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1. IRODALMI BEVEZETO

2019 decemberében Vuhanban (Hubei tartomany, Kina) megndvekedett a sulyos
tiidégyulladéssal jard korhazi kezelések szama. Késébb bebizonyosodott, hogy a betegek egy
ujonnan megjelent zoonotikus korokozoval, a stlyos akut 1éguti szindroma koronavirus-2-vel
(SARS-CoV-2) fert6zédtek meg. A SARS-CoV-2 rovid idon beliil az egész vilagon elterjedt,
¢s emberek szazait, sOt ezreit fertdzte meg. 2020. marcius 11-én a WHO vilagjarvanynak
nyilvanitotta a koronavirus-betegség-19-et (COVID-19). A regisztralt pozitiv esetek szdma
percrdl percre nétt. Sok beteg keriilt az intenziv osztalyra, a haldlesetek riasztd méreteket

oltottek 2,

A SARS-CoV-2 koriilbeliil 30 kb méretii, pozitiv, egyszall, nem szegmentalt RNS
orokitéanyaggal (+ssRNS) rendelkezik, amely 16 nem strukturalis (nsps), szdmos jarulé¢kos és
4 szerkezeti fehérjét (tiiske (S), virus membran (M), virus burok (E) és orokitéanyagot
koriiloleld (N) fehérjék) kodol. A jarulékos fehérjék modosithatjdk a gazdasejt anyagceseréjét €s
a velesziiletett immunvalaszt. Az Nsp-k kulcsfontossagu szerepet toltenek be a virus
sokszorozodasanak kiillonbozd 1épéseiben, példaul replikacids és transzkripcids komplexeket
(RTC) képeznek, kivaltjak a kiilonb6zo kettés membrana holyagok képzddését, GpppA véget
generalnak a virusgenom 5' végén, és ellendrzik az atirt RNS-t. Az Nsp-k a velesziiletett
immunvalaszok mddositasaban is fontosak. A strukturélis fehérjék beburkoljak a virusgenomot.
A replikaci6 sordn az E és M fehérjék segitik az 0j virusok Osszeszerelodését. Az N fehérje
segiti a virusgenom kitekerését a gazdasejtbe torténd bejutast kovetden. A virus felszinén 1évo
S fehérjék elhelyezkedése egy koronara emlékeztetd, innen kapta a Coronaviridae viruscsalad
a nevét. Az S fehérjének két, funkciondlisan elkiiloniilé alegysége van. Az egyik a virus
gazdasejthez valo kotddéséért (S1), a masik pedig a virus és a gazdasejt membranjanak
egyesiilését segiti eld (S2). A sejtekbe vald bejutashoz a virus tiiskeproteinjét proteolitikusan
hasitania kell a gazda protedzoknak, példaul a transzmembran szerin protedz 2-nek
(TMPRSS2), a katepszin L-nek €s a furinnak (1. dbra). A konformacios valtozasokat a virus és
a gazdaszervezet membranjainak egyesiilése koveti (1. abra). A gazdasejt sejtplazmajaba
kijutott virus RNS ezutan elészor két poliproteinné, a ppla-ba és a pplab-re forditodik. Ezt a
két poliproteint az nsp3 és az nsp5S tobb nem strukturdlis fehérjévé hasitja (1. dbra). A
felszabaduld nsp-k ezutdn RTC-t alkotnak, és eldsegitik az immunrendszertdl valo elrejtozést.
Az Nsp-k kiilonb6zé membranstrukturakat is kialakitanak (kettds membran vezikula, csavart
membranok), hogy véd6é mikrokdrnyezetet hozzanak létre a virusgenom replikacidjdhoz és

transzkripcidjahoz. Az Gjonnan létrejott virus RNS-ek kolesonhatasba Iépnek az N fehérjével.
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Ezutan az S, M ¢s E fehérjékkel egyiitt 0j virusokat képeznek az endoplazmatikus retikulum ¢és
Golgi membran kozott 1évo rekeszekben. Végiil az Gjonnan 0Osszeallitott, érett virusok
exocitozis utjan tdvoznak a gazdasejtekbdl, és megfertdznek mas fogékony sejteket (1. abra).
A SARS-CoV-2 fertézés lehet tiinetmentes, enyhe, kdzepesen sulyos és sulyos. A betegség
leggyakrabban 1-14 napos lappangési id6 utan jelentkezik. A leggyakoribb tiinetek kozé
soroljuk a torokfijast, faradtsagot, lazat, szaraz kohogést, fejfajast, valamint a szaglas és az
izlelés zavarait. Hanyas és hasmenés is eldfordul tobb esetben. Szdvettani elvaltozasokat foként
SARS-CoV-2-fertézott beteg tiidejében mutattak ki. Az egyik legsulyosabb reakcio a
citokinvihar-szindroma, amelyet a COVID-19 okozta vezetd haldlokokként tartanak szdmon. A
citokinvihar soran a kiilonbdzd szovetek és sejtek tulsdgosan sok gyulladasos citokint termelnek
(1. &bra). Ez a tobbi immunsejtet a gyulladas helyére tereli, ezaltal a gyulladasos valasz
exponencialis novekedését 1dézi eld, ami akut 1égzési distressz szindromahoz €s tobb szervi
elégtelenséghez vezethet 24,
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1. dbra: Engedélyezett és néhany javasolt COVID-19 elleni gyogyszerhatoanyag és azok

célpontjai

A SARS-CoV-2 elleni virusellenes szerek foként nem strukturalis fehérjéket, példaul az
RNS-fiiggé6 RNS-polimerdz (RdRp), a {6 protedz (Mpro) €s a papain-szerii proteaz (PLpro),
valamint a tiiske ¢és a gazdafehérjék, példaul az ACE2, TMPRSS2 és a katepszinek kozotti
kolcsonhatast célozzak (1. dbra). Mar jelenleg szamos gyogyszert engedélyeztek a COVID-19
kezelésére. Az Europai Gyogyszeriigynokség (EMA) engedélyezte az Evusheld®



(tixagevimab, cilgavimab), a Regkirona® (regdanvimab), a REGEN-COV® (casirivimab,
imdevimab), a Xevudy® (sotrovimab), a Kineret® (anakinra), a RoActemra® (tocilizumab), a
Veklury® (remdesivir) és a Paxlovid™ (nirmatrelvir, ritonavir) hasznalatat (1. 4bra) °. Jelenleg
is még szamos vizsgalat folyik szamos gyogyszer biztonsagossaganak és hatékonysaganak
feltérképzésére, kiillonb6zo betegesoportok esetén. Azok az immunhidnyos emberek, akik nem
tudnak megfeleld immunvalaszt kialakitani az oltasra, az oltastdl valo félelem és az jonnan
megjelend virusvaridnsok, az véddoltasi kampany sikertelenségéhez vezethetnek. A hosszu-
COVID-19 szindroma is vesz€lyt jelenthet a fertdzott betegekre. Ezért a hatékony terapiak

kidolgozasa tovabbra is rendkiviil fontos a COVID-19 megfelel6 kezeléséhez.

2. CELKITUZESEK

A munka 6 célja olyan vegyiiletek felkutatasa volt, amelyek hatékonyan gatoljak az Gjonnan
megjelent koronavirust, a SARS-CoV-2-t in vitro. Célunk az volt, hogy 0 ismereteket
szerezzink, illetve, hogy tovabb bdvitsik a SARS-CoV-2 ellen erds antiviralis hatassal
rendelkezd vény nélkiili vagy vénykoételes hatdoanyagok, illetve Gjonnan szintetizalt vegyiiletek
listajat. Kutatocsoportunk jol felszerelt laboratoriumokhoz férhetett hozza, sét egy
legmagasabb biologiai biztonsagi szintli laboratoriumban (BSL-4) is dolgozhattunk; igy
garantalt volt a biztonsdgos munkavégzés a fertdzo virussal. A virusellenes kutatas megkezdése
elott a SARS-CoV-2 sikeres felsokszorozasat ¢s a keletkezett virusszuszpenzio fert6zo
viruspartikula szdméanak meghatarozasat kellett elvégezniink. Ezenkiviil egy megbizhato
antiviralis tesztelési rendszert is ki kell alakitanunk. Miutan megbizonyosodtunk arrol, hogy a
hatdanyag tesztelési modszerlink megbizhaté eredményt adhat, elkezdtiink a vizsgalatainkat a

kiilonbozo vegyiiletekkel:

1. Olyan vegyiiletek tesztelésére dsszpontositottunk, amelyekrdl in silico elemzések

vagy irodalmi adatok hatékonynak véltek,

2. A mar jol ismert farmakologiai profillal rendelkezd gydgyszerek is prioritdba
keriiltek a vizsgalatainkndl, mivel ezek alkalmazasa a COVID-19 kezelésében

gyorsabban megvaldsulhat,

3. Megvizsgaltuk a megbizhatdsdgat egy 1) fragmens-alapti gydgyszerkutatasi

modszernek,

4. Glikopeptid antibiotikumok kiilonb6zé tjonnan szintetizalt szarmazékait is
megvizsgaltuk, hogy megallapitsuk, hogy melyek a legmegfeleldbb modositasok az

antiviralis aktivitas eléréséhez.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1.VIRUS ES SEJTVONALAK

Kisérleteink soran Magyarorszagon detektalt SARS-CoV-2 izoldtumot hasznaltunk. A
B.1.5 (G) izolatum (GISAID hozzaférési szam: EPI ISL 483637) a D614G mutaciot
tartalmazza a tiliskéjében. Mikoplazma-mentes emlds, letapadd sejteket hasznaltunk a
kisérleteinknél, Vero E6-ot (ECACC, UK) és A549 Dual™ hACE2-TMPRSS2 sejteket
(InvivoGen, USA), amelyek fokozottan fejezik ki a felsziniikon az emberi ACE2 receptort €s a
TMPRSS2-t. A sejteket 4,5 g/l gliikozt, L-glutamint és natrium-piruvatot (Lonza Group Ltd,
Svajc) tartalmazd Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) taptalajban tartottuk, amelyet
10 %-o0s (v/v %) hovel inaktivalt szérummal (HI FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) egészitettiink ki. A HI FBS mellett kiilonb6z6 antimikrobidlis szereket adtunk a
sejttenyészethez a bakteridlis vagy gombas fertdzések elkeriilése érdekében (1 % (v/v)
penicillin-sztreptomicin (PS) (Lonza Group Ltd, Svajc)), illetve a genetikailag modositott A549
sejtek esetében, 100 pg/ml higromicin (InvivoGen, USA) és 0,5 pg/ml puromicin (InvivoGen,
USA), melyek a hACE2 ¢és TMPRSS2 tulzott termelddése céljabol keriiltek a tapoldatba.
Mindkét sejtvonalat sejttenyészetd inkubatorban tartottuk 37 °C-on, 5% CO> mellett.

3.2. ANTIVIRALIS HATEKONYSAG MEGHATAROQZASA

Egy nappal a fertdzés eldtt a sejteket sejttenyésztd lemezre oltottuk. Amikor a sejtek 80%-ban
bendtték a lemez aljat, bekeriiltek a Pécsi Tudomanyegyetem Szentdgothai Janos
Kutatékozpontjadban taldlhato BSL-4 laboratoriumaba. A sejteket kiilonbozd vegyiiletekkel
kezeltiik, olyan koncentraciotartomanyban, mely nem karositotta a sejteket. A vegyiiletekkel
kezelt sejteket egyidejlileg fertztiik a magyar SARS-CoV-2 izolatumunkal (MOI: 0,01). 30
perces, 37 °C-on, 5% CO; mellett végzett fertdzést kovetden a sejtekrol eltavolitottuk a virust
tartalmaz6 tapoldatot és vegytiletekkel kiegészitett sejttenyésztd tdpoldattal (DMEM (Lonza
Group Ltd, Svijc), 1% PS (Lonza Group Ltd, Svéjc). és 2% HI FBS (Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc., USA)) inkubaltok azokat tovabb. A fertézést kvetden, 48 oraval késébb, a virus
altal kivaltott citopatias hatast megviszgaltuk fénymikroszkép haszndlataval (Eclipse Ti2-U,
Nikon, Japan). Ezutan a mintak feliilisz6jabol teljes RNS kivonast végeztiink. Ezt kovetden, a
mintakbol meghataroztuk az RdRp gén képiaszamat QX200 Droplet-Digital PCR rendszerrel
(Bio-Rad Laboratories, USA). A kapott adatokbol ICso értéket hataroztunk meg, mely azt a
koncentraciot jelolo, amelynél a vegyiilet 50%-os gatlast fejt ki. Az ICso meghatdrozasahoz

GraphPad Prism 8 szoftvert (GraphPad Software, USA) hasznaltunk.



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Tobb mint 500 vegyiilet érkezett a kutatocsoportunkhoz in vitro antiviralis tesztek elvégzésére.
Koztiik szamos, az éllat-, és humén egészségiligyben alkalmazott vénykdteles vagy vény nélkiil
kaphato gyogyszer, ijonnan szintetizalt szintetikus, félszintetikus €s természetes vegyiiletek is
helyet kaptak nagy szammal. Ezenkiviil olyan vegyiileteket is vizsgaltunk, melyek, mint

épitdegységek lehetnek az alapvegyiiletek modositasara.

4.1.RUKAPARIB IN VITRO AKADALYOZZA A SARS-COV-2 SOKSZOROZODASAT

A rukaparib (Rubraca®) egy FDA/EMA altal engedélyezett poli-(ADP-rib6z) polimeraz
(PARP) inhibitor, melyet jelenleg daganatellenes terapidkban hasznalnak 6. Bebizonyitottuk,
hogy gétolja a SARS-CoV-2 sokszorozodasat Vero E6 sejtekben. Legjobb tudomasunk szerint
errdl a megfigyelésrdl mi szamoltunk be eldszor. Méréseink azt mutattdk, hogy 40 uM alatt a
rukaparib nem toxikus a sejtekre, CCso értéke 64,8 uM volt. A rucaparib nem karositd
rukaparib ICsg értéke 27,5 uM volt, ami ~8,7 mg/l-nek felel meg. Az egészségiigyben jelenleg
alkalmazott dozirozas mellett (600 mg naponta kétszer), a rukaparib nem éri el a 8,7 mg/I-t a
human szérumban’. Feltételezhetéen a jelenleg alkalmazott dozirozassal és a bejuttatasi moddal
kozvetlen virusellenes hatas nem lenne elérhetd. A rukaparib in vitro antiviralis aktivitasanak
tovabbi tanulmanyozasa érdekében aktivitasait A549 Dual™ hACE2-TMPRSS2 sejtekben is
teszteltiik. A sejtek, kezelést kovetd életképességi vizsgdlatai ramutattak arra, hogy a human
ACE2-t és TMPRSS2-t tiltermeld A549 sejtek érzékenyebbek a rukaparibra, mint a Vero E6
sejtek. A rukaparib 10 uM feletti koncentracidban mar toxikusnak bizonyult. Tiz uM rukaparib
viszont nem gatolta a SARS-CoV-2 replikaciét A549 Dual™ hACE2-TMPRSS2 sejtekben.
Tovébbi vizsgalatok sziikségesek lennénk ahhoz, hogy a rucaparib javasolhatd legyen, mint
kozvetlen virusgatld gyodgyszer a SARS-CoV-2 esetében. Tobb sejtes modellt kellene
alkalmazni, tovabba aeroszolos formulazas vagy kombindcios vizsgalatok elvégzése ajanlatos

lenne.

4.2. AZELASZTIN HIDROKLORID GATOLJA A SARS-COV-2 IN VITRO

SOKSZOROZODASAT

Egy sejtszignalizacids utvonalakat vizsgald szamitdogépes megkozelités vezetett az azelasztin-
HCI lehetséges polifarmakologiai tulajdonsagainak felfedezéséhez. A vény nélkiil kaphato

azelastine HCI tartalmu orrspray €s szemcsepp a szénanatha és az allergias tiinetek (példaul
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orrdugulas vagy orrfolyas, viszketés, tlisszogés, orrcseppek) kezelésére szolgal. A sejtek
¢életképességének vizsgalata kimutatta, hogy 25 uM azelasztin HCl nem okoz karosodast a Vero
E6 metabolizmusdban és morfologiai valtozadsok sem voltak detektalhtéoak. Két kiilonbozo
megkozelitést alkalmaztunk a SARS-CoV-2 elleni azelasztin-HCI aktivitas mérésére; egyideju
kezelés és fertdzés, illetve terapias. Abban az esetben, amikor az sejtek egyidejlileg voltak
kezelve azelasztin-HCl-al és fert6zve, 2,2 uM ICso-értéket kaptunk. Emellett megvizsgaltuk az
antiviralis aktivitast abban az esetben is, ha a sejteket csak a kezdeti fertdzés utan kezeltiik
(terapias beallitas). Az azelasztin-HCI virusellenes hatast fejtett ki, bar valamennyire kevésbé
volt hatékony; az ICso-érték 6,5 puM volt. Ezek a SARS-CoV-2 gatlo koncentraciok
alacsonyabbak voltak, mint a kereskedelemben kaphat6 azelasztin-HCl-tartalmua
gyogyszerekben taldlhatd koncentraciok. A kereskedelemben kaphato orrspray 3,6 mM és 2,5
mM azelasztin-HCI-t tartalmaz (0,15 % és 0,1 % orrspray). Igéretes eredményeink az
Innsbrucki Egyetem kutatoinak eredményeivel egyiitt egy Il-es fazist klinikai vizsgalat

(CARVIN) kiindulépontjét is jelentették ®.

4.3. METILENKEK IN VITRO GATOLJA A SARS-COV-2 SOKSZOROZODASAT

A metilénkéket methemoglobinémia kezelésére, idds betegek hugyuti fertézéseinek
megeldzésére és intraoperativ vizualizacidra hasznaljak. Ezenkiviil a metilénkék és a fénnyel
aktivalt metilénkék inaktivalhatja példdul a hepatitis C virust, a nyugat-nilusi virust, a human
immunhidny virus 1-et, a herpes simplex virust, human parvovirus B19-et és a majomvirus 40-
et. Emiatt transzfuzio eldtt vérkészitmények kezelésére is hasznaljak. A metilénkék erdsen
gatolta a fehérje-fehérje kolcsonhatast a human ACE2 és a SARS-CoV-2 tiiskefehérje
receptorkotd doménje kozott egy ELISA vizsgalatban®. Célunk volt a megfigyelt gatlo
potencial megerdsitése, fert6z0 SARS-CoV-2 alkalmazasaval. Vizsgalataink kimutattak, hogy
a metilénkék hatékonyan blokkolja (ICso 1,70 uM) a SARS-CoV-2 (B.1.5) sokszorozddasat
Vero E6 sejtekben. Munkank alapjan a metilénkék alkalmazhaté lehetne a COVID-19
kezelésére. Az alacsony jovedelmii orszagokban is elOnyOsebb lenne, mivel a metilénkék

viszonylag olcs6 gyogyszer.

4.4. FRAGMENS ALAPU GYOGYSZERKUTATAS SORAN TALALT BIZONYOS
FRAGMENSEK IN VITRO SARS-COV-2 GATLO AKTIVITASSAL
RENDELKEZNEK

Bajusz ¢s munkatarsai kifejlesztettek egy 1j algoritmust (SpotXplorer), hogy azonositsak

az Achilles-sarkat a betegséget okoz6 fehérjéknek. Az emldsejteken és a korokozokon fontos
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tamadaspontok (in. hotspotok) talalhatdak. A SpotXplorer technologia felhasznalasaval kis
molekulakbdl olyan fragmens-konyvtarakat hoztak 1étre, amelyek lefedték a SARS-CoV-2 16
proteazanak és az nsp3 makrodoménjének farmakoforjait. A farmakoforok sztérikus és
elektronikus jellemzok, amelyek elengedhetetlenek a bioldgiai célpont (példaul enzim,
receptor) ¢€s ligandumai kozotti molekularis kolcsonhatdsok kialakulasdhoz, melyek egy
specifikus biologiai vélasz kivaltasat vagy gatlasat eredményezik. Az azonositott kis
molekuladkat in vitro teszteltik a SARS-CoV-2 ellen. A SpotXplorer fragmenskonyvtar
atvizsgaldsa egy fragmenst eredményezett a 3CLpro ellen és 6t talalatot az nsp3 makrodomén
ellen. Harom fragmens blokkolta a SARS-CoV-2 (B.1.5) sokszorozddasat in vitro magas
mikromoldris koncentraciok mellett. A 3CLpro kotd aril-piperazin fragmens ECso értéke 304
uM volt. Az nsp3 makrodomén inhibitorok taldlatai koziil kettd bizonyult hatékonynak, ECso
értékeik 135,8 uM és 242,3 uM volt. Ez a két er6s fragmens az nsp3 makrodomén és
természetes liganduma, az ADP-rib6z kozotti kdlcsonhatast utanozza. Vizsgalatok alapjan a
makrodomén adenozin-koté zsebébe agyazodnak be. A két fragmens az ADP-riboz adenin-
proximalis ribdz helyeivel fedik egymast, és a disztalis riboz hely felé tovabbi lehetdségeket
kinalnak mas vegyiiletek beépiilésére. Ezen fragmensek tovabbi optimalizalasa lehetdvé tenné

nagyon specifikus virusellenes szerek eldallitasat.

4.5.GLIKOPEPTID ANTIBIOTIKUM-SZARMAZEKOK KEPESEK GATOLNI A

SARS-COV-2 IN VITRO SOKSZOROZODASAT
Gram-pozitiv bakterialis fertézések kezelésére glikopeptid antibiotikumokat, példaul
teikoplanint, dalbavancint, oritavancint, vankomicint és telavancint is alkalmazhatnak a
klinikumban. Szdmos tanulmany kimutatta, hogy a glikopeptid antibiotikumok és szarmazékaik

virusellenes hatdssal birnak a virusok széles skélaja ellen'®

. Kiilonb6z6  glikopeptid
antibiotikum szarmazékokat is teszteltiink, amelyeket Prof. Borbas Anikoé csoportja allitott eld.
A teikoplanin pszeudo-aglikon, a risztocetin-aglikon €s az apocaroteoidokkal konjugalt
teikoplanin hasonl6 virusellenes hatast mutatott Vero E6 sejtekben. A SARS-CoV-2 elleni
legerésebb antivirdlis aktivitast a teikoplanin bixin konjugatuma fejtette ki (ICso 1,8 uM).
Eredményeink azt mutattdk, hogy a lipofil csoportok elénydsek a glikopeptid-szarmazékok
virusellenes hatasanak eléréséhez. Erdekes modon két apokarotinoid, a bixin és a B-apo-8’-
karotinsav is gatolta a SARS-CoV-2 sokszoroz6dasat in vitro. A bixin és a -apo-8'-karotinsav
ICso értéke 5,9 és 15 uM volt. A bixin és a B-apo-8’-karotinsav etil-észtere engedélyezett, széles

korben hasznalt, olcso, biztonsagos, természetes eredetli vegytiletek (sarga/narancs pigmentek),

melyeket ¢lelmiszer-adalékanyagként haszndlnak. Glikopeptid antibiotikumok kiilonféle



szarmazekaival végzett tovabbi tanulmanyok elényosek lennének a megfeleld antimikrébidlis

terapidk sordn alkalmazhat6 gyogyszerhatéanyagok kifejlesztéséhez.
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