijel6lt négy - afrikali,
dél-kelet azsiai, amerikai, nyugati csendes-6ceani régioban (WHO, 2019.). Annak
koszonhetden, hogy 1983-ban a virus eljutott Azsiaba, két £6 filogenetikailag elkiiloniild vonal
alakult ki, az afrikai és az azsiai (Pielnaa és mtsai., 2020).

A t6bbi flavivirushoz hasonldan a {6 terjeszti a szinyogok, azok koziil is az Aedes
nemzetségbe tartozo fajok, mint az Aedes aegypti és Aedes albopictus (Marchette és mtsai.,
1969). A korokozo potencialis tarsadalmi kockazatat a vektor szinyogfajok elterjedése alapjan
lehet behatarolni. A ZIKV elébb emlitett hordozoéinak globalis elterjedése a kereskedelem és az
utazasok miatt egyre béviil (Kraemer és mtsai., 2015). Az 6kologiai kutatasok azt sugalljak,
hogy a ZIKV-t a csapadék és a hémérséklet valtozasai nagyobb mértékben befolyasolhatjak,
igy nagyobb valosziniliséggel korlatozodik a tropusi teriiletekre. Viszont a klimavaltozas és az
antropogén hatasok kovetkeztében a virust terjeszteni képes vektor szinyog fajok Eurdépaban

¢s Magyarorszagon is terjednek, melynek koszonhetéen tobb, az orszagban eddig ismeretlen



korokozo, koztiikk a ZIKV is, egyre nagyobb fenyegetettséget jelenthetnek (Carlson és mtsai.,
2016; Kurucz és mtsai., 2016).

A virus rézuszmajmok ¢€s sziinyogok kozott cirkulal a természetben, amit enzootikus
kormek hivunk. A ZIKV a szinyog koézépbélhamsejtjeiben, majd a nyalmirigy sejtjeiben
sokszorozodik, 5-10 nap elteltével mar kimutathatd a szinyog nyalaban. A fert6zott majom
vérét szivott sziinyog nyalaval képes bejutni az emberi bérbe, ahol a virus megfertézheti a bor
epidermalis keratinocitait, a bérben 1év6 bérfibroblasztokat és a Langerhans-sejteket. A virus
patogenezise majd a nyirokcsomodkban €s a véraramban val6 terjedéssel folytatodik (Chan és
mtsai., 2016), és a ZIKV mar képes is emberek kozott cirkulalni (Basu & Tumban, 2016).

A virus mas médon is képes terjedni, gy mint szexualis transzmisszioval (Deckard és
mtsai., 2016), vertikalisan az anya képes a magzatot megfertézni (Besnard és mtsai., 2014),
valamint vér transzfizioval, mely esetekben a donor legtobbszor tiinetmentes (Magnus és
mtsai.,, 2018). Mindezek mellett a vizeletben is megtalalhato a virus, amellyel ha
larvaallapotban érintkezik a sziinyog, képes fert6zédni és tovabb is adni (Du és mtsai., 2019).

A human fertézések nagy része tiinetmentesen vagy enyhe tiinetekkel jatszodik le. Az
esetek 20-25%-ban influenzaszeri tiinetek jelennek meg, mint fejfajas, laz, gyengeség, kitités,
izom- és végtagfajdalom, melyek hét napnal rovidebb ideig tartanak. Stilyosabb esetekben, ez
a fertdzottek 1%-a, az idegrendszert tamadja agyhartyagyulladast, agyveldgyulladast okozva.
A 2013-as jarvany soran sikeriilt kapcsolatba hozni a fert6zést a Guillen-Barre szindrémaval.
A virus képes megtamadni a Shwann-sejteket €s felndttek esetében a szindroma kialakulasahoz
vezet. A terhes ndk magzatjai kiilon veszélynek vannak kitéve, ugyanis a terhesség alatti
fert6zodés a csecsemoOknél mikrokefaliat, vagy mas agyi rendellenességet okozhat. Braziliaban
2015-2017 kozott 2639 csecsem sziiletetett ezzel a rendellenességgel a virusnak koszonhetden

(Peiter €s mtsai., 2020; Pielnaa és mtsai., 2020).

l. 2. Zika virus felépitése

A Zika virus jellemzden 18-45 nanométer atmérdjii, ikozaéderes alaku, burkos virus. A
genomja pozitiv, egyszalu RNS, amelyet kapszid €s lipidmembran vesz koriil (Pielnaa és mtsai.,
2020; Sirohi és mtsai., 2016). Mérete megkozelitéleg 10,8 kilobazis (kb), amely 3419
aminosavbol allo poliprotein prekurzorba transzlalodik, amelyet mind a gazdaszervezet, mind
a virus protedzai ko- és poszt-transzlacidsan dolgoznak majd fel. A genom 3’ és 5° végén rovid
nem transzlalodo régiok (untranslated region, UTR) talalhatoak. Harom fontos strukturalis

fehérjét (kapszid - C, pre/membran (prM/M), és a burok - E fehérje) és 7 nem struktaralis
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fehérjét (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B és NS5, Pielnaa és mtsai., 2020) kodol (1.

abra).

Burok fehérje (E — dimer)
Membran fehérje (M)

Lipidmembran
Viralis RNS
Kapszid fehérje (C)

2K

ancC PreM E NS1 NS2A  NS2B NS3 NS4A NS48 NSS
Strukttralis gének Nem-struktaralis gének

1. abra: Az 6sszeszerel6dott érett virion szerkezete és genomja (Abbink és mtsai., 2018) A Zika virus pozitiv,
egyszala RNS-sel rendelkezik, amely 7 nem-struktaralis génb6l (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B és
NS5) és harom struktaralis génbdl (C, M, E) all, melyek a veliik azonos nevii fehérjékké transzlalddnak. Az
M gén altal kodolt PreM fehérje inaktiv, a furin enzim segitségével hasad majd Pr és M fehérjére és valik
funkcionald fehérjékké. A C fehérjén egy transzmembran domain talalhatd, kapszid horgonyzonak is
neveznek (ancC), NS2B/NS3 proteaz altali hasitas el6tt az ER-membranhoz rogziti a fehérjét, ami
transzlokacios jel lesz a PrM szamara az ER-lumenbe (Rana és mtsai., 2018).

Az M ¢s az E fehérjék a virus membranjaba agyazddnak bele. Az utdbbirdl elmondhato,
hogy 4 domainbodl all, egy transzmembran és harom (DI, DII, DIII) membranon kiviili
domainb6l. A burok szerkezetének kialakitasaban van fontos szerepiik, ami tgynevezett
raftokbol all, szamszerint 30-bol és ezeknek az aszimmetrikus elrendezddése adja ki az
ikozaéderes alakjat a virionnak. Egy raft harom E fehérje dimerbdl és az alatta talalhato M
fehérjébol all (Sirohi & Kuhn, 2017). A membran (M) fehérje a PreM fehérje egy része, amelyet
a virus érése soran a gazdaszervezet furin protedza dolgoz fel €és a virus lipidmembranjdhoz
tapad. Belsejébe a strukturalis C fehérjébdl felépitett ikozaéderes nukleokapszid van beagyazva
(Prasad és mtsai., 2017). A virus C fehérje homodimer formajaban képzddik, hidrofob oldal a
virus membranfehérjéhez kotddik, masik oldala a virus RNS genommal érintkezik.

A ZIKV nem strukturalis fehérjéi a virus genom replikacidjaban vesznek részt, a
részecskék Osszeszerelésében és a gazdaszervezet immunrendszerének kijatszasaban. Az NS1

fehérje, egy membran-asszocialt homodimer forma, fontos szerepet jatszik a virusreplikacio
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soran a replikacios komplex kialakitasaért, valamint a fert6zott sejtbél hexamer
fehérjeliposzomak  formajaban  szekretalodik, amelyek a  komplementrendszer
megvaltoztatasaval (Avirutnan és mtsai., 2010, 2011; Xu és mtsai., 2016) és a TANK-k6t6
kinaz 1 (tank-binding kinase 1, TBK1) foszforilacios 1épésénél az I. tipusu interferon (IFN)
termelésének csokkentésével segitik az immunrendszer Kikertilését (Xia és mtsai., 2018).

Az NS2A, NS2B, NS4A ¢és NS4B membran-asszocialt hidrofob fehérjék, amelyek az
ER-membranokban helyezkednek el, és a virus replikaciés komplexének kialakitdsdban
jatszanak szerepet. Az NS2A fehérje ezenkiviil kolcsonhatasba 1ép a virus RNS-ével ¢és
fehérjéivel, hogy elbsegitse a virionok Osszeszerelédését (Zhang és mtsai., 2019; Zhang és
mtsai., 2019). A TBK1 foszforilacidjanak gatlasaval és az 1. tipust IFN szuppresszidjaval ez a
fehérje is a velesziiletett immunvalasz antagonistajaként mikddik (Xia és mtsai., 2018). Az
NS2B egy kofaktor, az NS3 fehérjével dolgozik egyiitt, aminek két funkcionalis doménje van
- protedz ¢és helikaz -, amelyek tobbféle enzimatikus aktivitast mutatnak, mint példaul szerin
protedz, RNS-helikaz ¢s NTPaz. Ebbdl adodoan tobb szerepet jatszik a virus replikacids
ciklusaban, mint a kettds szala RNS feltekercselésében a virus replikacidja vagy a poliprotein
feldolgozas soran (Giri és mtsai., 2016; Phoo és mtsai., 2016; S. Xu és mtsai., 2019). Az NS4B
a replikacios komplexhez valé tarsulas az mellett immunvalasz antagonistajaként is mikodik
az elébb emlitettek szerint. A ZIKV NS5 fehérje két doménnel rendelkezik, az N-terminalis
metil-transzferaz (MTaz) és a C-terminalis RNS-fliggé RNS-polimeraz (RdRp) doménekkel,
amelyek nélkiilozhetetlenek a virusgenom szintéziséhez, a genom stabilizalasdhoz és, ahogy
korabban emlitettem, a gazdaszervezet immunvalaszdnak megkeriiléséhez (Ferrero és mtsai.,

2019; Zhao és mtsai., 2017).

I. 3. Belépési utvonala és replikacidja

Jelenlegi tudasunk szerint a virionok dinamikus valtozasai teszik lehetdvé a kiilonb6z6
szovetekben 1évo sejtek fertdzését (Agrelli és mtsai., 2019). Szamos kiilonb6z6 human sejtet
képes fertézni, tobbek kozott a fibroblasztokat (Hamel és mitsai., 2015), méhlepény
trophoblasztokat és Hofbauer-sejteket (Aagaard és mtsai., 2017), neuronalis progenitor sejtet
(Dang és mtsai., 2016). Ezt a széleskort sejtspecificitast az teszi lehetévé, hogy tobb kiilonb6z6
receptorhoz, kiillonb6zo faktorok segitségével képes kotni (Agrelli és mtsai., 2019).

A ZIKV replikacios ciklusa a virus E fehérjéknek N-glikolizaciojaval, a gazdasejt
felszinén 1évé receptorokhoz és specifikus kotddési faktorokhoz vald kapcsolodasaval

kezdédik. Az E fehérje glikolizacioja a 154-es pozicidoban levé aszparaginon torténik (Hasan
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¢s mtsai., 2017). A folyamathoz clengedhetetlenek a konzervalt aminosavak, N-X-T (N-
aszparagin, X-barmely aminosav, ami nem prolin, T-treonin), amelyek lehetové teszik a virus
sejthez valo kotodését (Fontes-Garfias és mtsai., 2017). A glikolizacionak a helye kijeldl egy
ugynevezett 150-es hurok régiot, ami befolyasolja a fert6zoképességet ZIKV torzsek és
flavivirusok kozott is (Sirohi & Kuhn, 2017). Az E fehérje 4 doménje koziil a DII végén fuzids
hurok taldlhat6, amely kolcsonhatasba fog 1€pni a sejt membranjaval, a flavivirusok kozott ez
a szakasz a legkonzervaltabb (Heinz & Stiasny, 2012). A DIIl domén fontos szerepet vallal a
sejthez vald kotédésben, itt talalhato a receptorkoté szakasz (Agrelli és mtsai., 2019).

A flavivirusok egyik legaltalanosabb receptorai a C-tipusu lektin receptorok (CIR).
Fontos szerepiik van a patogénhez kotott molekularis mintazatok (PAMP-0k) felismerésében.
A legnagyobb szamban a makrofagokon, monocitdkon és dentritikus sejteken taldlhatdoak meg,
amelyek az immunrendszer fontos sejtes részei (Kim és mtsai., 2017). A flavivirusok
glikoproteinjét PAMP-ként érzékelik és bekebelezik a virust, majd endoszomat alakitanak ki
(Agrelli és mtsai., 2019).

Ujabb tanulmanyok kimutattak, hogy a flavivirusoknak lehet egy, az E fehérjétsl
fliggetlen belépési Gtvonala is, ahol a virus negativ toltést lipidje, a foszfatidil-szerin (PS)
jatszik fontos szerepet (Agrelli és mtsai., 2019). A sejteknek az anion-lipid receptorait két
csaladba soroljuk, TIM (TIM-1 és TIM-4) és TAM (AXL és Tyro3) (Kay és mtsai., 2012).
Ezeknek a receptoroknak alapvetden az a feladata, hogy felismerjék a PS molekulakat az
apoptdzis utdn megmarado sejttérmeléken és bekebelezzék. A flavivirusok ezt haszndljak ki a
sajat PS molekuldjukkal, a folyamatot ,,apoptotikus mimikrinek™ is hivjak (Amara & Mercer,
2015). Elészor Dengue-virusnal fedezték fel és csak késobb sikeriilt ZIKV-nal is leirni tobb
szovet esetében is (Agrelli és mtsai., 2019).

A leggyakoribb kotddési faktorok a negativ toltésii glikoaminoglikdnok (GAG) (Kim és
mtsai., 2017), amelyeket leirtak mar tobb flavivirusnal is, mint példaul a Dengue virusnal
(Thepparit €s mtsai., 2004) és Nyugat-nilusi virusnal is (Lee és mtsai., 2004). A koézelmultban
két kotodési faktorrol szamoltak még be, amelyek a ZIKV-fertézést kozvetitik. Az egyik az
integrin-aV/BS, amely eldsegiti a neuronalis dssejtek virusfertdzését (Vazquez & Jurado, 2020),
és a neural sejtadhézios molekula (NCAM1), amely elésegiti a human asztrocitoma sejtek
fertdzését (Srivastava és mtsai., 2020).

Ezen kolesonhatasok utan a virus klatrin-fliggé vagy klatrin-fiiggetlen endocitézison
keresztiil jut be a gazdasejtbe. A sejten beliil egy korai endoszoéma fog lefiizédni a membranbdl
¢s ez szallitja az endoplazmatikus retikulum felé (2. abra). Egy vakuolaris ATP-az protonokat

pumpdl az endoszomdba, ezaltal savas kornyezet jon létre, amely kivaltja a virusburkolo
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crer

degradacioja, ami a virus RNS-ének a sejt citoplazmaba torténd felszabadulasahoz vezet (Li és
mtsai., 2020).

A virus RNS transzlacioja kozvetleniil a felszabadulas utan torténik és egy N-terminalis
ER lokalizécios jellel rendelkezd poliprotein keletkezését eredményezi. Ez a poliprotein az ER
membranon helyezkedik el, a PrM, E, NS1 és az NS2A, NS4A és NS4B részei az ER
lumenében helyezkednek el, mig a C, NS3 és NS5 részek a citoplazma felé néznek. A
poliproteinbdl a gazdaszervezet protedzai (az ER lumen felé nézé részeket hasitjak) és egy virus
proteaz (a citoplazma felé nézo részeket hasitja) hozzak létre a virus szerkezeti és nem
szerkezeti fehérjéit (Assenberg és mtsai., 2009).

Ezutan kialakul a replikacidés komplex €s megtorténik a virus genomjanak szintézise.
Az NSI, NS2A, NS2B, NS4A ¢és NS4B transzmembran-fehérjék modositott lipidekkel
asszocialodnak, amelyek molekularis ,,allvanyzatot” biztositanak a replikacios komplexnek. A
komplex ezutan olyan ER-membran atrendezddéseket indukal, amelyek megkonnyitik a
vezikularis zsebek (VP-k) Iétrehozasat, melyek a replikacio szinterei lesznek (2. abra; Aktepe
¢s mtsai., 2017; Ci és mtsai., 2020; Cortese és mtsai., 2017). A pozitiv egyszali RNS az NS5
fehérje (RdRp) segitségével irddik at, pozitiv és negativ szalakbol all6 dsRNS-¢, melyet az NS3
helikaz valaszt szét, hogy pozitiv és negativ ssSRNS-t hozzon 1étre. A negativ ssRNS-ek a
tovabbi transzkripcid mintajaul szolgalnak, mig a pozitiv ssRNS-ek az ER-ben 1év6 PreM, C
¢s E proteinekkel egyesiilnek az éretlen virionok Osszedllitdsdhoz. Az éretlen részecskék ezt
kovetden az ER-b6l a Golgi-komplexumba ¢és a transz-Golgi-halozatba jutnak, ahol a savas
kornyezet feltarja a PreM hasitasi helyet. Végiil a PreM-et a gazdaszervezet furin protedza
hasitja, kialakitva az M fehérjét, lehetové téve a részecskék érését (2. abra). Végiil az érett
virionok exocitozissal szabadulnak ki a fert6zott sejtekbdl (Caldas és mtsai., 2020; Owczarek
¢s mtsai., 2019; Rossignol és mtsai., 2017).

Az éretlen ,,tiiskés” virionokrol elmondhato, hogy alapvetéen nem fert6z6képesek, de
strukturalis vizsgalatok sordn megallapitottdk, hogy az ER membranjabol szdrmazé foszfatidil-
szerin csak ebben az allapotaban lathato jol a receptorok szdmara (Li és mtsai., 2008; Sirohi &
Kuhn, 2017). Ezek a foszfatidil-szerin molekulak a korabban leirt apoptotikus mimikri belépési
utvonalhoz sziikségesek, igy elmondhatd hogy az éretlen virion is képes lehet a fertdézésre

(Wichit és mtsai., 2021).



: Sode, d
@ (1) Viral attachment and i <
i endocytosis @
. 0QP,
@ @ PRE aj 38\,:30% @ o © Z‘;co%
b 4

(5) Viral exocytosis

T R S S
4 ¥ V\E‘\‘}t‘ 2 : = $0.°

DC-SIGN TIM TAM GRP78 Integrin-aV/85 NCAMI o

0,

/ 253 (4) Viral maturation O

vATPase pump "
@ (3) Viral protein synthesis, RNA O
replication, and particle assembly
(i % 2 |
( Golgi complex
-, > ~
S Py
[

| Y

(2) Viral fusion and releasing =

of viral RNA genome & \ O O
|

P X

) Nucleus E ER lumen
f | Genomic RNA I f} (LB {é Assembly *‘i

5.@ l 3-OH i| complex g
=3

Potential 'A'd A 4

cleavages

M E S.
44 4 NS2B NSaAp

Vp chhcal\oné
complex

Actively synthesis
viral RNA

2. abra: A ZIKV replikacioja. (1) A virus kotédése és endocitdzisa. A sejthez valo kotédéshez elsGsorban az
C-tipusu lektin receptorokat és kiilonboz6 kotddési faktorokat haszndlja. (2) Virdlis fuzid és viralis RNS
genom felszabadulasa. (3) Viralis fehérjék szintézise, RNS replikacioja és a részek dsszeszerel6dése az ER-
ben zajlik, elkiiloniil az 6sszeszerel6dési komplex (Vi) és replikacios komplex (Vp). (4) Virus érése. (5) Virus
exocitdzisa (Wichit és mtsai., 2021).

I. 3. Antiviralis vegyiiletek

A virdlis fertézések szdma az emberiség novekedésével emelkedik. A véddoltasok
mellett a leghatékonyabb védekezési modszeriink az antiviralis gyogyszerek alkalmazasa.
Idoxuridine volt az els6 ilyen gyogyszer, amit 1963-ban sikeresen alkalmaztak, herpes virus
ellen. Az azoéta eltelt kozel 60 év soran tobb, mint 100 antiviralis gyogyszert fogadtak el és
alkalmaznak is kiilonb6z6 virusok ellen (De Clercq & Li, 2016; G. Li és mtsai., 2021).

A modern virusellenes gyogyszerek tervezése mogott allo altalanos elképzelés az, hogy
olyan virusfehérjéket vagy fehérjék részeit kell azonositani, amelyeket a virus fertézése soran

hasznél és hatastalanithatok. Ezeknek a "célpontoknak" egyrészt a lehetd legkevésbé kell
hasonlitaniuk az emberben talalhaté fehérjékre vagy fehérjeelemekre, hogy csokkentsék a
mellékhatasok valdsziniiségét. Masrészt a célpontoknak kozosnek kell lenniiik a virus szdmos

torzsében, vagy akar ugyanazon csalad kiilonboz6 virusfajtai kozott is, annak érdekében, hogy
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egyetlen gyogyszer legyen széleskoriien hatékony. gy példaul a fejlesztési vizsgalatok
kozéppontjaban allhat egy olyan kritikus enzim, amelyet a virus kodol, de a gazdaszervezet
nem, és amely koz0s a torzsekben, és megvizsgalhatd, hogy mivel/hogyan lehet beavatkozni a
milkodésébe (Zhang és mtsai., 2011).

A célpontok azonositasa utan a gyogyszerjeloltek, vagy a mar ismert, megfeleld hatasu
gyogyszerek valaszthatoak ki. Az igéretesnek tiing jeldltek ezutan in silico, in vitro, in vivo
eszkozokkel tesztelhetok, hogy beavatkoznak-e a célpont miikodésébe (Bowman, 2019). A
virusellenes szerek kifejlesztésére iranyulo ilyen "racionalis gyogyszertervezési" munkak a
virusok életciklusanak minden szakaszat probaljak tamadni. A virusok életciklusa azok
tipusatol fiiggden igen valtozatos, viszont egy altalanos mintazat mindegyikre egységesen

jellemzo6 (Rampersad & Tennant, 2018):

e (Gazdasejthez kapcsolodas.

e A virus orokitdanyaga ¢€s esetleg enzimek felszabaduldsa a gazdasejtbe.
e A viruskomponensek replikacidja a gazdasejt gépezetének segitségével.
e A viruskomponensek teljes virusrészecskékké valo dsszeépiilése.

e A virusrészecskék felszabadulasa €s j gazdasejtek megfertdzésére.

Két 6 csoportba sorolhatjuk az antiviralis vegyiiletek hatasat, az egyik a virus fehérjéit
célozza (direkt hatd) mig a masik a gazdasejt fehérjéit célozza (kdzvetve hatd). Az eltérd
megkozelitésnek kiilonbozd eldnyei és hatranyai lehetnek. A direkt hatokra elmondhatd, hogy
kevesebb negativ hatast fejtenek ki a gazdaszervezetre, de a virus konnyebben is tud hozza
alkalmazkodni. Mig a kdzvetve hat6 esetén ez pont forditva jelenik meg (Chaudhuri és mtsai.,
2018). A jelenleg forgalomban 1év6 gyogyszereket funkcionalitas szerint is lehet csoportositani,
mint példaul belépést, kotddést, DNS vagy RNS polimeraz mikodést gatlok, valamint egy
vegyiiletnek lehet egy vagy tobb célpontja is.

Az RNS virusok esetén nagyobb kihivast jelent a gyogyszerek fejlesztése, mivel a
genomjuk gyorsabban valtozik meg, mint a DNS virusoknak. Ez kdszonhetd az RNS fiiggd
RNS polimeraz hiba halmoz¢ atirasanak. A nagyfoku valtozékonysag miatt gyorsan alakul ki a
gyogyszer rezisztencia. Ennek elkeriilése érdekében érdemes kiilonb6z6 kezeléseket valtogatni,
hogy elkeriilj¢k a rezisztencia kialakuladsat és folyamatosan monitorozni, vizsgalni a

rezisztencia kialakulasokat (Adamson €s mtsai., 2021; Richman, 2006).
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I. 4. A ZIKV bejutasanak gatlasa

Mivel a ZIKV fertézés komoly kozegészségiligyi problémava valt, szamos erdfeszitést
tettek egy ZIKV ellenes gyogyszer kifejlesztésére. E tekintetben szdmos molekula birt gatld
hatassal a ZIKV ¢letciklusanak kiilonb6z6 szakaszaiban, mint példaul a virus belépése,
replikacioja, érése és a fert6z6 részecskék felszabadulasa. Sajnos azonban mind a mai napig
nincs specifikus gyogyszer vagy vakcina ellene (Munjal és mtsai., 2017).

Ami a ZIKV belépését illeti, ismert, hogy egyes molekulak blokkoljak a korai
virusmechanizmusokat: a receptorkotddés zavarasaval vagy az endocitozis gatlasaval.
Kiilonb6z6 sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy a curcumin (Mounce
¢s mtsai.,, 2017), a nanchangmicin (Rausch ¢és mtsai.,, 2017), a ZINC33683341 és a
ZINC49605556 (Fernando ¢s mitsai.,, 2016) molekulak gatoljak a virus bejutdsat a
receptorkotédés blokkolasaval, mig az olyan vegyiiletek, mint a klorokin (Li és mtsai., 2017,
Shiryaev és mtsai., 2017), a suramin (Albulescu és mtsai., 2017) a 25-hidroxikoleszterol (C. Li
¢és mtsai., 2017) bizonyitottan gatoljak a ZIKV internalizaciojat in vitro és in vivo.

A klorokin hatasmechanizmusa ellentmondasos a tekintetben, hogy a virus bejutasaban
vagy az autofagikus fluxusban jatszik-e szerepet. Szamos in vitro és in vivo vizsgalatot végeztek
a hatasmechanizmus felderitésének érdekében. Az eddigi eredmények kettds mechanizmust
mutatnak a gyogyszer esetében (Li és mtsai., 2017; Liang és mtsai., 2016; Shiryaev és mtsai.,
2017; Zhang, Yi, Li, és mtsai., 2019).

Ugy tiinik, hogy a nanchangmicin az AXL célzottan térténd receptorkotddés blokkolasa
mellett kettds szerepet jatszik a klatrin-medialt endocitozis gatlasaval is (Rausch és mtsai.,
2017). Tovabba az arbidolrol, ami egy jol ismert, széles spektrumil antiviralis hatdanyag,
kimutattak hogy in vitro megakadalyozza a ZIKV életciklusanak egy korai 1épését, bar pontos
hatasmechanizmusa még nem ismert (Fink és mtsai., 2018). Az epigallokatekin-gallat (EGCG),
z0ld tedban jelen 1év6 vegyiilet, bizonyitottan jelentdsen csokkenti a ZIKV fertdzoképességét
Vero sejtekben, és ugy tiinik, hogy hatasa a ZIKV burkaval valé kozvetlen kdlcsonhatas révén

virusold (Carneiro €s mtsai., 2016).

I. 5. A ZIKV replikaciojanak gatlasa

Szamos mas hatékony vegyiilet bizonyult igéretes gatlonak ZIKV ellen, amelyek az
RNS fiiggé RNS polimerdz enzimet veszik célba. Ezek lehetnek nukleozid analogok vagy

magat az enzimet kozvetleniil célzoak. A nukleozid analdégok elénye, hogy a viralis RNS
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polimerizaciojat tudjak megakadalyozni, de a human RNS szintézisre nincsenek hatassal. A
sofosbuvir egy nukleozid analdég, ami Hepatitis C elleni gyogyszerként kereskedelmi
forgalomban mar kaphato (Sovaldi) és in vitro kisérleteknél igazoltak, hogy hatasosan gatolja
a ZIKV fert6zést is. A sofosbuvir foszforamidat egy prodrug, ami a sejtes kornyezetben alakul
at trifoszfat analogjava (aktiv forma). Az aktiv metabolit, a 2'-fluoro-2-C-metil-UTP az NS5
aktiv helyéhez kotédik. Ugyan a kiilonbozé sejttipusok kozott eltérden hat, példaul Vero
sejteken nem tapasztaltak sejtet védo hatast ZIKV fertézés esetén, de hepatocellularis
karcinoma (Huh-7) és emberi placenta-koriokarcinoma (Jar) sejtek esetében igen (Reznik &
Ashby, 2017; Sacramento és mtsai., 2017).

Széles skalan gatld hatast mutatd adenozin analdég, a BCX4430, a ZIKV RdRp enzimét
szelektiven gatolja. F6 célpontja az NS5 fehérje, RNS polimerizacid lancterminacios hatasaval.
A BCX4430 hatéanyagu gyogyszer fejlesztése mar klinikai fazisban van (Baz & Boivin, 2019).

Szamos vegyiilet esetén az NS2B-NS3 fehérje gatlasat figyelték meg. A NS2B-NS3
tripszinszeri szerin-proteaz, amelynek kulcsszerepe van a virus replikacigjaban, mivel a
poliprotein feldolgozasban vesz részt. Ilyen tipusi gatld mechanizmussal rendelkezik a
Novobiocin és Temoporfin is, amelyek in vitro és in vivo kisérletek soran is hatasosnak
bizonyultak (Li és mtsai., 2017; Yuan és mtsai., 2017).

A ZIKV fert6zés altali megbetegedések esetében jelenleg tiineti kezelések vannak, mint
péladul a paracetamol, mint lazcsillapito vagy a kititések ellen kiilonb6z6 antihisztaminok. Az
elébb Osszefoglaltak alapjan elmondhat6, hogy az elmult években nagy erdfeszitéseket tettek a
specialis antiviralis szerek kutatasara. Szamos hatdanyag alkalmas ZIKV fert6zés gatlasara és
néhany vegyiilet mar a klinikai vizsgalatok els6 fazisaig is eljutott.

A dolgozatomban bemutatott munkank soran teikoplaninb6l és vankomicinbdl
szintetizalt uj vegyiileteknek vizsgaltuk meg a ZIKV fert6zés elleni hatasossagat. A teikoplanin
a glikopeptid antibiotikumok koz¢ tartozik ugy, mint a vankomycin vagy az eremomycin. Ezek
az antibiotikumok Gramm-pozitiv baktériumoknak sejtfal szintézisét gatoljak és antiviralis
hatasukrol kozel 30 éve tudunk. Virus gatlo folyamatokat eldszor egy influenza torzs esetén
irtak le, késobb mas RNS virusnal is irtak le hasonlo, ugy mint a HIV-1 vagy a SARS-CoV1
(Vimberg, 2021).

A Viologiai Nemzeti Laboratoriumban tobb kutatas zajlott €s zajlik is a glikopeptid
antibiotikumok és szarmazékiak antiviralis hatasanak vizsgalatara kiilonb6z6 virusok fert6zése
ellen (Bereczki és mtsai., 2021). Tobb vegyiilet esetén is sikeriilt gatld hatast kimutatni, ami jol

igazolja a benniik rejl6 potencialt.
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I1. Célkitiizés

Jelenleg a regisztralt ZIKV fertézottek szama alacsony a vilagon, de barmikor
kialakulhat a 2015-6s jarvanyhoz hasonl6 fertdzési hullam. Tobb vakcina fejlesztése is
folyamatban van, kiilonb6zd generacios technolégidk alapjan, de még egyik sincs kozel a
forgalomba bocsatashoz (Poland és mtsai., 2019). Emellett a mai napig nincs specialis
gyogykezelés. Hidba sok esetben nem okoz komoly megbetegedést a virus, sziikséges a

megfelelé gyogymod, foképp a magzatok egészségének megdrzése szempontjabol.
Ezért a kovetkezoket tiiztiik Ki célunknak:

o a Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémia Tanszék altal szintetizalt
glikopeptid antibiotikum szarmazékoknak a virus gatldé hatasat vizsgalni,
amelyek akar késobb antiviralis gyogyszerek hatdoanyagava valhatnak.

e anagyszamu vegylilet miatt egy olcs6, megbizhatd és nagy ateresztOképességii

modszert szerettiink volna bedllitani, amelyet késobb kisebb modositasokkal

mas virusokra is tudunk alkalmazni.
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III. Anyag és modszer

I11. 1. Alkalmazott sejtvonal

A vizsgalataink soran Vero E6 sejtvonalat (Afrikai z6ld majom (Cercopithecus
aethiops) vese epithél sejtb6l szarmazik) hasznaltunk, amelyet Dulbecco’s modification of
Eagle mediumban (DMEM, Lonza, Svajc) tartottunk fent, 2% szarvasmarha magzati
szérummal (fetal bovin serum, FBS, Biosera, Franciaorszag) és 1% penicillin/sztreptomicin
antibiotikummal (PS, Lonza, Svajc) kiegészitve. A sejtkulturakat a munkakhoz megfeleld
flaskakban vagy 6, 24, 96 lyuka lemezen (késébbiekben well és plate), 37 °C-os parasitott
inkubatorban, 5% CO2 betaplalas mellett neveltiik (naponta vagy minden masodik napon

monitoroztuk) a 70-80 %-os konfluens monoréteg eléréséig.

I11. 2. Virus torzsoldat készitése

Munkankhoz a Nemzeti Viroldgiai Laboratorium torzsgytijteményében rendelkezésre
allo két ZIKV torzset (MR 766 (Uganda), KX673530 (Guadeloupe)) tudtuk hasznalni és a
dolgozatomban bemutatott munkakat a két torzsre kiilon-kiilon végeztiik el. A Vero E6 sejteket
1 ml virus oldattal 1 oraig fertdztiikk, majd a feliiliszo eltavolitasa utdn 10 ml tapoldatot
(DMEM+2%FBS, 1%PS) adtunk a sejtekhez és tovabbi 6 napig (37°C, 5% CO») tartottuk fent
Oket. Az inkubdcio utan a feliiliszot 1 ml-es adagokra osztottuk szét és az igy elkészitett virus

torzsoldatokat (stock) -80°C-on taroltuk.

I11. 3. Virus titer meghatarozas - TCIDso

Az elkészitett virus stockoknak a fert6zd virus-partikulak szdméanak meghatarozasahoz
a sejtek 50%-0s fert6z6dési dozisanak (50% tissue culture infection dose, TCIDsp)
meghatarozast végeztiik el mindkettd virus vonalunkkal. 96 welles platen 3x10* szamu sejtet
novesztettiink 1 napig (37°C, 5% CO>). A virus stock oldatokbol tizes higitasi sort készittetiink,
a fertézéshez hasznalt platen oszloponként balrol jobbra csokkend koncentracioban ramértiik a
higitott virus-szuszpenziot a sejtekre. A wellekbe azonos mennyiségii (100 pl) virus oldat keriilt
(3. abra). 1 6ra inkubacid utan (37°C, 5% COy), a feliiliiszo leszivasaval eltavolitottuk a meg
nem tapadt virus-partikulakat és 200 pl tapoldatot (DMEM+2% FBS, 1% PS) adtunk a

sejtekhez.
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3. abra: TCID50 vizsgalat vizualizalasa 96 welles platen.

5 nap inkubalast (37°C, 5% CO2) kovetden inverz fénymikroszkop (Primo Vert, Zeiss,
Németorszag) segitségével megszamoltuk a virus altal okozott sejtelhalast (cythopathic effect,
CPE, pozitiv) mutato wellek és a negativ wellek szamat (nem lathato CPE). Majd a Heidelbergi
Egyetemen munkatarsa, Marco Binder, altal készitett, Spearman- Kérber algoritmust alkalmazo
TCIDso kalkulator segitségével kiszamoltuk a fert6z6 virus-partikula szamot (Kangro & Mahy,
1996).

II1. 4. Virus titer meghatarozas — Plaque assay

A fert6z0 virus szam meghatarozasra a plaque assay modszerét is alkalmaztuk, szintén
mindkettd virus vonalunkkal parhuzamosan végeztiik el a vizsgalatot. A mddszer Iényege, hogy
a fertézott sejteket a virus lizalja, plakkokat vagy mas néven tisztuld teriileteket formalva a
sejtek monorétegében.

24 welles platen 3x10° szamu sejtet ndvesztettiink 1 napig (37°C, 5% CO2). A virus
stock oldatokbodl szintén tizes higitasi sort készitettink. A 70-80 %-o0s konfluens sejt-
monorétegre az adott higitdsu, azonos mennyiségii (200 ul) virus oldat keriilt. 1 6ra inkubécio
utan (37°C, 5% COy), a feliiluszot eltavolitottuk és 2%-0s carboxy-metil-celluloz (CMC) és
tapoldat (DMEM+2%FBS, 1%PS) 1:1 aranyaval fedtiik le. 5 nap inkubacio (37°C, 5% CO3)
utan a fedé médiumot eltavolitottuk €s 4%-os paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk a sejteket. 30
perc utan a PFA-t eltavolitottuk és 0,25%-os kristalyibolya festékoldatot adtuk hozza. 15 perc
utan a festéket eltavolitottuk és vizzel mostuk a welleket. Szaradést kdvetden leolvastuk a virus

fert6zését mutatd plakkok szamat.
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A plakk formalo egységet (plaque forming unit, PFU) vagyis a virusaink titerét a
szakirodalomban talalhatdé modon szamoltuk ki. PFU/ml-ként a wellekben lathatd plakkok
szamat osztottuk a higitasi és fertézésre hasznalt virus mennyiségével (Baer & Kehn-Hall,
2014).

A titerek meghatarozasaval a tovabbiakban ki tudtuk szamolni a fertzés multiplicitasat
vagy MOI-t, ami a koérokozok (fagok, virusok, baktériumok) és a fertdzési célpontok (sejtek)
aranya (Abedon & Bartom, 2013). Példaul amikor virusrészecskékkel beoltott sejtek
csoportjara utalunk, a MOI a virusrészecskék szamanak €s a meghatarozott térben jelen 1évo

célsejtek szamanak aranya lesz.

I11. 5. Antiviralis hatékonysag vizsgalata - MTT assay

A glikopeptid szarmazékok in vitro virus gatld hatasanak mérésére az MTT (3-[4-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrahzolium bromid) kolorimetrias sejtéletképességi modszert
hasznaltuk (MTT Cell Proliferation Assay, Roche, Németorszag), mely az é16 sejtekben torténd
formazén kristalyokka torténd atalakulasan alapul és a mitokondrialis aktivitast hatdrozza meg.
Mivel a legtobb sejtpopuldcid esetében a teljes mitokondridlis aktivitds az életképes sejtek
szamaval fligg 0ssze, ezt a vizsgalatot széles korben hasznaljak a gyogyszerek sejtvonalakon
vagy primer beteg sejteken kifejtett in vitro citotoxikus hatasainak mérésére is.

A mddszer eldnye, hogy nagy ateresztoképességili €s képes inaktivalni a virust. 96 welles
platere 1x10* sejtet raktunk ki wellenként és egy napig neveltiik ket (37°C, 5% CO2). A
abbol felezd higitasi sort és a fert6zéssel egy idOben kezeltiik veliik a sejteket. A fenntarto
tapoldat eltavolitasa utan kezeltik és fertoztik a sejteket. A virus mennyisége MOI 1
(multiplicity of infection) volt, a glikopeptid szarmazékok pedig valtozo koncentracioban (60
uM- 2,5 uM) voltak jelen a kisérletben. Pozitiv kontrollként csak virussal fert6zott sejteket,
negativ kontrollként csak a vegyliletekkel kezelt sejteket hasznaltunk. 2 6ra inkubacio (37°C,
5% CO.) utan a feliiltiszot eltavolitottuk és fenntartod oldatot (DMEM+2% FBS, 1% PS) tettiink
rd, ami csak tapoldatot és a vegyiiletet tartalmazta a megadott koncentracidoban. 5 nap inkubécio
utan (37°C, 5% CO2) a feliiluszot eltavolitottuk, mostuk kétszer Eagle’s Minimal
Essential médiummal (EMEM) és hozzaadtuk az 50ul MTT reagenst (10x higitva
DMEM+2%FBS, 1%PS; protokolltol eltérve csak fele mennyiséget hasznaltunk). 4 Oras

inkubalast kovetden hozzaadtuk a reagenssel megegyezd mennyiségli oldoszert (megvasarolt
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reagens csomag része) és végiil az abszorbanciat (OD) 570 nm-en Crocodile 5-in-one ELISA

miniWorkstation (Berthold Technologies, Németorszag) késziilék segitségével mértiik.

I11. 6. Citotoxicitas vizsgalat — MTT assay

A glikopeptid szdrmazékok sejtekre kifejtett citotoxikus hatasaiknak vizsgélatéra is a
sejtéletképességet  vizsgaltuk, az elébb leirt MTT (3-[4-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrahzolium bromid) kolorimetrias modszer segitségével. Az antiviralis hatéanyagok

tesztelésével parhuzamosan végeztiik, a I11. 5. fejezetben leirtak szerint.

I11. 7. Real time-PCR

Azoknal a vegyiileteknél, melyeknél gatld hatast figyeltiink meg az 5 napos kezelt sejtek
feliiliiszojabol RNS-t izolaltunk a Viral RNA kit (Zymo Research, Amerikai Egyesiilt Allamok)
segitségével a gyarto utasitasait kovetve. A valos idejii RT-PCR reakcidkat a ZIKV genom NS1
régiojara tervezett (1. tablazat) primerek segitségével végeztiik, OneStep RT-PCR Kit (Qiagen,
Németorszag) hasznalataval a gyarto utasitasait kovetve. A ciklikus koriilmények a kovetkezok
voltak: reverz transzkripcid 50 °C 30 percig és 15 percig 95 °C, majd 40 ciklus denaturalas 95

°C-on 20 masodpercig, annealing 51 °C-on 20 masodpercig, és elongacié 72 °C-on 20

masodpercig.
1. tablazat: Alkalmazott PCR primerek

Primer Szekvencia

Ugandai_FW AAA AGG AAA CGA GAT GTG GCA

Ugandai_REV CAT TCT CCT CTA GGA TAG CAT

Ugandai_Pb FAM/ 5°-CCC GCA GAT-3’ /ZEN/ 5>-TGG CAG CAG-3’BHQI1

Guadeloupei_FW CTTGGAGTGCTTGTGATT

Guadeloupei_REV CTCCTCCAGTGTTCATTT

Guadeloupei_Pb 5’FAM- AGAAGAGAATGACCACAAAGATCA-3'TAMRA
I1I. 8. Vegyiiletek

A glikopeptid antibiotikum szarmazékokat a Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémia
Tanszék munkatérsai szintetizaltak glikopeptid antibiotikumokbdl. A vegytiletekbdl 10 mM-
os dimetil-szulfoxidos (DMSO) torzsoldatokat készitettiink, és azokat -20°C-on taroltuk a
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tovabbi felhasznalasig. A munkank soran eddig vizsgalt vegyiiletek szerkezeti képletei a 4.

abran lathatok.
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4. abra: A vizsgalt glikopeptid antibiotikum szarmazékok szerkezeti képletei.

II1. 9. Statisztikai analizis

A MTT sejtéletképességi modszer megbizhatosaganak vizsgalatara a Z-faktort
alkalmaztuk. A nagy ateresztoképességii szlirések soran szamos minta nagyszamu egyedi
méréseit hasonlitjak dssze pozitiv és negativ kontrollmintakkal. A nagyméretli szlirések id6- és
eréforras igényesek. Ezért egy nagy sziirés megkezdése eldtt kisebb teszt- (vagy kisérleti)
sziiréseket hasznalnak a vizsgalat mingségének értékelésére, hogy megallapitsak, hasznos lesz-
¢ az a nagy ateresztéképességii kornyezetben. A Z-faktor mutaté arra, hogy szamszertsitsiik az
adott beallitasok mellett, az adott teszt alkalmas-e egy teljes korii, nagy ateresztéképességii
szlir@vizsgalatban valo felhaszndldsra. Szoval a Z-faktor egy olyan statisztikai paraméter, ami

a modszer hatékonysagat mutatja meg (J.-H. Zhang és mtsai., 1999).
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crer

ICs0) meghatarozashoz nem-lineéris regresszio analizist alkalmaztunk, amihez a GraphPhad

Prism v.9 programot hasznaltuk.
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IV. Eredmények

IV. 1. Virus titer meghatarozas

A dolgozatomban bemutatott munkdkat a két ZIKV torzsre (MR 766 (Uganda),
KX673530 (Guadeloupe)) kiilon-kiilon végeztiik el. A Vero E6 sejteket 1 oraig fertdztik a
virusokkal és tovabbi 6 napig (37°C, 5% CO.) tartottuk fent 6ket. Utana inverz fénymikroszkop
(Prima Vert, Zeiss, Németorszag) segitségével megnéztiik, hogy lathato-e virus altali CPE a

Vero E6 sejtes monorétegen (5. abra).

5. abra: A ZIKV (MR 766 (Uganda), KX673530 (Guadeloupe)) térzsek Vero E6 sejtek fert6zésének
mikroszkopos felvétele. A ZIKV fertézés sotétebb gyongyszeri képletekként jelenik meg, melyek az elhalt
sejtek maradvanyai. A negativ kontroll a kezeletlen sejtek voltak.

Az elkészitett virus torzsoldatoknal els6 1épésként meg kellett hatdroznunk a pontos
fert6z6 virus partikula szamot. Erre azért volt sziikség, hogy a kisérletek megismételhetéek
legyenek, ugyanis a virus szama nagymértékben befolyasolhatja az adott vizsgalati modszer
miikodését, kimenetelét. A két ZIKV vonalnal parhuzamosan végeztiik a vizsgalatainkat.

Eloszor a TCIDsp modszert alkalmaztuk fertdzoképes virusszdm meghatarozasara. A
pozitiv (citopatias hatdst mutatdo, CPE, fertdzott) és negativ (nem fertdzott) welleket
mikroszkopos vizsgélat segitségével kiilonitettiik el. Az egyre higabb virusszuszpenzidval
fert6zott wellek esetében nem volt egyértelmiien eldonthetd, hogy mely wellek CPE pozitivak
vagy negativak. Ugyanis a sejtek dregedési folyamatai soran is keletkeznek denz szert, s6tétebb
gyongyszerl elvaltozasok és szakadasok a sejtek monorétegében. Ez pedig mikroszkopikusan
Osszetéveszthet6 a higitas kovetkeztében kevés szamu virus altal okozott CPE-vel.

A TCIDsp modszerrel parhuzamosan a masik gyakran alkalmazott médszert, a plaque
assay-t is bevettettiik a fertdzé virus partikulaszdm meghatarozasahoz. Mivel korabban a

virussal még nem végeztek a Nemzeti Viroldgiai Laboratérium munkacsoport tagjai ilyen
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jellegli meghatarozast, igy a kezdeti 1épések optimalizacios 1épések voltak. Elészor fedd
médiumnak az avicelt hasznaltuk az assay sordn, amivel nem kaptuk szép, lathato tarfoltokat,
csak egy Osszefliggd szemcsés feliilet volt lathatd. Ezt kovetéen a karboxi-metil-cellulozt
(CMC) alkalmaztunk fed6 médiumként, aminek segitségével mar sikeriilt jol elkiilonithetd
plakkokat latni.

Az optimalizalas soran a plate tipusat is valtoztatnunk kellett. E16szor 12 és 24 welles
platet hasznaltunk, melyek alkalmazdsakor a Vero E6 sejtes monorétegek kiszaradtak és
levaltak a plate aljarol a mosasi 1épések soran. Végiil a 48 welles plate valt idedlissa szdmunkra.
Az inkubécios 1dat is kellett optimalizalnunk, ha tal kevés volt az inkubacios 1d6 (3 nap) nem
alakultak ki a plakkok, mig ha tl hossza (7 nap) akkor nem tudtuk elkiiloniteni Sket. Igy végiil
az 5 nap volt a legmegfelelébb (6. abra).

6. abra: Plaque assay eredménye. A fert6zott sejteket a virus lizalja, ami plakkok forméajaban
jelenik meg a sejtek monorétegében.

A megfeleld beallitasok mellett sikeresen meghataroztuk mindkét virus vonal plakk
formalo egység (PFU/ml) mennyiségét, a virus torzsoldataink titerét. Az ugandai (MR 766)
vonal esetében a 7150000 PFU/ml, mig a guadeloupei (KX673530) vonal esetében a 1015000
PFU/ml értéket kaptuk. A virus torzsek titerének pontos meghatarozasaval a késobbi fertdzések
soran meg tudtuk adni a fert6zés soran hasznalt multiplicitasat vagy MOI-t (multiplicity of

infection), ami a korokozo és a fertézési célpontok, azaz sejtek aranya.

IV. 2. MTT assay optimalizalas

Az MTT assay egy nagy ateresztOképességili, kolorimetrias sejt életképességet mérni

képes mddszer. A dolgozatomban mar emlitésre keriilt, hogy a modszer az €16 sejtekben torténd
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MTT reagens formazan kristalyokka torténé atalakulasan alapul, ahol a mitokondrialis
aktivitasra kaphatunk eredményt. Mivel a legtobb sejtpopulacio esetében a teljes mitokondrialis
aktivitds az életképes sejtek szamaval Osszefiigg, ezt a vizsgélatot alkalmazni tudtuk a
vegylileteink Vero E6 sejtvonalon kifejtett in vitro citotoxikus hatasainak mérésére.

Elonyei koz¢ tartozik, hogy megfizethetd €s a tobbi hasonlo tipusu eljarassal ellentétben
itt inaktivalodik a virus a formazan kristalyok oldodasa soran, mivel az kit oldoszere sdsavat
(HC)) tartalmaz. Hatranyként viszont elmondhato6, hogy a mért érték, nem kdzvetlen a virus
szamot hatarozza meg, mas ¢letképességet méré modszerek mellett, és a kémia interferencia is
torténhet az abszorbancia méréskor. Vizsgalataink soran a modszer segitségével kozvetetten
tudtuk vizsgalni a vegyiiletek virus gatlasat, pontosabban a sejtvédd hatasat.

Az MTT assay optimalizacidja soran végig a Z-faktor statisztikai paramétert vettiik
figyelembe. Ha ez az érték 0,5 feletti, akkor elmondhatd, hogy az adott modszer megbizhato.
Az optimalizalast csak az ugandai ZIKV vonal esetén végeztik el. Szamos tényezot
vizsgaltunk, hogy a lehet6é legmegfelelébb legyen a kapott Z-faktor. Elsének a kiindulasi
sejtszamot allitottuk be, itt 10000, 20000 vagy 30000 Vero E6 sejt/well kiindulasi szamokat
néztilk meg. A fert6zés soran a virus szamot is tobb, kiilonb6z6é mennyiségben probaltuk ki (0,5
MOI, 0,8 MOI, 1 MOI, 2 MOI) és a fert6zés idejét is valtoztattuk (1 vagy 2 ora). Végiil a
fert6zést kovetd inkubacios id6t is be kellett allitani (4-7-nap). A legjobb, 0,63-as Z-értéket
10000 kiindulasi sejtszam, 1 MOI virusmennyiség, 2 oOra fertéz€s €s 5 nap inkubacids
bedllitdsok mellett kaptuk. Az 5 napndl tovabb tartd inkubaciok esetében nagyobb eltérést
kaptunk a fertdzott és nem fertdzott wellek kozott, viszont ilyen hosszll id6 utan a vegyiiletek
fertézés gatld hatasdnak csokkenése volt tapasztalhatd, valdsziniisithetben addigra

szamottevden lebomlottak.

IV. 3. Antiviralis hatas vizsgalata

A kutatdcsoport szamara tobb, mint 50 glikopeptid antibiotikum szarmazék érhet6 el,
amiknek az antviralis hatasat ZIKV ellen még senki se vizsgalta. A hatéanyagok virus fert6zését
gatlo vizsgalatat elsé korben mikroszkopos megfigyeléssel végeztiik, a CPE gatlast néztlink a
sejtek monorétegén (7. abra). Elézetes vizsgalataink soran tobb, mint 20 vegyiiletet vizsgaltunk

meg, igy kaptunk egy eldzetes képet a hatasossagukrol.
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7. abra: Jobb oldali képen vegyiilettel nem kezelt ZIKV fert6zott Vero E6 sejtek, bal oldali képen a
LE-103 vegyiilettel kezelt €s ZIKV fert6zott Vero E6 sejtek mikroszkopos felvétele lathato. Jol latszik,
hogy a kezelt sejtek fertézddése csekély mértékil a kezeletlen sejtekhez képest.

A pontosabb gatl6 hatds meghatdrozasahoz az MTT assay-t haszndltuk. Tulajdonképpen
a sejtek életképességét vizsgaltuk és minél magasabb abszorbancia (OD) értéket kaptunk, annal
jobb volt a sejtek miikodése. A méréseinket a I11. 5. fejezetben leirt modon végeztiik.

Eddig nyolc vegyiiletet vizsgaltunk meg MTT assay-t alkalmazva, melyek koziil harom,
LE-103, LE-115, ERJ-552 hatasosnak bizonyult (8. abra).
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8. abra: Az abran egy nem hato (Teikoplanin y- aglikon TB) és harom (LE-103, LE-115 és ERJ-552)
antivirélis hatést kifejt6 vegyﬁlet MTT mérésének adataibol generalt (n= 3) graﬁkonja léthaté A

srcr

regresszi6 analizist alkalmaztunk, amihez a GraphPhad Prism v.9 programot hasznaltuk.
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A virust gatldé hatdsok hatékonysaganak meghatarozast célz6 munkdk soran a
vegylileteket nem citotoxikus koncentracio alatt alkalmaztuk, amelyekr6l a parhuzamosan
végzett nem fert6zott, csak vegyiiletekkel kezelt mintainkkal bizonyosodtunk meg. Bizonyos
antibiotikum szarmazékoknal azt tapasztaltuk, hogy képesek befolyasolni a fényelnyelést.
Annak érdekében, hogy az értékek a leheté legpontosabbak legyenek, olyan normalizalast
végeztiink, mely soran a DMSO-val kezelt kontroll mintak értékeit kivontuk a csak
vegyiiletekkel kezelt mintak értékeibdl és az igy kapott értéket vontuk végiil ki a fert6zott-kezelt
mintak esetében mért értékekbdl.

Az MTT assay moddszer segitségével kozvetetten tudtuk vizsgalni a vegyiiletek virus
fertdzésének gatlasat, pontosabban a sejtvédd hatasat. A virus partikulak szamanak valtozasat
RT-gPCR-val is megnéztiik, ¢és igy a virdlis RNS mennyiségnek mérésével dsszetettebb képet
kaptunk a hatoanyagok miikodésér6l. Az ugandai ZIKV torzs esetén az LE-103 vegyiilettel
kezelt mintakbol (5 napos fert6zés és kezelés utani feliiliszd) és a DMSO kontroll fert6zott
mintidkbol sikeresen készitettink RNS extrakciot. Osszevetettik a legmagasabb
koncentracioval kezelt és a kontroll mintakat, és azt kaptuk, hogy a LE-103-al kezelt sejteknél

kevesebb virdlis RNS volt detektalhato a feliilluszoban.
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V. Osszegzés

Az elmult évtized ZIKV jarvanyai ravilagitottak arra, hogy a virus jol képes terjedni ott,
ahol a vektorai, az Aedes fajok megtalalhatoak, ¢s komolyabb megbetegedéseket tudnak okozni,
mint a Guillen-Barre szindroma és a mikrokefalia. Jelenleg nagy esetszdmmal jard jarvany
nincsen. 2022-ben kozel 36000 esetrdl szamoltak be vilagszerte, de barmikor kialakulhat egy
nagyobb fertézési hullam (PAHO/WHO, 2022) és a klimavaltozas, emberi beavatkozasok
hatésai miatt akar Eurdpéaban is megjelenhet a virus.

Mivel korabban komoly kozegészségiigyi problémat okozott, szamos eréfeszitést tettek
mar ZIKV ellenes gyogyszerek és vakcina kifejlesztésére. Szamos molekula rendelkezett gatlo
hatassal a ZIKV életciklusanak kiilonbozé szakaszaiban, Gigy mint a ribaviarin vagy a
sofosbuvir, de klinikai fazisban 1év6 a gyogyszerfejlesztés még csak a BCX4430 esetén van
(Baz & Boivin, 2019). Fontosnak lattuk, hogy a birtokunkban levé glikopeptid antibiotikum
szarmazékoknak megvizsgaljuk a ZIKV gatl6 hatasat.

A vizsgalatainkhoz sikeresen hoztunk Iétre térzsoldatot mindkettd virus vonalbol (MR
766 (Uganda), KX673530 (Guadeloupe)). A plaque assay segitségével elvégeztiik a virus
torzsoldat pontos fert6z6 partikula szam meghatarozast, amivel késobb a fertézések soran mar
meg tudtuk adni a fertézés multiplicitasat. Az MTT assay tobb 1épéses optimalizalasa utan,
sikeresen beallitottuk, és ezt kdvetden megbizhatéan tudtuk méréseinket végezni. Vizsgalataink
soran a moddszer segitségével kozvetetten tudtuk vizsgalni a vegyliletek virus gatlasat,
pontosabban a sejtvédd hatasat.

Kezdeti mikroszkopos vizsgalataink soran igéretesnek tind vegyiiletek koziil nyolc
vegyiilet esetében mar sikeriilt elvégezniink az MTT assay modszerrel torténd
hatékonysagmérést is. Harom hatéanyag (LE-103, LE-115 és ERJ-552) esetében sikeriilt is
azok ZIKV-ra jellemz6 1Csp értékeit meghatarozni.

Tovabbi terveink kozott szerepel, hogy folytatjuk a vegyiiletek antiviralis hatasanak
vizsgalatat a guadloupei vonal tekintetében is. Kivancsiak vagyunk, hogy a vegyiiletek
ugyanugy vagy eltéréen fejtenek ki gatld hatast a variansokra. Ezen feliil a tobbi, eddig még
nem mért glikopeptid antibiotikum szdrmazékainkat is megvizsgalnank, mind az afrikai, és
mind az dzsiai vonalat képviseld virustorzsiinkkel.

Tovabba szeretnénk azon vegyliletek esetén megerdsiteni a virus partikula szam
valtozasat RT-gPCR-ral is, amelyek hatasosan védték meg a sejteket a virusfertézéstol.
Ezeknek az értékeknek és az MTT assay értékeknek az Osszevetésével Osszetettebb képet

kaphatunk a hatéanyagok miikodésérol.
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Az antivirdlis gyogyszerek fejlesztésének els6 1épése a megfeleldé hatdanyag
megtalalasa. Bizunk abban, hogy eredményeink hozzajarulnak majd ahhoz, hogy az altalunk

vizsgalt glikopeptid szarmazékokbdl egyszer majd hatékony ZIKV elleni gyogyszer lesz.
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