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two sections. The first one is about choosen derivatives of adamantane, their cytotoxic
effect on neuron cell lines and the determination of their antivirotic properties in vitro. For
these purposes was used the combination of MTT assay, plaque titration assay and one-
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prolong the life of BALB/c mice which were infected by tick-born encephalitis virus.
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Literarni prehled
1 Uvod
1.1 Arboviry

Virus klistové encefalitidy (VKE) patfi mezi flaviviry, které jsou soucasti skupiny
arbovirld. Tento ndzev pochazi zanglického slova arthropod-borne virus. Za nékolik
poslednich desetileti doSlo k rozpozndni novych infekénich agens, pfipadné k rozsireni
stdvajicich patogent do oblasti, kde se dfive nevyskytovaly (Bengis a kol., 2004). VétsSina
novych infekénich agens jsou tzv. zoondzy, coz znamend, Ze mohou nakazit zvite i ¢lovéka
(Jones a kol., 2008). Lidé byvaji zpravidla konecni hostitelé, protoZze v mnoha ptipadech
umiraji na danou infekci z této skupiny virl. Z tohoto dlivodu nakaZené zvire vice ohrozuje
zivot Clovéka, nez by tomu bylo v opac¢ném pfipadé (Bengis a kol., 2004). Majorita nové
objevenych a geograficky Sificich se zoondz patfi prdvé mezi arboviry. Pro tyto viry je
charakteristické, Ze hostitele (obratlovce) infikuje tzv. vektor (¢lenovec). Jako vektor
obvykle slouzi komari, klistata, pisecné mouchy, pakomari atd. K replikaci virovych castic
dochazi uvnitf tkané specifického vektoru. Hostitel (zvife ¢i Clovék) je poté nakazen
prostfednictvim slin, kdyZ se vektor Zivi jeho krvi (Pfeffer a Dobler, 2010).

Replikacni strategie arbovirll zahrnuje tfi komponenty: samotny virus, vektor a
obratlovce, mezi nimiz panuje slozity vztah. V dané lokalité se musi vyskytovat hostitel,
ktery je vnimavy k uréitému viru a vektor, pro néhoz je hostitel zdrojem potravy. Dale je
nutné, aby virus zpUsobil dostatecné vysokou virémii u hostitele a mohlo dojit k infekci
vektoru, jenz poté nakazi dalSiho hostitele. K trvalé cirkulaci viru musi byt splnény vyse
zminéné podminky v dostate¢ném poctu, a to na stejném misté ve stejny ¢as (Kuno a
Chang, 2005). Nicméné naptiklad neddvny vyskyt zdpadonilské horecky v Americe nebo
v Ceské republice (oblast Moravy), Chikungunya (&ti: ¢ikunguria) viru v 1talii nebo Usutu viru
v Rakousku dokazuji, Ze naSe moderni spole¢nost vykazuje jisté slabiny vici arbovirim
(Sutherst, 2004; Weaver a Reisen, 2010; Rudolf a kol., 2017). V nékterych pfipadech lze
zavleceni viru lehce odhalit, jako tomu bylo u Chikungunya viru v Italii, kterého tam roku
2007 importoval viremicky cestovatel z Indie (World Health Organization, 2007). Na druhou
stranu vyskyt viru zdpadonilské horecky v Americe nebyl doposud zcela objasnén (Lanciotti

a kol., 1999). Obecné lze predpokladat, Ze k zavleceni viru dochazi dvéma mechanismy.



Prvni moznosti je jiz zminovany import Clovékem nebo zvifetem s dostatecné vysokym
titrem viru v krvi, druhou je pak import infekénim vektorem. Zatimco import pomoci
vektoru, predevsim komary, je dobfe znamy a v mnoha zemich ptisné pozorovany, riziku
obchodovani se zvifaty zatim nebyla vénovana pfilis velka pozornost (Marano a kol., 2007).

Mezi arboviry patii celkem sedm celedi, které u lidi zplsobuji symptomy podobné
chfipce, encefalitidy nebo vainé hemoragické horecky a jsou to: Peribunyaviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae, Asfarviridae a pro tuto praci

nejdllezitéjsi Flaviviridae.

1.2 Flaviviry

Viry Celedi Flaviviridae (flaviviry) jsou velice zajimavou skupinou vird, nebot oproti
ostatnim virovym celedim jsou pomérné heterogenni. Ackoli jsou fazeny do stejné Celedi, je
zde naptiklad pomérné velka diverzita vektor( a hostitelll. Z medicinského hlediska je pak
zajimavé, Ze viry této Celedi u lidi zplsobuji Sirokou Skalu patogenezi, od asymptomatického
pribéhu onemocnéni az po Zivot ohrozujici hemoragické horecky. Jako priklad flavivir(l Ize
uvést virus Zika, virus Zluté zimnice, Usutu virus, virus horec¢ky dengue, virus Japonské
encefalitidy nebo v nadich zemépisnych Sitkach dobfe znamy virus klistové encefalitidy
(Holbrook, 2017).

Viry této celedi (rod Flavivirus) jsou zejména infekéni pro savce, patogenita byla
nejlépe popsana u ¢lovéka (Heinz a Stiasny, 2012). Podle vektoru je Ize ddle délit na tfi velké
skupiny: viry prenasené klistaty, viry pfenasené komary a ty zbyvajici, kde neni znamy
vektor. Flaviviry prenasené klistaty jsou si monofyleticky (spoleény predek a jeho potomci)
velice pribuzné a tvori jeden serokomplex, navzdory tomu, Ze jednotlivi zastupci zpUsobuiji
velmi odlisné klinické projevy. Naproti tomu flaviviry pfendsené komary tvofi heterogenni
skupinu, skladajici se z mnoha serokomplext, kupfikladu: serokomplex viru Japonské
encefalitidy, serokomplex viru Zluté zimnice, serokomplex viru horecky dengue, aj.
Z fylogenetickych studii vyplyva, Ze flaviviry vznikly zhruba pfed 100 000 lety a k rozdéleni
podle vektoru (kliStéte nebo komara) pak doslo pred 40 000 lety (Pettersson a Fiz-Palacios,
2014). Na zakladé serologickych testl byly flaviviry plvodné fazeny do celedi Togaviridae,

avSak dle pozdéjsich molekuldrnich metod a odhaleni jejich replikacni strategie roku 1984



vznikla samostatna celed' Flaviviridae (Westaway a kol., 1985). Postupem ¢asu se vymezeni
od togavirl ukazalo jako spravné, protoZze dalsi studie prokazaly znacné odliSnosti v
genomu flavivirQ, strukture virionu i jejich biologii. Dokonce byly objeveny flaviviry, které
nevyuzivaji ve svém cyklu hostitele nebo jsou vyhradné specifické ke hmyzu (nalezené
pouze v komarech) (Blitvich a Firth, 2015).

Mnozi zastupci flavivirl patfi k pfednim patogenim, jenZz ohroZuji lidskou populaci,
nebot se vyskytuji v mistech hustého osidleni (viz Obr. 1) a jsou plivodcem fady vaznych
chorob. Zjednodusenym pohledem se mohou flaviviry pfenasené komary rozdélit do dvou
skupin dle vektoru. Prvnim jsou komadfi rodu Culex, prenasejici viry spadajici do
serokomplexu viru Japonské encefalitidy a obecné neurotropni viry. Druhy vektor
predstavuji komafi rodu Aedes, kterym je pfipisovana blizkd asociace s viscerotropnimi
anebo hemoragickymi chorobami. Relativhé nedavno vsak bylo pfi epidemii viru Zika v
Americe (vektor Aedes aegypti) doloZeno, Ze i komafi rodu Aedes mohou prenaset tuto
zavaznou infekci, kterd je schopna zpUsobit cetné neurologické vady lidského plodu.
V soucasnosti tedy vyvstava otdzka, zdali by naptiklad virus horecky dengue také nemohl
ohrozit plod ¢i samotnou Zenu pocas gravidity (Malhotra a kol., 2006). Flaviviry pfenasené
klistaty zpUsobuji u lidi znaéné mnozZstvi vaznych onemocnéni, jez jsou typicky spojovana
s neurologickymi symptomy, ale v minulosti byly jiz také zaznamenany pfipady, kdy takto

nakazené osoby trpély hemoragickou horeckou (Charrel a kol., 2001).
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Obr. 1: Geograficka distribuce vybranych flavivirt (zapGjéeno a upraveno z Holbrook, 2017).

Rozmanitost vektor(, klinické projevy infekci a Sirokd geograficka distribuce délaji
z flavivird bezpochyby velice zajimavé viry pro vyzkum, obzvlasté kdyz je brano v potaz, ze
vétsina lidi napfi¢ svétem Zije pravé v endemickych oblastech osidlenych témito viry (viz
Obr. 1). Vzhledem k tomu, Ze v moderni spolec¢nosti je prakticky naprosta svoboda pohybu,
existuje zde realna obava ze vzniku novych epidemii, coz zdlraznuje potfebu tyto viry
naddle studovat nejen v laboratofich, ale i v terénu (Holbrook, 2017).

Nasledujici stranky budou vénovany viru klistové encefalitidy, ktery je stéZejni pro
tuto praci. V kapitoldch bude podrobné rozebrana struktura virionu ¢i jeho replikacni

strategie, jez je u vSech flavivirl témér stejna.



2 Virus klistové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy (VKE), neboli v angli¢tiné tick-borne encephalitis virus
(TBEV), zpuUsobuje chorobu zvanou klistovad encefalitida (KE). Tato infekce je pfricinou
potencialné fatalnich neurologickych onemocnéni u lidi Zijicich pfedevSim v Evropé a Asii
(Gritsun a kol., 2003 a). Geograficka distribuce VKE je vyobrazena na Obr. 1 odstiny modré
barvy.

Klistova encefalitida byla poprvé objevena roku 1932 v tehdejsim Sovétském svazu,
kde se u nékolika lesnich délnik(i vyskytly vaziné neurologické symptomy neznamého
plvodu. O Ctyti roky pozdéji, tedy roku 1936, Sovétsky svaz vyslal na dané misto skupinu
védcq, kteri méli za udkol zjistit pivod a pricinu onemocnéni. BEhem této expedice klistové
encefalitidé podlehli také nékteti badatelé, samotny vyzkum vsak pfinesl kyzené ovoce a
jako vektor bylo uréeno klisté Ixodes persulcatus. Nasledujici rok jiny tym identifikoval jako
plvodce choroby virus, ktery byl pojmenovan ,Far-Eastern encephalitis virus“, v ¢eském
jazyce zndm jako VKE dalnévychodni typ (Silber a Soloviev, 1946). V Evropé a zapadni ¢asti
Ruska se objevovalo stejné onemocnéni s méné dramatickym pribéhem. Nakonec bylo
prokdzano, Ze se jedna o témér totozné patogeny, jez byly pozdéji pojmenovany jako VKE
evropského a sibifského typu (Smorodintsev, 1958). Ke stéZejnimu odhaleni plvodce
nakazy doslo na Uzemi tehdejsiho Ceskoslovenska, kde vdusledku konzumace
nepasterizovaného mléka a z néj pripravenych produktl od infikovanych zvifat propukla
epidemie (Smorodintsev a kol., 1941). Dnes je jiz dobfe znamo, Ze VKE evropského typu je
prendasen klistétem . ricinus, kdeZto sibirsky a dalnévychodni typ klistétem [I. persulcatus.
V odborné literatufe se nyni bézné pouzivaji zkratky TBEV-Eu (evropsky typ), TBEV-Sib
(sibirsky typ) a TBEV-FE (dalnévychodni typ) (Fauquet a kol., 2005).

Zivotni cyklus VKE (viz Obr. 2) spadd do obecného vzorce arbovir, ktery jiz byl
popsan v kapitole 1.1. Konkrétnéji zahrnuje mensi hlodavce, vektora, ktery se na nich Zivi —
I. ricinus nebo I. persulcatus, a typ viru dle pfislusné lokality. Vétsi savci, véetné ¢lovéka,
jsou spise ndhodni hostitelé. V ptirozeném prostredi se VKE udrZzuje mechanismy, které Ize
rozdélit na vertikalni a horizontdlni. Hlavnim vertikalnim mechanismem je transstadialni
prenos, jinymi slovy kazdé nasledujici stadium klistéte (larva, nymfa i dospélec) zGstava

infekéni. Druhou mozZnosti je pfenos transovarialni, tedy prenos viru z infikované samicky



na vajicka. Transovaridlnimu prenosu vSak neni prisuzovana velkda dilezitost (Slovak a kol.,

2014).

: Ixodes ricinus
.2 Ixodes spp.

1 - transstadialni prenos
2 - transovarialni prenos

Obr. 2: Grafické znazornéni Zivotniho cyklu VKE (zapljceno a upraveno z Pfeffer a Dobler,

2010).

Horizontalni typ je zastoupen tzv. co-feedingem, kdy infekce je prenesena
prostfednictvim slin mezi klistaty, kterd se na hostiteli krmi v tésné blizkosti (viz Obr. 3).
Pokud se co-feedingu ucastni velké mnozstvi jedincli, miZe to mit pro hostitele fatalni
dlsledky (velkd ztrata krve a smrt, vyssi riziko KE) (Randolph, 2011). Z hlediska VKE je
strategicky vyhodné, aby se co-feedingu ucastnila vSechna vyvojova stadia klistéte pro
pozdéjsi zvyseni efektivity vertikdlniho prfenosu a infekci vice hostiteld. Mimo jiného
ucinnost horizontalniho mechanismu zavisi i na teploté prostfedi. Napfiklad nymfy /. ricinus
zacinaji byt aktivni pfi nizSich teplotach nez larvy. Vyzkumy dokladaji, Zze pfti rychlejSim

oteplovani béhem jara vzrista pocet VKE pozitivnich klistat (Pfeffer a Dobler, 2010).



Obr. 3: Dospélé samice I ricinus Zzivici se na mysici kfovinné — priklad co-feedingu

(Mansfield a kol., 2009).

TBEV-FE je ze zminénych tfech typl nejvice agresivni. Prodromalni stadium infekce
je vcelku nendpadné, poté nahle dochazi k rapidni manifestaci nemoci. NakaZzena osoba
trpi vysokou horeckou, myalgii, bolestmi hlavy, fotofobii a v disledku postizeni mozku
rGznym stupném paralyzy. Mortalita u tohoto typu je znepokojivé vysokd, udava se 20-40
%. Prezivsi pacienti maji do konce Zivota postencefalitické komplikace pripominajici tézkou
poliomyelitidu (paralyza, atrofie svalstva krku a dychacich sval() (Clarke a Casals, 1965;
Razek a kol., 2010).

Infekce typem TBEV-Eu nema tak dramaticky pribéh jako TBEV-FE. VétsSina pfipad(
je asymptomatickd a nakazeni lidé viibec nezaregistruji jakykoliv pribéh infekce. Relativné
malé procento pripadd vykazuje subklinické pfiznaky (Gritsun, 2003). PIné rozvinutd infekce
je zpravidla dvoufazova. V prvni fazi jsou pozorovany pfiznaky podobné chfipce (myalgie,
nauzea, febrilni stav, Unava). V literatufe se udava, Ze zhruba u 65 % postizenych nemoc
dale neprograduje. Vdruhé fazi je typickd vysokda horecka, encefalitida i
encefalomeningitida. Pouze 1-2 % nakaZenych osob na tuto infekci umira, postencefalitické
potize se projevuji u 35-58 % pacientl po akutni infekci, pfedevsim u starsSich lidi (Rlzek a

kol., 2010; Bogovic a kol., 2010).



Na pomezi vySe popsanych typa lezi TBEV-Sib, jehoZz pribéh je stfedné zdvainy,
s Umrtnosti kolem 3 %. Symptomy choroby jsou prakticky totoZné jako u TBEV-FE a TBEV-
Eu. TBEV-Sib je povazovan za hlavniho ptvodce chronickych KE, které je schopen vyvolat u
vysSich primat( i poloopic (Pogodina a kol., 1981). Dvoufazovy priibéh onemocnéni je
pozorovan jen u 20 % pripadl (RGzek, 2015). Podrobnéjsi charakteristice patogeneze a

klinické manifestace KE bude vénovana samostatna kapitola.

2.1 VKE z pohledu epidemiologie

Na uzemi Evropy byl pozorovan vzrlstajici trend morbidity KE, napfiklad mezi roky
1974 a 2003 byl zaznamenan narlist nemocnosti o 400 % (Suess, 2008). DalSim
pozorovanym jevem je Sifeni VKE smérem na sever do Skandindvie, tudiz i do vyssich
nadmorskych vysek (Jaaskeldinen a kol., 2006; Danielova a kol., 2006). Ozndmené pfripady
infekce VKE pochdazi dokonce i z Norska (Csangé a kol., 2004).

Mezi lety 1990 a 2007 bylo ro¢né v priméru hlaseno 8 755 pripadl klistové
encefalitidy na Uzemi Evropy a Ruska, coZ je oproti minulosti znaény narust, nebot od roku
1976 do 1989 to bylo pouze 2 755 pfipadl roc¢né. Tento vzestup mlze byt zplsoben
expanzi klistat do novych oblasti v ddsledku klimatickych, socidlnich a politickych ¢i dalSich
zmén (Suess, 2008). Nicméné morbidita KE vykazuje kolisavy charakter v zavislosti na ¢ase a
oblasti. Pokud se mezi sebou porovnaji dvé desetileti 1991-2000 a 2001-2010, Ize pozorovat
narGist morbidity o 144 % ve stfedni Evropé (Ceskd republika, Némecko, Polsko a
Svycarsko), zatimco v Pobalti (Estonsko, Litva, Loty$sko) byl zaznamendn pokles o 65 %
(Kunze, 2012). Oproti tomu na Sibifi (25,6 milion( obyvatel) je nejvétsi incidence klistové
encefalitidy na svété. V roce 1996 zde bylo 10 298 pripadU, roku 2007 se pocet snizil na 3
098. Cim byl tento pokles zapfi¢inén, neni zcela jasné, ale s uritosti ho nelze pfipsat
vakcinaci. Ackoliv je v Rusku bezkonkurecné nejvétsi pocet osob postizenych klistovou
encefalitidou, tak Ceska republika se fadi na predni p¥icky v pfipadé incidence v Evropé.
V Cesku je hladeno 400-1000 infikovanych osob s klinickymi pFiznaky roéné (Razek a kol.,
2008). Pro porovnani vroce 2012 bylo vEvropé pramérné zaregistrovano 2 605

onemocnéni, tedy na Cesko pFipada 15-38 % (Kunze, 2012). Obecné plati, Ze virulence VKE

klesa od vychodu na zapad (Gritsun, 2003 a).



2.2 Molekularni struktura VKE

Z virologického a epidemiologického hlediska se VKE fadi mezi patogeny prenasené
klistaty, jez jsou nebezpecné zejména pro savce. V téze skupiné se nachazi také geneticky a
antigenné pfibuzné viry, zahrnujici napfiklad virus Omské hemoragické horecky, virus
Langat, virus hemoragické horecky Alkhurma, virus horecky Kyasanurského lesa, virus
Powassan, virus Karshi, aj. (Gritsun a kol., 2003 a; Calisher, 1988). Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 1.2, flaviviry prenasené klistaty tvori jeden serokomplex.

Flaviviry obecné jsou sférické viry s lipidovym obalem o velikosti 40-60 nm, jejichz
genom se sklada z pozitivni jednovldaknové RNA molekuly ((+)ssRNA), kterd v priméru
dosahuje velikosti 11 kb. Na 5" konci je navdzana methylova cepicka, 3" polyadenylovy
konec chybi (Wengler a kol., 1978). Funkcéné 5° ¢epicka slouzi ke stabilizaci a translaci mRNA
(Furuichi a Shatkin, 2000). RNA obsahuje pouze jeden ¢teci ramec, tzv. open reading frame
(ORF), kédujici tfi strukturni proteiny — C protein potfebny ktvorbé virové kapsidy,
prekurzor membranového proteinu (prM), znéhoZz posttranslacni Upravou vznika
membranovy protein M a glykoprotein E, ktery se podili na tvorbé obalu virionu. Ddle je zde
kédovdno sedm nestrukturnich proteinli — NS1 (glykoprotein, dileZity pro RNA replikaci),
NS2A (funkce nezndma) a NS2B (komponent protedzy), NS3 (proteaza, helikdza, NTPaza),
NS4A (nejspise pomdaha formovat replikacni komplex), NS4B (funkce neznama) a NS5 (RNA-
dependentni RNA polymeraza) (Gritsun, 2003). Oba konce genomu obsahuji nekodujici
oblasti (Chambers a kol., 1990 a). Na Obr. 4 je zobrazeno obecné schéma usporadani

genomu, které plati pro vSechny flaviviry véetné VKE.

Genom kodujici polyprotein

|

HHAY

E[tb E {NS1 fmsmfmr nss e NS5

+ pEPEid%zaEtEpf[i * protedza Golgiho
signalni sekvenci

apardtu ¢ NS3 proteaza

) AmNS2A _NS2B  nsaa fNSaB
J % # \:.'\Ilf-l-
L
<=,
==
Co

NS5 polymeriza

Obr. 4: Schéma genomu flavivird (pfevzato a upraveno z Hulo a kol., 2010).
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K nékterym z vySe jmenovanych virovych protein( je zndmo vice informaci. Obalovy
glykoprotein E je tvofen dvéma rovnocennymi podjednotkami zanofujicimi se do obalu
virové membrany. Na vnéjsi strané dimer( vycnivaji ¢asti glykoproteinu, na které se mohou
vazat protilatky. Zbytek proteinu E je pro protilatky nepfistupny, nebot je zanofen v
membrané (Rey a kol., 1995). Glykoprotein E funguje jako hlavni antigenni determinanta
pro tvorbu protildtek. Transmembranovd ¢ast E proteinu je dllezitd pro sloZeni obalu
virionu (Orlinger a kol., 2006). Dalsi vlastnosti tohoto proteinu je tvorba rekombinantnich
subvirovych castic (RSP) s prM zanofenym do membrany vackd, k jejichz skladani dochazi
v endoplasmatickém retikulu (ER). Prekurzor proteinu M v tomto pfipadé pravdépodobné
plni funkci podobnou chaperondm pt¥i sbalovani obalového proteinu E. Castice RSP
prochazeji stejnou sekrecni drahou jako nové viriony. RSP usnadnily pochopeni, jakym
zpUsobem virus opousti bunku a diky své dobré imunogenité by mohly byt vyuZity k
vakcinaci (Lorenz a kol., 2003). NS3 protein flavivir( disponuje vice funkcemi, C-terminaini
doména vykazuje NTPazovou i helikdzovou aktivitu (Wengler a Wengler.,, 1991). N-
terminalni doména NS3 proteinu v komplexu s NS2B funguje jako proteaza, ktera Stépi
translatovany polyprotein na jednotlivé funkéni produkty (Chambers a kol., 1990 b). C-
terminalni doména proteinu NS5 slouzi jako RNA-dependetni RNA polymerdza a oblast N-
konce methyluje 5” ¢epicku, tedy se jedna o methyltransferazu (Egloff a kol., 2002).

Laboratorni pokusy prokazaly dilezitou roli nizkého pH pfi vstupu a vystupu VKE
z buniky (Stadler a kol., 1997). Béhem prvni faze replika¢niho cyklu musi virus adherovat
k cytoplazmatické membrané hostitelské bunky. Této interakce se Ucastni glykoprotein E a
pfislusny bunécny receptor (Kroschewski a kol., 2003). Virus je transportovan do
cytoplasmy receptory zprostiedkovanou endocytdézou skrze membranové vacky
(vchlipeniny plazmatické membrdny). Nizké pH uvnitt endozomu méni konformaci
glykoproteinl E z dimer( na trimery. Tim dojde k fuzi obalové membrany viru s membranou
endozomu, coZ ma za nasledek uvolnéni nukleokapsidy do cytoplazmy, kde nasleduje jeji
rozpadnuti a uvolnéni virové RNA. Tyto procesy iniciuji replikaci virového genomu. Jelikoz
virova RNA je ss pozitivni polarity, mdze ihned slouzit jako templat pro translaci virového
polyproteinu pomoci ribozom0 bunky (Mansfield a kol., 2009). Nové nasyntetizované
polyproteiny jsou Stépeny na jednotlivé funkéni proteiny prostrfednictvim virovych i

bunéénych protedz. Virovy protein NS5 (RNA-dependetni RNA polymeraza)
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komplementdrné prepisuje (+)ssRNA viru na negativni kopii genomu ((-)ssRNA), ktera slouzi
jako predloha pro nové kopie virového genomu (Chu a Westaway, 1985). Béhem syntézy
polyproteinl jsou povrchové bilkoviny prM a E translokovany do lumen ER a posttranslacné
upraveny protedzou hostitelské buriky na jednotlivé produkty. Na cytoplasmatické strané
ER vznikaji nové nukleokapsidy skladanim kapsomer (C proteind) svirovou RNA.
Nukleokapsidy puci do lumen ER a pfi tomto procesu ziskdvaji membrdnovy obal se
zakomponovanymi povrchovymi proteiny prM a E (Chambers a kol., 1990 a). Na konci
tohoto procesu vznikaji nezralé viriony, obsahujici na svém povrchu heterodimery slozené
z prM a E, které jsou neinfekcni (Lorenz a kol., 2002; Elshuber a kol., 2003). Nezralé viriony
jsou poté transportovany pomoci vnitini sekretorické drahy bunky kvnitfni strané
cytoplasmatické membrany. V kyselém prostiedi vezikulu trans-Golgiho apardtu hostitelska
protedza furin Stépi prM na protein M, coz vede k maturaci viru (Stadler a kol., 1997). Tato
Uprava tedy podminuje vznik zralych virionQ, ktefi na svém povrchu obsahuji proteiny M a
homodimery proteinu E. Infekéni zralé viriony jsou uvolfovany po fuzi transportniho

vezikulu s cytoplasmatickou membranou, tzv. exocytézou (Wengler a Wengler, 1989).

2.3 Patogeneze KE

Nejvice infekci VKE se objevuje po kousnuti klistétem, méné ¢asto pak po konzumaci
nepasterizovaného mléka z infikovanaho zvifete (Dumpis a kol., 1999). Pfi infekci kliStétem
se nejprve virus replikuje v misté inokulace a mistnich spadovych uzlindch lymfatického
systému (Albrecht, 1968). VKE byl objeven také v Langerhansovych burikdch epidermis,
které nejspiSe vyuziva k expanzi do lymfatickych uzlin. PomnozZeni viru v téchto mistech
vede ke vzniku tzv. primarni virémie, béhem niz je infikovano mnoho extraneuralnich tkani.
Samostatna primarni virémie pretrvava pouze par dni. Skrze lymfatické cévy jsou viriony
transportovany do krevniho recisté. Hematogenni rozsev VKE umoznuje infekci dalSich
organll, predevsim retikuloendotelidlniho systému (slezina, jatra, kostni dren), rozviji se
sekundarni virémie. Primdarni a sekundarni virémie se c¢astecné prekryvaji (Haglund a
Gunther, 2003). K prekonani hematoencefalické bariéry muze dojit v obou fazich virémie,
coz ma za nasledek napadeni centralniho nervového systému (CNS), kde virova replikace

zpUsobuje zanét, cytolyzu neuron( a jejich dysfunkci (Dumpis a kol., 1999). Infekce CNS byla
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u lidi dobfe zdokumentovdna, nicméné doposud neni zcela uspokojivé popsan
mechanizmus, jak se z akutni non-fatdlni infekce stava Zivot ohroZujici aZz letalni stav
(Toporkova a kol., 2008).

VétSina ,wild-type” kmenl VKE zplsobuje pfi experimentdlni inokulaci
(intrakranialné ¢i periferné) typickou neuropatogenezi, kterd obvykle konéi smrti zvirete.
V nékterych ptipadech dochazi k persistenci viru, jejimz nasledkem jsou postupné
degenerativni zmény v CNS. Histologicky lze pozorovat neuronofagii, zfetelnou proliferaci

gliovych bunék a granulomy spojené s encefalitidou (Mandl, 2005).

2.4 Klinicka manifestace KE

Klinickd manifestace KE byla jiz v mediciné velmi dobfe zdokumentovana a zahrnuje
pomérné Sirokou Skalu symptomu. Nékteré priznaky mohou byt predevsim pro laiky
neptiznivé zavadéjici, protoze pfipominaji chfipku. Obzvlasté v Ceské republice byva termin
chiipka cetné zaménovan s béznym nachlazenim, tudiz ze skutecné chfipky lidé nemaji
obavu. Zakladni charakteristika pribéhu onemocnéni jiz byla naznacena ke konci kapitoly 2.
Prakticky veskeré infekce Ize zakladné rozdélit na akutni ¢i chronické a neni tomu jinak ani
v pfipadé KE.

Akutni KE charakteristicky doprovazi encefalické symptomy zhruba u poloviny
pacientd (Haglund a Gilinther, 2003). Rozmezi priznak( pocind lehéi meningitidou konce
velmi tézkou meningioencefalomyelitidou (zanét mozkovych blan, mozku a michy), ktera se
rozviji po remisi horecky (5-10 dni). U téZce zasazenych pacientd mohou nastat zmény
védomi a symptomy pripominajici postpoliomyeliticky syndrom. Akutni febrilni stav béhem
prvni faze (1-7 dni) je zplsoben pritomnosti VKE v krvi (virémie), poté nasleduje
asymptomatické obdobi (2-10 dnl). Druha faze koreluje s prekondnim hematoencefalické
bariéry a invazi do CNS (Kleiter a kol., 2007; Gritsun a kol., 2003 a). Pomoci modernich
zobrazovacich technik, napriklad magnetické resonance (MRI), lze pozorovat léze v danych
oblastech mozku (Marjelund a kol., 2004).

Chronicka forma KE byva spojovana s infekci VKE sibirského subtypu a déli se na dvé
podformy. U prvni varianty se jedna o nasledky akutni faze, které se mohou vyvinout az po

letech od klistéciho kousnuti. Postizené osoby trpi KoZevnikovo epilepsii, progresivni
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neuritidou plexu ramen, lateralni a disperzni skler6zou, syndromem pfipominajicim
Parkinsonovu chorobu a postupujici atrofii svall. Fyzické poskozeni téla ¢asto doprovazi i
dusevni poskozeni, pfipadné smrt. Druha forma chronické KE je typicka hyperkinezi a
epileptoidnim syndromem. Hyperkineze se objevuje opakované, v prlibéhu akutni faze KE
se mlze frekvence zvysit, nebo pretrvavd v podobé KoZevnikovo epilepsie (Gritsun a kol.,

2003 b).

2.5 Imunitni odpovéd hostitele na VKE

Kratce po objeveni se neurologickych symptomd (minéno u Cclovéka), lze
v cerebrospindlni tekutiné (CSF) pozorovat leukocytézu. Leukocyty jsou predevsim
zastoupeny CD4+ T-lymfocyty, v mensim mnoizstvi pak CD8+ T-lymfocyty. Ddle se zde
vyskytuje maly pocet B-lymfocytll a NK bunék (Holub a kol., 2002). V dobé pozorovani
neuroinfekce jsou detekovatelné VKE specifické protilatky v CSF i krevnim séru. Hladina
protildtek tfidy IgM dosahuje maximalni hodnoty kolem tretiho tydne od pocatku
neurologickych ptiznaki, zatimco protilatky tfidy IgG se tvofi se zpoZdénim, s maximem
kolem Sestého tydne (Gunther a kol., 1997). Po prodélani infekce Ize IgM protilatky
detekovat po dobu nékolika mésicl, oproti tomu IgG perzistuji po cely Zivot jedince a
poskytuji ochranu pfi reinfekci (Holzmann, 2003).

Nedavné prace zkoumaly roli virovych proteind v odpovédi imunitniho systému
hostitele proti VKE. NS5 protein funguje jako antagonista interferonu a je schopen
inhibovat interferony stimulovanou signalizaci JAK-STAT drahy tim, Ze zablokuje fosforylaci
STAT1. Vysledné nemohou byt exprimovany geny zajistujici antivirovou obranu (Best a kol.,
2005; Werme a kol., 2008). Mnohé vyzkumy identifikovaly urcité cytokiny v séru a CSF
pacientd s KE, které maji kliCovou roli pro vznik zanétu. Pacienti méli zvySené hodnoty
tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukinu 1 (IL-1) a interleukinu 6 (IL-6) v séru. TNF-a a
IL-1 puUsobi synergicky na medidtory zanétlivé reakce, jinymi slovy podporuji vznik zanétu.
Uroveri hladiny téchto cytokin(i klesa b&hem prvniho tydne hospitalizace (pacienti byvaji
prijati do nemocnice po objeveni se neurologickych symptom), v disledku zvyseni IL-10

(inhibitor syntézy cytokinl) (Atrasheuskaya a kol., 2003). V CSF byl zaznamenan pouze
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drobny narlst hladiny interferonu y (IFN-y) v porovnani s jinymi virovymi infekcemi, jako
naptiklad u viru herpes simplex 2, kde je IFN-y vyrazné upregulovan (Glimaker a kol., 1994).

Rozvoj imunitni odpovédi hostitele v mozkové tkani vsak pfrispiva k destrukci
neuronl. Ztohoto Uhlu pohledu KE spadd také do imunopatologickych chorob. V pribéhu
zanétlivé reakce CD8+ T-lymfocyty poskozuji neurony, coz mlize mit pro pacienta fatalni

dlsledky (RGzZek a kol., 2009).

2.6 Laboratorni diagnostika VKE

Klinické symptomy KE sdili i jiné neurologické choroby, napfiklad encefalitida
vySetieni (Holzmann, 2003). V dnesni dobé lIze jiz diagndzu urcit ante mortem (sérum, CSF) i
post mortem (tkan) rdznymi laboratornimi technikami. Mezi metody zahrnujici izolaci a
prGkaz virové RNA patii PCR techniky, které dokdzi prokazat pfitomnost viru jesté pred
pozorovanim neurologickych pfiznakl, jmenovité: kvantitativni RT-PCR (prlkaz pritomnosti
VKE a zméreni virové ndloze) a multiplex RT-PCR (uréeni subtypu VKE) (Saksida a kol., 2005;
Razek a kol., 2007; Schwaiger a Cassinotti, 2003). Rozvoj humoralni imunitni odpovédi
umoziuje stanovit VKE detekci specifickych protilatek (tfida IgM a IgG). VétsSina laboratofi
dnes vyuziva metodu ELISA. V krvi Ize prokazat VKE specifické protilatky tfidy IgM po
objeveni se nespecifickych symptom{, tedy az po uplynuti inkubacni doby (4-28 dni). V CSF
se protilatky tridy IgM tvofi zhruba s tydennim zpozdénim. Hladina protilatek tfidy IgM se
zaCne po Sesti tydnech sniZovat v séru i CSF. Na druhou stranu VKE specifické protilatky
tfidy 1gG dosahuji maxima pravé v onéchSsesti tydnech (Glnther a kol.,, 1997).
Imunochemické metody maji vSak sva uskali, napriklad v Japonsku mize byt VKE zaménén
kvlli zktizené reaktivité s virem Japonské encefalitidy pfi serologickych testech a totoznych

symptomech onemocnéni (Takashima a kol., 1997).

2.7 Moznosti lécby KE a vakcinace proti VKE

Veskera snaha o cilenou lé¢bu KE byla doposud marnd. Jedinou moznosti, jak

pacientim ulevit, je symptomatickd a podplrna lécba, zahrnujici paracetamol, aspirin
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anebo dalsi nesteroidni protizanétlivé Iatky. V nékterych tézkych ptfipadech Iékafi indikuji
kortikosteroidy, navzdory nespecifickym a vedlejSim ucink(im. Soucasti l1é¢by je udrZovani
homeostdze a dostatecnd hydratace pacienta. Pacienti s téZkou infekci CNS jsou dikladné
monitorovani. Pfi rapidnim rozvoji kdma ¢i neuromuskuladrni paralyzy je nutnd okamZita
intubace a podani nitrozilni vyzivy (Dumpis a kol., 1999).

Jedina spolehlivd obrana pred KE je prevence ve formé aktivni vakcinace, ktera
poskytuje ochranu proti véem kmenim VKE se spolehlivosti az 99 % (Heinz a kol., 2007).
Momentdlné je na trhu dostupnych hned nékolik vakcin obsahujicich inaktivovany virus
VKE. Jednd se o rakouské vakciny FSME-IMMUN a FSME-IMMUN Junior od firmy Baxter,
némecké Encepur Adults a Encepur Children (firma Novartis) a dvé ruské. Evropské vakciny
jsou vyrabény z kmenu Neudorfel (Rakousko) a K23 (Némecko), zatimco ruské vyuzivaji VKE
dalnévychodniho typu, konkrétné kmen 205 a Sofjin (Charrel a kol., 2004; Leonova a kol.,

2007).

3. Antivirotika

Retrospektivnim pohledem napfic lidskou civilizaci byla pfi¢inou umrti miliéonQ lidi
po celém svété virova onemocnéni, coz vedlo k naléhavé potrebé nalézt néjakou obranu
vici témto intraceluldrnim parazitim (De Clercq, 2004). Prvni Uspéch antivirové |écby
nastal roku 1963, kdy bylo oficidlné predstaveno vibec prvni antivirotikum — idoxuridin (De
Clercq, 1997). Léky, které vykazuji u€innost proti virovym onemocnénim, se obecné nazyvaji
antivirotika. Od té doby byly objeveny ¢i zamérné vyvinuty mnohé antivirotické latky pro
klinické potfeby. Mezi lety 1963 a 2016 bylo formalné schvaleno pouze 90 antivirotik
k 1é¢bé 9 infekénich onemocnéni, navzdory tomu, Ze v odborné literature bylo navrzeno
tisice riznych latek schopnych inhibice virové replikace (De Clercq a Li, 2016).

Schvalend antivirotika mohou byt rozdélena do tfi skupin podle toho, kterou ¢ast
replika¢niho cyklu viru inhibuji (viz Tab. 1). Antivirové Iéky ovliviiujici penetraci pdsobi na
procesy spojené s prinikem virionu do burky, jako je adsorpce viru na povrch hostitelské
buriky, inhibice endocytdzy ¢i uvolnéni virové RNA do cytoplazmy. Antivirotika inhibujici

replikacni proces plsobi na syntézu virové mRNA a integraci virového genomu do genomu
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hostitelské buriky. Posledni skupina antivirotik zabranuje vyplaveni novych viriond, a to bud’

blokaci jejich sestaveni, nebo opusténi z hostitelské buriky (Svihovec a kol., 2018).

Tab. 1: Replikace viru a mechanizmus Géinku protivirovych lékd (Svihovec a kol., 2018).

penetrace a pfilnuti

inhibice receptoru

enfuvirtid, maravirok

Penetrace imunoglobuliny IgG
odplasténi inhibice kanalového M2 proteinu amantadin
antisense oligonukleotid fomivirsen
inhibice DNA/RNA syntézy ribavirin
inhibice transkripce a inhibice DNA polymerazy aciklovir, lamivudin
translace inhibice reverzni transkriptazy zidovudin, abakavir
Replikace inhibice integraz raltegavir, dolutegavir
inhibice translace virové mRNA interferony
inhibice posttranslacnich N , . . L
. inhibice proteaz ritonavir, lopinavir
krokt
nova pfimo pusobici antivirotika (*) simeprevir, sofosbuvir
|é¢iva u onemocnéni HCV
nepfimo plsobici antivirotika interferony, ribavirin
Vyplaveni inhibice neuraminidaz zanamivir, oseltamivir

*Inhibitory NS3/4A proteaz, NS5B nukleosidové inhibitory RNA polymerdzy, inhibitory proteinu

NS5A

Vyznamnou osobnosti pfi objevu novych antivirovych |ék byl cesky chemik prof.

RNDr. Antonin Holy, DrSc. (¥*1936 — 12012), jeden z pfednich pfirodovédcu 20. stoleti. Diky

tomuto muzi je dnes zndma cela rada antivirotik uzivanych k 1é¢bé HIV/AIDS, hepatitidy B a

vir( herpes simplex.

3.1 Adamantan a jeho derivaty

V soucasnosti je na trhu k dispozici celd fada antivirotik. Nicméné boj s virovymi

infekcemi a hledani vhodnych Iékd, s minimalnimi vedlejSimi ucinky, zastava stdle vyzvou na

poli biologie, chemie, farmacie i mediciny. Hlavnimi problémy v antivirotické terapii jsou
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rychld mutace vir( a nesprdvné zachazeni s léky, které vedou ke vzniku lékovych resistenci
(Basari¢ a kol., 2014).

Adamantan patfi mezi skupinu latek zvanou diamantoidy a téz je zakladnim
zastupcem téchto sloucenin. Objeven byl roku 1933 v hodoninské ropé chemiky Landou a
Machackem (Fort a Schleyer, 1964). Adamantan je vysoce stabilni, symetricky tricyklicky
hydrokarbon s Zidlickovou konformaci cyklohexanu (viz Tab. 2), systematicky pojmenovan
tricyklo[3.3.1.1.37]dekan. Z makroskopického hlediska se jednd o bezbarvou latku tvofici

krystalky se zdpachem kafru (Mansoori, 2007).

Tab. 2: Sumarni vzorec a 3D struktura adamantanu, diamantanu, amantadinu, rimantadinu

a memantinu (zapGjc¢eno a upraveno z: Xue a Mansoori, 2010).

Adamantan Diamantan Amantadin Rimantadin Memantin

CJ' 0Hf-ﬁi FIJHJE FJ QHI ._r‘_.'\.' FJ'J'H.‘#.J N FI."H.“I*""'T

FiF

;I)' J H& -~
f@ ) ASas

Adamantan a diamantan jsou nejjednodussimi diamantoidy. Diky svym vazebnym
mistim (Sest a vice) nasly vyuziti predevsim jako stavebni bloky v nanotechnologii,
polymerni chemii, farmacii, aj. Amantadin a rimantadin jsou derivaty adamantanu
pouzivané k antivirotické [écbé (Xue a Mansoori, 2010). Memantin byva indikovan

pacientim s Alzheimerovym syndromem (Reisberg a kol., 2003).

Ve farmakologickém primyslu si derivaty adamantanu ziskaly znacnou pozornost
svymi unikatnimi vlastnostmi. Struktura adamantanového motivu zvysuje hydrofobitu, ¢imz

jim usnadnuje translokaci pres fosfolipidové membrany bunék. (Papanastasiou a kol.,
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2014). Derivaty adamantanu maji Sirokou farmakologickou aktivitu, napfiklad
antibakteridlni (Aigami a kol., 1975), antimykotickou (Kadi a kol., 2007), antivirotickou
(Kolocouris a kol., 1994), trypanocidni (Papanastasiou a kol., 2008), atd. V literature je
uvedeno, Ze v nékterych pripadech pfitomnost adamantanového skeletu dokonce zvysuje
ucinnost IécCiva a zaroven snizuje jeho toxicitu (Zurabishvili a kol., 2011).

Amantadin a rimantadin byli v minulosti indikovany pfi 1é¢bé chfipky typu A. Na trhu
jsou tyto latky distribuované pod svym licenénim oznacenim Symmetrel® a Flumadin®. Dle
dostupné literatury byla cilova struktura téchto Iék( zdokumentovana pouze u chfipky, kde
Ucinkovaly jako blokdtor M2 iontovych kanal(i, které jsou dlleZité pro slouceni virové
membrany s membranou bunky. Nicméné v dnesSni dobé se jiz aplikace nedoporucuje,
nebot doslo k mutaci genu kodujici M2 kanaly. Kvili této zméné ve strukture M2 proteinu
se jiz amantadin a rimantadin nejsou schopni na M2 kanaly vazat. Jinymi slovy virus chfipky
typu A se stal vlci témto |éklm resistentni. Navic u nékterych pacientl byly pozorovany
vazné gastrointestinalni a neurologické vedlejsi ucinky (Rosenberg a Casarotto, 2010; Eyer a
Hruska, 2013). Ackoli je amantadin primarné antivirotikum, byl u néj také zjistén pozitivni
ucinek pfi l1é¢bé Parkinsonovy choroby (Chakrabarti a kol., 1976) — pfesny mechanismus
uginku v tomto ptipadé neni znamy (Svihovec a kol., 2018).

Po peroralnim poddni se amantadin snadno absorbuje z gastrointestinalniho traktu.
Vice nez polovina léku je navazana na bilkoviny krevni plazmy a mensi mnoZstvi se vaze ve
svalové tkani. Vice nez 90 % davky je vylouCeno v nezménéném stavu renalni filtraci, pouze
5-10 % podléha acetylaci. Biologicky polocas predstavuje 9-15 hodin, u starsSich osob 24-29
hodin. Dochézi také k exkreci do materského mléka (Svihovec a kol., 2018).

V této praci byl zkouman ucinek amantadinu, 2-aminoadamantan hydrochloridu a

kyseliny adamantankarboxylové (viz Obr. 5).
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Obr. 5: Strukturni vzorce derivatl adamantanu pouZitych v této praci. Zleva: amantadin, 2-
aminoadamantan hydrochlorid, kyselina adamantankarboxylovd (obrazky byly prevzaty
z webovych stranek distributora SIGMA-ALDRICH®, https://www.sigmaaldrich.com/czech-

republic.html).

3.2 Stilbeny

Plody vinné révy obsahuji mnoho sekundarnich metabolitld. Zejména obsazeni
polyfenolll je po kvantitativni i kvalitativni strance znacné. Jedna se o flavonoidy a ne-
flavonoidy (fenolové kyseliny, lignany a stilbeny) (Flamini, 2003). Rdznorodost téchto
fytochemikalii je zavisld na odrGdé vinné révy, okolnim prostiedi a zplUsobu péstovani.
Mimo pfimého dopadu na kvalitu hrozn(, maji tyto latky také pozitivni Ucinky na lidské
zdravi. Z tohoto dlvodu jsou vinné extrakty vyuzivany ve farmaceutickém, potravinovém a
nutriénim primyslu (He a Giusti, 2010).

Stilbeny jsou fytoalexiny (nizkomolekularni antimikrobialni latky, syntetizovany
vrostliné pfti infekci) pfirozené se vyskytujici v poZivatelnych rostlindch, kupfikladu
v borlivkach, zeleniné ¢i ofiScich, avsak nejzndméjsi jsou u vinné révy (Vitis vinifera) (Li a
kol., 2013; Manach a kol., 2004). Obecné plati, Ze jejich obsah se zvySuje béhem dozravani,
avSak kazdy druh V. vinifera syntetizuje jiné mnozstvi (Gatto a kol., 2008). Tyto slouceniny,
predevsim resveratrol, jsou v€etné ostatnich polyfenoll povaZovany za zdravi prospésné pri
konzumaci vina (ndpoje). Mezi hlavni stilbeny vinné révy patfi cis- a trans-resveratrol
(3,4",5-trihydroxystilben),  piceid (resveratrol-3-O-B-D-glukopyranosid),  piceatannol
(3,4,3',5'-tetrahydroxy-trans-stilben) a viniferin (dimer resveratrolu). Glykosylace stilben( je

klicova pro prodlouzeni biologické poloc¢asu v bunkach, antimykotickou aktivitu a ochranu
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pfed oxidaci (Bavaresco a kol., 2002; Vitrac a kol., 2005). Pro tuto prdci byl dllezZity

resveratrol, piceid a e-viniferin (viz Obr. 6) pfi in vivo testech na pokusnych mysich.

Obr. 6: Strukturni vzorce stilbenl pouzitych vtéto praci. Zleva: resveratrol, piceid a e-
viniferin (obrazky byly prevzaty z webovych stranek distributora SIGMA-ALDRICH®,

https://www.sigmaaldrich.com/czech-republic.html).

Z biologického hlediska byl doposud nejlépe prostudovan resveratrol, z tohoto titulu
bude blize popsan v ndsledujicich odstavcich. Pfirodné se vyskytuje ve formé cis- a trans-
izomer(. Nicméné cis-resveratrol je velmi nestabilni a po pulsobeni svétla dochazi
k pfesmyku na jeho trans-formu. Tuto latku lze rozpustit ve vodé jen ve velmi omezeném
mnozstvi, na druhou stranu v polarnich rozpoustédlech jako etanol ¢i dimethyl sulfoxid
(DMSO) se rozpousti lépe. (Pandey a Rizvi, 2009). Pfedchozi studie naznacily az zazracné
ucinky resveratrolu — prodlouzeni délky Zivota (u mysi), regulace hladiny lipidd, profylaxe
tumord a virovych infekci (Shankar a Srivastava, 2007). Resveratrol pusobi také jako
antioxidant, nebot vychytava volné kyslikové radikaly (Gulgin, 2010).

Biodostupnost resveratrolu v ovoci je pomérné nizka kvlli omezené rozpustnosti ve
vodé. AvSak pfi konzumaci vina (napoje) se jeho plasmaticka hladina zvysi diky lepsi
rozpustnosti v etanolu. Biologicky poloc¢as je pak prodlouien vazbou na albumin
(Weiskirschen a Weiskirschen, 2016). Jatra vychytavaji resveratrol zkrve, kde je
biotransformovan na glukoronidy (Wenzel a Somoza, 2005). Potraviny obsahujici
resveratrol tedy dokazi jeho koncentraci v plazmé ovlivnit, zalezi vSak na druhu potraviny a

urovné metabolismu jedince (Gambini a kol., 2015).
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Resveratrol mlze indukovat apoptézu pomoci upregulace nebo downregulace celé
fady genl zodpovidajicich za bunéény cyklus. V pfipadé nékterych bunécnych linii byla
aktivity jaderného faktoru kappa B (NF-kB), cyklooxygenazy 2 a tim produkci prostaglandind
(Shankar a Srivastava, 2007; Gambini a kol.,, 2015). Antivirotickd aktivita byla
demonstrovana proti mnoha lidskym i zvifecim virim. VétSina studii se shoduje, Ze
antioxidacni efekt resveratrolu nema pfimy vliv na virovou replikaci, vice je kladen ddraz na
inhibici syntézy virovych proteinl ¢i penetraci virionu do hostitelské bunky (Campagna a

Rivas, 2010; Yang a kol., 2015).

Piceid, neboli méné ¢asto uZivany ndzev polydatin, je hned po resveratrolu druhym
nejvice obsazenym stilbenem ve V. vinifera (Romero-Pérez a kol., 1999). Stejné jako
resveratrol, i piceid vykazuje mnohé zdravi prospésné ucinky. Byl u néj pozorovan
neuroprotektivni efekt v dlsledku sniZzeni oxidativniho stresu (Gao a kol.,, 2016),
antibakteridlni a protizanétlivy vliv. Pfi pokusech bylo zjisténo, Ze na bakterie Ucinkuje
bakteriostaticky. Zanétliva reakce je mirnéna snizenim aktivace drah Toll-like receptor( 2 a

NF-kB (Jiang a kol., 2017).

e-viniferin taktézZ vykazuje biologickou aktivitu. V poslednich letech byl zkouman jako
potenciondlni |ék proti rotavirové enteritidé (akutni prdjmové onemocnéni). Prijem vznika
kvlli nadmérnému otevreni chloridovych kanald stfevniho epitelu, ¢imz dochazi ke ztratam
vody a tvorbé sekretu. e-viniferin je schopen tyto kanaly uzavtit (Yu a kol., 2018). Dalsi

ucinky jsou podobné jako u piceidu a resveratrolu.
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4 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zdali vybrané latky z fad diamantoidd a stilben(
dokdzi inhibovat replikaci VKE in vivo. Tento cil zprvu zahrnoval sezndmeni se
s problematikou tykajici se VKE a osvojeni si zdsad sterilni prace v prostfedi laboratore
s rezimem BSL-2. DalSim krokem byla manipulace s bunéénymi liniemi, VKE a pokusnymi

my3Smi. Provedeni vlastnich pokus( Ize rozdélit do nasledujicich boda.

Prace s vybranymi derivaty adamantanu:

» Otestovat, pri které koncentraci vybrané derivaty adamantanu zpUsobi cytopaticky

efekt (LCso) u zvolenych bunéénych linii pomoci MTT testu.

» Zjistit, zdali vybrané derivaty adamantanu zmirni ¢i zcela zabrani poskozeni
vybranych bunéénych linii kultivovanych spolu s VKE a urcit, zdali latky maji

profylakticky ¢i terapeuticky ucinek.

» V pripadé slibnych vysledkid z in vitro testl na bunécnych liniich prikrocit k in vivo

pokustim na laboratornich mysich.

Prace s vybranymi stilbeny:

» Navazat na bakalarskou (Maskova, 2016) a diplomovou praci (Maskova, 2018), kde
autorka jiz zakladni in vitro pokusy na bunéénych liniich provedla. Zahadjit in vivo
testy na pokusnych mysich s vybranymi stilbeny o urcité koncentraci a sledovat

délku preziti.
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5 Materialy a metody
5.1 Bunécné linie

Pro zakladni vyzkum cytotoxicity latek a nasledujici pokusy s VKE byly pouzity
nasledujici bunécné linie: medulloblastomova (DAOY HTB-186), neuroblastomova (SK-N-SH)
a glioblastomova linie (U373). Byly vybrany linie neuralniho plvodu, protoze pravé tyto VKE
napada a nejvice poskozuje.

Bunécné linie byly kultivovany v jedné vrstvé v kultivacnich lahvich pfi 37 °Cs5 %
CO, atmosférou. DAOY HTB-186 a SK-N-SH byly kultivovany vZivném médiu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) od firmy Biosera, zatimco U373 vIMDM médiu
(Iscove’s Modified Dullbeco’s Medium) od firmy Lonza. Pro kultivaci se pouzivala média s
obsahem 10 % BOFES (bovine fetal serum), 1 % L-glutamin a 1 % smés antibiotik: penicilin G
(100 1U/ml), streptomycin (100 pg/ml) — vse od firmy Biowest. VSechny bunécné linie byly
pasazovany dvakrat tydné pomoci trypsinu (0,02 % trypsin + 0,02 % EDTA v PBS). Jakdakoliv
manipulace s bunéénymi liniemi byla provadéna v aseptickém prostredi laminarniho boxu,
ktery byl vidy dezifinkovan 70 % etanolem a vysvicen 20 minut UV svétlem.

Plakové titrace byly provedeny s bunkami PS (porcine kidney stable) pochdzejicich
z praseci ledviny. Tato bunécna linie byla kultivovdna pfi 37 °C v L-15 médiu (Leibovitz’s L-
15 Medium) s obsahem 3 % PTS (prekolostralni teleci sérum), 1 % smés antibiotik: penicilin
G (100 1U/ml), streptomycin (100 pg/ml) a 1 % L-glutamin — vSe od firmy Biowest. Pro
plakové titrace byly pouzity tyto bunky, protoZe jiz byly osvéd¢enou a zavedenou soucasti

této metody.

5.2 Ptiprava roztoktl vybranych derivati adamantanu

Na vySe popsanych bunéénych liniich byla nejprve zkoumana cytotoxicita u
vybranych derivdtd adamantanu - amantadin hydrochlorid, 2-aminoadamantan
hydrochlorid a kyselina adamantankarboxylova. Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim
20 mg dané latky v 1 ml 100 % DMSO (Lachner) a rozalikvétovan. Jednotlivé alikvéty byly
uchovavany pfi -80 °C, ze kterych byly pro kazdy pokus pfipraveny cerstvé roztoky

s pfislusnym médiem o poZadované koncentraci. V prvni sérii pokust byla koncentrace
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latek 500 ng/ml a dale fedéna dvojkovou fadou do 3,9 ng/ml s konstantni koncentraci
0,0025 % DMSO. V druhé sérii byla koncentrace navysena na 100 pg/ml a taktéz redéna
dvojkovou fadou do 0,78 pg/ml s konstantni koncentraci 0,5 % DMSO. V obou sériich tedy
bylo celkem 8 roztok(l o rdzné koncentraci od kazdé latky. Pred aplikaci byly roztoky

prefiltrovany pres mikrofiltr s péry o velikosti 0,22 um.

5.3 Ovéreni cytotoxicity u vybranych derivatli adamantanu

Prvni den byly buriky nasazeny ve 100 ul média na 96-jamkovy panel, uréeny pro
bunécné kultury, s ohledem na jejich velikost a rychlost déleni. Na zakladé pokusl byla
stanovena koncentrace 7*10* bunék/ml u DAOY HTB-186 a U373. V pfipadé SK-N-SH byla
koncentrace 25*10* bunék/ml. MnoZstvi bunék obsazenych v 1 ml zdsobni suspenze bylo
uréeno pomoci 0,5 % trypanové modie a Bilirkerovy komUrky. Po napipetovani do panelu
byly buriky ponechdny pfes noc adherovat ke dnu jamek pfi 37 °C s5 % CO; atmosférou.
Nasledujici den bylo ke 100 pl média s burikami ptiddano 100 pl ¢erstvého média s derivaty
adamantanu tak, aby vysledna koncentrace v jamkach byla od 500 ng/ml (v druhé sérii 100
pg/ml) a dale dvojkovou rfadou do 3,9 ng/ml (v druhé sérii 0,78 ug/ml). V kazdé jamce bylo
0,0025 % DMSO (u druhé série 0,5 % DMSO). Jako negativni kontrola slouzily bunky
oSetfené médiem s obsahem 0,0025 % DMSO (u druhé série 0,5 % DMSO). Vsechny
koncentrace od kazdé latky byly testovany v triplikatech, stejné tak v triplikatu byla i
negativni kontrola. Jako BLANK byly nasazené burky, jez byly usmrceny 50 % DMSO (také v
triplikatu). Po zméreni byla primérna hodnota absorbance BLANKu odectena od vsech
ostatnich namérenych absorbanci.

Po ctyfech dnech od osetreni latkami byla mérena viabilita bunék pomoci MTT
testu. Tato metoda byla vyvinuta pro velmi rychlé urceni ristu a Zivotaschopnosti savcich
bunék (Denizot a Lang, 1986). Principem metody je redukce rozpustného MTT (3-[4,5-
dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) na ve vodé nerozpustné krystalky
formazanu mitochondridlnim dychacim fetézcem a dalSimi elektron-transportnimi systémy
uvnitf bunék (viz Obr. 7). MnoiZstvi formazanu je posléze mozZné spektrofotometricky
analyzovat, ¢imzZ je uréen relativni pocet Zivych bunék ve vzorku. Tento test byva obvykle

pouzivan pro méreni cytotoxicity ¢i bunécéné proliferace (Sieuwerts a kol., 1995).
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Obr. 7: Schéma pfemény rozpustného MTT na formazan pomoci mitochondridlni reduktdzy

(Brescia a Banks, 2009).

MTT byl zakoupen od firmy SIGMA-ALDRICH®. Do kazidé jamky se vzorky bylo
pridano 10 ul roztoku MTT o koncentraci 5 mg/ml ve sterilnim PBS (0,137 M NaCl; 2,7 mM
KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; pH= 7,4) a ponechdno v inkubatoru 2 hodiny. Poté
byl obsah jamek odsan a nahrazen 100 pl 100 % DMSO. Pfed vlastnim mérenim byl panel
(ptekryty alobalem) umistén 15 minut na trepacku, aby se formazan v DMSO radné
rozpustil. Nasledné byla zméfena absorbance pomoci pfistroje Synergy H1 microplate
reader (Biotek) pfi 570 nm spouZitim programu Gen 5 (Biotek). Hodnoty

absorbance triplikatd byly zpridmérovany a porovnany vici negativni kontrole.

5.4 Plakova titrace

Pro infekci bunécnych linii byl zvolen jeden z vice virulentnich kmen( evropského
typu — Hypr (Wallner a kol., 1996). Virus byl obdrzen ve formé mozkového homogenatu.
Alikvéty homogenatu byly skladovany pfi -80 °C, z nichZ se pfipravovaly virové suspenze pro
testy. Tyto pracovni suspenze nesmély byt pouZity vice jak tfikrat, nebot pfi kazdém
rozmrazeni se lehce snizoval titr viru.

Koncentrace pracovnich virovych suspenzi byla zjistovana metodou plakové titrace.
Touto metodou lIze urcit poclet virovych c¢astic vl ml vzorku, respektive pocet
plakotvornych jednotek (PFU — plagque forming units) na 1 ml (de Madrid a Porterfield,
1969). Tento test byl uskutec¢nén s bunécnou linii PS (porcine kidney stable). Testovany

vzorek virové suspenze byl narfedén desitkovou fadou v L-15 médiu (Leibovit’z L-15
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Medium), obsahujiciho 3 % PTS (prekolostralni teleci sérum), smés 1 % antibiotik (penicilin
G (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml)) a 1 % L-glutamin. Takto pripravené vzorky byly
napipetovany do 24-jamkového panelu a k nim bylo pfidano 300 pl suspenze PS bunék o
koncentraci 3*10° bunék/ml. Poté byly panely inkubovany 4 hodiny pfi 37 °C v 0,5 % CO>
atmosféfe. Nasledné bylo aplikovano celkem 400 pl roztoku slozeného z1,5 %
karboxymetylcelulézy (CMC) v L-15 médiu s pridavkem 3 % PTS, 1 % antibiotik a 1 % L-
glutaminu a opét inkubovano pfi 37 °C v 0,5 % CO; atmosfére po dobu 5 dni. Roztok CMC
fungoval jako pokryvka izolujici jednotlivd infikovand mista.

Po 5 dnech byly plaky zviditelnény pomoci barveni. Panel byl promyt 0,9 % NaCl a
obarven naftalenovou cerni (1 g naftalenové cerni; 62,5 ml 96 % kyseliny octové; 13,6 g
octanu sodného, doplnéno na 1 | destilované vody). Po uplynuti 45-60 minut se panely
proplachly vodou, nechaly uschnout a jednotlivé plaky mohly byt odecteny. Plaky
(neobarvena mista) vznikly cytolyzou v disledku virové replikace, pozadi tvofily obarvené
buriky. V zavislosti na fedéni bylo dopocitano mnozstvi PFU/ml v plvodnim vzorku.

Stejnym postupem byla méfena koncentrace virovych castic uvolnénych do média
odebraného po tfech dnech kultivace bunék s vybranymi derivaty adamantanu a VKE, tak

jak je popsano v kapitole 5.6.

5.5 Ovéreni antivirotického uGc¢inku u vybranych derivatl

adamantanu na prezivani bunék infikovanych VKE

V téchto testech bylo zkoumano, zdali vybrané derivaty adamantanu dokazi uplné,
nebo alespon castecné zabranit poskozeni neuronl. Latky byly aplikovany ve trech
variantach: |. VKE soucasné s latkami; Il. Latky, den poté VKE; Ill. VKE, den poté latky.
Ucelem téchto variant bylo zjistit, jestli maji substance profylakticky ¢i terapeuticky efekt.
Na zakladé prechozich pokus( bylo pracovano s koncentracemi latek 100 pg/ml a dale

dvojkovym redénim az do 0,78 pg/ml.
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Tab. 3: Schéma jednotlivych variant pokust infekce a aplikace derivat(i adamantanu.

Varianta 1. den 2.den 3.den 4. den 5. den 6. den
I nasazeni b. |latky + infekce | inkubace | inkubace MTT -
Il nasazeni b. [atky infekce inkubace | inkubace MTT
1R nasazeni b. infekce [atky inkubace | inkubace MTT
Prvni den pracovniho postupu byl u vSech variant stejny. Bunécné linie byly

nasazeny na 96-jamkovy panel, jak je popsano v kapitole 6.3. Hlavni rozdil mezi variantami
se odehral 2. a 3. den (Cerveny ramecek).

I. Varianta (VKE soucasné s latkami): Vtomto testu byly druhy den k nasazenym
burikdm pridany ve 100 pl média latky a také virus (kmen Hypr) v koncentraci 1 MOI
(multiplicity of infection, neboli 1 virion na 1 bunku). Panel slatkami a infekci byl poté
inkubovadn 2 hodiny pfi 37 °C v5 % CO; atmosfére. Nasledné byl obsah jamek Setrné
odebran a promyt 200 pl sterilniho PBS. Po odsati PBS bylo k burikdm pfidano 200 pl média
s latkami o poZadované koncentraci a opét inkubovano. Paty den byly triplikdty zméreny
MTT testem.

Il. Varianta (latky, den poté VKE): Vtomto pfipadé bylo druhy den k burikdm
pridano 100 pl média slatkami o vysledné koncentraci od 100 pg/ml do 0,78 pg/ml a
ponechano 24 h inkubovat. Treti den byly bunécné linie infikovany kmenem Hypr (1 MOI),
po dvou hodinach promyty sterilnim PBS a inkubovany spolu slatkami o poZadované
koncentraci v 200 pl média. Sesty den byl proveden MTT test.

lll. Varianta (VKE, den poté latky): Tato varianta probihala obdobné, jako varianta
predchozi, stim rozdilem, Ze druhy den byly buniky infikovany, promyty a uloZeny do
inkubatoru se 100 pl Cistého média. Nasledujici den bylo pfidano 100 pl média s latkami.
Vysledna koncentrace latek byla stejna, jako v predeslych dvou variantach. Sesty den

nasledoval MTT test.

Veskeré vzorky, véetné kontrol, byly testovany v triplikdtech. Ve vSech jamkach s
l[atkami bylo 0,5 % DMSO. Pfi téchto pokusech byla pouzita dvoji kontrola — pozitivni a
negativni. Jako negativni kontrola slouzily bunky, ke kterym bylo pfidano 0,5 % DMSO a
stejné mnoZstvi mozkového homogendtu bez viru. Pozitivni kontrola slouzila k ovéreni

aktivity viru. Namérené hodnoty byly odecitany vici negativni kontrole.
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5.6 Analyza virové replikace u bunék kultivovanych spolecné

s vybranymi derivaty adamantanu

Prvni ¢asti tohoto experimentu bylo zjistit mnozZstvi virion(i uvolnénych do média
z bunék infikovanych VKE, které byly kultivovany s vybranymi derivaty adamantanu, tak,
aby bylo moziné ovéfit, jestli maji latky profylakticky ¢i terapeuticky Ucinek. Tento pokus byl
demonstrovan na bunécné linii DAOY HTB-186 a podle dané varianty byly pfidavany latky
nafedéné v 1 ml média. Buriky byly nasazeny v 1 ml média o koncentraci 1,2*10° bunék/ml
na 24-jamkovy panel. Vysledna koncentrace latek ve vzorcich byla 100; 50; 25; 12,5 ug/ml.
Sesty den pokusu byly odebrany vzorky média a zmraieny p¥i -80 °C. Nasledné byla
zmérena kvantita virovych Castic pomoci plakové titrace, jenZ je popsana v kapitole 5.4.
Veskeré vzorky, véetné kontrol, byly provedeny v triplikatech. Vysledky této ¢asti pokusu
odrazely skutec¢nost, zdali latky ovliviiovaly penetraci viriont do bunék ¢i uvolfiovani novych
virionl z bunék.

Druhd ¢ast pokusu méla za ukol zjistit relativni mnozstvi virové RNA uvnitf bunék,
co? naznacovalo, jestli byly latky schopné ovlivnit jeji replikaci. Sesty den pokusu byly buriky
zbaveny veskerého média, promyty 1 ml PBS a rozvolnény v 500 ul RNA Blue (Top-Bio).
Takto pripravené vzorky byly zmraZzeny pti -80 °C. Nasledné byla z bunék izolovana virova
RNA dle pokyn( dodavatele RNA Blue. Se vzorky bylo pracovano v digestoti, pficemz
veskeré nastroje, véetné pracovni plochy, byly oSetfovany pripravkem RNase Killer (SIGMA-
ALDRICH®), aby nedoslo ke znehodnoceni vzorkl vSudypfitomnymi RNazami. Ke vzorkim
bylo pfiddano 100 pl chloroformu, poté byly silné protifepany na vortexu po dobu alespori 15
vtefin a ponechany inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté. Nasledovala 10 min
centrifugace pti 12 000 x g, 4 °C. Centrifugaci vznikly dvé faze, mezi nimiz se nachazela
interfaze, kde horni vodni faze obsahujici RNA byla prenesena do nové zkumavky. RNA byla
precipitovana pridanim 250 ul isopropylalkoholu, vzorek byl inkubovan 10 min pfi 4 °C a
poté centrifugovan 12 000 x g, 10 min, 4 °C. Nasledné byl odstranén supernatant a pridan 1
ml 75 % etanolu. Vzorek byl dikladné protiepdn a centrifugovan 5 min 12 000 x g, 4 °C. Po
odstranéni supernatantu byl vzorek vysusen na vzduchu a RNA byla rozpusténa v DEPC H,0
(voda osSetrena diethylpyrokarbonatem, ktery inaktivuje RNazy). Koncentrace izolované
virové RNA ve vzorkach byla zmérena pomoci pfistroje NanoPhotometer (Implen) a

uchovana pfi -80 °C.
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Relativni mnoZstvi virové RNA ve vzorcich bylo zméfeno metodou jednokrokové
kvantitativni RT-PCR (one-step qRT-PCR). Tato metoda zprvu zahrnuje preloZeni virové
jednoretézcové RNA do komplementdrniho dvouretézcového hybridu RNA/DNA (cDNA)
pomoci reverzni transkriptdzy, kterd poté slouZzi jako templat pro kvantitativni
polymerazovou retézcovou reakci (q-PCR). Tento test byl proveden pomoci kitu KAPA
SYBR® FAST Universal One-Step qRT-PCR od firmy Kapa Biosystem. SloZeni tzv. mastermix
roztoku je uvedeno nize v Tab. 4. Virova RNA byla kvantifikovana pomoci primerd (Generi
Biotech) komplementarnich k obalovému proteinu E: EO1 F (GCAGCCAGATGCCCAACAATGG)
a EO1 R (TCTTTTTTGCCTCACAAGCCGCCT). Jako kontrola slouzily primery pro housekeeping
gen HPRT: HPRT F (TGACACTGGCAAAACAATGCA) a HPRT R (GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT).

Tab. 4: SloZzeni mastermix roztoku pro qRT-PCR.

slozka objem (ul)
2 x KAPA SYBR FAST Master Mix 7,5
primer Forward EO1 F/HPRT F 0,45
primer Reverse EO1 R/HPRT R 0,45
50 x KAPA RT Mix 0,3
DEPC H,0 2,3
pfislusny vzorek RNA 4

K jednotlivym mastrmix roztokim byly ptidany prislusné vzorky RNA o koncentraci
20 ng/ul. Veskeré vzorky, véetné kontrol, byly zpracovany v triplikdtech. Jako negativni
kontrola slouZil mastermix roztok bez virové RNA. Vlastni gRT-PCR reakce byla provedena
na pfristroji LightCycler® 480 (ROCHE Life Sciences), vjehoz softwaru byly nastaveny
parametry reakce dle Tab. 5. Po skonéeni programu byly ziskdny hodnoty C: (threshold
cycle). Tyto hodnoty odpovidaji danému cyklu, ve kterém pftistroj zapocal detekovat
fluorescenci nad prahem pozadi. Pomoci C: hodnot bylo vypocteno relativni mnozstvi RNA

vzhledem k referencnimu genu HPRT.
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Tab. 5: Nastavené parametry pro jednokrokovou qRT-PCR.

cyklus teplota (°C) cas pocet cykli
reverzni transkripce 42 10 min
inaktivace enzym( 95 5 min
denaturace 95 5s 40
nasednuti primeru 60 30s
melting analyza 95

5.7 Ovéreni antivirotického ucinku u vybranych stilbenli na

v v

prezivani pokusnych mysi infikovanych VKE

Cilem in vivo pokusl bylo zjistit, zdali vybrané latky z fad stilbenl dokdzi pokusné
mysSi ochranit pred infekci VKE nebo tuto infekci vylécit. Testovanymi latkami byly
resveratrol, piceid a e-viniferin.

Pokusnymi zvifaty byly mysi, pochazejici z inbredniho kmene BALB/c (AnLab).
Vsechny mysi byly samice sataré 5-6 tydn( v dobé dodani. Mysi byly umistény v infekénim
zvéfinci, jenz je soucasti BSL-2 laboratofe Katedry medicinské biologie (Jihoceska univerzita,
Ptirodovédeckd fakulta). Pokusna zvirata byla umisténa po ¢tyrech kusech do IVC systému
(individually ventilated cages). Ve zvéfinci byla udrZovana teplota 20-26 °C s vlhkosti
vzduchu 40-70 %. Také zde byla dodrzovdna naprostd bezhluénost, az na nezbytné ukony.
Pokusna zvifata méla uméle fizenou fotoperiodu 12 hodin svétlo/ 12 hodin tma. Mysi byly
krmeny kompletni vyZzivou ve formé granuli (sterilni) ad libitum. K piti méli k dispozici
destilovanou vodu, okyselenou HCI (pH = 3), ad libitum — pfed poddnim vidy vysterilizovana
v autokldvu. K prestylani byla uzivdna drevéna stépka s nizkym stupném prasnosti, tepelné
sterilizovana spolu s IVC kleci. Ve zvéfinci bylo udrzovano velmi Cisté prostfedi pravidelnym

uklidem pomoci pfipravku Incidin Liquid.

Pokus byl uskute¢nén tyden po dodani mysi, ¢imz byl minimalizovan stresovy faktor,
ktery byl zpGsoben prevozem zvitrat. Prvni série pokusl byla provedena ve dvou variantach
(viz Tab. 6). V prvni varianté byly mysim injikovany latky soucasné s VKE, zatimco v druhé
varianté byly injikovany samotné latky a aZ ndsledujici den infekce. Piceid (SIGMA-

ALDRICH®) a viniferin (Molecula) byly aplikovany v mnoZstvi 12,5 ug na 1 g hmotnosti mysi,
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resveratrol (AppliChem) pak v mnoZstvi 1,56 pug na 1 g mysi. Latky byly rozpustény v DMSO
100 %, redény ve sterilnim PBS na poZadovanou koncentraci a prefiltrovany pies mikrofiltr
(0,22 um pory). Mimo stilbend byl sledovan také vliv mysiho IFN-B (R&D System), at uz
samotného nebo jako podpulrnou substanci ke stilbenim, ktery byl aplikovan v davce
150 000 IU/mys. Infekce byla provedena VKE kmenem Hypr — 1000 PFU/mys. Kontrolni
skupinu tvofily mysi, jimZz bylo injikovano sterilni PBS a VKE. VSem mysSim bylo
intraperitonealné (i. p.) aplikovano celkem 200 pl daného roztoku s konstantnim mnozstvim
DMSO 1,56 %. Injikace probihaly ve spolupraci s Mgr. Zuzanou Vavruskovou. Nasledné byly
mysi kontrolovany dvakrat denné a zapisovan jejich stav — zdrava, apaticka, paralyza, smrt.

Z praktickych davod je ve vyhodnoceni sledovan pouze pocet zivych mysi za dany den.

Tab. 6: Znazornéni pokusnych skupin ve dvou variantdch v in vivo testech prvni série.

Varianta
I. Latky + infekce 1. Latky/infekce
PBS + DMSO + VKE
PIC + VKE PIC/VKE
RSV + VKE RSV/VKE
VIN + VKE VIN/VKE
IFN + VKE IFN/VKE
PIC + IFN + VKE PIC + IFN/VKE
RSV + IFN + VKE RSV + IFN/VKE
VIN + IFN + VKE VIN + IFN/VKE

V Tabulce 6 jsou znazornény jednotlivé pokusné skupiny, celkem jich bylo 15. Kazda skupina
Citala 8 pokusnych mysi. PIC — piceid, RSV — resveratrol, VIN — viniferin, IFN — mysi

interferon f.

V druhé sérii testl byly stilbeny aplikovany ve vyssi koncentraci ve tfech variantach
(viz Tab. 7). Na zacatku pokusu byly mysi 8-9 tydnU staré samice. Mnozstvi piceidu ¢inilo 50
ug/g mysi, resveratrolu 5 pg/g mysi a viniferinu 25 pg/g mysi, ostatni zistalo nezménéno.
Vsem mysim bylo intraperitonedlné (i. p.) aplikovano celkem 200 pl daného roztoku

s konstantnim mnoZstvim DMSO 6,25 %.
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Tab. 7: Znazornéni pokusnych skupin ve tfech variantach v in vivo testech druhé série.

Varianta
I. Latky + infekce Il. Latky/infekce Il Infekce/latky
PBS + DMSO + VKE
PIC + VKE PIC/VKE VKE/PIC
RSV + VKE RSV/VKE VKE/RSV
VIN + VKE VIN/VKE VKE/VIN
IFN + VKE IFN/VKE VKE/IFN
PIC + IFN + VKE PIC + IFN/VKE VKE/PIC + IFN
RSV + IFN + VKE RSV + IFN/VKE VKE/RSV + IFN
VIN + IFN + VKE VIN + IFN/VKE VKE/VIN + IFN

V Tabulce 7 jsou znazornény jednotlivé pokusné skupiny, celkem jich tedy bylo 22.
Kazda skupina Citala 8 pokusnych mysi. PIC — piceid, RSV — resveratrol, VIN — viniferin, IFN —

mysi interferon B.

5.8 Zpracovani vysledkii

Vysledky byly zpracovdny pomoci programu Excel (soucast programového baliku
Office 365). Vtomto programu byly provedeny vypocty ze ziskanych dat béhem pokusa,
jejich odecteni od kontrolnich vzork( a vytvoreny pftislusné grafy. Uvedené vysledky jsou
vyjadreny jako primér hodnot triplikatl + smérodatnd odchylka. Prezivaci pokus mysi byl
vyhodnocen v programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software), kde byla stanovena

stfedni doba preziti jednotlivych pokusnych skupin.
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6 Vysledky

6.1 Test cytotoxicity u vybranych derivati adamantanu

Ucelem téchto test( bylo zjistit, jestli vybrané derivaty adamantanu jsou toxické pro
zvolené bunécné linie a urcit maximalni moZnou koncentraci latek, se kterou by bylo mozné
dale pracovat. Testovanymi latkami byly amantadin, 2-aminoadamantan hydrochlorid a
kyselina adamantankarboxylova, jejichZ pfipadna cytotoxicita byla zkoumana na bunécénych
liniich nervového plvodu — U373, SK-N-SH a DAOY HTB-186. Zprvu bylo pracovano
s maximalni koncentraci 500 ng/ml. Tato koncentrace byla zvolena na zakladé bakalarské
prace (Vokurka, 2016), nebot autor ve své praci pozoruje cytotoxicitu derivat adamantanu
jiz pti této koncentraci, méreni provadél pomoci priatokové cytometrie. V. mé praci byly
vzorky méreny biochemickou metodou — MTT test, vniZ se stanovuje absorbance
biotransformovaného formazanu (viz kapitola 5.3). Hodnoty absorbanci triplikdta byly
pfevedeny na procenta, zprimérovany a odecteny vUici negativni kontrole (NK), ktera
predstavovala 100 %. K jednotlivym priimériim byla dopocitana také smérodatna odchylka
(viz grafy). Pokud byla hodnota absorbance vzorku mensi nez 75 % (hranice stanovena
autorem) v porovndni s kontrolou, povazovali jsme koncentraci latky za toxickou pro danou
bunécénou linii. Nicméné zpravidla byva pro latky ur¢ovana LCso, neboli takova koncentrace
latky, kterd zabije pravé 50 % bunék. Nasledujici grafy (Obr. 8, 9, 10) znazornuji relativni
mnozstvi Zivych bunék uZitych linii v zavislosti na koncentraci aplikované latky v rozmezi od

3,9 do 500 ng/ml.

Obrazek 8 naznacuje cytotoxicitu kys. adamantankarboxylové u bunécéné liniie DAQOY
HTB-186 pfi koncentraci 500 a 250 ng/ml, kde relativni viability bunék dosahuje hodnoty 54
%. Cytotoxicky efekt lze pozorovat také u linie U373 pfi koncentracich 31,25; 15,6 a 7,8

ng/ml. Bunécna linie SK-N-SH snasi testovanou latku pfi danych koncentracich velmi dobfre.
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Obr. 8: Relativni viabilita vybranych bunécénych linii po aplikaci kyseliny

adamantankarboxylové od koncentrace 3,9 do 500 ng/ml.

Z Obrazku 9 lze vycist, Ze 2-aminoadamantan hydrochlorid ma cytotoxicky efekt na
neurony U373 pfi vSech uzitych koncentracich, tedy relativni viabilita bunék je < 75 %, kdy
V pripadé linie DAQOY HTB-186 je pozorovan cytotoxicky efekt latky pfi koncentraci 7,8
ng/ml (75 % viabilnich bunék). Linie SK-N-SH nebyla testovanou latkou ovlivnéna ve smyslu

cytotoxicity.
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Obr. 9: Relativni viabilita vybranych bunécénych linii po aplikaci 2-aminoadamantan

hydrochloridu od koncentrace 3,9 do 500 ng/ml.

Graf na Obrazku 10 dokazuje cytotoxicky efekt amantadinu od koncentrace 125 do
500 ng/ml u linie DAOY HTB-186. Hodnoty linii SK-N-SH a U373 se viditelné pohybovaly nad

stanovenou hranici 75 %.
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Obr. 10: Relativni viabilita vybranych bunécénych linii po aplikaci amantadinu od
koncentrace 3,9 do 500 ng/ml.
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Testy s koncentracemi latek od 3,9 do 500 ng/ml neprokazaly vyrazny cytotoxicky
efekt ani u jedné z bunécénych linii. V dlsledku toho nebylo moZné stanovit LCso pro
jednotlivé latky v zavislosti na relativni viabilité vybranych bunék nervového plvodu. Na
tomto zdkladé byla zvySena koncentrace latek od 0,78 do 100 pg/ml. Vysledky pokusl
s témito koncentracemi jsou graficky zndzornény na Obrdzcich 11, 12 a 13. Na grafech lze
pozorovat trend, kde se vzrastajici koncentraci substanci dochazi ke sniZzovani relativniho
poctu Zivych bunék. Ziskanymi hodnotami byla prolozena pfimka, zjejiz rovnice bylo

dopocitano LCso pro jednotlivé latky a bunécné linie (viz Tab. 8).

Z Obrazku 11 je zfejmy cytotoxicky efekt kys. adamantankarboxylové prfedevsim u
bunécné linie U373. Pro tuto linii byla vypocitana LCso = 101,38 pg/ml, prestoZe klesajici
trend hodnot neni zcela patrny. U SK-N-SH se objevil nejvétsi pokles procenta viabilnich
bunék pfi maximalni zvolené koncentraci, pficemZ LCso = 93 pg/ml. Linie DAQOY HTB-186
snasi testovanou latku nejlépe, kde LCsp = 163,76 pug/ml. Nicméné LCso u této linie byla
ziskana extrapolaci pomoci matematického vypoctu a bylo by vhodné ji experimentalné

oveérit.
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Koncentrace kys. adamantankarboxylové (ug/ml)
m U373 mDAOY HTB-186 m SK-N-SH
Obr. 11: Relativni viabilita vybranych bunéénych linii po aplikaci kyseliny

adamantankarboxylové od koncentrace 0,78 do 100 pg/ml.
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Na Obrazku 12 je grafické znazornéni relativni viability bunék po aplikaci
2-aminoadamantan hydrochloridu, z néhoz Ize vycist, Ze pro bunécné linie U373 a SK-N-SH
je tato latka vice toxicka, nez pro linii DAOY HTB-186. Prolozenim ptfimek skrze ziskané
hodnoty bylo spo¢teno: LCso (U373) = 52,48 pg/ml; LCso (DAOY HTB-186) = 98,84 pg/ml; LCso
(SK-N-SH) = 47,7 ug/ml.

175% ~
o 150% 4
125% A

100% A

75% T

50% A

Relativni pocet Zivych bunék (%

25% A

0% -
100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 NK
Koncentrace 2-aminoadamantan hydrochloridu (pg/ml)

W U373 mDAOY HTB-186 m SK-N-SH

Obr. 12: Relativni viabilita vybranych bunécnych linii po aplikaci 2-aminoadamantan

hydrochloridu od koncentrace 0,78 do 100 pg/ml.

Nasledujici graf na Obrazku 13 vyobrazuje relativni viabilitu neurdlnich linii po
aplikaci amantadinu pfi danych koncentracich. Tato latka, stejné jako ji podobny
2-aminoadamantan hydrochlorid, pusobi toxicky pfedevsim u linie U373 (LCso = 66,49
pug/ml) a SK-N-SH (LCsp = 49,86 pg/ml). Také v pripadé linie DAOY HTB-186 se namérené

hodnoty podobaji tém z predeslého grafu, pficemz LCso u této linie byla 108,68 pg/ml.
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Obr. 13: Relativni viabilita vybranych bunécnych linii po aplikaci amantadinu od

koncentrace 0,78 do 100 pg/ml.

Tab. 8: LCsp pro jednotlivé bunécné linie a latky.

2-aminoadamantan
kys. adamantankarboxylova hydrochlorid amantadin
U373 101,38 pg/ml 52,48 pg/ml 66,49 pg/mi
DAOY HTB-186 163,76 pg/ml 98,84 pg/ml 108,68 pg/ml
SK-N-SH 93 pg/ml 47,7 ug/ml 49,86 ug/ml

Tabulka 8 nabizi souhrn vypocéitanych hodnot LCso u jednotlivych bunécnych linii a

vV

pro vsechny tfi zkoumané neurdlni linie. Déle Ize vycist, Ze testované substance nejlépe
toleruje linie DAOY HTB-186. Cytotoxicita vzajemné si velmi blizkych derivatl adamantanu:

amantadin a 2-aminoadamantan hydrochlorid, byla podobna.

-38 -




6.2 Ovéreni antivirotického ucinku u vybranych derivatl

adamantanu na prezivani bunék infikovanych VKE

Cilem této ¢asti prace bylo zjistit, zdali amantadin, kys. adamantankarboxylova ¢i 2-
aminoadamantan dokazi inhibovat replikaci VKE a tim zachrdnit bunécné linie. Na zakladé
predchozich vysledk( bylo pracovano s koncentraci latek od 100 pug/ml a dale dvojkovou
fadou az do 0,78 pg/ml. Buriky byly infikovany kmenem Hypr v koncentraci 1 MOI. Latky
byly testovany ve trech variantach (viz kapitola 5.5) pro ptipadny profylakticky nebo
terapeuticky efekt. Méreni bylo opét provddéno pomoci kolorimetrického MTT testu.
Vyhodnoceni probihalo obdobné jako pfi cytotoxickych testech, procentudlni praméry
triplikat( byly odecteny vici negativni kontrole. Pfi téchto testech navic figurovala také
pozitivni kontrola (PK), coZ byly infikované bunky oSetfené DMSO 0,5 %. Pokud relativni
mnozstvi Zivych bunék pfi dané koncentraci prevySovalo hodnotu PK, znamenalo to, Ze
latka pomaha bunkam prezit infekci a ¢im blize byla NK, tim efektivnéjsi latka byla. IdedInim
prfipadem by byl vzorek, ktery se rovna 100 %. Nicméné za Uspéch byla povazovana i
hranice ECso, neboli takovd koncentrace latky, pfi které preZije alespon 50 % infikovanych
bunék vici NK. V pripadé, Ze relativni pocet Zivych bunék dosahoval hodnoty ECso pti dané
koncentraci, byl tento vysledek ovéren provedenim statistické analyzy rozdilu a pfislusné
pozitivni kontroly. K analyzdm byl pouZit jednocestny test rozkladu variance (one-way
ANOVA) s proménou relativniho mnoiZstvi Zivych bunék pfi dané koncentraci (relativni
mnozstvi Zivych bunék/pozitivni kontrola). Pro objasnéni rozdild mezi hladinami faktoru byl

pouZit post-hoc Dunnett(v test (Leps a Smilauer, 2016).

Nejdfive byla zkoumdana I. varianta, tedy aplikace latek spolu s VKE. Vysledky téchto
testU jsou na Obrazcich 14, 15 a 16. Pfi aplikaci kys. adamantankarboxylové s VKE (viz Obr.
14) se nejlépe dafilo neuroniim U373, kde koncentrace 12,5 pg/ml zachranila 54 % bunék.
Stejnd koncentrace nejlépe zabranila cytopatickému efektu u SK-N-SH, prezZilo 33 %

neuronl. U DAQY HTB-186 nebyl zaznamendn vyrazny zachranujici efekt.
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Obr. 14: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci kys. adamantankarboxylové soucasné s infekci.
Hladina signifikance vzhledem k PK: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; F1,3 = 59,11 (one-
way ANOVA, Dunnet post-hoc test).

Obrazek 15 zndazornuje relativni viabilitu bunék pfi aplikaci 2-aminoadamantan
hydrochloridu soucasné s VKE. Glioblastomova linie nejlépe odoldvala cytopatickému
efektu pti 0,78 pg/ml. Linie DAOY HTB-186 prospivala nejlépe pti 50 a 25 pg/ml, avsak ECso
nebylo dosaZzeno ani pfi jedné z pouzitych koncentraci. KyZzeného vysledku se nepodafilo

dosahnout ani u bunécné linie SK-N-SH.
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Obr. 15: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci 2-aminoadamantan hydrochloridu soucasné
s infekci. Hladina signifikance vzhledem k PK: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; F1,4 =
20,53 (one-way ANOVA, Dunnet post-hoc test).

Po aplikaci amantadinu spolu s infekci (Obr. 16) se nepodafilo ani u jedné bunécné

linie prokazat ECso pfi danych koncentracich.
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m U373 m®mDAOQOY HTB-186 m SK-N-SH

Obr. 16: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci amantadinu soucasné s infekci.
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Dale byla testovdna Il. varianta, kdy se k bufkam pfridaly derivdty adamantanu a
nasledujici den byly neurony infikovany VKE. Byla ofekavana vyssi nebo alespon podobna
relativni viabilita bunék v porovndni s prvni variantou (viz Obr. 14-16). Vysledky testu II.

varianty jsou na obrazcich 17, 18 a 19.

Graf na Obrazku 17 zndzoriuje relativni viabilitu bunék pti aplikaci kys.
adamantankarboxylové a nasledujici den infekce VKE. Protektivni ucinek latky lze pozorovat
zejména u linie U373, kde pfi koncentraci 6,25 pg/ml prezilo 55 % bunék. Hranice ECso
témér dosahla také linie DAOY HTB-186 pfi koncentraci 12,5 pg/ml (44 % bunék). U bunék

SK-N-SH nebyl zaznamenan profylakticky efekt zkoumané latky.
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100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 NK PK
Koncentrace kys. adamantankarboxylové (ug/ml)

m U373 ®mDAOY HTB-186 m SK-N-SH
Obr. 17: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci kys. adamantankarboxylové, nasledujici den

infekce. Hladina signifikance vzhledem k PK: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; F1,4 = 62,28

(one-way ANOVA, Dunnet post-hoc test).
Ackoli jsou na Obrdazcich 18 a 19 patrné vyssi hodnoty relativni viability bunék oproti

PK, tak hranice ECsp nebylo dosazeno ani u jedné z bunéénych linii pfi vSech testovanych

koncentracich vybranych derivatl adamantanu.
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Obr. 18: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci 2-aminoadamantan hydrochloridu, néasledujici

den infekce.
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Obr. 19: Relativni viabilita bunék pfi aplikaci amantadinu, nasledujici den infekce.

Posledni testovana lll. varianta — infekce neuralnich bunék a nasledujici den osSetfeni

derivaty adamantanu. Vysledky na Obrdazcich 20-22 dokazuji prakticky nulovy terapeuticky

efekt testovanych latek u vybranych bunécénych liniich infikovanych VKE.
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Obr. 20: Relativni viabilita bunék pfi infekci VKE, nasledujici den aplikace kys.

adamantankarboxylové.
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Obr. 21: Relativni viabilita bunék pfi infekci VKE, nasledujici den aplikace 2-

aminoadamantan hydrochloridu.
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Obr. 22: Relativni viabilita bunék pfi infekci VKE, nasledujici den aplikace amantadinu.

6.3 Méreni virové naloze vné bunék metodou plakové titrace

Tyto testy pokracovaly v ovérovani antivirotického ucinku vybranych derivat(
adamantanu. V kapitole 6.2 byla méfena relativni viabilita infikovanych bunék pomoci MTT
testu, tedy zdali latky pomahaji bunkam prezit infekci VKE. V této ¢asti prace bylo ukolem
zjistit, jestli kys. adamantankarboxylovd, 2-aminoadamantan hydrochlorid ¢i amantadin
mohou svoji pritomnosti v kultivacnim médiu inhibovat mechanismus penetrace viriont do
bunék nebo uvolnéni novych virionl z bunék. K tomuto ucelu byla vyuZita metoda plakové
titrace, pomoci niz byl stanoven titr viru v kultivaénim médiu. Na zdkladé predchozich
pokusU s cytotoxicitou latek a relativni viabilitou bunék, bylo rozhodnuto pouzit bunécnou
linii DAOY HTB-186 a latky o koncentraci 100; 50; 25; 12,5 ug/ml, protoze u této linie byla
pozorovana nejlepsi relativni viabilita v zavislosti na koncentraci vybranych derivat(
adamantanu. Bunky byly opét infikovdny VKE kmenem Hypr o koncentraci 1IMOI ve dvou
variantach — Varianta I: Aplikace latek, poté infekce; Varianta Il: Infekce, poté aplikace latek.
Jako pozitivni kontrola slouzily buriky oSetfené virem s DMSO 0,5 %, vici kterym byly vzorky

porovnavany. Vse bylo provedeno v triplikdtech za konstantniho mnozstvi DMSO 0,5 %. Po
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dokonceni plakové titrace vzork(i a odecteni plakll bylo spocitano mnozstvi PFU/ml dle
fedéni daného vzorku. Pro lepsi prehlednost byly vysledky prevedeny do dekadického
logaritmu. Prislusné triplikaty byly zprdmérovany a vypoctena jejich smérodatna odchylka.

Findlni vysledky jsou graficky zndzornény na Obrdzcich 23-25.

Obr. 23 popisuje mnozstvi viru ve vzorku v zavislosti na koncentraci kyseliny
adamantankarboxylové. Podle ziskanych dat je zjevné, Ze titry viru jsou v obou variantdch
prakticky shodné s pfislusSnou kontrolou, nezavisle na koncentraci latky. Jinymi slovy tato
latka pti danych koncentracich neni schopna inhibovat mechanismus penetrace viriont do

bunék ¢i jejich opusténi z bunék, a to ani v jedné z testovanych variant.

[
o =
1 J

Titr viru (log PFU/ml)

o = N w B~ ] ()] ~N (o] Y]
1

100 50 25 12,5 PK

Koncentrace kys. adamantankarboxylové (ug/ml)

M Latka/infekce M Infekce/latka

Obr. 23: MnoiZstvi viru ve vzorku pfi dané koncentraci kys. adamantankarboxylové

aplikované ve dvou variantdch s prislusnymi kontrolami.

Na Obrazku 24 Ize pozorovat mnozstvi viru ve vzorku pfi danych koncentracich 2-

aminoadamantan hydrochloridu. Vtomto pfipadé nastal obdobny vysledek, jako na
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predchozim grafu, tedy taktéZ se nepodafilo prokazat profylaktickou ¢&i terapeutickou

ucéinnost tohoto derivatu adamantanu.

= e
o =
1 J

Titr viru (log PFU/ml)
o = N w ~ (6] ()] ~ [o0] (o]

100 50 25 12,5 PK
Koncentrace 2-aminoadamantan hydrochloridu (pg/ml)

m Litka/infekce  m Infekce/latka

Obr. 24: Mnoistvi viru ve vzorku pfi dané koncentraci 2-aminoadamantan hydrochloridu

aplikovaného ve dvou variantach s pfislusSnymi kontrolami.

Obr. 25 graficky zndzornuje mnozstvi viru ve vzorkdch v zavislosti na amantadinu
aplikovaného v uvedenych koncentracich pred infekci nebo po infekci VKE. Pokud byla
testovana latka aplikovana pfi koncentracich 25 a 12,5 pg/ml, nebyla pozorovana vyrazna
zména titru viru oproti kontroldm u obou variant. Zajimavého vysledku bylo dosazeno pfi
aplikaci amantadinu o koncentraci 50 pg/ml den pred infekci, priCemz statisticka analyza
kontrole. Z tohoto vysledku vyplyvd, Ze amantadin pfi koncentraci 50 ug/ml vykazoval
profylakticky ucinek vici VKE u bunék DAOY HTB-186. Dale je na grafu vidét pokles
mnozZstvi viru ve vzorku pri koncentraci latky 100 pg/ml ve varianté, kdy byla latka
aplikovana den po infekci. Vzhledem k predchozimu testu, vyobrazenému na Obrazku 22 a
smérodatné odchylce tohoto priiméru (triplikatu), se autor domniva, Ze se jedna spise o
chybu, navic statisticka analyza taktéz neprokazala rozdil vii¢i PK. Nicméné tuto domnénku

by bylo vhodné ovérit.
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Obr. 25: Mnoizstvi viru ve vzorku pti dané koncentraci amantadinu aplikovaného ve dvou
variantach s prislusnymi kontrolami. Hladina signifikance vzhledem k PK: *p < 0,05; **p <

0,01; ***p < 0,001; F1,4 = 114,06 (one-way ANOVA).

6.4 Méreni virové naloze uvnitr bunék metodou gqRT-PCR

Zatimco predchozi kapitola 6.3 pojedndvda o mnozstvi virovych partikuli obsazenych
v médiu, tak tato ¢ast prace ovéruje titr viru uvnitf bunék. Respektive je sledovano relativni
mnozstvi virové RNA obsaZeného uvnitf bunék, které prezily infekci VKE, v zavislosti na
koncentraci latky. Ktotmuto ucelu byla zvolena jednokrokovd qRT-PCR. Vzorky bunék,
potazmo RNA, pochazely z experimentu popsaného v kapitole 5.6. Vzhledem k mylce
autora, kdy extrahovanou RNA ze c¢tvrtiny vzork( nedopatfenim rozpustil v nadbytku DEPC
H,0, ztraté chloridu litného v laboratofi (pomoci néhoz by byla RNA znovu precipitovana),
kontaminaci box{ pro pfipravu master mix roztok( a finanéni i ¢asové narocnosti bylo

relativni mnoiZstvi virové RNA stanoveno pouze u bunék oSetfenych amantadinem
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(koncentrace 100; 50; 25; 12,5 pg/ml) sDMSO 0,5 % jeden den pred infekci VKE. Byly
vybrany pravé tyto vzorky, protoZe dle vysledk( plakové titrace dochazelo k prikaznému
snizeni titru viru (viz Obr. 25) pouze v této varianté. Vytézek extrakce RNA z téchto vzorkd
je zaznamendn v Tab. 9. Pfed samotnou jednokrokovou gRT-PCR byly vzorky nafadény na

koncentraci 20 ng/ul.

Tab . 9: Koncentrace extrahované RNA ze vzorkd v 25 ul DEPC H;O0.

koncentrace amantadinu (ug/ml) koncentrace RNA ve vzorku (ng/ul)
100 131
100 105
100 163
50 261
50 120
50 313
25 166
25 292
25 129
12,5 235
12,5 150
12,5 199
PK 208
PK 253
PK 203

Po dokonéeni qRT-PCR byly ziskany hodnoty C: pro virovou RNA a referencni gen
HPRT. Porovnanim téchto hodnot bylo ziskano relativni mnozstvi virové RNA v jednotlivych
vzorkach metodou AA-C:. Pfi této metodé je relativni mnoZstvi virové RNA odecteno
vzhledem kreferen¢nimu genu HPRT. Ziskané hodnoty byly porovnany vici pozitivni
kontrole, coz byly buriky oSetfené DMSO 0,5 % a VKE. Vysledky téchto analyz jsou nize
vyobrazeny na Obr. 26.
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Dle predchozich vysledkl na Obr. 19 a 25 nebyla ocekavdna zasadni zména
relativniho mnozstvi virové RNA uvnitf bunék vici PK, avSak tento test ukazal prekvapivé
vysledky. Z Ordzku 26 je na prvni pohled patrny rozdil mezi testovanymi vzorky a pozitivni
kontrolou. U preZivSich bunék DAOY HTB-186, oSetfenych amantadinem pfi danych
koncentracich jeden den pred infekci VKE, byl zaznamenan prokazatelny pokles relativniho
mnozstvi virové RNA vUci PK pfi koncentraci latky 100 pg/ml (0 %) a 50 pg/ml (3 %).
K viditelInému poklesu hodnoty doslo také u koncentrace 25 pug/ml (55 %), ta vsak byla jiz
statisticky neprikazna. Naopak ke zvyseni relativniho mnozstvi virové RNA vici PK doslo u

koncentrace 12,5 pug/ml (139 %).

150% A

100% A

50% A

Relativni mnozstvi virové RNA (%)

L
[ B

0% r i
100 50 25 12,5 PK

Koncentrace amantadinu (pg/ml)

Obr. 26: Relativni mnozstvi virové RNA uvnitf bunék v zavisloti na koncentraci amantadinu.
Hladina signifikance vzhledem k PK: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; F(100)14 =
2988012, F(50)1,4 = 16170 (one-way ANOVA).
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6.5 Ovéreni antivirotického ucinku u vybranych stilbenli na
prezivani pokusnych mysi infikovanych VKE

Predeslé kapitoly pojednavaly o inhibici replikace VKE pomoci vybranych derivat(
adamantanu. BohuZel testy neprokdzaly pfrili§ velkou uGcinnost téchto Ilatek, coby
potencialnich 1ékd proti tomuto viru, proto bylo od in vivo testl opusténo. Mezitim Mgr.
Hana Maskova dospéla pfi obdobnych in vitro pokusech se stilbeny kvelmi slibnym
vysledklm (viz Maskova, 2018). Z tohoto dlvodu byly in vivo testy na mysich navrieny na
zakladé prace této autorky.

Pokusy s laboratornimi mySmi byly provedeny celkem ve dvou sériich (viz kapitola
5.7). Vobou sériich byly mySim aplikovany vybrané stilbeny, konkrétné: piceid (PIC),
resveratrol (RSV) a e-viniferin (VIN). Doplniujici testovanou latkou byl mysi IFN-B, at uz
samostatné, nebo v kombinaci se stilbeny. V prvni sérii byly testované latky injikovany
v nasledujicich davkach — PIC a VIN 12,5 pg/1g mysi; RSV 1,56 ug/1g mysi. Infekce byla
provedena VKE kmenem Hypr (1000 PFU/mys). Ur¢itym pokusnym skupinam byl aplikovan
IFN-B (150 000 IU/mys). Po injikacich byly mysi kontrolovany dvakrat denné a pribéh
infekce fadné zaznamenavan. Pro zjednoduseni interpretace vysledkl jsou uvedeny pouze
zivé mysi za dany den (viz Tab. 10). Kontrolni skupinu tvofily infikované mysi oSetfené PBS +
1,56 % DMSO (stejné mnoZstvi DMSO bylo injikovano i ostatnim skupinam). Sledovanou
proménou byla stfedni doba preziti dané skupiny, neboli takovd doba, kdy Zije pravé 50 %
testovanych subjektu.

V druhé sérii in vivo testl pribyla varianta, kde byla pfedem injikovana infekce a az
nasledujici den latky. Tato varianta slouzila k ovéfeni, zdali by vybrané stilbeny mohly byt
pouzity pro terapeutické ucely. Latky byly tentokrat aplikovany o vy$si davce — RSV 5 pg/1g
mysi; PIC 50 ug/1g mysi a VIN 25 pg/1g mysi. Mnoizstvi interferonu a VKE byly aplikovany
stejné jako v prvni sérii. Kontrolni skupinu tvotily nakazené mysi oSetfené PBS + 6,25 %
DMSO (stejné mnozstvi DMSO bylo injikovano i ostatnim skupinam). Vysledky druhé série in

vivo pokusUl jsou zaznamenany v Tab. 11.

-51-



Tab. 10: Mnozstvi Zivych mysi v jednotlivych skupinach za dany den v prvni sérii.

stfedni doba
d.p.i. . .| 9. . . . . . . . .| preiiti (dny)

kontrola PBS + DMSO + VKE

RSV + VKE
PIC + VKE
VIN + VKE
IFN + VKE
RSV+ IFN + VKE
PIC + IFN + VKE
VIN + IFN + VKE

l. varianta

RSV, nasledujici den VKE
PIC, nasledujici den VKE
VIN, nasledujici den VKE
IFN, nasledujici den VKE
RSV + IFN, nasledujici den VKE
PIC + IFN, nasledujici den VKE
VIN + IFN, nasledujici den VKE

Il. varianta

Tabulka 10 predstavuje pocet Zivych mysi za dany den v jednotlivych skupinach prvni
série. Prvnich sedm dni po infekci nedoslo k uhynu zvifete ani v jedné pokusné skupiné.
Sedmy den po infekci se zacaly objevovat znamky onemocnéni (roz¢epyrend srst, apatie).
V kontrolni skupiné zemfely témér vSechny mysi devaty a desaty den. V téchto dnech byla
zaznamendna také vysoka mortalita v prvni varianté, predevsim u skupin oSetfenych pouze
stilbeny. Nicméné vétsina laboratornich zvitat jiz trpéla symptomy pokrocilé klistové
encefalitidy — apatie, ¢astec¢nd Ci Uplna paralyza. Ke kritickému zvratu doslo jedenacty den
po infekci, kdy zemrela posledni mysS kontrolni skupiny a taktéz drtiva vétSina mysi ve
skupinach prvni varianty. Ze stfedni doby preziti pak vyplyva, Ze aplikace latek soucasné
s infekci VKE prakticky neprodluzuje délku Zivota testovanych subjekt(.

Naproti tomu injikace vybranych stilbenl den pred infekci (ll. varianta) mysSim
prokazatelné poskytovala protektivni Ucinek proti VKE. Piceid v kombinaci s interferonem
prodluzoval stfedni dobu preziti skupiny dokonce o 5 dni v porovnani s kontrolou. Obecné
stilbeny spolec¢né s IFN, aplikované den pred infekci, priimérné prodluzovaly dobu preZiti o

4 dny, samotné latky pak o 2 dny vici kontrole.
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Tab. 11: MnoZstvi Zivych mysi v jednotlivych skupindch za dany den v druhé sérii.

stfedni doba
d.p.i. . . . . . . . 12. 13. 14. 15. |16.-23. preiiti (dny)

kontrola PBS + DMSO + VKE

RSV + VKE
PIC + VKE
VIN + VKE
IFN + VKE
RSV+ IFN + VKE
PIC + IFN + VKE
VIN + IFN + VKE

l. varianta

RSV, nasledujici den VKE
PIC, nasledujici den VKE
VIN, nasledujici den VKE
IFN, nasledujici den VKE
RSV + IFN, nasledujici den VKE
PIC + IFN, nasledujici den VKE
VIN + IFN, nasledujici den VKE

Il. varianta

VKE, nasledujici den RSV
VKE, nasledujici den PIC
VKE, nasledujici den VIN
VKE, nasledujici den IFN
VKE, nasledujici den RSV + IFN
VKE, nasledujici den PIC + IFN
VKE, nasledujici den VIN + IFN

IIl. varianta
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Tabulka 11 znazornuje jednotlivé pokusné skupiny ve tfech variantach druhé série.
Prvnich pét dni po infekci nezemrela Zaddna laboratorni mys. Paty den se zacaly projevovat
znamky infekce. Sesty den doslo k jednomu umrti ve skupiné, kterd byla oetfena PIC s VKE.
Nasledujici den byla zaregistrovdna nizka mortalita u dalSich péti skupin, zatimco mysi
v kontrolni skupiné opét zemrely aZ osmy a devaty den po infekci. Desaty den po infekci
zemtela posledni mys kontrolni skupiny, stejné tak infekci VKE podlehly témér vsechny mysi
i v ostatnich skupinach. Nejlépe se dafilo pokusnym zvifatim v druhé varianté, jenz byla
oSetfena samotnym IFN nebo v kombinaci s RSV. Dvandcty azZ dvacaty treti den po infekci jiz
nedochazelo k Zddnym zméndm v poctu mysi.

Pfi porovnani stfedni doby preziti je patrné, ze stilbeny nemaji terapeuticky ucinek
proti VKE (lll. varianta). Aplikace latek a interferonu soucasné s VKE (l. varianta) prodlouzila
stfedni dobu preziti primérné o 2 dny vici kontrole. Za zminku stoji skupina ,VIN + IFN +
VKE*, kde na konci testu bylo zdravych 37,5 % pokusnych zvifat. Nejvice zajimavy vysledek
se vyskytoval ve druhé varianté reprezentujici profylaxi, nebot pfi injikaci samotného
interferonu nebo v kombinaci s RSV na konci pokusu bylo zdravych vice nez 50 % mysi.
Z tohoto divodu nebylo u téchto skupin ani mozné vypocitat stfedni dobu preziti. Nicméné
indikace samotného IFN k profylaxi je ponékud nevhodnd kvili nespecifickym Skodlivym
ucinkdm. Aplikace pouze stilbend pfi téchto koncentracich zplsobovala u mysi vyssi

mortalitu oproti prvni sérii. NejspiSe se zde uplatfioval vyraznéjsi toxicky vliv latek.
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7 Diskuze

V soucasné dobé neexistuje prima efektivni |écba pro arbovirové infekce napadajici
centralni nervovou soustavu. Vyjimkou neni ani virus klisStové encefalitidy z Celedi
Flaviviridae, ktery zplisobuje cetné neurologické potize u lidi Zijicich na Uzemi Eurasie
(Pfeffer a Dobler, 2010). Napfiklad v rozmezi let 1991-2010 bylo v Rusku a Evropé hlaseno
celkem 169 292 nemocnych, z toho 58 451 (35 %) pfipada na Evropu. Nicméné pokud se
tento Casovy uUsek rozdéli na dvé obdobi: 1991-2000 a 2001-2010, Ize jejich porovnanim
sledovat, Ze morbidita KE ma kolisavy charakter v zavislosti na ¢asové periodé a Uzemi.
V Pobalti (Estonsko, Litva, LotySsko) byl zaznamendn pokles nemocnych o 65 % a v Rusku o
46 %. Na druhé strané jsou viak alarmujici &isla ze statd stfedni Evropy (Ceskd republika,
Némecko, Polsko a Svycarsko), kde byla nemocnost navy$ena o 144 %. V severnich zemich
(Norsko, Finsko, Svédsko) doslo k 99 % vzestupu morbidity (Kunze, 2012), navic v minulosti
se ve Skandinavii VKE ani nevyskytoval (Hall a kol., 2010). PrestoZe existuji spolehlivé
vakciny proti VKE, tak naptiklad v Ceské republice dosahuje proo&kovanost populace pouze
16 %. Pokud se u nakazené osoby pIné rozvine KE, jsou k dispozici stale jen podplrné a
symptomatické postupy lécby, tudiz progndza pro pacienta neni pfiznivd (Heinz a kol.,
2013). Tato cisla zdGraznuji potfebu VKE i nadale studovat a hledani novych Iéku stoji za

investovani financnich prostredka.

Latky testované na bunéénych liniich v této praci se radi mezi diamantoidy, cozZ je
skupina slouéenin odvozenych od adamantanu, ktery byl poprvé objeven v hodoninské ropé
chemiky Landou a Machdackem (Fort a Schleyer, 1964). Adamantan a jeho derivaty si ziskaly
svou pozornost v mnoha odvétvich, nicméné v souvislosti s touto praci je dulezity jejich
farmakologicky profil. U derivatli adamantanu byl prokazan antibakteridlni (Aigami a kol.,
1975), antimykoticky (Kadi a kol., 2007), antiviroticky (Kolocouris a kol., 1994), trypanocidni
(Papanastasiou a kol., 2008) a Parkinson zmirfujici (Chakrabarti a kol., 1976) ucinek. V této
praci byl konkrétné zkoumdn antiviroticky vliv amantadinu, 2-aminoadamantan
hydrochloridu a kyseliny adamantankarboxylové. Amantadin, komeréné Symmetrel®, byl
donedavna vyuzivan pfi |écbé chripky typu A, kde blokoval M2 iontové kanaly a tim
znemozioval prlnik virionu do bunky (Basari¢ a kol., 2014). Ackoli u chfipky typu A vznikla

k amantadinu resistence diky mutaci genu M2 kandld, byla u néj prokazana schopnost
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inhibovat replikaci viru hepatitidy C (VHC) (Smith, 1997). Jina studie doklada antiviroticky
efekt této latky proti viru horecky dengue (Koff a kol., 1980). VHC i virus horecky dengue
patfi do Celedi Flaviviridae, stejné jako virus klistové encefalitidy (Yudin a kol., 2018). Proto
bylo rozhodnuto vyzkouset antiviroticky ucinek amantadinu také proti VKE.

Pro in vitro pokusy bylo nutné zvolit vhodny pokusny materidl. Na zakladé zndmych
informaci byly zvoleny bunécéné linie neuralniho plvodu, nebot pravé ty VKE nejvice
posSkozuje svym replikacnim cyklem, vdUsledku cehoz postizené osoby trpi
neuropatologickymi komplikacemi (Dumpis a kol.,, 1999). Jmenovité byla pouzita
medulloblastomova (DAOY HTB-186), glioblastomova (U373) a neuroblastomova (SK-N-SH)
linie. Prvnim cilem bylo ovéfit cytotoxicitu vybranych derivdtd adamantanu pro vyse
zminéné neurony. Jako hrani¢ni hodnota byla zvolena LCso pro jednotlivé bunécné linie a
substance. Jinymi slovy je to takova koncentrace latky, ktera zabije pravé 50 % bunék. Na
zakladé bakalarské prace (Vokurka, 2016) bylo zprvu pracovano s maximalni koncentraci
latek 500 ng/ml a déle dvojkovym fedénim az do 3,9 ng/ml, nebot tento autor pozoroval
cytotoxicitu nékterych derivatd adamantanu u linie U373 jiz pfi téchto koncentracich.
Cytotoxicitu latek sledoval pomoci priitokové cytometrie. Tato metoda je bezpochyby velice
zajimava a pfinosna, nicméné se nehodi pro kvantifikaci celého vzorku, jelikoz vyhodnocuje
pfedem nastaveny pocet eventl (bunék), tedy jen ¢ast vzorku. Navic samotné vyhodnoceni
je oproti jinym metodam do jisté miry subjektivi kvuli tzv. gateovani (Penka a Tesarova,
2011). V této praci byly buriky kultivovany spolu s latkami o poZadované koncentraci Ctyfi
dny, poté probéhlo zméreni relativniho mnoiZstvi prezivajicich neurond pomoci
biochemické metody — MTT test. Tento test je zaloZen na schopnosti bunék metabolizovat
ve vodé rozpustné MTT na krystalky formazanu, jez jsou rozpustné v organickém
rozpoustédle (napf. DMSO). Velkou prednosti této metody je rychlost a moznost analyzovat
vice vzorkl soucasné (omezeni je dano parametry spektrofotometru). MTT test byl vyvinut
k uréeni cytotoxicity latek ¢i bunécéné proliferace u savcich bunék, navic je jiz ovéren
nékolika desitkami let v praxi (Sieuwerts a kol., 1995). Vysledky test(i s koncentraci latek od
3,9 do 500 ng/ml neprokazaly vyrazny cytotoxicky efekt ani u jedné z bunécnych linii.
Vzhledem k tomu, Ze relativni mnozstvi bunék nekleslo pod hranici 50 %, tak nebylo mozné
ziskanymi hodnotami prolozit pfimku, pomoci jejiz rovnice by byla dopocitdna LCso pro

jednotlivé latky u vybranych neuront. Tudiz koncentrace vybranych latek byla zvySena od
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0,78 do 100 pg/ml. Ziskand data ztéchto testl podporovala predchozi tvrzeni, Ze
koncentrace 3,9 az 500 ng/ml nezahrnovala cytotoxickou mez LCso u vybranych bunécnych
linii. Kuptikladu v praci (Koff a kol., 1980) nepozorovali cytotoxicitu amantadinu u opicich
leukocytl LLC-MK2 ani pfi koncentraci 100 pg/ml. Na druhou stranu jiny védecky tym
pozoroval cytotoxicky efekt amantadinu pfi koncentraci = 20 pug/ml u hepatocytarni linie
Huh 7 (Steinmann a kol., 2007). V této praci byla uréena LCsp testovanych latek pro vybrané
neurony nasledné: kys. adamantankarboxylovda — U373cs0 = 101,38 pg/ml; DAOY HTB-
1861cs0 = 163,76 pg/ml; SK-N-SHicso = 93 pg/ml; 2-aminoadamantan hydrochlorid — U373 cso
= 52,48 pug/ml; DAQY HTB-186.cs0 = 98,84 ug/ml; SK-N-SHicso = 47,7 pg/ml; amantadin —
U3731cs0 = 66,49 pg/ml; DAOY HTB-1861cs0 = 108,68 pg/ml; SK-N-SHicso = 49,86 pg/ml.

Dalsim krokem bylo zjistit, zdali vybrané derivaty adamantanu dokazi zcela di
CasteCné ochranit bunééné linie prfed infekci VKE. Latky byly opét aplikovany od
koncentrace 100 pg/ml a dale dvojkovym fedénim do 0,78 pg/ml s konstantnim mnozstvim
0,5 % DMSO. DMSO je ve farmakologii béZné uzZivané organické rozpoustédlo, které bunky
dokazi tolerovat az do 10 % (Da Violante a kol., 2002). Latky byly testovany celkem ve tfech
variantach (viz kapitola 6.5). Ulelem bylo ovéfit, jestli latky Gc&inkuji profylakticky ¢i
terapeuticky. S ohledem na cilovou strukturu amantadinu, znamou u viru chfipky, byl
ocekavan spiSe profylakticky ucinek latek (Eyer a Hruska, 2013). Jako hranice ucinnosti byla
zvolena ECsp, neboli takova koncentrace substance, ktera zabrani cytopatickému efektu u
alespon 50 % bunék vici negativni kontrole. Triplikaty byly méreny pomoci MTT testu treti
den po infekci a pfidani Iatek. Pro prvotni orientaci byly Iatky aplikovany spolecné s VKE
(kmen Hypr) v koncentraci 1 MOI. Amantadin se pfi této varianté ukazal jako neucinny dle
preddefinovanych méritek, zatimco kys. adamantankarboxylova pfi koncentraci 12,5 ug/mi
zachranila 54 % bunék U373. SvétSim rozptylem dat byl také prokdzan ucinek 2-
aminoadamantan hydrochloridu pfi koncentraci 0,78 pg/ml, kde prezZilo 55 % neurond
U373. Dale byly substance aplikovany ve varianté odpovidajici profylaxi, tedy prvni den
latky a nasledujici den infekce. V této varianté bylo hodnoty ECsp dosazeno pouze u kys.
adamantankarboxylové pfi koncentraci 6,25 pg/ml u bunék U373 (55 %). V posledni
varianté byl testovan terapeuticky ucinek, tedy prvni den infekce a nasledujici den aplikace

latek, ktery byl prakticky nulovy u viech vybranych derivatl adamantanu.
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Dale bylo ovéreno, zdali jsou vybrané adamantany schopné ovlivnit penetraci
virion(i do bunék ¢i opusténi virionl z bunék. K tomuto ucelu byla vyuZita metoda plakové
titrace, pomoci niZz se stanovuje mnozstvi plakotvornych jednotek na jeden mililitr (de
Madrid a Porterfield, 1969). Stejna metoda byla vyuZita napf. v praci (Moser a kol., 2018),
kde byl urcovan titr viru Zika (rod Flavivirus) u savcich a komarich bunék. U latek bylo opét
testovano, jestli pusobi profylakticky ¢i terapeuticky, pficemz byly aplikovdny o koncentraci
100; 50; 25 a 12,5 pg/ml s DMSO 0,5 %. Na zakladé cytotoxickych testd byl tento pokus
demonstrovan na bunécéné linii DAOY HTB-186, protozZe pravé u této linie byla pozorovana
nejlepsi relativni viabilita bunék v zavislosti na koncentraci latek (viz Tab. 8). Buriky byly
opét infikovany VKE kmenem Hypr o koncentraci 1 MOI a kultivovany stejnym zpUsobem
jako pfi uréovani relativni viability bunék infikovanych VKE. Jako pozitivni kontrola slouzily
infikované bunky osetrené DMSO 0,5 %, vUci které byly ziskané hodnoty porovnavany.
K prikaznému sniZeni titru viru v médiu doslo pouze ve varianté reprezentujici profylaxi u
amantadinu pfi koncentraci 50 pg/ml. Vjiné praci bylo prokazano, Ze stejnd koncentrace
amantadinu ucinné inhibuje replikaci viru dengue (Koff a kol., 1980).

Dalsi test slouzil ke zjiSténi, zdali vybrané derivaty adamantanu mohou ovlivnit miru
replikace virové RNA uvnitf prezivSich bunék. Data byla obdriena pomoci metody
jednokrokové qRT-PCR. Vzorky virové RNA pochazely z bunék, u nichZ byl uréovan titr viru v
kultivaénim médiu. Vzhledem ke komplikacim zminénych v kapitole 6.4 bylo uréeno
relativni mnoiZstvi virové RNA pouze u varianty reprezentujici profylaxi pfi danych
koncentracich amantadinu. Ziskana data z qRT-PCR byla prepoctena metodou AA-C;, ¢imz
bylo zjisténo relativni mnoiZstvi virové RNA ve vzorkach. Metoda AA-C: byva z pravidla
vyuZita v pripadé, kdy je relativni mnozstvi RNA urcovano vici referenénimu housekeeping
genu (Livak a Schmittgen, 2001). Na zakladé predchozich vysledkd nebyl o¢ekavan zasadni
rozdil mezi relativnim mnozstvim virové RNA ve vzorkach oSetfenych amantadinem a v PK.
Nicméné test prinesl prekvapivé vysledky, kde u prezivsich bunék oSetfenych amantadinem
o koncentraci 100 pg/ml, bylo v porovnani s PK prokazatelné 0 % virové RNA a pfi 50 pg/ml
to byly 3 %. Pokles relativniho mnozstvi virové RNA nastal také u koncentrace amantadinu
25 pg/ml, ten vsak jiz nebyl statisticky priikazny. Tyto vysledky naznacuji, Ze u bunék, které
prezily infekci VKE, dochazi ke sniZzeni exprese virové RNA v zdvislosti na koncentraci

amantadinu, ale nema zdsadni vliv na mnozstvi virion uvolnénych do média.
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Novéjsi studie dokladaji, Ze schopnost amantadinu inhibovat replikaci VHC byla
plvodné mylna. Badatelé Jubin a kol. (2000) testovali amantadin proti VHC pfi rGznych
koncentracich, avsak ani pfi vysoké koncentraci 100 pug/ml nepozorovali Zddnou ucinnost.
Nicméné pfi velmi vysokych koncentracich 200 a 400 pg/ml byla zaznamenana sniZzena
prace potvrzuje, Ze amantadin skutecné nezplisobuje specifickou inhibici replikace VHC
(Steinmann a kol., 2007). Tato prdce také nepotvrdila dostatecny profylakticky Cci
terapeuticky efekt amantadinu a dalSich dvou derivati adamantanu proti VKE, jenz je
stejné jako VHC z ¢eledi Flaviviridae.

Ackoli v soucasnosti stale chybi oficidlni Iék pri boji s KE, tak vyzkumy naznaduji
slibné ucinky napfiklad u nasledujicich ptipravkl: ivermectin (Mastrangelo a kol., 2012),
thymalin a leukinferon (Krylova a Leonova, 2001) ¢i aplikace univerzalniho antivirového
pfipravku Panavir, ktery doposud nebyl v ramci Evropské unie registrovan (Litvin a kol.,
2009). Minuly rok se ¢eskému tymu podafrilo prokdzat Gcinnost Arbidolu, cozZ je Iék proti
chiipce registrovany pouze na tzemi Ruska a Ciny (Haviernik a kol., 2018). Dal$i latky
inhibujici replikaci VKE spadaji do skupiny stilbend, jejichz ucinnost in vitro potvrdila ve své
magisterské praci Mgr. Hana Maskova (Maskova, 2018). Na zakladé prace této autorky byly

vybrané stilbeny ovéreny proti VKE in vivo.

Stilbeny jsou pfirodni latky ze skupiny polyfenoll, které se v poslednich letech
dostaly do stfedu zajmu mnohych védca diky svym pozitivnim uc¢ink(m na lidské zdravi. Byl
u nich  kupfikladu zjistén antibakteridlni, antikancerogenni, antiparazitarni,
kardioprotektivni, zanét zmirnujici ¢i pro tuto praci nejdalezitéjsi antiviroticky ucinek (Xia a
kol., 2010). V pfirodé najdeme stilbeny predevsim ve vinné révé (V. vinifera). Hlavnimi
zastupci stilben( jsou resveratrol, piceid a viniferin, ktefi byli zkoumani v této praci proti
VKE in vivo. Napfiklad u resveratrolu byl prokdzan antiviroticky Ucinek proti viru horecky
dengue, jenz je stejné jako VKE soucasti ¢eledi Flaviviridae (Zainal a kol., 2017).

V prvni sérii byly vybrané stilbeny aplikovany i. p. spole¢né s imunomodulacni latkou
(mySim IFN-B) ve dvou variantach (viz Tab. 10). Mysi byly infikovany VKE kmenem Hypr
(1000 PFU/mys) a osetfeny latkami o nasledujici davce: PIC a VIN 12,5 pg/1g mysi; RSV 1,56

ug/lg mysi. Urcitym skupindm byl injikovan IFN-B (150 000 |U/mys). Laboratorni zvifata
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zaCala umirat osmy az devaty den po infekci VKE kmenem Hypr, coZ koreluje s dostupnou
literaturou (Wallner a kol., 1996). Posledni mys$ v kontrolni skupiné uhynula 11. den po
infekci. V tomtéz dni zemrela i vétSina mysi v |. varianté oSetfenych stilbeny (pripadné IFN-
B) soucasné s infekci. Porovnanim stfednich dob preZiti jednotlivych skupin se stfedni
dobou preziti kontrolni skupiny, byl pozorovan zanedbatelny ucinek stilbent proti VKE
v této varianté. Na druhou stranu, mysi ve Il. varianté, kterym byly injikovany latky den pfred
infekci, prospivaly o poznani |épe, obzvlasté mysi oSetfené stilbeny spolecné s
interferonem. Stfedni doba preziti u mysi oSetfenych samotnymi stilbeny byla v priméru
prodlouZena o dva dny v porovnani s kontrolou. V kombinaci s interferonem byla pak
stfedni doba preziti prodlouzena o 4 dny. Ke zvySeni viability mysi po aplikaci RSV bylo
naptiklad dosazeno také v prdci (Chen a kol., 2019) pfi infekci virem zpUsobujici Aujeszkyho
chorobu. Obdobny vysledek byl taktéz publikovan v praci (Palamara a kol., 2005), kde RSV
pfi profylaxi vyrazné prodluzoval délku Zivota mysi infikovanych virem chfipky typu A.

V druhé sérii in vivo pokustd byly vybrané polyfenoly injikovany i. p. spolec¢né
s imunomodulacni latkou ve trech variantach (viz Tab. 11). Prvni a druha varianta zUstala
stejnd jako u prvni série. Treti variantu tvofily skupiny mysi, které byly jeden den pfed
aplikaci stilben( (pfipadné IFN-B) nakazeny VKE pro ovéreni terapeutického ucinku téchto
latek. V této sérii byly latky aplikovany o vyssi davce: RSV 5 pug/1g mysi; PIC 50 pg/1g mysi a
VIN 25 pg/1g mysi. Prislusnym skupinam byl spolu s latkou injikovan IFN-B (150 000 IU/mys)
a vSechny mysi byly infikovany VKE kmenem Hypr (1000 PFU/mys). Kontrolni skupinu tvofily
nakazené mysi oSetfené PBS + DMSO 6,25 %. Stejné mnoZstvi DMSO bylo aplikovano i
ostatnim mysim ve vSech variantach. Prvni umrti (1 mys) bylo pozorovano 6. den po infekci
u skupiny oSetfené PIC a VKE zaroven. Nasledujici den zemiely mysi oSetfené RSV + VKE (1
mys); RSV, poté infekce (2 mysi); VIN, poté infekce (1 mys); Infekce, poté IFN (1 mys) a
Infekce, poté VIN + IFN (1 mys). Mysi v kontrolni skupiné uhynuly 8. a 9. den po infekci, coz
se shoduje s predchozi sérii testl a dostupnou literaturou (Wallner a kol., 1996). Desaty den
po infekci zemrela posledni mys kontrolni skupiny, stejné tak byla pozorovana vysoka
mortalita u ostatnich skupin ve vSech variantach, kromé zvirat v druhé varianté osetrenych

samotnym IFN nebo v kombinaci s RSV.

PFi porovnani prvnich variant (latky + VKE) mezi prvni a druhou sérii, tak nelze

pozorovat zasadni rozdil u stfednich dob preziti jednotlivych skupin. Ztoho vyplyva, Ze
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aplikace stilbend o vy3$si ddvce spolecné s VKE nezlepSuje pribéh infekce. Nicméné pfi
porovnani skupin ,,VIN+IFN+VKE“, tak v prvni sérii zemtela posledni mys 11. den po infekci,
zatim co v druhé sérii bylo na konci pokusu (23. den po infekci) stale zdravych 37,5 % zvitat.
Porovnanim druhych variant mezi prvni a druhou sérii testd, je zfejma vy3$si mortalita pfi
injikaci latek den pred infekci. Primérna doba preziti je u druhé série zkracena v priiméru o
3 dny V{ci prvni sérii. NejspiSe se zde uplatiiovala vyssi toxicita substanci, navic Mgr. Hana
Maskova ve své magisterské praci zjistila, Ze pokud jsou aplikovany stilbeny spole¢né s IFN,
tak dochazi ke snizeni relativni viability bunék oproti samotné aplikaci stilbent (Maskova,
2018). Na druhou stranu byl u druhé série pozorovan velmi zajimavy vysledek u skupin,
kterym byl aplikovan samotny IFN ¢i v kombinaci s RSV. Na konci pokusu bylo v téchto
skupinach zdravych vice nez 50 % mysi. Z tohoto dlvodu u nich ani nebylo mozné urcit
pramérnou dobu preZiti. Bohuzel samotny interferon neni vhodny k profylaxi diky svym
Skodlivym vedlejSim ucinkim, mezi néz zprvu patfi naptiklad: Unava, horecka, zimnice,
myalgie, ztrata hmotnosti, nauzea, porucha pozornosti a spanku; pozdéji se objevuje
kupfikladu: atlum kostni dfené, cetné infekce, autoimunitni choroby, vazné psychiatrické
poruchy (Renault a Hoofnagle, 1989). Terapeuticky ucinek stilben( (lll. varianta) nebyl pfi
in vivo testech druhé série dokazan, tudiz tyto vybrané latky se pro Ié¢bu infekce VKE jevi

jako nevhodné.
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8 Zavér
Cast prace s vybranymi derivaty adamantanu:

v Cytotoxicky efekt LCso u vybranych derivdtd adamantanu byl pro bunééné linie
U373, SK-N-SH a DAQY HTB-186 prokazan biochemickou MTT metodou pfi
koncentraci latek od 0,78 do 100 pg/ml. Pro jednotlivé bunééné linie a latky byla
LCso urcena nasledovné: kys. adamantankarboxylova — U373.cso = 101,38 pg/ml;
DAQOY HTB-186.cso = 163,76 pg/ml; SK-N-SHicso = 93 pg/ml; 2-aminoadamantan
hydrochlorid — U373cs0= 52,48 ug/ml; DAOY HTB-186.cs0 = 98,84 pg/ml; SK-N-SHcso
= 47,7 pg/ml; amantadin — U373cso = 66,49 pg/ml; DAOY HTB-186.cso = 108,68
ug/ml; SK-N-SHycso = 49,86 pg/ml.

v’V zavislosti na relativni viabilité bunék infikovanych VKE byl profylakticky Géinek u
vybranych derivatl adamantanu pozorovdn pouze u bunécéné linie U373, kde pfi
aplikaci kys. adamantankarboxylové o koncentraci 6,25 pg/ml prezZivalo 53 % bunék,
¢imZ dosahly predem stanovené hranice ECso. V pfipadé aplikace latek soucasné
sinfekci VKE tatdaz bunécnd linie dosahovala hodnoty ECso u  kys.
adamantankarboxylové pfi koncentraci 12,5 pg/ml a 2-aminoadamantan
hydrochloridu pti koncentraci 0,78 pg/ml. Terapeuticky ucinek latek nebyl prokazan

ani u jedné z testovanych latek pfi danych koncentracich pro vybrané bunééné linie.

v Virovd naloZ v kultivaénim médiu u infikovanych bunék DAOY HTB-186 byla
prokazatelné nizsi pouze v pripadé aplikace amantadinu o koncentraci 50 pug/ml den

pred infekci VKE.

v Test jednokrokové qRT-PCR prokazal signifikantni pokles relativniho mnoZstvi virové
RNA u prezivsich bunék DAOY HTB-186 oSetfenych amantadinem o koncentraci 100

a 50 ug/ml jeden den pred infekci.
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Cast prace s vybranymi stilbeny:

v' PFi in vivo pokusech byl prokdzan profylakticky Géinek vybranych stilbend
aplikovanych v nasledujici davkach: PIC a VIN 12,5 pg/1g mysi; RSV 1,56 ug/lg mysi.
Primérna doba Zivota byla v priméru prodlouzena o 2 dny. Pokud byly latky
aplikovadny spolecné s mysSim IFN-B, tak doslo k prodlouzeni primérné doby Zivota

dokonce o 4 dny.

v' Samotné stilbeny injikované den pfed infekci neprodluZzuji primérnou dobu Zivota u
pokusnych zvitat pfi téchto davkach: RSV 5 pg/1g mysi; PIC 50 ug/1g mysi a VIN 25

ug/1g mysi.

v" Na konci in vivo pokusu bylo zdravych vice nez 50 % mysi oSetfenych IFN-B

v kombinaci s RSV o davce 5 pg/1g mysi.

v Nebyl prokazan terapeuticky Gc¢inek vybranych stilben( pfi ndsledujich davkach: RSV

5 ug/1g mysi; PIC 50 pg/1g mysi a VIN 25 ug/1g mysi.
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