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Wicieklizna jest ostrg infekcja o$rodkowego uktadu nerwowego. Znana jest
ludzkosci od ponad 4000 lat i mimo znacznego postepu w medycynie oraz badaniach nad
patogenezg choroby powoduje na $wiecie ponad 59 000 zgonow rocznie. Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus wscieklizny nalezacy do rodzaju Lyssavirus, ktorego
transmisja nast¢puje najczgsciej przez pogryzienie, wraz ze $ling chorego zwierzecia.
Do chwili obecnej nie ma skutecznego leczenia klinicznej postaci choroby. Jedynym
sposobem zabezpieczenia przed wscieklizng jest natychmiastowa profilaktyka
poekspozycyjna obejmujaca opracowanie rany oraz immunizacje 0soby po ekspozycji na
wirus wéscieklizny. Niemniej jednak, kiedy wystapia objawy choroby, wscieklizna
z reguly konczy si¢ $miercig. Nadziej¢ na opracowanie skutecznej terapii wscieklizny
zrodzito zastosowanie w 2004 roku protokotu Milwaukee opartego na wprowadzeniu
pacjentki w $pigczke farmakologiczng oraz dozylnym podaniu ketaminy, midazolamu,
rybawiryny i amantadyny. Byt to przypadek jednostkowy, niemniej jednak przyczynit si¢
on do zintensyfikowania badan nad poszukiwaniem skutecznych §rodkow
terapeutycznych dziatajacych bezposrednio na wirus jak réwniez na odpowiedz
immunologiczng organizmu gospodarza na zakazenie. Patogeneza zakazen wirusem
wscieklizny jest procesem ztozonym, a objawy choroby zwigzane sa nie tylko
Z obecnoscia samego wirusa W organizmie gospodarza, ale 1 odpowiedzig
immunologiczng  gospodarza na  zakazenienie  wirusem  prowadzace do
dysfunkcji/degradacji komorek nerwowych gospodarza i w efekcie $mierci.

Glownym celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu inhibitorow wybranych
szlakow immunologicznych zaangazowanych w odpowiedZ organizmu na zakazenie
SHBRV-18 na przebieg klinicznej postaci wscieklizny na modelu mysim. Zatozeniem
badan bylo ograniczenie nadmiernego i1 szkodliwego stanu zapalnego organizmu,
na skutek zakazenia SHBRV-18, poprzez zahamowanie szlakow przekazywania sygnatu
z udzialem TNF-a, IL-6 oraz MAPK. Do tej pory udowodniono udzial tych szlakow
immunologicznych w przebiegu wielu chordb, w tym takze tych o podlozu wirusowym
oraz o charakterze neurodegeneracyjnym i autoimmunologicznym. Zaréwno TNF-a,
jak i IL-6 biorg udzial w odpowiedzi zapalnej organizmu w czasie zakazenia wirusem
dengi, wykazujacym si¢ podobnie jak wirus wscieklizny charakterem neurotropowym.
Aktywnos$¢ szlakow MAPK wykazana zostala natomiast w przebiegu chordb

0 charakterze neurodegeneracyjnym takich jak choroba Alzheimera oraz stwardnienie



Streszczenie

zanikowe boczne. Zastosowanie inhibitorow szlakow immunologicznych w przebiegu
wyzej wymienionych chorob dalo obiecujace rezultaty.

W przebiegu prowadzonych badan myszy, 7-tygodniowe samice, zakazone zostaty
wysoce zjadliwym szczepem wirusa wscieklizny SHBRV-18, po czym, od 5 dnia
po zakazeniu,  rozpocze¢to  podawanie = wybranych  inhibitoréw  szlakéw
immunologicznych. Wptyw inhibitorow TNF-a, IL-6 oraz MAPK na przebieg zakazenia
SHBRV-18 testowano poprzez poroéwnanie czasu przezycia Mmyszy W grupach
doswiadczalnych. W pobranych probkach OUN myszy (moézdzek/pien mozgu, kora
mozgowa oraz odcinek szyjny rdzenia krggowego) zbadano miano wirusa, liczbe kopii
genu N dla wirusowego biatka nukleoproteiny oraz okreslono wzglgdny poziom ekspresji
genoéw dla wybranych czynnikéw szlakow immunologicznych.

W toku prowadzonych badan zaobserwowano statystycznie istotne wydtuzenie
czasu przezycia W grupach, gdzie stosowano inhibitory TNF-a (iTNF-a + V) oraz MAPK
(IMAPK + V) w odniesieniu do kontroli wirusa (V¢). Podawanie inhibitoréw TNF-a,
IL-6 oraz MAPK nie zahamowalo replikacji wirusa, 0 czym $wiadczy brak réznic,
a wrecz wyzsze miano RABV w grupie iTNF-a + V, w poréwnaniu do miana wirusa
w grupie Vc. Wynik ten pozwala przypuszczac, iz wydluzenie czasu przezycia myszy
leczonych inhibitorami szlakéw immunologicznych bylo efektem ograniczenia
szkodliwego stanu zapalnego ze strony gospodarza na zakazenie SHBRV-18,
a nie bezposredniego dziatania inhibitorow na wirus. Potwierdzeniem tej tezy jest spadek
poziomu mMRNA dla TNF-a w grupie iTNF-a + V w odniesieniu do kontroli wirusa.

Analiza markerow zaangazowanych w zaprogramowang $mier¢ komorki (Mcl-1,
Bcl-2, INK3, CASP3 oraz CYCS), jako odpowiedZ organizmu gospodarza na zakazenie
wirusem, wykazala, Ze apoptoza nie jest gldwnym patomechanizmem zaangazowanym
w obrong organizmu przed zakazeniem SHBRV-18.

Niniejsza praca ma charakter $cisle poznawczy, a przeprowadzone badania
zawierajg si¢ w obszarze nauk podstawowych. Uzyskane wyniki, dostarczaja nowych
i cennych danych w zakresie badan nad poszukiwaniem skutecznej terapii wscieklizny
po wystapieniu objawoéw klinicznych choroby. Przedstawione wyniki badan moga
stanowi¢ podstawe do opracowania terapii skojarzonej opartej na synergistycznym
dziataniu substancji przeciwwirusowych, jak rowniez lekow ograniczajacych
destrukcyjny wpltyw uktadu immunologicznego na organizm. Ponadto analiza markerow
apoptotycznych wzbogaca wiedze dotyczaca patogenezy zakazenia SHBRV-18

oraz mechanizméw odpowiedzi immunologicznej wrodzonej organizmu gospodarza.
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Rabies is an acute inflammation of the central nervous system. It has been known to
for more than 4000 years and despite significant advances in medicine and research on the
pathogenesis of the disease it causes more than 59,000 deaths each year. The etiological
agent of the disease is the rabies virus of the genus Lyssavirus, which is transmitted most
often by bite, with the saliva of the infected animal. Until now, there is no effective
clinical treatment for the disease. The only protection against rabies is immediate post-
exposure prophylaxis including wound washing and immunisation of the organism
exposed to rabies. Unfortunately, when the symptoms of an illness occur, rabies usually
ends in death. The hope to develop an effective rabies therapy was raised in 2004 by the
application of the Milwaukee protocol based on the patient's introduction to
pharmacological coma and intravenous administration of ketamine, midazolam, ribavirin
and amantadine. Unfortunately, it was an individual case, but it did result in an
intensification of research on the search for effective therapeutic agents acting directly on
the virus as well as on the host immune response. The pathogenesis of rabies virus
infections is a complex and the symptoms of the disease are connected not only with the
presence of the virus itself in the host organism but also to the host's immune response to
the virus infection which leads to dysfunctions/degradation of the host's nerve cells and
as a result to death.

The main aim of this study was to investigate the effect of inhibitors of selected
immune pathways involved in the organism's response to SHBRV-18 infection on
the clinical course of rabies in the mouse model. The aim of the study was to limit
excessive and harmful inflammation of the organism as a result of SHBRV-18 infection
by inhibiting signal transmission pathways involving TNF-a, IL-6 and MAPK.
To date, these immunological pathways have been proven to contribute to the course of
many diseases, including viral, neurodegenerative and autoimmune diseases. Both
TNF-a and IL-6 are involved in the inflammatory response of the organism during
infection with the dengue virus, which like rabies virus shows neurotrophic character.
The activity of the MAPK pathways was demonstrated in the course of neurodegenerative
diseases such as Alzheimer's disease and lateral sclerosis. The use of immunological
pathway inhibitors in the course of the above mentioned diseases has given promising

results.
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In the course of the study, 7-week old female mice were infected with a highly
pathogenic strain of rabies virus SHBRV-18, after which, from the 5th day after the
infection, administration of selected immunological pathway inhibitors was started. The
effect of TNF-o, IL-6 and MAPK inhibitors on the course of SHBRV-18 infection was
tested by comparing the survival of mice in experimental groups. In the mouse CNS
samples taken (cerebellum/brain stem, cerebral cortex and spinal cord cervical section)
the virus titre, the number of N gene copies for viral nucleoprotein and the relative gene
expression level for selected factors of the immune pathways were investigated.

In the course of the study, statistically significant survival extension was observed
in the groups where TNF-a (TNF-a + V) and MAPK (iMAPK + V) inhibitors were
applied with respect to virus control (V¢). The administration of TNF-a, IL-6 and MAPK
inhibitors did not inhibit virus replication, as evidenced by the absence of differences
or even higher RABV titers in the iTNF-a + V group compared to the virus titre in the
V¢ group. This result suggests that the increase in survival of mice treated with
immunological pathway inhibitors was due to the reduction of harmful inflammation
from the host to SHBRV-18 infection and not to the direct action of inhibitors on
the virus. This is confirmed by the decrease in the mRNA level for TNF-a in the
ITNF-a + V group compared to virus control.

Analysis of the markers involved in the programmed cell death (Mcl-1, Bcl-2, INK3,
CASP3 and CYCS), as a host organism response to the virus infection, showed that
apoptosis is not a leading mechanism involved in the protection of the organism against
SHBRV-18 infection.

This dissertation has a strictly cognitive character and is in the area of basic sciences.
The obtained results provide new and valuable data in the field of research for effective
clinical therapy of rabies, after the onset of the symptoms of the disease. The presented
results may be the basis for the development of combined therapy based on synergistic
effects of anti-viral substances, as well as drugs reducing the destructive effect of the
immune system on the organism. In addition, analysis of apoptotic markers improves
the knowledge on the pathogenesis of SHBRV-18 infection and on the mechanisms

of host innate immune response.



