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OSSZEFOGLALAS

Az AIDS kérfejlédésének vizsgalatara alkalmas modellallat a macska. Az ember
és a macska immundeficienciajat okozo6 virusok (HIV és FIV) hasonléak, egyéb
virusaik, mint a macska-adenovirus, eldsegitik a betegség progresszidjat, egylt-
tes kezeléslk nehéz. A szerzdk vizsgalataiban a fermentéalt blzacsira-alapld Ave-
mar granulatum daganatellenes készitmény gatolta az akut és krénikus ferts-
zési modellekben a FIV szaporodasat, apoptosis révén pusztitotta a FIV-termeld
sejteket. Az Avemar a macska-adenovirus replikacidjat normal sejtekben igen,
daganatos sejtekben minimalisan gatolta. A daganatos sejtekben és a virus-
szaporodasban egyarant szerepet jatszd ribonukleotid reduktaz gatlasa lehet a
koz6s pont a gatlasi folyamatokban.

SUMMARY

Background: To study the disease following human immunodeficiency virus
(HIV) infection, the feline AIDS model is suitable. Human and feline immunode-
ficiency viruses (FIV) show a high degree of similarity; cats harbour numerous
AIDS promoting homologous viruses, such as feline adenovirus (FeAdV). Antiviral
therapy can be supplemented with fermented wheat germ extract anticancer
medical food (Avemar granules), utilizing its antitumor and immunostimulant
effects.

Objectives: To model acute and chronic immunodeficiency virus infection in
human and feline cell lines. To characterize the effect of Avemar on feline immu-
nodeficiency virus strains, and feline adenovirus.

Materials and Methods: Normal feline lymphoid (MBM) and kidney cell lines
(CrFK) were infected with American and European FIV strains; furthermore, FL-4
lymphoid cells, permanently producing FIV, were cultured. Human cervical carci-
noma (Hela) and CrFK cells were infected with FeAdV. Cell cultures were treated
with series of Avemar concentrations. Toxic effect was monitored by photomet-
ric assay and the virus burden by cytopathic effect. Viruses were quantitated by
TCID,, calculation.

Results and Discussion: Avemar below 2000 ug/ml concentration, in a dose
dependent manner, increased the replication of normal lymphoid cells; decreased
the production of American and European FIV strains, simultaneously destroy-
ing infected cells. FeAdV replication in normal kidney cells was inhibited in dose
dependent manner, but only minimally, in cervical carcinoma cells. Avemar
inhibits both acute and chronic feline immunodeficiency virus infections, pos-
sibly through inhibiting ribonucleotide reductase and nuclear poly(ADP-ribose)-
polymerase. The infected cells were destroyed by apoptosis. Avemar inhibits
adenovirus replication in normal cells, but destruction of tumours through AIDS
progression can eradicate adenoviruses. Simultaneous antiviral and antitumoral
effects of Avemar can improve conditions of humans and cats suffering from
AIDS.
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FERMENTALT BUZACSIRA-KIVONAT (AVEMAR) ANTIVIRALIS HATASANAK

VIZSGALATA MACSKA AIDS MODELLBEN

A human immundeficiencia virus (human immunodeficiency virus, HIV) altal okozott
szerzett immunhianyos tiinetegylttes (acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS) megjelenése éta marismert, hogy a HIV-fert8zott személyekben eléforduld
egyéb fertéz8 dgensek képesek felgyorsitani az AIDS progressziéjat (27). llyenek
példaul - tdbb, egyéb DNS-virus mellett - az adenovirus okozta fertézések, amelyek
a CD4* T-sejtszam csodkkenése miatt gyakran okoznak opportunista fertézést. A
nagy hatékonysagl antiretroviralis terapia (highly active antiretroviral therapy,
HAART) bevezetése el8tt a HIV-fertdzottek jelentds ardnya gyomor-bélrendszeri
fertézésben hunyt el (10). Az adenovirusok korai, E1A és E1B géntermékei képesek
transzaktivalni a HIV long terminal repeat (LTR) szekvenciait, serkentve a HIV
replikacidjat, sejtek kozotti terjedését és az AIDS el8rehaladasat (35).

A HIV és a heteroldg virusok kdlcsonhatasanak AIDS-ben jatszott szerepének in
vivo vizsgalatdhoz nyljt idealis korilményeket a macska (feline) AIDS-modell,
jelenleg az egyetlen, nemzetkdzileg széles kdrben ilyen célra hasznalt kisallat-
modell (27). Hasonléan a human kérlefolydshoz, a macskak szerzett immunhia-
nyos tinetegylUttesét a macska immundeficiencia virus (FIV) valtja ki. A FIV is a
Retroviridae csalad Lentivirus nemzetségébe tartozik. Természetes koriimények
ko6zott haziasitott és nem haziasitott macskakat egyarant fertéz, a korlefolyas
pedig hasonld az emberben tapasztaltakkal (16, 24, 39). A FIV-ferté6zés heveny
szakaszat a CD4* T-lymphocytak hirtelen megemelkedése jellemzi enyhe vagy
kozepesen sulyos tlnetekkel. A tinetmentes szakasz elhlzdodik, ezalatt a virus
szintje stabil, majd a CD4* T- és mas immunsejtek szama fokozatosan csdkken
(CD4*:CD8" sejtek aranya is csokken), a kialakulé immundeficiencia kdvetkeztében
pedig a FIV-fert6zott allatok is fogékonyabba valnak az opportunista fertézések
irant (24). A leggyakoribb klinikai tiinetek k6z6tt szerepelnek szajiiregi oppor-
tunista fert6zések, mint gingivitis, stomatitis és periodontitis, de kialakulhat
immun-medialt glomerulonephritis, kronikus rhinitis vagy dermatitis is. Eseten-
ként rosszindulatl daganatok, példaul B-sejtes lymphoma, vagy fibrosarcoma is
kialakulhatnak (16, 21, 24, 39).

A HIV és a FIV nem csak a betegség lefolydsaban, de szerkezeti, genetikai és
bioldgiai tulajdonsagaikat tekintve is szamos hasonldésdgot mutat. Mindkét virus
pozitiv, egyszall RNS-sel és lipidburokkal rendelkezik, és mindkét virusnak tobb
altipusa fordul el vilagszerte, amelyek kozil az elsd, amerikai izolatum, ill. az
eurdpai izolatumok laboratériumi vizsgalata (pl. antiviralis szerek, vakcina el&al-
litas) a leggyakoribb (9, 24). Bar a FIV receptora a CD134, ellentétben a HIV CD4
receptoraval, a HIV-hez hasonldan a FIV is CXCR4 kemokin ko-receptort igényel.
A genom szerkezetét tekintve ugyan a FIV LTR régidja kis mértékben kllonbozik
a HIV-t8l, a TAT és TAR elemek pedig hidnyoznak, mégis minden replikacidhoz
szikséges molekulat tartalmaz az ORF2 régié (16, 24, 27).

A modell eldnye tovabba, hogy hazimacskak tobb olyan virust és egyéb kérokozot
is hordozhatnak, amelyek homoldgok, vagy nagyban hasonlitanak az emberben
elforduldkkal — ilyenek a feline adenovirus (FeAdV), feline leukaemia virus (FelLV),
feline herpesvirus-1 (FHV-1), feline coronavirus (FCoV), feline calicivirus (FCV),
szamos baktérium, gomba és parazita (pl. mycobacteriumok, Cryptococcus spp.,
Toxoplasma gondii) - igy lehetdvé valik ezen mikrobak és retrovirusok kdlcsénha-
tdsainak természetes vizsgalata is (27). Figyelemreméltd, hogy mind az emberi,
mind a macska AIDS lefolyasa soran gyakran alakulnak ki rosszindulatl dagana-
tos elvaltozasok. Az adenovirusok egyes tipusai pedig onkogén képességgel is
rendelkeznek (35).

Az emlitett virusok kozil az egyik legkllonlegesebb a macska-adenovirus.
Kordbbi kisérleteink szerint az 1-es tipusU huméan adenovirussal (HAdV-1) mutat
kozeli rokonsagot; emberi és macskasejteken kivil tobb allatfaj sejtjeiben is képes
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szaporodni (26). Jelenleg kérdéses, hogy esetében zoondzisrdl vagy reverz zoond-
zisrol lehet-e beszélni, szeroepidemioldgiai vizsgalataink szerint Magyarorszagon
és Eurdpaban a szabadon jard macskék 10-20%-a szeropozitiv, az Amerikai Egye-
silt Allamokbeli zart tenyészetekben 80%-ot is elért az &tfertézottség aranya (26).
Ennek féleg macskatenyésztdk, ill. a HIV-fertézott macskatartdk korében lehet
jelentésége. Az el8bbi esetben az allatok esetleges betegségei és elhullasa, az
utdébbi esetben pedig fennallhat a FeAdV haziallatrél a gazdaba torténd atjutasa,
igy akdr a betegség gyorsabb és sllyosabb lefolydsa is bekdvetkezhet (20, 26).

A WHO 2018-as adatai szerint 37,9 millid ember HIV-fertézott vildgszerte, ebbdl
3700 magyarorszagi (12, 13). Mivel a fert8zottség egy egész életre szbl, a teljes
gydgyulas nem lehetséges, a jelenlegi kezelés draga, a gydgyszerek ellen kialakuld
rezisztenciaval és ellenérzésekkel pedig szamolni kell, ezért a HIV napjainkban
is jelentds probléma. llyen okok miatt kezdik manapsag egyre inkadbb elényben
részesiteni az emberek a természetes alapl készitményeket, amelyek aktivaljak és
helyreéllitjdk az immunrendszert, hattérbe szoritva ezzel a kezelések kellemetlen
mellékhatasait és a fokozatosan novekvd rezisztenciat.

llyen elénydsen alkalmazhatd szer lehet a fermentalt blzacsira-kivonatbdl
Magyarorszagon megalkotott, szabadalmaztatott, sét az amerikai Elelmiszer-
és Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal (Food and Drug Administration, FDA) altal
szabalyozott GRAS statuszban (Generally Recognized as Safe, altaldnosan biz-
tonsagosnak elismert) elfogadott, gyégyaszati célra szant élelmiszer, az Avemar
granulatum. Antimikrobialis tulajdonsagait eddig kevesen vizsgaltak, de szamos
tanulmany emliti a tumorellenes és autoimmun betegségekben kifejtett joté-
kony hatasait (1, 30). A malmi blzacsira jelent8s fehérjetartalmu, vitaminokban
és asvanyi anyagokban gazdag, a benne fellelhetd kinonok pedig tumorellenes
hatasokkal rendelkezhetnek. A fermentalt blzacsira-kivonat nagy kinontartalmua,
természetes alapu, félszintetikus koncentratum. A gyartas kdzbeni kivonas és
fermentacié soran a benzokinon-szarmazékok felszabadulnak, ezaltal hatékony-
saguk is megnd. A hatasokért felelés f6 komponensei a metoxi-helyettesitett
benzokinon vegylletek, mivel azonban ezek nem tudjak onalléan biztositani a
pozitiv hatdsokat, ezért a tobbi dsszetevének is fontos szerepe van (1, 4). Az Avemar
Magyarorszagon 1998 novembere dta van forgalomban, 2002-ben térzskdonyvezték
daganatos betegek tapszereként, a Biropharma gydgyszergyar gyartja és forgal-
mazza (11). Egy valtozata az allatgydgyaszatban is hasznalatos, immunstimulald
hatasld Immunovet készitmény (18, 30, 36).

Az Avemar immunmodulald, hozzajarul a sejtes immunitas fokozott mikodé-
séhez, ndveli a természetes 6l18sejtek (NK-sejtek) aktivitdsat és a Th1-cytokinek
(IL-2, IFN-y) termelését, indukéalja az ICAM-I (Intercellular Adhesion Molecule
1) kifejez8dését, gatolja a gyulladdsos mediatorok termel8dését, el8segiti a
tumor- és leukémias sejtek apoptosisat, csokkenti a daganatos sejtek felszinén
az MHC-l-expresszidt, anyagcsere-szabalyzd és antimikrobidlis hatasl, amelyek
alapjan feltételezhet8en virusellenes hatasa is lehet (3, 5, 17, 19, 34).

A macska AIDS-modell alkalmas a kérokozd, a FIV, valamint a heteroldg transzak-
tivald és opportunista mikrobak elleni szerek egylttes vizsgalatara in vitro és in
vivo. Jelen munkank célja els6ként in vitro rendszerben a fermentalt blzacsira-
kivonat FIV-és FeAdV-ellenes hatasat vizsgalni. Tobbféle HIV-tdrzs fertézésének
modellezéseként két eltérd FIV-torzset hasznaltunk, egylttal vizsgalva az Avemar
heveny, ill. idUlt fertézésre kifejtett hatasatis. A FeAdV emberi és macska fertézé-
sének modellezéseként human és macskaeredet( sejtvonalakon parhuzamosan
vizsgaltuk az Avemar hatasat.
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FERMENTALT BUZACSIRA-KIVONAT (AVEMAR) ANTIVIRALIS HATASANAK
VIZSGALATA MACSKA AIDS MODELLBEN

ANYAG ES MODSZER

SEJTVONALAK

Harom macskaeredet( sejtvonal segitségével végeztik a kisérleteinket. Az MBM
egy IL-2-dependens T-sejt vonal (23), az FL-4 pedig IL-2 independens macska
T-lymphocyta sejtvonal, amely cytopathids hatas (CP) nélkul folyamatosan termeli
a FIV Petaluma (FIV-Pet) torzsét (28). A CrFK macska-vesehdamsejtvonal (ATCC®
CCL-94™). Ezeken kiviul emberi méhnyakrak eredetli (HelLa) sejtvonalat (ATCC®
CCL-2™) hasznaltunk. Az MBM- és a CrFK-sejtek a heveny, az FL-4-sejtek az idilt
FIV-fert6zés modellezésére alkalmasak, a HelLa- és CrFK-sejtek pedig FeAdV-
fert6zésére és mennyiségi meghatarozasara, a CrFK-sejtek a FIV mennyiségi
meghatarozasara (titralasra).

SEJTKULTURAK

A szuszpenziés MBM- és FlL-4-sejteket 10% hd8inaktivalt borjdsavét (FBS),
1% penicillin-streptomycint, 1% L-glutamint és 25 mM Hepes puffert tartal-
mazé RPMI-1640 tapfolyadékban tenyészettiik. A monolayer (egyréteg(i) CrFK-
és Hela-sejteket 10% hd&inaktivalt FBS-t, 4,5 g/L glukdzt és L-glutamint, 1%
penicillin-streptomycint tartalmazé DMEM téapfolyadékban szaporitottuk
(BioWhittaker® Verviers, Belgium; Lonza ™ Walkersville, USA) 25 cm?-es sejt-
tenyésztd edényben.

VIRUSOK

Az eurdpai eredet( FIV-Pisa/M2 (22) és az amerikai eredetl FIV-Petaluma (28)
térzset, valamint a FeAdV magyarorszagi izolatumat (25) vizsgaltuk. A FIV-izolatu-
mokat MBM-, CrFK- és FL-4-, a FeAdV-izolatumot pedig CrFK- és Hela-sejteken
termeltlk és titraltuk. Mind a szuszpenzids, mind a 90% konfluenciat mutatd
monolayer sejteket fert6ztik 1 fertéz8 egység virusmennyiségl (multiplicity of
infection, MOI) FIV-, ill. FeAdV-virussal. A jellegzetes CPH kialakuldsakor a sejteket
centrifugéltuk (1000 g, 5 perc), majd a felllGszét és a virust tartalmazd sejteket
kilén-klulon =80 °C-on taroltuk.

FERMENTALT BUZACSIRA-KIVONATBOL ELOALLITOTT KESZITMENY (AVEMAR)
Az Avermnar granulatum oésszetétele a kovetkezd (29): fermentalt blzacsira kivo-
nat, maltodextrin, fruktdz, természetes narancsaroma, csomaosodast gatlé anyag
(kolloid SiO,), natrium klorid.

Az Avemar granulatum készitményt fizioldgias sdoldatban vettiuk fel, majd
a fertézetlen sejtekre kiterjed8 esetleges toxikus hatasat EZ4U sejt prolifera-
cibs és cytotoxikus fotometrias assay (Biomedica Medizinprodukte GmbH, Bécs)
segitségével vizsgaltuk. A kilonboz8 sejteket 4 x 10%/lyuk koncentracidban 96
lyuk( lemezeken tenyésztettik, majd O pg/ml, 250 pug/ml, 500 ug/ml, 1000 ug/
kezeltlk a sejteket, hogy a sejttenyésztd edény lyukaiban a végtérfogat 150 pl
legyen. Minden esetben harom parhuzamos vizsgalatot végeztlink. Az egyszeri
Avemar-kezelés hatadsat 7 napon keresztll monitoroztuk, az 1., 2., 3. és 7. napon
mintat vettink a sejtkultirakbdl, és fotometrids assay segitségével vizsgaltuk a
sejtproliferaciot a vizsgalt Avemar-koncentracidk figgvényében. A sejtek életké-
pességét tripankék festékkel ellendriztlik. Az Avemar antiviralis tulajdonsagainak
tanulmanyozasa érdekében a toxicitasi eredményeket figyelembe véve higitasi
sorozatot készitettiink (10, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/ml), ezutan kezeltik a
kilonb6zs6 fertézott vagy fertdzetlen sejteket.

Az MBM-sejteket el8kezeltik a kUldnbdz8 Avemar koncentracidkkal, majd
4 bra elteltével fertdztlk a két kUlonb6z8 FIV-torzzsel. A fertdzést kovetd 11.
napon a fellllszékbdl mintat vettink, de a virushatast 17 napon keresztil
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monitoroztuk. FIV-Petaluma tdrzzsel CrFK-sejteket is fertdztink; 4 oraval
elébb, azonos idépontban, ill. 4 draval kés8bb Avemar-higitasi sor tagjaival
kezeltlk a sejteket. A tenyésztés 5. és 9. napjan vettlink mintakat a felllUszdk-
bdl és a fagyasztassal feltart sejtmintakbdl. A FlIV-et folyamatosan termeld
FL-4 sejtkultirdkon 9 napig kovettik a kilonbozE Avemar-dézisok hatasat.
A kezelést kovetd 8. napon a feltart sejtekbdl és a fellllszékbdl mintakat
vettlnk. A monolayer HelLa- és CrFK-sejtek esetén el8szor a sejteket kezeltik
egyszeri Avemar-koncentracidkkal, és 4 Ora elteltével fertéztuk Sket 1 MOI
FeAdV-mennyiséggel. Ezutan forditott sorrendben, azaz 4 x 10%/lyuk kon-
centracidoju sejtet fertéztink 1 MOI virussal, majd 4 6ra elteltével kezeltUk

Vizsgdltak a készitmény Gket a kluldonbozb Avemar-higitasokkal. Azonos idében is végeztlink kezelést
toxicitdsat és és fert8zést. A szer hatasat 6 napig monitoroztuk, a 3. és 6. napon vettlnk
virusszaporodast mintakat a feltart sejtekbdl, ill. fellllszbkbdl. A fenti mintadkat —80 °C-on tarol-

gatlé hatasat is tunk, majd a virusok titerét CrFK-sejteken allapitottuk meg. E célra 96 lyukd

lemezekben 4 x 10%/lyuk koncentraciéban CrFK-sejteket tenyésztettink, majd
90%-0s konfluencia elérésekor a tapfolyadékot eltdvolitottuk, és a klldnb6zd
fert8zott és kezelt sejtek, ill. felllGszdk higitdsaival (100-100 ul) fertéztink.
A cytopathias hatdst véghigitasig inverz fénymikroszkdp segitségével kdvettlk
nyomon, amelynek alapjan 50% fert6z6 dézis (TCID,) egységet szamoltunk
Reed-Muench mddszere alapjan, amelybdl megallapitottuk egy fertéz egység
virusmennyiséget (MOI) (31).

Az Avemar-kezelés és a FIV-, ill. a FeAdV-fert3zés sorrendjének valtozasai atfedd,
nem szignifikans eltérést mutattak a virusok replikaciéjat gatldé hatast illetden.
Ezért az eredményeket dsszevonva a cytopathias hatds, azaz a rezidualis virus-
szaporodas aranyaban mutatjuk be az Avemar gatld hatasat.

EREDMENYEK

AVEMAR TOXICITASI VIZSGALAT

Az Avemar 1000 ug/ml koncentracidig nem, 2000 ug/ml felett kifejezetten toxiku-
san hatott a human tumor- és a macska-eredet(i sejtvonalakra egyarant. A szer
Hela- és CrFK-sejtek esetében 1000 ug/ml alatt a dézis figgvényében gatolta
a sejtszaporodast, az MBM-lymphocytak szaporodasat viszont kissé fokozta, az
FL-4-sejttenyészeteken pedig az id6 figgvényében egyre gyorsuld sejtpusztulas
volt tapasztalhatd az apoptosis jeleivel (pl. sejtmagok dezintegracidja, apopto-
tikus testek) (1. dbra).

1. ABRA. Avemar hatdsa FIV-Petaluma-térzset folyamatosan termeld FL-4 sejtekre
(A: nem fert8zott, kezeletlen sejtek; B, C: fertézott, kezelt sejtek). Eredeti nagyitas 400x

FIGURE 1. Effect of Avemar on FIV-Petaluma continuously producing FL-4 cells
(A: uninfected, untreated cells; B, C: infected, treated cells). Original magnification 400x
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AZ AVEMAR HATASA HEVENY FIV-FERTOZESI MODELLBEN
A heveny fertézés modellezésére alkalmas MBM-sejtek Avemarral t6rténd els-
kezelése utan eredményeink azt mutattak, hogy mar egyetlen dozis is képes
jelent&sen befolyasolni a sejtekben lezajlé folyamatokat (1. tdbldzat). A szer hatésa
azonban eltérd volt FIV-Pet, ill. FIV-M2 esetén. A FIV-Pet-fertézdtt sejtekben a
fert6zéstdl szamitott 17. napon is még 250 ug/ml koncentracié elegendd volt
a virus replikaciéjanak csékkentéséhez. FIV-M2-fertdzés esetén viszont kisebb
Avermar-mennyiség, 100 ug/ml szer képes volt mérsékelni a sejtkarosité hatast,
valamint a virus szaporodasat. A fert6zott sejtek magjanak szerkezete fokozatosan
felbomlott, a sejtek apoptotikus testek megjelenését kdvetSen szétestek (2. dbra).
A CrFK-sejtek FIV-Pet fert6zését kdvetd 5., ill. 9. napon, hasonldéan az MBM-sej-
teken tapasztaltakkal, 250 ug/ml Avemar-koncentracié mar képes lényegesen
mérsékelni a virus termelédését.

1. TABLAZAT. Az Avemar hatdsa a FIV-termelésre MBM-sejteken 11 nappal a fert6zést kévetSen

TABLE 1. Effect of Avemar on FIV production by MBM cells 11 days after infection

FIV-Petaluma FIV-Pisa/M2
Felliluszd 0 ug/ml 50 pug/ml 100 ug/ml 0 ug/ml 100pg/ml 250ug/ml
higitasa Avemar Avemar Avemar Avemar Avemar Avemar
1 + + + + + +
01 + + + + + +
0,5 + + + + + +
0,01 + + + + + +
0,05 + + _ N N _
0,001 + o _ N . ~
0,0001 +/- - - - - -

Cytopathias hatas: - nincs; + van; +/- részleges

Cytopathic effect: - no; + yes; +/- partial
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2. ABRA. Avemar hatdsa FIV-M2-fert6z6tt MBM-sejtekre
(A: nem fert8zott, kezeletlen sejtek, B: fertézott, kezelt sejtek). Eredeti nagyitas 400x

FIGURE 2. Effect of Avemar on FIV-M2 infected MBM cells
(A: uninfected, untreated cells, B: infected, treated cells). Original magnification 400x
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modellezé rendszerben
is csokkentette a
virustermelést

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2020. DECEMBER

AZ AVEMAR HATASA IDULT FIV-FERTOZESI MODELLBEN

Az idUlt HIV-fert6zés modellezésére alkalmazhatd FIV-Petaluma torzset
folyamatosan termeld FL-4 T-lymphocyta sejtvonal virustermelése mar
kisebb (50-250 pg/ml) Avemar-koncentracié hatdsara lecsokkent: a kezelt
felllUszdkkal fert8zott CrFK-sejteken a virusfertdzést kdvetd 8. napon sem
tapasztaltunk FIV-fertézésre utald jeleket, mint példaul a sejtek fGzidja,
vagy a sejtpusztulds. A nagyobb (500-1000 pg/ml) Avemar-dézissal kezelt
mintak vizsgalata sordan azonban a termelt virusok a felllUiszdéba keriltek,
ezeket pedig sikeresen at lehetett vinni fertSzetlen sejtekre, ahol a virus
titere megallapithatéova valt (2. tdbldzat). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
az FL-4-sejtekben az Avemar-kezelés alatt is zajlott a virusok termelése,
ezek azonban nem voltak képesek kijutni a sejtekbdl, viszont a sejtek a foko-
zatosan emelkedd Avemar-koncentracié hatasara kialakuld programozott
sejthalal kovetkeztében szétestek, igy az intracellularisan felhalmozédott virus-
részecskék kiszabadultak.

2. TABLAZAT. Az Avemar hatdsa FL-4 sejtek FIV-Petaluma tartalmdra és termelésére a kezelést kévetd 8. napon

TABLE 2. Effect of Avemar on FIV-Petaluma content and production of FL-4 cells 8 days after treatment

Avemar-koncentraciék FL-4 sejteken pg/ml

FIV-Petaluma eredete

fellluszo - - + + +
0,01

FL-4-sejt ++ ++ ++ ++ ++

fellluszo - - - + +
0,001

FL-4-sejt + + + + +

felllGszdo - - - + +
0,0001

FL-4-sejt + + + + +

fellllszo - - - + +
0,00001

FL-4-sejt + + + + +

fellllszo - - - - -
0,000001

FL-4-sejt + + + + +

Cytopathias hatas mértéke / cytopathic effect: —: 0%; +: 5-25% ; ++: 26-50%

A FeAdV szaporoddsat az
Avemar a macskaeredeti
vesehamsejtvonal
esetében gatolta

AZ AVEMAR HATASA A FEADV-RA

Ebben a kisérletben az Avemar hatasan kivil tanulmanyoztuk azt is, hogy a
szerrel torténd elbkezelés és a fertdzés sorrendje, valamit, hogy a virusokat
HelLa- vagy CrFK-sejteken termeltik, befolyasolja-e az eredményt. Egysze-
res 10-1000 ug/ml koncentraciéji Avemar-kezelés sordn a munkafolyamatok
sorrendjétdl fuggetlenll ugyanazt az eredményt tapasztaltuk, a gatldé hatas
azonban a virus termelésére hasznalt sejtkultlratdl fliggott. HelLa-sejteken
termelt virus esetében egyaltalan nem tapasztaltuk az Avemar gatlé hatasat:
a FeAdV-fert8zés kovetkeztében kialakultak a jellemz& cytopathias hatasok, a
sejtek levaltak a tenyésztd edény falardl. Ezzel ellentétben azonban, CrFK-sej-
teken a fert8zés elsd 3 napjan nem mutatkoztak a virusszaporodas jelei abban
az esetben, ha a virust is ezen a sejtkultiran termeltlk, tehat az Avemar gatolta
a FeAdV szaporodasat (3. tdbldzat).
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3. TABLAZAT. Az Avemar hatdsa kiilénb6z8 sejteken termelt FeAdV szaporoddsdra CrFK sejteken

TABLE 3. Effect of Avemar on the proliferation of different FeAdV cultivated on CrFK cells

- FeAdV FeAdV
Avemar-koncentraciok HelLa-n termelt CrFK-n termelt
(ug/mi)

0 +++ +++ +4+ +++
10 +++ ++++ + ++
50 +++ ++++ + ++
100 +++ +4+++ + ++
250 +++ ++++ - ++
500 +++ ++++ - ++
750 +++ ++++ - ++
1000 et PR T ++T

Cytopathids hatds mértéke: —: 0%; +: 1-25%; ++: 26-50%; +++: 51-75%; ++++: 76-100 %; T: toxikus hatés
Ratio of cytopathic effect: -: 0%; +: 1-25%; ++: 26-50%; +++: 51-75%; ++++: 76-100%; T: toxic effect

MEGVITATAS

A HIV-fert6zés korfejlddése és a kovetkezményében kialakuld AIDS-betegség immun-
mechanizmusai koril még mindig vannak tisztazatlan kérdések. A virus teljes eliminala-
sat a szervezetbdl, valamint az immunfunkcidk helyreallitadsat eddig nem sikerUlt elérni.
Ezen kérdések megvalaszolasara nyljthat lehetdséget az AIDS patomechanizmusanak
vizsgélatara in vivo szolgald egyetlen természetes kisallatmodell, a macska AIDS-modell.
A kl6nb6z8 immunfolyamatok és a szimultan fertézések kdlcsonhatasainak megér-
tésén kivil a modell hasznos lehet tovabbi antivirdlis gyogyszerek kifejlesztéséhez
(9), valamint HIV-vakcina el8allitasdhoz, teszteléséhez. Egyes tanulmanyok mar fog-
lalkoznak a FIV reverz transzkriptaz 3D struktUrajanak vizsgalataval annak érdekében,
hogy feltarjak a nem-nukleozidgatldé gydgyszerekkel szembeni virusrezisztencia hat-
terét. Ezen kutatasok alapjan remélhetdleg elGallithatdk olyan Uj vegylletek, amelyek
segitségével hatékonyabba valhat a kezelés a HIV gydgyszerrezisztens torzseivel
szemben (7). Addig is, a HIV-fert8z6tteknek, valamint az AIDS talajan kialakulé daga-
natos betegségben szenvedd embereknek segitségére lehet a magyar hatésagok és
szamos kulfoldi hivatal altal is jéovahagyott fermentéalt blzacsira kivonat, az Avemar.

Az Avemar nem Toxicitasivizsgalataink azt mutattak, hogy az Avemar a vizsgalt virusellenes tartomany-
karositotta a vizsgalt, ban a négy sejtvonalat nem karositotta abban az esetben, ha azok nem voltak virussal
fert6zésmentes fertézottek, valamint dézisfliiggé mddon stimulélta a T-lymphocyta MBM-sejtvonalat.
sejtvonalakat a Mivel a kilonb6zd sejtek FIV- és FeAdV-termeld képességét is csokkentette, ezért felté-
haszndélt virusellenes telezhetd, hogy rendelkezik olyan antiviralis tulajdonsagokkal, amelyek HIV-fertézottek
tartomdnyban esetén hasznosnak bizonyulhatnak. Nem ismert még az sem, hogy az Avemar egészséges

macskakban milyen biolégiai valaszt valt ki, vajon hasonld-e az emberéhez, vagy eltérd
lehet a kisérletekben altaldnosan hasznalt egérekétdl, vagy az Immunovet esetében
mas allatokban mért hatasoktdl (18, 30, 36). Filogenetikailag két igen tavol 4116 fajban a
kérokozd retrovirusok és az altaluk kivaltott betegség rendkivili hasonldésaga, valamit
ugyanazon DNS-virus iranti fogékonysaguk felveti annak lehet8ségét, hogy macskakban
az Avemarral kapcsolatos kisérleti eredmények jobban extrapolalhatok lennének emberre,
mint pl. a rdgcsalékban nyert adatok (tovabbi adatok az 1-4, 11, 14, 17 irodalomban).
Heveny FIV-fert6zésekben az Avemar képes volt |Iényegesen csdkkenteni a virus
replikacidjat. Ennek legfontosabb vonatkozasa, hogy a hevenyen fertdzott sejtek
pusztuldsaval a virus termelésének utanpdtlasa is megszinik, igy a szer végsé soron
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érzékenysége az Avemar gatlé hatasa irant hasonlésagot mutat a klilonbozd izolatu-
mok antiviralis szerekkel, ill. ki16nb6z8 torzseken kifejlesztett vakcindkkal szemben
tapasztalt kilénbségeivel, amely kismértékl genetikai eltérésiikon alapul (16). Erdemes
lenne tovabbi laboratdriumi torzsek, ill. vildgszerte a fertdzott, kijaré macskak érzé-
kenységét is felmérni, mert utébbiakban mas tényezdk, tobbek kozott tarsfertézések
is befolydsolhatjak akar az antiviralis gydgyszerek (9), akar a vakcindk hatékonysagat
(24), amely jelenségekre a HIV/AIDS esetében szintén felhivtak a figyelmet (24).

IdUlt FIV-fertdzésekben az Avemar hatasa kétfazislinak bizonyult: kisebb adagban
gatolta a fert6zott sejtekbdl a FIV kijutdsat, a nagyobb Avemar-koncentracié pedig
kivaltotta a fert6zott sejtek pusztuldsat. A szervezetre vetitve ez azt eredményez-
heti, hogy a szer hatasara a virust lappangva hordozd sejtek gatlasa megszlnik, de
ebben az esetben a sejtek Gjbdli viruskibocsajtasa elényds, ugyanis ez a folyamat
a sejtek pusztuldsanak részjelenségeként zajlik le. A sejtpusztulds morfoldgiai
jegyei megegyeztek a hevenyen fert8zott kezelt sejteken észleltekkel, vagyis az
Avemarnak a fert6zott kilonféle sejtekre gyakorolt hatdsa feltehetSleg azonos,
és azonos a daganatsejtekre kifejtett, kordbban leirt hatassal is.

FeAdV-fert6zés esetében az Avemar gatlé hatdsa nagyban fliggott a fertézott sejtek
tipusatdl és a virus termelési helyétdl. CrFK-sejteken nagymértékd, mig HelLa-sejtek
esetében csak részleges virusgatld hatast tapasztaltunk. FeltételezhetSen ez azért
van igy, mert a Hela-sejtekben integralt egyes papillomavirus-gének folyamatosan
aktivalhatjak a virusszaporodast, igy az Avemar nem tudja kifejteni gatlé tulajdonsagat.
A CrFK-sejtek HelLa-sejteken termelt FeAdV-val vald fert6zése esetén is csak minimalis
gatld hatast tapasztaltunk. Az eltérés felismerése jelentds a FeAdV-fertézés korfejlé-
dése szempontjabdl is. A HAdV-1 a virusfiber gdomb részével a Coxsackie-adenovirus
receptorhoz (CAR) kotédik, amelyhez a sejtek kapcsolddasi pontjaihoz kozel esd receptor
molekuldk autokatalitikus elérhet8sége szikséges. A HAdV-1 sejtekbe torténd beju-
tasat a pentonbazis RGD (Arginin-Glicin-Aszparaginsav) szekvencidjanak a ., ill. o B,
integrinekhez torténd kotédése katalizalja. A FeAdV-fiberben hasonld szerkezetl RGS
(Arginin-Glicin-Szerin) szekvencia taldlhatd, amely egyes sejteken a CAR elkerilésével
egy lépésben, kdzvetlen bejutdst tesz lehetbvé (26). Sajat és a mar emlitett irodalmi
adatok szerint a FeAdV vilagszerte el6fordul. Ezeket a kezdeti vizsgalatokat is érdemes
lenne kiterjeszteni FIV-fert6zdtt macskakra és HIV-fert6zott emberekre, ugyanis egyik
fajban sem ismert a FeAdV kérokozd képessége, és a két virus kdlcsonhatasanak kortani
vonatkozasa. Jelenleg a fert6zés diagnosztizalasara hexon- és/vagy fiber-specifikus
polimeraz lancreakciét kdvetden a termék szekvenalasa nyljt lehetdséget (26).

Az Avemar daganatellenes hatasainak tanulmanyozasa soran kimutattak, hogy
kiildnboz8 tumorsejtek akar 85%-aban (pl. HT29 human vastagbél-, eml&-, gyomor-,
hasnyalmirigycarcinoma-sejtek) el8segiti az apoptosis lezajldsat, gatolja a HL-60
promyelocytds leukémia sejtek novekedését (33,14). A nyugalmi mononuclearis
sejtekkel ellentétben apoptosist indukal a lymphoid tumorsejtekben is (14). Jurkat
sejtekben az Avemar kezelés hatasara lecsokkent oxidativ ribdzszintézis nem
képes ellatni a tumorsejtek metabolikus szikségleteit, amelyek pedig nagyban
hozzajarulndnak a DNS-replikacié sordn a ribonukleotidok dezoxiribonukleotidokka
(dNTP) torténd redukcidjanak sikerességéhez (2). A ribonukleotid-reduktaz (RR) - a
de novo DNS-szintézis kulcsenzime - szignifikansan tlltermelt a daganatsejtekben,
hogy ezaltal ezen gyorsan szaporodd sejtek novekvd dNTP iranti igénye biztositva
legyen. Az Avemar jelentdsen csokkenti a RR in situ aktivitasat, ami kulcsfontossagu
enzimeket gatol. Mivel ezek az enzimek kritikus jelentGségliek a nukleinsavakhoz
sziUkséges ribézszintézis és zsirsav-el8allitas soran, igy az RR kivald célpont lehet a
kemoterapidban (2, 33). A HIV-1-virusreplikacié érzékeny a periférids vér mononuclearis
képes gatolni HIV-replikaciét dNTP-kimerllés révén (38). Az Avemar azaltal, hogy
képes csdkkenteni a RR in situ aktivitdsat, nemcsak a daganatokkal szemben,
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de a HIV- és a nagymértékben hasonld FIV-fertdzés kezelésben is hatékony lehet.
A RR-en kivll egy masik enzim mikodésére is hatassal lehet a fermentalt
blzacsira kivonat. A sejtmagi poli(ADP-rib6z)-polimeradz (PARP) enzim szerepet
jatszik a DNS-javitasi folyamatban, aktivalédasat a DNS-szal torések inditjak el
(38). A PARP akar 200 ADP-ribbz-csoportot képes nuklearis fehérjékhez kapcsolni.
A fokozott aktivacid miatti NAD+-vesztés kdvetkeztében azonban csbdkken az
ATP-termelés, ez pedig a sejtek energiahidnyaban bekdvetkezett haldldhoz vezet (8).
A proviralis DNS integralasa a gazdasejt genomjaba a retroviralis életciklus jellemzd
tulajdonsaga. Ez a folyamat magaban foglalja a koordinalt DNS-szal torés kialakulasat
és az Ujraegyesild reakcidkat (6). A PARP részt vesz a retrovirusok integraciéjanak
szabalyozasaban, igy a HIV-1 génexpresszidban is, valamint fontos szerepet jatszik
az NF-kB-fliggd targetgének, beleértve a HIV LTR aktivaciéjaban (15). Mivel a retrovi-
rus-fertézések integraz-katalizalt DNS-szaltérést igényelnek, a PARP-gatldk hatasosak
lehetnek a HIV-vel szemben az antiretroviralis kezelésekben, hozzajarulva a virusterhe-
|és csokkentéséhez (32). A PARP szamos gént is szabalyoz a kiilonb6z6 transzkripcids
faktorokkal valé kélcsdnhatasa révén, igy gatlasa erds gyulladascsokkentd eszkdznek
is bizonyult. A HIV-1-r8l pedig ismert, hogy a kulonféle sejtekben és szervekben (pl.
az agyvel8ben, a tid8ben, a bélben és a vesében) gyulladisos valaszt okoz (32). A
PARP géatlasa megakadalyozta a HIV-1 altal a sejtvaz atrendez&dését, amely fontos
szerepet jatszik a virus sejtbe vald jutdsaban és replikacidéjaban (37). Ezenkivil a PARP,
mivel az NF-kB koaktivatora, megakadalyozta a HIV-1 gén transzkripcidjat azaltal, hogy
gatolta a HIV-1 LTR aktivacidjat. A PARP-gatlok kozil a talazoparib és az olaparib is
elnyomé hatast mutatott a HIV-1 replikacidjara (32). Jurkat sejteken Avemar hatdsara
a kaszpaz-3 és kaszpéaz-7 hasitja a PARP-enzimet. Ez a folyamat altalanossagban
lezajlik a kaszpazok altal medialt apoptosis soran is, tehat a szer sejthalalt indukal (2).
Ezen adatok flggvényében eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy
Avemar hatdsara a PARP-enzim elvesztette funkcidjat, ezért a FIV nem tudott
replikalédni a sejtekben, igy a szer sikeresen csokkentette a FIV-partikuldk mennyi-
ségét heveny fert6zés soran. Az Avemar ugyancsak gatlé hatasu a FIV folyamatos
termeléséreis. A FIV és a HIV szadmos hasonldsagat figyelembe véve ez a fermentalt
blzacsira-kivonat az emberi szervezetben is hozzajarulhat a virusterhelés csokken-
téséhez, valamint az immunfunkcidk visszaallitasahoz. Az Avemar AIDS-ben szen-
vedd emberek és macskak egészséges sejtjeiben kdzvetlenll gatolja az adenovirus
szaporodasat, viszont a betegség soran gyakran kialakulé daganatokban csak azok
elpusztitasaval szintetheté meg az adenovirusok termelése. Az Avemar virusel-
lenes és daganatellenes hatasainak egylttese elényds lehet a betegek szamara.
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