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1. BEVEZETES
A felbukkano és ujra felbukkand zoonoézisos fertézések az allatokrol emberekre terjedd

megbetegedések. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) megallapitasa szerint az ijonnan
kialakul6é emberi fert6zd betegségek koriilbeliil 75%-a zoondzis. Az elmult évtizedekben
novekvo tendenciaval jelentek meg kiilonb6z6 zoonodzisos megbetegedések az emberi- és
klimatikus faktorok jelenlétének eredményeképp. Az éghajlatvaltozas, a mezdgazdasag és
az erd6irtas novekvo intenzitasa miatt gyakrabban kertilnek kapcsolatba az emberek a vadon
¢lo allatokkal. Tovabba a népstirliség novekedése a varosokban valamint a globalis 1égi
forgalom és az utazasok is fontos tényezOk az ilyen 1j talalkozasok kialakitasaban. A
zoondzisokat ezért a fert6zo betegségek legkritikusabb kockazati tényezdjének kell tekinteni
az emberi egészség és jolét szempontjabol [1]. A disszertacio témaja a zoondzisok koziil a
Krimi-Kongbi vérzéses laz virus (CCHFV), melyet a vilag legnagyobb epidemiologiai
szervezetei felbukkandé és ujonnan felbukkand zoondzisnak mindsitenek az elmult
évtizedekben jelentett esetek névekvo szama miatt [2].

A CCHFV a Nairoviridae viruscsaladba tartozik. A viralis genom harom, duplaszalt
RNS szakasz altal gylirlivé zarodott, egymastdl elkiiloniild negativ szl és egyfonali RNA
molekulabol épiil fel. A harom RNS molekulat méretiik alapjan kiilonboztetjiik meg: S, M
¢s L szegmensek. A szegmensek altal kodolt virdlis fehérjék funkcidja kiillonboz6. Az S
szegmens (~1,6 kb) kodolja a nukleokapszid proteint (NP). Az M szegmens (~5,4 kb) a
glikoprotein prekurzort kodolja, melybdl a kiilonboz6 érési folyamatok és hasitasok soran
alakulnak ki a viralis glikoproteinek. A legnagyobb L szegmens (~12,1 kb) pedig az RNS
fliggé RNS polimeraz gént kodolja [3].

Tobb, mint 30 kullancsfajt azonositottak, melyek részt vehetnek a virus terjesztésében,
de ezek koziil a legjelentdsebbek a Hyalomma fajok. Az éghajlat melegedésének
kovetkeztében a mediterran kullancsfajok elterjedése egyre északabbra tolodott, példaul
megjelentek Hyalomma populaciok mar Magyarorszagon is. A kullancsok terjedését egy
masik tényez6 is segiti, a vandormadarakkal torténé elterjedés, majd a kedvez6 éghajlati
koriilmények hatasara torténd megtelepedés [4].

A CCHFYV vilagszerte széles korben elterjedt. A bejelentett CCHFV esetek szama az
elmult két évtizedben nott, foleg az eurazsiai régid orszagaiban, ahol tobb helyen is
endemikus a megbetegedés. A CCHFV jelenlétét Magyarorszdgon az elmult évtizedekben
kimutattdk: az 1960-as években végzett szeroldgiai tanulméanyokban juh, szarvasmarha és
human szérumokat vizsgaltak CCHFV antitestek kimutatasa szempontjabol [3]. Tovabba

2011-ben nyulakbol szintén kimutattdk az antitesteket [5], de azota nem végeztek
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szisztematikus vizsgalatot a CCHFV-vel kapcsolatban, felvetve a kérdést, hogy a CCHFV
tovabbra is Magyarorszagon cirkulal-e. A fent emlitett okbdl kifolyolag, a disszertdciom
keretein beliil elvégzett kisérletekben a magyarorszagi ragcsaldo populaciok szeroldgiai
vizsgalata zajlott, a CCHFV szeroprevalencia megallapitasa érdekében.

A CCHFV altal okozott megbetegedés esetén foként tamogatd kezelést alkalmaznak,
tovabba ribavirin és favipiravir kezelést. A ribavirinnek és a favipiravirnak virus ellenes
hatasarol in vitro és in vivo igéretes eredmények allnak rendelkezésre a szakirodalomban [6].
Azonban jelenleg nincs hatékony és széles korben elterjedt vakcina a CCHFV ellen, igy
ujszerti, hatékony terapidk kidolgozasa sziikséges. A disszertacio fokent egy CCHFV
esetében még nem alkalmazott, j antiviralis megoldasra koncentralodik, mely az RNS
interferencian alapul. Az értekezés ujdonsaga abbol is fakad, hogy az RNAi-t még nem
alkalmaztak a CCHFV esetében.

Az RNS interferencia els6dleges célja evoluciosan a védelem volt az exogén patogének
¢s az endogén karos nukleinsavak ellen. Kisérleteink soran is ezt a természetes jelenséget
hasznaltuk ki a szintetikus siRNS molekulék bejuttatasaval. A miRNS génr6l atirddott pri-
MiRNS-ekb6él a Drosha nukleaz pre-miRNS-eket hoz 1étre, melyek a nuklearis porus
komplexen dokkoldodd Ran-GTPaz-Exportin5 segitségével kijutnak a citoplazmaba, ahol a
Dicer endonukleazhoz kapcsolodnak. Innent6l az utvonal megegyezik az exogén uton
bejuttatott szintetikus siRNS molekulakéval. A duplaszalt RNS-t az Argonaute protein
hasitja, igy csak a vezetd szal jut be a RISC komplexbe, a masik szal degradalodik. A RISC
komplex a vezetd szal RNS-sel hozzakapcsolodik a célszekvencidhoz és teljes

crcr

inkomplett, akkor a transzlacio gatlasa kovetkezik be [7].

2. CELKITUZES
Az értekezés egyik elsddleges f6 célja a CCHFV magyarorszagi megjelenésének

vizsgdlata a vadon ¢l6 ragcsalok korében a természetben el6fordulo CCHFV
szeroprevalencia értékelésével. Ennek megvalositasahoz a kovetkezd célokat tliztik ki:
CCHFV rekombinans nukleokapszid fehérje (rNP) eléallitasa; C57BL/6 egerek
immunizalasa CCHFV rNP-nel a poliklonalis antitest eléallitasahoz; immunvizsgalatok
(dot-blot, Western-blot, immunfluoreszcencia vizsgalat) optimalizalasa; ragcsalod
szérummintak eldsziirése dot-blot vizsgalattal, majd immunfluoreszcencens vizsgalat
megerdsités céljabol a CCHFV antitest kimutatasa érdekében; CCHFV szeroprevalencia

meghatarozasa a ragcsald populaciokban.



Masik f6 célja a disszertacionak az RNS interferencidn alapuld antiviralis modszer
alkalmazasa a CCHFYV ellen. Ennek megvalositasahoz a kovetkez6 célokat tiiztiik ki: SIRNS-
ek tervezése és szintézise; SIRNS-ek transzfekcidja sejtekbe és a transzfekcios kontrollok
optimalizalasa; optimalis siRNS koncentracié megtalalasa; SiRNS-ek CCHFV-t gatld
hatasanak megallapitasdhoz az RT-ddPCR rendszer optimalizaldsa; CCHFV replikaciot

szignifikansan gatld siRNS-ek meghatarozasa.

3. ANYAG ES MODSZER
3.1 Elokisérletek: rNP eloallitasa, egér immunizalas
BL21 Rosetta sejteket alkalmaztunk a CCHFV rNP eléallitasahoz. Az Escherichia coli

baktériumokba transzformalt ,,pET28a(+)-CCHFV” konstrukciét a korabbiakban leirtak
szerint allitottuk el6 [8]. A rNP tisztitasat Ni-affinitas kromatografia modszerével végeztiik
el a fehérjéken 1évo His-tag jelolésekkel. A NP méretét SDS-PAGE gélfuttatast kdvetden
Qubit Fluorometer segitségével hataroztuk meg.

Az immunizalas soran C57BL/6 egereket oltottunk a CCHFV rNP-nel komplett- majd
inkomplett Freud adjuvanssal keverve. Az immunvalasz igazolasihoz Western-blot
vizsgalatot alkalmaztunk.

3.2 RNS interferencia Kisérletek: virus titer meghatarozasa, siRNS-ek tervezése,
transzfekcios és infekcios kisérletek, PCR vizsgalatok
A virus titer meghatdrozasa TCID50 koncentracidémeghatarozas modszerével zajlott. A

fert6zott sejtek szazalékos aranyat immunfluoreszcens vizsgalattal allapitottuk meg a
virushigitasokat figyelembe véve, majd a TCID50 eredmények kiszamitasahoz a Spearman-
Karber modszert alkalmaztuk.

A CCHFV Kosova Hoti térzsének S, M és L szegmensének szekvencidjat hasznaltuk
az SiRNS-ek tervezéséhez. A szintetikus 21 nukleotid hosszi siRNS-eket a Whitehead
siRNA Selection Program segitségével terveztiik meg [9]. Minden szegmens esetében 5 db
siRNS tervezése és szintetizaltatasa tortént a Dhramacon™ gyartoval. Az ON-TARGET plus
non-targeting sSiRNA poolt hasznaltuk a kisérletekben siRNS kontrollként.

A kisérletek soran az siTOX (Dharmacon™) transzfekcios kontrollt alkalmaztuk a
transzfekcid hatékonysaganak megallapitasdhoz. A transzfekcids hatékonysagot az €l és
halott sejtek aranyabol hataroztunk meg.

A citotoxicitds megallapitasdhoz lumineszcens sejt ¢életképességi vizsgalatokat

végeztink (Promega, Cell Titer Glo Luminescent assay). Ezzel a moddszerrel



meghatarozhatd az ¢életképes sejtek szama, a jelen 1évé ATP mennyiségi meghatarozasa
alapjan. A sejteket kiilonb6z6 siRNS-koncentracidkkal transzfektaltuk (0,1 nM és 200 nM
kozott). A transzfekcios reagens, a Lipofectamine RNAiMax (Thermo Fisher Scientific)
citotoxicitasat is teszteltiik. A CC50-et (50% citotoxikus koncentracio) a GraphPadPrism
8.00 szoftver (Graph Pad Software, San Diego, Kalifornia, USA) alkalmazasaval
szamitottuk ki.

A sejteket haromszoros bioldgiai replikdtumban transzfektaltuk siRNS-ekkel a
kovetkezd végkoncentraciokban: 10 nM, 50 nM. A transzfektalt és kontroll sejtek
feliilusz6jabol nukleinsav kivonast végeztiink a gyartoi utasitasok szerint.

A tervezett siRNS-ek gatlo hatasanak megallapitasahoz elészor qRT-PCR mérést
végeztiink eldsziirés céljabol Light Cycler 2.0 rendszeren (Roche). Ezt kovetden, a
szignifikansan gatld siRNS-ek altal eldidézett CCHFV replikacio csokkenést RT Droplet
Digital PCR rendszerrel mértiik.

3.3 Mintagyiijtés, immunoassayk: dot-blot és immunfluoreszcencia vizsgalat
A ragcsalok mintavételezése egy korabbi okoldgiai vizsgalat és szeroldgiai felmérés

része volt [10]. A mintagytijtés a Mecsek hegységben, a Kdszegi-forras erdérezervatum
terliletén zajlott 2011-2013-ig, 13 mintavételi ponton.

A ragcesaloktol szarmazo mintak elGsziirése dot-blot rendszerrel (Bio-Rad) zajlott, az
eléallitott NP és poliklonalis antitestek segitségével. A dot-blot pozitiv ragcsalomintak

CCHFV antitest jelenlétének megerdsitéséhez immunfluoreszcens vizsgalatot végeztiink.

4. EREDMENYEK
4.1 Elékisérletek eredményei

Az eldkisérletek soran a CCHFV Kosova Hoti torzsét adaptaltuk az A549 sejtvonalra.
A CCHFV fert6zés utan mikroszkoposan megfigyelhetd citopatogén hatast detektaltunk az
A549 sejteken, és qRT-PCR-t és immunfluoreszcens vizsgalatot végeztiink a virus
replikaciojanak megerdsitésére. A kisérletek soran hasznalt CCHFV virusszuszpenzio
esetén a koncentréacié 2.15x10* TCID50/ml.

A szerologiai szlirések és az egérimmunizalas alapjaként a CCHFV rNP-t alkalmaztuk.
A rNP eléallitasa és az oszlopos tisztitast kovetd elucio esetében a NP pH=5, pH=5.5, és
PH=6 esetén volt kimutathatd. A koncentraciomérés eredményeként meghataroztuk, hogy
az eldallitott NP koncentracidja 89 pg/ml.

Az immunizédlds soran 3 egeret immunizaltunk ¢és egy negativ kontrol egeret

alkalmaztunk. Az immunizalas hatékonysagat Western-blot vizsgalattal igazoltuk.
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4.2 Szerologiai vizsgalatok eredményei

A szerologiai vizsgalatok alkalmaval 2085 db ragcsald szérum minta tesztelése zajlott
CCHEFYV antitestek kimutatasa céljabol. A befogott allatok négy kategoriaba sorolhatok fajok
szerint: 1439 db sarganyaku erdei egér (Apodemus flavicollis), 448 db voréshata erdeipocok
(Myodes glareolus), 156 db erdei egér (A. sylvaticus) és 42 db pirokegér (A. agrarius). A
négy vizsgalt faj koziil az A. flavicollist szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a mintagytijtés
soran.

A CCHFV antitestek kimutatasat két szeroldgiai vizsgalat felhasznaldsaval hataroztuk
meg: dot-blot eldsziirés és immunfluoreszcens vizsgalat segitségével. A 2085 db vizsgalt
ragesalobol 20 db (0.96%) mindkét modszerrel pozitivnak bizonyult a CCHFV I1gG antitest
ellen.

A 20 db CCHFV antitest pozitiv ragcsalo szérum minta koziil 18 db volt A. flavicollis.
Egy pozitiv minta szarmazott A. agrariustol és egy M. glareolustol. A szeroprevalencia
értékek az egyes fajoknal a kovetkezOképpen alakultak: 1.25% (18/1439) az A. flavicollis
esetében, 0.22% (1/448) a M. glareolus esetében és 0.24% (1/42) az A. agrarius esetében.

2011-ben, a tesztelt 684 db ragesaldo minta koziil 5 bizonyult pozitivhak (0.73%). Mind
az 5 minta A. flavicollist6l szarmazott. 2012-ben az 1165 db szérum mintabol 10 volt pozitiv,
mely 0.09%-os szeroprevalenciat jelent. A 10 db mintabol 8 db minta A. flavicollistol
szarmazott, egy minta A. agrariusbol és egy M. glareolusbol. 2013 soran gytjtott 236
ragesaldo szérum mintabol 5 volt pozitiv (2.12%) és mindegyik minta A. flavicollistol
szarmazott.

4.3 RNS interferencia eredményei

A citotoxicitasi  vizsgalatok soran a sejtek morfologiai megfigyelését
fénymikroszkoppal végeztink el illetve lumineszcens sejt életképességi vizsgalatokat
(Promega, Cell Titer Glo Luminescent assay) folytattunk. A CC50 értékeket GraphPad
szoftver segitségével hataroztuk meg.

A CCHFV S szegmens elleni siRNS-ek esetében a mikroszkoposan megfigyelt
eredmények a sejtek életképességi tesztjeivel megegyeztek: CCOS0sis1=177.7 nM;
CCb50sis2=246.7 nM, CC50sis6=106.5 nM. Az M szegmens elleni SIRNS-¢k esetében 300 nM
kortili CC50 értékeket is megallapitottunk: CCS50sim1=99.84 nM; CC50sime=316.8 nM,
CC50sim17=298.8 nM. Az L szegmens elleni sSiRNS-ek esetében az sil.3 és silL.4 CC50 értéke
80.92 nM és 54.29 nM érték volt. Az sil.1 esetében 109.7 nM értéket mértiink. Azonban az
Osszes szegmens elleni siRNS-t az 0Osszehasonlithatosag miatt legfeljebb 50 nM

koncentracioban alkalmaztuk. A kisérletek soran alkalmazott legnagyobb koncentraciot az
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siRNS-ek legalacsonyabb CC50-értéke hatarozza meg. Osszefoglalva a sejtek
maximalis koncentraciot 50 nM-ra allitottuk be minden kisérlet esetében a kiilonboz6
szegmenseknél. A kisérletek soran legalabb egy szignifikdnsan gatld siRNS-t talaltunk
minden szegmens esetében.

A CCHFV S szegmensére tervezett SIRNS-ek koziil az siS2 volt a leghatékonyabb gatld
SIRNS. Az siRNS-t 50 nM koncentracidban hasznalva szignifikans gatlo hatast tapasztaltunk
a pozitiv kontrollhoz hasonlitva (77%) (P<0.001). Tovabba, az siS6 kozepes gatldo hatast
okozott a CCHFYV replikacioja soran (P<0.01). Ezzel ellentétben, az siS1 esetében 10 és 50
nM koncentraciéban sem okozott nagy mértéki gatlo hatast.

Az M szegmensre tervezett SIRNS-ek kozott az siM1 szignifikans antiviralis aktivitast
mutatott 50 nM koncentracional (90%) (P <0,001). Ezenkiviil az siM6 kozepes szintii gatld
hatast mutatott (P <0,001) 10 nM koncentracional, és szignifikdns antiviralis aktivitast 50
nM koncentracional (P <0,001). Ezzel szemben az siM17 nem gatolta szignifikansan a
CCHFYV replikéciot sem 10 nM, sem 50 nM koncentracié mellett.

Az L szegmens esetében, az siL4-et 50 nM koncentracioban alkalmazva erésen gatolta
a CCHFYV replikaciot a pozitiv kontrollhoz képest (91%) (P <0,001). Az siL.3 szintén jelentds
aktivitast mutatott a CCHFV replikaciojan 50 nM koncentracié mellett, mig az silL.1 kozel
azonos hatékonysagot mutatott 50 nM koncentracioban.

Az siRNS-ek gatlo hatasanak mértékét a pozitiv kontrollhoz hasonlitottuk. Az ON-
TARGET plus non-targeting siRNS poolt hasznaltuk kontrollként a kisérletek soran, mely
nem okozott jelentés kiilonbséget a pozitiv kontrollhoz hasonlitva. Igy a vizsgalatokban a
pozitiv kontrollhoz hasonlitottuk az siRNS-ek gatlo hatasat. A kiilonb6z6 siRNS
koncentraciok gatlo hatasanak megallapitasat kopiaszam/pl koncentracioban hataroztuk

meg.

5. Di1szKusszio
5.1 Szerologiai vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A disszertacid a magyarorszagi CCHFV szeroprevalencia vizsgalatan alapul. T6bb
tanulmany is alatdmasztja azt a tényt, hogy a ragcsalok valosziniileg szamos virus terjesztoi
Magyarorszagon [5], [8]. A ragcsalok a kullancscsipésnek nagy mértékben kitett allatok, igy

feltételezhetéen a CCHFYV illetve mas nairovirusok terjesztésében is szerepiik van.



A héarom éves mintagyiijtési periodusban a ragcsalok szdma majdnem a dupléja volt a
2012-es évben a 201 1-eshez hasonlitva. 2012-t61 2013-ra a mintaszamban majdnem 80%-0S
csokkenés tapasztalhatd. A ragcsalok populacioés ingadozasait befolyasold tényezok
kiilonb6zok és kiilonféle iranyitd mechanizmusokat is tartalmazhatnak [11].

A vektor altal hordozott mikroorganizmusok esetében az atvitel szempontjat figyelembe
véve a terjesztés altaldban szezonalis. Rechav és munkatarsai két fejlodési allapotuk elsd
szakaszban 1évé Hyalomma kullancsfajt talaltak mezei nyulak és mas Kisemldsok esetében,
melyek CCHFV pozitivitast mutattak [12]. Az értekezés vizsgalatai soran két kiemelked6
id6szak tapasztalhato a szeroprevalencia esetén (tavasz, nyar), mig Osszel sokkal
alacsonyabb szeroprevalencia tapasztalhato.

A dot-blot vizsgalat és az immunfluoreszcens vizsgalat a keresztreakciokhoz vezethet
az altalunk hasznalt poliklonalis antitestek miatt mas nairovirusokkal. Azonban a rokon
nairovirusokkal vagy a Bunyaviridae csaladbol szarmazé mas virusokkal szembeni
antitestek esetében kimutattak, hogy nem reagalnak a CCHFV rNP-nel [13]. Az RNS
polimerazt és a nukleokapszid fehérjéket kodol6 CCHFV L és S szegmensei nagy
hasonlosagot mutatnak a Lassa virussal (Arenaviridae csalad) [14], de Magyarorszagon
nincs molekularis bizonyitékunk az Arenaviridae csaladbol szarmazo virusok, mint példaul
a vad ragcsalokbol szarmazé limfocita choriomeningitis (LCM) virus jelenlétére. igy az
értekezés kisérleteiben hasznalt indirekt immunfluoreszcens vizsgalat specifikusabb
CCHFV kimutatasnak bizonyult. A jelenlegi szerologiai vizsgalat eredményei alapjan
feltételezziik a CCHFV jelenlétét az egész régidban, de tovabbi molekularis vizsgalatokra
van sziikség a virus jelenlétének igazolasahoz. A kovetkez6 években figyelembe kell venni
a CCHFV potencidlis belépését 1j foldrajzi teriiletekre és megfeleld, hatékony
szeroprevalencia vizsgalatok kiépitését, hogy megallapithato legyen a virus transzmissziod
dinamikdja, a lehetséges rezervoar gazdak és virus vektorok meghatdrozasa a nem
endemikus teriileteken is.

5.2 RNS interferencia vizsgilatok eredményeinek megvitatasa

A CCHFV fert6zés kezelésének terapias lehetdségei hianyosak, igy sziikséges ujabb és
kifinomultabb virusellenes terapidk kidolgozasa a nairovirus fertézések ellen. Az elmult
években szamos tanulmany kimutatta, hogy az RNS interferencia (RNAI) jelenségét
kihasznalva az SiIRNS-ek specifikus terapias stratégiaként mikodhetnek egyes
virusfertézések ellen [15]. Ezen szintetikus siRNS molekulak in vivo alkalmazasa és Klinikai

hasznalata terapids lehetdségként azonban még szdmos kihivast tartogat.



Az RNAI kisérletek soran az egyik f6 feladat az ,,off-target effect” elkeriilése, amelyben
az siRNS-ek nem kotédnek specifikusan a célgénhez, hanem mas homolog génekben
nM-ban maximalizaltuk, igy csokkentve az ,,0ff-target effect” el6fordulasanak lehet6ségét.

Az értekezésben szerepld vizsgalatok soran a CCHFV S (nukleoprotein), M
(glikoproteinek) és L (polimeraz) szegmenseket célzo siRNS-ek antiviralis aktivitasat
vizsgaltuk in vitro. Megfigyelhetd volt, hogy a 15 darab tesztelt SIRNS koziil 4 darab (SiS2,
siM1, sil3, silL4) tobb mint 70%-kal csokkentette a CCHFV kopiaszamot, a pozitiv
kontrollhoz képest. A CCHFV replikacid erds gatlasa (koriilbeliil 90%-kal) azonban csak
ketté SIRNS (SiM1, siL4) esetében volt tapasztalhato. A CCHFV kopiaszam csokkenését
RT-ddPCR-rel hataroztuk meg.

A CCHFV S szegmense altal kodolt NP kozponti szerepet jatszik a virus replikacidjanak
szabalyozasaban. A NP a genomi virdlis RNS-hez kapcsolodva RNP-ket képez, és
templatként szolgal a polimeraz Szamara. Az elmult években szamos tanulmany foglalkozott
mas nairovirusok S szegmensének siRNS-ekkel torténd gatlasan alapuldo RNS interferencia
kisérletekkel [16], [17]. Levin és munkatarsai az akabane virus esetében 99%-0s gatld hatast
tapasztaltak [18], mig Chiang és munkatarsai az andes virus S szegmense elleni SIRNS-ek
jelentésen csokkentették (> 60%) a virusfehérje expressziojat [16]. A hazara virus gatlasa
esetén az S szegmensre tervezett SIRNS-ek esetében nagyobb gatld hatast mutattak ki (90%),
mint az M és L szegmenst célzoknak [15]. Az értekezésben leirt eredmények Gsszhangban
vannak a korabbi szakirodalomban megjelent eredményekkel [15], [16], melyek esetén az S
szegmens SIRNS-ekkel torténd célzasaval szintén hatékony gatlo hatast értek el.
Kovetkezésképpen elmondhat6, hogy az S szegmens hasznélata a virusreplikacié gatlasanak
célpontjaként tekinthetd a jovobeli terapiak soran.

A CCHFV glikoproteinek (Gn, Gc) a virus sejtbe torténd bejutasaban jatszanak szerepet,
illetve a kezdeti kotésben és a fuzioban. Azonban a CCHFV esetében a glikoprotein
specifikus szerepének a részletei a sejtbejutashoz még ismeretlenek [19]. Ellentétben az
eddigi publikéacios adatokkal, kisérleteink soran magas gatld hatast (90%) tapasztaltunk az
M szegmens ellen tervezett SiRNS-ek esetében. Chiang és munkatarsai eredményei alapjan
az SiRNS-ekkel torténd gatlas hatasara a virus kopiaszam 90%-al csokkent [16]. Bar az M
szegmens altal kodolt glikoproteinek a nairovirusok legvaltozatosabb részei, a
glikoproteinek néhany funkcionalis doménje jol konzervalt, igy ezen részekre az siRNS-ek

tervezése is hatasosabb lehet [19].



A CCHFYV esetében a harom szegmens koziil a legnagyobb, az L szegmens, mely az
RNS-fliggd RNS polimeraz gén kodolasaért felelds és szamos konzervalt funkcionalis régiod
jellemzi [19]. Tovabba, a nukleoprotein mellett az RNS-fiiggé RNS polimeraz végzi a
transzkripcid €s a replikacid folyamatait, amelyek a citoplazmaban mennek végbe a virus
replikacids ciklusa alatt. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az silL4 a pozitiv
kontrollhoz képest 90%-kal csokkentette a CCHFV kdpiaszamot.

A disszertacidban ismertetett eredményeink tovabbi alapot nyutjtanak az RNS
interferencian alapulé technikak alkalmazasdhoz a CCHFV fertézések elleni virusellenes
gyogyszerek kifejlesztésében. Jelenlegi ismereteink szerint az értekezésben szerepld
vizsgalat, amelyben a tervezett szintetikus SiRNS-eket alkalmaztuk a CCHFV
replikacidjanak csokkentése érdekében in vitro, az els6 CCHFV ellen alkalmazott RNS

interferencian alapulo kisérlet.
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