Jiholeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

0’9
o0

Potencialni antimikrobialni u€inky vybranych

prirodnich latek

Bakalatska prace

Hana Maskova

Skolitel: RNDr. Jan Stérba, Ph.D.

Skolitel specialista: Mgr. Martin Selinger

Ceské Budgjovice 2016



Maskova, H., 2016: Potencidlni antimikrobidlni ucinky vybranych pftirodnich latek.
[Potential antimicrobial effects of selected natural substances. Bc. Thesis, In Czech.] — 55 p.,
Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Annotation

This study was focused on potential antiviral and antibacterial effects of viniferin and some
derivatives of adamantane. The most suitable concentration was determined using flow
cytometer. The antiviral effect on tick-borne encephalitis virus infection in glioblastoma
cells was determined. Virus concentration was determined using plaque assay.
The antibacterial effect was detected by the incubation of bacterial strains with suitable
concentration of selected natural substances. The rate of bacterial growth was determined
using absorbance measurement at 600 nm and plating on agar plates.
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Podékovani

,»D€kuj za malo a najdes vic* fika jedno zndmé moudro. V mém zivoté se diky jedné
velké malickosti zménil cely zivot. Diky mému Skoliteli Jankovi, ktery mi dal pfilezitost
pracovat Vv jeho laboratofi, jsem objevila dalsi smér mého zivota. Timto bych mu velice rada
podékovala za prilezitost naucit se nové véci, ochotu kdykoliv zodpovédét vSechny mé
dotazy, seznameni se skveélym kolektivem a piedev§im za jeho trpélivost a pfipominky
pfi opravovani mé prace. Dal§i mé dékuji patii Martinovi a P4ji, ktefi mé& naucili v laboratofi
mnoho nového a kdykoliv byli ochotni poradit a feSit jakékoliv problémy. Nesmim
opomenout ani rodinu, kterd mé vzdy v mych zivotnich cestach podporovala. Posledni dékuji
patii mym kamaradim, diky nimz bych jen tézko hledala dal$i energii v naro¢nych chvilich

a mohla s nimi pfijit na jiné myslenky. Diky t€émto v§em jsem objevila v Zivoté mnohem vic.

DEKUJI!!
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UvoD

Pfirodni antimikrobidlni latky jsou jiz po celd staleti vyznamnou soucasti klasické
mediciny, a to pifedevsim pokud se jedna o latky rostlinného ptivodu. V nékterych ¢astech
svéta lidé stale véri v 1é¢ebné ucinky bylin a dalSich rostlin vice nez uc¢inkim dne$nich
syntetickych 1€ki, v jinych castech se k nim opét navraceji. Je zndmo, Ze rostliny maji
napf. protizanétlivé ucinky, mirni bolesti, snizuji horecku, funguji jako ptirodni antibiotika,
maji razné podptrné a tlumici G¢inky a k tomu maji mnoho dal$ich uc¢inki (Wenzel, 2014).
Obecn¢ v ptirodnich latkéach l1ze tedy predpokladat velky potencial antimikrobidlnich G¢ink,

at’ se jedna o rostliny ¢i jiné ptirodni latky.

V dnedni dobé se stale vice objevuje problém s patogennimi mikroorganismy, kdy se
jejich lécba stava slozitéjsi kvili vznikajici rezistenci. To je divodem pro zkoumdni dalSich
moznych bioaktivnich latek, jeZ by se mohly stat dalSimi potencidlnimi antimikrobialnimi
latkami. Tato prace se zabyva zkoumanim moznych antivirotickych a antibakterilnich
ucinkl vybranych pfirodnich latek v riznych koncentracich proti viru klistové encefalitidy,
vybranym standardnim kmentm bakterii a n€kterym kmentim Borrelia burgdorferi sensu

lato.



1 LITERARNI PREHLED

1.1 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky jsou vSechna Ccinidla syntetického, polosyntetického
¢i ptirodniho ptvodu, jejichz ucinkem jsou mikrobidlni buniky bud’ zabijeny nebo je
inhibovan jejich rist a rozmnoZovani. Jedna se tedy o latky pouzivané k 1é¢bé nebo prevenci
ruznych infek¢énich onemocnéni. Z tohoto diivodu by tyto latky mély s vysokou ucinnosti
pusobit na infekéni mikroorganismy a jen minimaln¢, nejlépe Zadnym zplsobem, ovliviiovat
makroorganismus (Sandle, 2016; Hynie, 1998). Na rozdil od antibiotik, ktera jsou casto
S témito latkami zaménovana, pisobi i proti virim antivirotickym ucinkem, a stejn¢ jako
antibiotika maji antibakteridlni, antiprotozodlni a antifungicidni G¢inek (Prasun a Wakode,

2015).

Z historického hlediska je jiz tisice let zndmo, ze rostliny maji rozsahlé lécebné
vlastnosti. Diky rozvoji tradi¢ni mediciny miZeme pozorovat, Ze vyuzivani rostlin a jejich
produktl se piedava po cela staleti z generace na generaci. LéCivé rostliny a pfirodni 1éky
hraji vyznamnou roli i v dne$ni dobé, kdy dle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
priblizné 80% populace vyuziva rostliny jako soucast zdravotni péce (Foster a kol., 2005).
Nejvétsi rozvoj antimikrobidlnich latek se odehral po objevu mikroorganisml v poloviné
19. stoleti. Chemoterapie se zaCala rozvijet jako hlavni lééebna metoda proti
mikroorganismim, které¢ jsou zodpovédné za rGzné infekéni choroby. Prvni syntetickou
antimikrobidlni latkou na svété, objevenou Paulem Erlichem v roce 1910, byl salvarsan (jako
1ék proti syfilisu). Roku 1928 Alexander Fleming zjistil, Ze rast bakterie Staphylococcus
aureus je inhibovan v zong, kterou obklopovala kontaminace modré plisn¢ rodu Penicillium
v kultiva¢nich miskach. Toto zjisténi vedlo k objevu penicilinu, vyznamného antibiotika,
jehoz hojné pouzivani zacalo behem druhé svétové valky. Béhem nésledujicich let nastala
zlata éra syntetickych antimikrobidlnich latek. Po celém svété védci dale syntetizovali dalsi
antimikrobidlni latky jako napf. streptomycin, tetracyklin a mnoho dalSich (Saga

a Yamaguchi, 2009).

Celkové vyvoj antimikrobidlnich 1é¢iv predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich pokrokl
Vv terapii 1écby, jelikoz €inny zpasob 1éCeni vaznych infekei zlepsil kvalitu zivota a umoznil
pokroky i v mnoha dalSich oblastech mediciny. Napiiklad chemoterapie nadord,

transplantace organt a velké chirurgické vykony (zvlasté provazené zavedenim protetickych



pomiicek) jsou takika plné¢ zavislé na dostupnosti vhodnych antimikrobialnich 1é¢iv (Bertram
a kol., 1994). Z tohoto divodu a vzhledem ke stile se zvySujici rezistenci a odolnosti

mikroorganismu je tfeba zkoumat dals$i potencialni antimikrobialni latky.

1.1.1 Antimikrobialni 1atky v rostlinach

Rostliny tvofi rozsahly zdroj novych 1éCebnych slouenin. Existuje dikaz,
ze Neandertalci, zijici cca pied Sedesati tisici lety, pouzivali rostliny rodu Alcea (rod
topolovka), které jsou v dne$ni dobé stale hojné pouzivany v nékterych Castech svéta.
Jiz Hippocrates v 5. stol. pf. n. 1. popsal 1é¢ebné ucinky u piiblizn¢ 300 — 400 rostlin
(Thompson, 1983). Béhem 1. stol. pf. n. 1., Dioscorides sepsal De Materia Medica, prvni
rostlinny piehled pro medicinu, ktery se pozdéji stal prototypem pro moderni medicinské
1€kopisy (Stockwell, 1988). Lécivé rostliny byly pouzivany jako 1€k dlouho pfed rozvojem
zapadni mediciny a pfed ptichodem védy a techniky (Abdallah, 2011). Jako ptiklad Ize uvést
tradi¢ni ¢inskou medicinu, ktera pouziva zejména rostlinné materialy pro organizovany
1é¢ebny systém hrajici dtlezitou roli v boji proti riznym nemocem a k zachovani zdravi
(Zuo, 2012).

Rostliny produkuji celou fadu rGznych slou€enin, které nemaji zvlastni vyznam
pro primarni metabolismus, ale hraji roli v ptizpusobivosti rostlin na neptiznivé podminky
prostfedi. Mohou také ovliviiovat ostatni rostliny, mikroorganismy a zvifata z jejich
bezprostiedniho nebo SirSiho Zivotniho prostiedi. VSechny tyto organické slouceniny
pfedstavuji sekundarni metabolity vyskytujici se jako meziprodukty nebo kone¢né produkty
sekundarniho metabolismu rostlin. Tyto biologicky aktivni latky, na rozdil od typickych
rostlinnych znaki (jako jsou napt. barva a viné kvétd a plodi, charakteristicka chut’ kofeni,
zeleniny), podporuji fungovani rostlinného organismu a tim i biologickou a farmakologickou
ucinnost rostlin (Hartmann, 2008). Odhaduje se, ze 14-28% vysSich rostlin je medicinsky
vyuzivano a 74% znamych farmakologicky aktivnich rostlinnych slozek bylo objeveno

V navaznosti na etnomedicinské vyuziti rostlin (Farnsworth a Soejarto, 1991).

Lécivé rostliny jsou i dnes bohatym zdrojem antimikrobidlnich latek. Na lécebné
ucinky piirodnich produktt se postupné zacina klast vetsi diraz a dochazi tak k rostoucimu
zajmu o tyto produkty po celém svété (Olowosulu a Ibrahim, 2006). Sekundarni metabolity
produkované rostlinami byly zkoumany in vitro a bylo zji$téno, Ze mnoho z téchto produktt

méa antimikrobidlni aktivitu (Cowan, 1999). Tato rostlinnd antibiotika jsou klasifikovana



jako tzv. fytoanticipiny, tj. chemické slouceniny pusobici jako bariéra proti
mikroorganismiim, a nebo jako tzv. fytoalexiny, tedy slouceniny vznikajici v reakci na stres
jako napf. pti napadeni mikroorganismy (VanEtten a kol., 1994). Antibakterialni sekundarni
metabolity jsou rozdélovany do tfech velkych molekulovych rodin na terpeny, alkaloidy

a fenolické slouceniny.

Fenoly a polyfenoly jsou jedna z nejvétsich skupin sekundarnich metabolitt, které
vykazuji antimikrobialni aktivitu (Bobbarala 2012). Je dokazano, Ze tyto slouceniny maji
a hraji roli v prevenci kardiovaskularnich chorob (lvanova, 2011). Jsou také povazovany
za puvodce antioxida¢nich G¢inkt hroznt a vina (Burns a kol., 2000). Vinna réva (Vitis
vinifera) obsahuje nejvice fenolickych sloucenin ve slupce hroznd, u nékterych druhd
i v listech. Obecné je 1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin na flavonoidy a ne-flavonoidy
na zaklad¢ jejich primarni chemické struktury (Gomez Gallego, 2011; Liang a kol., 2011).
Tyto slouceniny jsou jednim z hlavnim faktord kvality hrozntl a vina, diky jejich ptinosu
na barvu vina, oxida¢ni reakce, interakce s proteiny a dal§im vlastnostem jako je naptiklad
trpkost (Figueiredo-Gonzalez, 2012). V posledni dob& postupné roste zajem o tyto
slouceniny, a to predevsim kvili snaze omezit pouziti syntetickych antioxidantd (Anastasiadi
a kol., 2012). Mezi ne-flavonoidy tadime i skupinu stilbend, do které spadaji i vybrané
ptirodni latky nachézejici se ve vinné révé (resveratrol a viniferiny). Stilbeny jsou mala
skupina vyznamnych fytoalexind, jeZ vznikaji jako reakce na rtzné biotické a abiotické
stresy, jako napt. pfi ataku patogenti (Langcake a Pryce, 1976). Mnoho stilbenii jsou
dimery,trimery a tetrametry, které se wvytvoii oxidativnim spojenim z resveratrolu

nebo derivati resveratrolu (Hernani a kol., 2012).

1.1.1.1 Resveratrol

Hlavnim zastupcem rodiny stilbent je resveratrol (Obr. 1), vyskytujici se ve vinné
réveé, burskych ofiScich, v men$im mnozstvi v bortvkach, c¢erveném zeli, Spenatu
a v nekterych bylinkach. Resveratrol existuje ve dvou konformacich, a to jako cis-trans
isomer (Burns a kol., 2002; Grippi a kol., 2008). Trans-resveratrol se narozdil od cis-
resveratrolu vyskytuje hojnéji a je stabiln€jsi na svétle (Seeram a kol., 2005). V posledni
dobé se predevSim oceiiuji jeho kardiovaskuldrni, antitrombotické, antikancerogenni,
antidiabetické a neuroprotektivni u¢inky. Vyuziva se nejen ve farmaceutickém

a potravinovém prumyslu, ale také v kosmetickém primyslu. Bylo zjiSténo, Ze chrani bunky
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pred poskozenim oxidaci a tim pomaha zpomalovat starnuti tdchto bunék (Svajdova, 2011;
Jeandet, 2012). Ve vinné révé se vyskytuji i oligomery resveratrolu, tzv. viniferiny. Jelikoz
jsou strukturou podobné resveratrolu da se predpokladat, ze i viniferiny mohou mit podobné

ucinky, coz nékteré studie 1 dokazuji (Zghonda a kol., 2012).

OH
HO x ‘
HO

Obrézek 1: VVzorec resveratrolu.

1.1.1.2 a-viniferin

Doposud bylo objeveno pfiblizné sedm druhG viniferinu. Jednim ze zéstupct
viniferinu je a-viniferin. Jedna se o trimer resveratrolu (Obr. 2), ktery byl poprvé izolovan
z rostliny Caragana chamlagu, tj. ¢imisnik (Kitanaka a kol., 1990). Pied n¢kolika lety byl
a-viniferin izolovan i z jinych druht rostlin a bylo zjisténo, ze inhibuje cyklooxygenazovou
antioxida¢ni, anti-artritidni a anti-tumorozni vlastnosti (Lee a kol., 2004; Jin a kol., 2012).
Podle dalsich studii bylo zji$téno, ze a-viniferin ma inhibic¢ni vliv na lidsky cytochrom P450,
pfedev§im na CYP2CI19 a 3A4 izoenzymy (Sim a kol., 2014). Pokud je aktivita téchto
oxidativnich enzymt pozménéna, mtze dochazet k nechténym interakcim, tj. vzajemnému
ovliviiovani, snizeni ¢i zvySeni efektivity, mezi 1éky, nebo mezi Iéky na pfirodni bazi a Iéky
syntetickymi (Guengerich, 1997). Piedpoklada se, Ze a-viniferin obsazeny v ptfirodnim 1éku
tedy zptsobuje jednu z vySe jmenovanych interakci (Sim a kol., 2014). Jeho velka molekula
také pusobi i1 jako vyznamny inhibitor enzymu acetylcholinesterdzy, kterd degraduje
acetylcholin (Sung a kol., 2002). Pti Alzheimerové chorob¢ se v téle nachazi tohoto enzymu
vysoké mnozstvi, ¢imz dochazi k obrovské degradaci acetylcholinu, ktery za normalnich
a-viniferin se vaZze na acetylcholinesterazu, tim brani jeji vazb¢ na acetylcholin, a proto neni

acetylcholin degradovan a jeho hladina v téle neklesa (Sung a kol., 2002).



Obrazek 2: Vzorec a-viniferinu.

1.1.1.3 o-viniferin

d-viniferin je slozenim dehydrodimer resveratrolu (Obr. 3) nachazejici se v listech vinné
révy napadenych plisni Plasmopara viticola. Vznika podobnym zptisobem jako e-viniferin,
jelikoZz je jeho trans izomerem. Pfi napadeni rostliny plisni se resveratrol oxiduje
na 8-viniferin popt. e-viniferin jako obrannd reakce na infekci (Pezet a kol., 2003; Djoukeng
akol., 2009). Bylo prokazano, ze &-viniferin se nachazi v rozdilnych koncentracich
v riznych odriidach brazilského vina, a to od 0 mg/l aZz do 22 mg/ml. Pfedpoklada se,

ze pétinovy podil stilbend ve vinné révé predstavuje prave d-viniferin (Vitrac a kol., 2005).

Obrazek 3: Vzorec 8-viniferinu.



1.1.1.4 e-viniferin

Jako e-viniferin oznaCujeme dimer resveratrolu (Obr. 4). Jedna se o pravdépodobné
nejvice zkoumany oligomer resveratrolu. Lze ho pfirozené nalézt ve vinné révé, viné
i rostliné Dryobalanops aromatica, tj. pétikiidlec vonny (Wibowo a kol., 2011). Bylo
zjisténo, ze pokud byly urcité odrudy vina napadeny Sedou plisni, tak pii jejim rozvoji byla
koncentrace e-viniferinu niz$i a s naslednou Sifici se infekei do dalSich rostlinnych bun¢k se
hladina e-viniferinu zvySovala (Landrault a kol., 2002). Jeho pozitivni Ucinky byly
prokazany v mnoha riznych smérech. Je zjisténo, Ze e-viniferin ¢asteéné vyvolava apoptézu
u leukemickych B-bunék (Billard a kol., 2002), ma hepatoprotektivni G¢inek na kulturu
krysich hepatocytti (Oshima a kol., 1995), dale inhibuje lidsky cytochrom P450, konkrétné
CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2EL, CYP3A4 a CYP4A izoenzymy
(Piver a kol. 2003) a také byl prokazan jeho antioxida¢ni Gc¢inek (Privat a kol., 2002). Dle
vyzkumu Zghondy a kol. (2012) e-viniferin stimuluje vaskularni endotelové buiky pti
poranéni, coz vede k jejich proliferaci a naslednému rychlej$imu hojeni zranéni. Dale chrani
tyto bunky proti cytotoxickému efektu H202, in vitro inhibuje angiotensin konvertujici
enzym a u hypertenznich mysi snizuje krevni tlak. e-viniferin obsazeny v extraktu
Vineatrol®30, vyvinutém francouzskou firmou Actichem a BRECO GmbH, inhibuje lidskou
topoizomerazu typu Ila, pfi koncentraci vyssich nez 25 uM, ¢imz zabrafuje topoizomeraze

rozvoliiovat DNA (Dicker, 2012).

Obréazek 4: Vzorec g-viniferinu.



Ruaznorodé vyuziti e-viniferinu je zkoumano nejen pro jeho vliv na lidské télo a zdravi,
ale také v souvislosti s bakteriemi. Byl zkouman jeho ucinek proti Streptococcus mutans,
S.sanguis a také proti methicilin rezistentnimu Staphylococcus aureus (zlatému
stafylokokovi, tj. MRSA). e-viniferin mél na vSechny tyto rody bakterii inhibi¢ni U¢inek,
¢imz bylo prokazano, Ze pisobi jako antimikrobialni ¢inidlo proti vét§iné Gram-pozitivnich

bakterii (Basri a kol., 2014).

1.1.15 R2-viniferin

R2-viniferin (Obr. 5), znamy také pod ndzvem Vitisin A, je tetramer resveratrolu
skladajici se z e-viniferinu a ampelosinu B. Jeho pfitomnost byla prokazéana i u ¢eské odridy
vina Cabernet Moravia (Soural a kol., 2015). Z dosavadnich vysledki zkoumani tohoto
viniferinu nebyl prozatim prokazan pozitivni vliv na lidské zdravi. Na druhou stranu vSak

byl zjistén neblahy fakt, Ze vyvolava apoptozu kardiomyocytl u krys (Seya a kol., 2009).

Obrazek 5: Vzorec R2-viniferinu.
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1.1.2 Dalsi prirodni antimikrobialni latky
1.12.1 Adamantany

Adamantany (Obr. 6), nebo-li tzv. diamantoidy, jsou chemickym slozenim
cykloalkany, jez byly poprvé izolovany z hodoninské ropy v roce 1930 (Landa a Machacek,
1933). Jelikoz se této latky nachazi v rop¢ jen malé mnozstvi (0,02 - 0,03%), tak se ropa jako
zdroj adamantanti vyuzivala jen do doby, neZz se objevila metoda jejich velkokapacitni
syntetické vyroby (Vicha a Potacek, 2004). Vyrobu adamantanu z esteru poprvé proved|
Vladimir Prelog roku 1941 (Prelog a Seiwerth, 1941). Jejich vznik probiha pravdépodobné
dvéma cestami, a to izomerizaci slou¢enin od cyklohexanu po skvalen pomoci Lewisovych
kyselin ¢i sttidavou oxidaci a polymerizaci lipidii. Adamantany vSak jiz mohou byt pfitomny
v organickém materidlu (Vicha a Potacek, 2004). Adamantan naSel postupné uplatnéni
ve farmakologii, jako antivirotikum proti viru chiipky typu A , ataké v chemii polymert,
kde se pripravovaly velmi tepelné¢ odolné polymery na bazi adamantanu vyuzivané

v kosmonautice (Ttiska, 2012).

Obrazek 6: VVzorec adamantanu.

Za jednu znejvétsich vyhod adamantanu je brana jeho relativné mala velikost,
cca 10 nm, a také jeho struktura, do niz Ize uzavfit napt. 1é¢ivé latky a tim je pfimo dopravit
do buiky, tzn. vyuzit adamantan jako pouzdro pfi transportu 1éki (Ramezani a Mansoori,
2007). Vyhodou je i fakt, ze diamantoidy, konkrétné¢ amantadin (1-aminoadamantan)
arimantadin (1-(1-adamantyl) ethanamin) maji v krvi relativné¢ dlouhy polocas rozpadu
(ptiblizn¢ 12-36 hodin), ¢imz muize 1€k zakomponovany v nich pusobit déle nez

za normalnich okolnosti (Mansoori, 2007).
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Derivaty adamantanu maji riznorodé vyuziti a stale jsou syntetizovany nove derivaty,
alei zjistovany nové u¢inky. Amantadin (1-aminoadamantan) a memantin
(3,5-dimethyl-1-aminoadamantan) ma vyuziti v mediciné jako 1ék na neurodegenerativni
onemocnéni jako je napt. Parkinsonova choroba (Mirzoyan a kol., 2014). Dale také
u amantadinu byl zjistén v in vitro pokusu inhibi¢ni u¢inek na replikaci viru hore¢ky dengue
(Koff a kol., 1980).
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1.2 Vybrané patogenni organismy

Za patogeny oznaCujeme mikroorganismy, které jsou schopné vyvolavat choroby.
Od konce 19. stoleti, kdy se zacal tento termin uzivat, védci zkoumali bakterie, viry, houby,
parazity jako puvodce onemocnéni v hostiteli (Casedevall a Pirofski, 2014). Hostitelem

muze byt clovek, zivocich, rostlina, houba ¢i jiny mikroorganismus.
1.2.1 Viry

Viry jsou malé nebunécné infekéni organismy obsahujici genetickou informaci
ve form¢ jednovlaknové nebo dvouvldknové DNA ¢i RNA, ktera miize ¢i nemusi byt
zabalena v proteinovém obalu - kapsidé. Tyto mikroorganismy nejsou schopny se nezavisle
replikovat mimo svého hostitele. Jednd se o intracelularni parazity, kteti vyuzivaji bunku
k zisku energie, intermediarnimu metabolismu, pro replikaci své nukleové kyseliny
asyntézu proteini (Madigan a kol., 2012). Ptfedpokladd se, Ze DNA viry vznikly
osamocenim plazmidu a RNA viry z uvolnéné mRNA (Schindler, 2014). Jako prvni byl roku
1892 objeven virus tabdkoveé mozaiky Dimitrievem lvanovskim (Zaitlin, 1998). Pomoci

elektronové mikroskopie vsak byly viry pozorovany az roku 1939 (Ruska a kol., 1939).

Viry jsou vysoce specifické organismy schopné infikovat pouze svého specifického
hostitele. Lze je tedy rozdélit do skupin na bakteriofagy — infikujici bakterie, rostlinné viry,
mykoviry a viry Zivo€i$né. Dalsi déleni zahrnuje komplexni vlastnosti vird jako je tvar,
velikost, obal a misto replikace (Schindler, 2014). NejcastéjSim délenim je vSak Baltimorovo
déleni podle genetické informace, a to na viry s dvouvldknovou DNA, jednovlaknovou (ss)
DNA, dvouvldknovou RNA, (+)ssRNA a (-)ssRNA, retroviry a viry s dvouvlaknovou DNA

nejprve transkribovanou do RNA a nésledné reverzné piepisovanou do DNA.

Po vniknuti viru do organismu nasleduje jeho adsorpce na vhodnou bunku. Vir tak je
schopen infikovat pouze tuto danou buiiku a nikoliv jinou. Nésleduje vniknuti virionu
do buiikky mechanismem endocytozy, kde se poté pomoci hostitele tato informace mnozi
a vytvaii virové proteiny. Vznikne tak nova virova Céstice, ktera po dozrani muze z bunky
uniknout a infikovat dalsi buniky (Madigan a kol., 2012). Témito vSemi kroky viry méni
funkci, ale i strukturu bunky a maji na buniku cytopaticky efekt. Mnoho virli inhibuje tvorbu
hostitelské DNA, RNA ¢i proteint, s ¢imz souvisi i nasledna fragmentace ¢i piestavba
chromozom. Lze také pfedpokladat 1 nasledné zmény vlastnosti infikované burky, jak jeji

rust a velikost, tak jeji moZzné zmény v imunitni odpovédi (Albrecht a kol., 1996).
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1.2.1.1 Klistova encefalitida

Virus klistové encefalitidy (VKE) tadime do celedi Flaviviridae, rod Flavivirus.
Do tohoto rodu déle zafazujeme virus horecky dengue, virus zluté zimnice, zédpadonilsky
virus, ale také Zika virus. VétSina flavivirt je pfenasena ¢lenovci (komary ¢i klist'aty), proto
se fadi mezi tzv. arboviry. Celosvétoveé zpusobuji flaviviry vysokou morbitu a mortalitu
(Gubler a kol., 2007). Virus klistové encefalitidy pienaSeji klistata a po celém svété ma
mnoho piibuznych kment jako je napf. virus vrtivky, virus Langat, virus Powassan, virus

horeCky kyasanurského lesa a také virus omské hemoragické horecky (Ruzek a kol., 2015).

Z historického hlediska byl VKE poprvé pozorovan lékafem H. Schneiderem roku
1931, kdy zaznamenal vyskyt sezonni nemoci s podobnymi ptiznaky u nékolika pacienti
(Schneider, 1931). Na tizemi Ceskoslovenska se VKE poprvé objevil roku 1948. V tomto
obdobi propukla nejvétsi epidemie na Vyskovsku, kde bylo oSetfeno cca 60 pacientl
s virovou neuroinfekci (Hloucal, 1949). V dne$ni dobé rozliSujeme tfi podtypy VKE —
evropsky, dalnovychodni a sibifsky. Evropsky subtyp s prototypovym kmenem Neudoerfl se
vyskytuje v oblastech stfedni Evropy, jako je napt. Némecko, Rakousko, Svycarsko, Ceska
republika, Francie. Dalnovychodni typ, kde je vyznamnym kmenem napi. kmen Sofjin, se
vyznaduje velmi zavaznym pribéhem a vyskytuje se v Rusku, Cing, Japonsku, Litvé
a Ukrajin€. Do posledniho subtypu — sibifského jsou fazeny kmeny izolované v centralni
Sibifi s prototypovymi kmeny Vasilchenko a Zausaev (Ruzek a kol., 2015; Ecker a kol.,
1999; Gritsun a kol., 2003).

Virion VKE ma kulovity tvar s velikosti pfiblizné 50 nm, skladajici se z proteinového
obalu — kapsidy a z genetické informace ve formé jednovlaknové RNA s pozitivni polaritou.
Kapsida je obalena membranou, na které najdeme proteiny E (angl. envelope) a M (angl.
membrane) (Mansfield a kol., 2009). Pti infekci bunky virem KE dochazi k jeho navazani
na receptor bunky a nasledné endocytéze. Ta vyvola konforma¢ni zménu proteinu E, coz
zpusobi nasledné uvolnéni virové nukleokapsidy a dojde tak Kk uvolnéni virové RNA.
Pozitivni virova RNA slouZi jako templat pro syntézu proteinti a také pro tvorbu negativni
RNA, jez nasledn¢ slouZzi pro syntézu genetické informace novych virovych ¢astic (Ruzek
akol., 2015). U infikovanych bun¢k dochazi k prestavbam endoplazmatického retikula
a Golgiho aparatu, coz vyvolava tvorbu struktur, které shromazd’uji virové kompartmenty
vV omezeném prostoru a vytvari tak prostfedi vhodné pro replikaci VKE (Ruzek a kol., 2009;

Palus a kol., 2014). Déle dochazi k produkci interferonu typu I, ¢imZz je indukovan
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antiviroticky uc¢inek okolnich bunék pomoci parakrinniho efektu, ale také mize dochazet
k apopt6ze samotné infikované bunky (Razek a kol., 2015). Interferon typu | také indukuje
expresi proteinu Viperin, jenz silné inhibuje syntézu KE (Upadhyay a kol., 2014).

Obecné lze rozdélit prubéh infekce do nékolika stadii. V prvnim stadiu se VKE
dostava z krevsajiciho klistéte (v Ceské republice se jednd o klisté 1. ricinus) do téla
hostitele, kde nejprve dochazi k transportu do spddovych lymfatickych uzlin, nasledné
replikaci VKE a rozSifeni do dalSich organt v téle. Tyto d&je jsou doprovazeny
nespecifickymi pfiznaky infekce - zvySenou teplotou, bolestmi hlavy, kloubl a svali
(Mandl, 2005; Malkova a Frankova, 1959). Po nékolika dnech dochazi k rozvoji dalsi faze,
ve které se VKE dostava do centralni nervové soustavy, kde napadd neurony. To vede
Kk rozvoji encefalitidy (zanétu mozku) spojené s vysokymi horeCkami, nevolnosti, ztuhnutim
Sije a ve vaznych piipadech k obrn€ svalll jazyka, licnich svall i dolnich koncetin az ke smrti

(Hirano a kol., 2014; Gresikova, 1999).

1.2.2 Bakterie

Bakterie jsou jedny z nejrozsitenéjSich malych jednobunéénych organismi vyskytujici
se prakticky vSude. Jednd se o velmi odolna prokaryota, ktera bez problému zvladaji nizké
I vysoké teploty a mohou rust na jakémkoliv povrchu, ktery je jim zivnou pudou. Bakterie
mohou byt prospésné, ale nékteré z nich jsou patogeny lidi a zvitat vyvolavajici mnoho
onemocnéni. Svou vysokou adaptabilitou jsou schopné se pfizpisobit danym podminkam
a prostfedi (Baron, 1996). V dnesni dobé& tak vznikd problém, kdy kviili vysoké odolnosti
nekterych patogennich bakterii a jejich schopnosti reagovat na zmény dochéazi ke vzniku
jejich rezistence na antibiotika a tim i k naslednému $iteni téchto bakterii a potiebé nachazet

stale nové 1éky na 1é¢bu bakterialni infekce (Andersson, 2003).

Bakterie rozdélujeme podle Grammova barveni na dvé zékladni skupiny,
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Mezi grampozitivni bakterie fadime naptiklad
bakterie rodu Staphylococcus a Streptococcus a naopak zastupcem gramnegativnich bakterii
je Escherichia ¢i Haemophilus (Struthers a Westran, 2003).
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1.2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je anaerobni gramnegativni bakterie tyckovitého tvaru. Za normalnich
okolnosti se vyskytuje v tlustém stievé jako bézny komenzal teplokrevnych zivocicht
(Bednaf a kol., 1994). Existuje n¢kolik riznych sérotypu E. coli dle jejich typu antigent jako
napt. sérotyp O157:H7. Bylo zjisténo, ze tento sérotyp zodpovidd za kontaminaci hovéziho
masa, ¢imz se miZze stat pfi¢inou sporadickych infekci. U ¢cloveéka pak zpiisobuje prijmy,

kteCe v btise s moznou zvysenou teplotou (Vogt a Dippold, 2005).

Vsechny tyto patogenni kmeny E. coli lze rozdélit do nékolika zakladnich skupin
(Benes a Machala, 2011; Bednaf a kol., 1994; O’Brien a Holmes, 1987; Schindler, 2014):

- enterotoxigenni kmeny produkujici toxin, jenZ po navazani na bunky stieva zplsobi
zvySenou sekreci iontd a vody do stfeva, ¢imz vyvolaji tzv. cestovatelské prijmy
vyskytujici se v tropickych a subtropickych oblastech

- enteroinvazivni kmeny, které s pomoci bilkoviny piilnou na sliznici, proniknou
do sliznice, mnozi se v ni a nasledné¢ vyvolavaji onemocnéni podobné uplavici
S krvavymi prijmy

- enteropatogenni kmeny neprodukujici toxiny, avSak vyvolavajici silné prijmy
u novorozenct s naslednou dehydrataci a nevstfebavanim Zzivin, coz muze vést
az ke smrti

- enterohemoragické kmeny se vazi na endotel tlustého stfeva a produkuji G¢inny
verotoxin (tzv. shiga toxin) podobny bakterii Shigella dysenterie typu 1, ¢imz
v dusledku mohou vyvolat az hemolyticko-uremicky syndrom

- enteroadherujici kmeny nebo enteroagregujici kmeny, jez vytvaii bakterialni ostrivky
na povrchu sliznice, zpisobuji akutni i pretrvavajici prijmy u déti i dospélych
a predevsim problémy u lidi s vaznou poruchou imunitniho systému jako napt. u lidi

s AIDS

Infekce bakterii E. coli ma horsi prub¢h u déti nez u dospélych. Vyssi vyskyt infekci
bakterii E. coli lze také zaznamenat v oblastech se Spatnou kanalizac¢ni siti a hor$imi
hygienickymi podminkami. Obcas se vsak vyskytne i v oblastech, kde doslo ke kontaminaci

vody a jidla, jako napf. ve Spojenych statech americkych a Japonsku (Baron, 1996).
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1.2.2.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je grampozitivni kulovitd bakterie z rodu Staphylococcus.
Jedna se o bakterii, ktera se nachazi v lidské mikrofloie, a to konkrétné na kizi a sliznicich
blizko télesnych otvort (Schleifer a Kloos, 1975). U oslabenych jedincu S. epidermidis muize
vyvolat tézkd onemocnéni jako je sepse, infekce mocovych cest ¢i infekce ran. Pfedevsim se
uchytava a mnozi na dlouhodobé zavedenych katetrech, uméelych chlopnich a endoprotézéch,

kde vytvaii biofilm s polysacharidovou substanci branici ji pred u¢inkem antibiotik (Bednar
a kol., 1994).

1.2.2.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi grampozitivni bakterie ve tvaru koku. Pfirozené se
vyskytuje jako neskodliva bakterie na kiizi, ale 1 na nosni sliznici ¢i sliznici dychaciho traktu.
S. aureus také tvoii obrovské mnozstvi bilkovinnych exoproduktl, které ptedstavuji
antigeny a biologicky aktivni latky vytvaiejici patogenitu této bakterie. Jako priklad téchto
antigenu Ize uvést stafylokokovy protein A schopny vazat se na imunoglobuliny IgG, IgM
a IgA, ¢imz vyvola aktivaci komplementu a uvolnéni histaminu z leukocytti (Bednaf a kol.,
1994). S. aureus také produkuje toxiny vyvolavajici potize s projevy mirné infekce kize
az po vazné otravy krve (Ala’aldeen a Hiramatsu, 2004). Nejzavaznéjsi je vSak fakt,
7e n¢které bakterie S. aureus jsou rezistentni vu¢i mnoha antibiotikiim, jako jsou
napf. penicilin, methicilin, vankomycin ¢i chinolin, ¢imz se lécba infekci znacnym

zpusobem ztéZuje a bakterie ma vEétsi moznost prezivani (Lowy, 2003).
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1.2.2.4 Borrelia burgdorferi sensu lato

Borrelia burgdorferi sensu lato (s. I.) jsou gramnegativni bakterie ve tvaru spirochéty
pohybujici se pomoci bi¢iki Sroubovitym pohybem. PienaSeCem spirochét je klist€¢ rodu
Ixodes, které prisatim na ¢lovéka pienese spirochéty a ty nasledné mohou vyvolat
tzv. Lymskou boreliézu (Burgdorfer a kol., 1982). Doposud bylo objeveno 21 druhu fadicich
se do druhového komplexu B. burgdorferi s. I. (Rudenko a kol., 2011a; Casjens a kol., 2011;
Ivanova a kol., 2014; Pritt a kol., 2016). Jen n&které znich vSak vyvolavaji Lymskou
boreliézu a také se lisi mistem svého vyskytu a riznymi projevy nemoci (Margos a kol.,
2010; Margos a kol., 2011). U druhu B. burgdorferi sensu stricto (s. s.), B. afzelii a B. garinii
byla prokazéna patogenita vyvolavajici Lymskou boreliozu. VSechny tyto kmeny se
vyskytuji v Evropé, B. burgdorferi s. s. i v Severni Americe a zbylé dva kmeny v Asii.
Kazdy z nich se vsak projevuje jinymi symptomy nemoci — B. burgdorferi s. s. ptedevsim
artritidnimi problémy, B. afzelii projevy na kuzi a B. garinii s postizenim centralni nervové
soustavy (van Dam, 2002; Stanek a Strle, 2009). Mezi dalsi kmeny objevené u pacientli
s Lymskou boreliézou fadime B. bavariensis, B. lusitaniae, B. spielmanii a B. valaisiana
(Casjens a kol., 2011; Schwab a kol., 2013). Existuji vSak i kmeny bez zjisténé patogenity,
jako je napf. B. californiensis, B. andersonii, B. carolinensis ze Severni Ameriky,
B. japonica, B. turdi, B. sinica z Asie a evropsky kmen B. finlandensis (de Carvalho a kol.,
2008; Rijpkema a kol., 1997; Diza a kol., 2004; Casjens a kol., 2011; Rudenko a kol.,
2011b).
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2 CILE PRACE

- Optimalizace vhodné koncentrace viniferinu, adamantan-2-oximu
a 1,3,5,7-tetrakarboxy-2,6-dion adamantanu, pii které glioblasty piezivaji

- Infekce glioblasti virem klistové encefalitidy oSetfenych V ruznych c¢asovych
intervalech vybranymi piirodnimi latkami

- Provedeni plakov¢ titrace odebranych vzorki a zjisténi titru viru u danych variant

- Ovéfeni vlivu vybranych pfirodnich latek na mnozeni vybranych standardnich kment
bakterii (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus)
a vybranych kmenti Borrelia burgdorferi s.l. (B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii
a B. finlandensis)
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Vybrané prirodni latky

Jako zastupce rostlinnych pfirodnich latek byla obdrzena smés viniferini (dale VIN)
purifikovana v laboratofi prof. RNDr. Ttisky, CSc. Bylo dodano 0,16 g viniferinu, z néhoz
byl vyroben zasobni roztok v dimethylsulfoxidu (DMSQO) o koncentraci 20 mg/ml. Tento
zasobni roztok byl nasledné prefiltrovan a poté uchovavan v chladu bez pfistupu svétla.
Tento zasobni roztok byl pouzit k pfipravé druhého zasobniho roztoku (1 mg/ml
v 10% DMSO v PBS (phosphate-buffered saline; 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na:HPOs, 1,8 MM KH2POg4, pH=7,4)).

Dal$imi zkoumanymi latkami od prof. RNDr. Ttisky, CSc. byly derivaty adamantanu,
konkrétn¢ adamantan-2-oxim (Obr. 7, dale AD-2-OX) a 1,3,5,7-tetrakarboxy-2,6-dion
adamantan (Obr. 8, dale TK-DION AD). Tyto latky byly dodany ve formé prasku a 0,2 ¢
téchto latek bylo rozpusténo v 10 ml DMSO a pfefiltrovano, ¢imz byly vytvoreny zasobni
roztoky o koncentraci 20 mg/ml. Z téchto zasobnich roztokt byly vytvofeny druhé zasobni
roztoky o koncentraci 1 mg/ml v 5% DMSO v PBS.
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Obrazek 7: VVzorec adamantan-2-oximu.
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Obrazek 8: Vzorec 1,3,5,7-tetrakarboxy-2,6-dion adamantanu.
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3.2 Pouzita bunécna linie

S ohledem na cilové buriky, které jsou napadany virem klistové encefalitidy, byla jako
vhodna bunééna linie vybrana linie glioblastd. Bunky byly kultivovany v IMDM médiu
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; Biowest) s 10% BOFES (bovine fetal serum,
Sigma-Aldrich), 1% antibiotik (Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin G 100 units/ml,
Streptomycin 100 pg/ml) a 1% glutaminem pti 37°C. Buiky byly pravidelné dvakrat tydné

pasazovany. Prace s buitkami byla vzdy provadéna ve sterilnim prostiedi, v biohazard boxu.

3.3 Optimalizace koncentrace prirodnich latek

Bunky v IMDM médiu byly nasazeny na 24 jamkovy panel, kdy do kazdé jamky bylo
pfidano 0,5 ml bun&né suspenze obsahujici 4 x10° bunék/ml. Panel byl ponechan po dobu
4 hodin pii 37°C, aby buniky adherovaly na povrch jamky. Po ¢tyfech hodinach bylo médium
opatrné odebrano a bylo pfidano IMDM médium spolu s riznymi koncentracemi pfirodnich

latek.

3.3.1 Redici Fady latek

IMDM médium s VIN bylo pfipraveno fedici fadou, kdy pro prvni ovéfeni vhodné
koncentrace byla zvolena nejvyssi mozna koncentrace 100 ug/ml v 0,5% DMSO. Do dalsich
péti zkumavek byla vytvotfena desitkova fedici tada latek skoncentracemi 10 pg/ml,
1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,001 pg/ml se snizujici se koncentraci DMSO. Na panelu
také byly kontroly ve form¢ ¢istého média a média s 0,5% DMSO (vSe v triplikatech). Tyto
koncentrace byly ptidany k buitkam a byly inkubovany 4 dny pti 37°C.

Obdobnym zpusobem bylo pfipraveno IMDM médium s vybranymi derivaty
adamantanu. Rozdilné byly jen zkoumané koncentrace, a to konkrétné jako nejvyssi
koncentrace bylo zvoleno 500 ng/ml v 2,5 x107 % DMSO. Pomoci dvojkového fedéni byly
vytvofeny dalsi koncentrace 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml a 15,625 ng/ml
se stale se sniZzujici koncentraci DMSO. Nasledné byly tyto koncentrace pfidany k buitkam

a inkubovany stejnym zpusobem jako buiiky s VIN.
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3.3.2 Pocitani Zivych bunék

Po ¢tyfech dnech bylo médium z jamek opatrné odebrano a buniky promyty 0,5 ml
sterilniho PBS, které¢ bylo nasledn¢ odebrano, dale bylo ptidano 50 ul trypsinu (Biowest)
a na 5 minut byl panel vracen do termoboxu. Poté byly bunky rozsuspendovany ve 300 pl

IMDM media.

K pocitani bun€k bylo potieba buiiky v poméru 1:1 obarvit trypanovou modii a zivé
bunky byly spoc¢itany pomoci Biirkerovy komurky pod mikroskopem. V Biirkerové komirce
bylo spocitano ttikrat 25 malych ¢tvercti a naslednym vypoctem byl u kazdé jamky zjistén

pocet bun¢k v 1 ml.

Takto byl proveden hruby odhad pfipustnych koncentraci VIN, kdy musel byt bran
ohled i1 na ptipustnou koncentraci DMSO, proto byl proveden i pokus s desitkovou fedici
fadou DMSO od 0,5% az do 5x107° %. Z téchto pokusi bylo zjiiténo, Zze nejvyssi ptipustna
koncentrace DMSO byla 0,1%, od ¢ehoz se nasledn¢ musela odvijet i koncentrace prirodnich

latek.

U derivati adamantanu byl postup ptipravy k pocitani stejny az na pouZzity zpusob
pocitani Zivych a mrtvych bunék. Zde byl pouzit pristroj Countess™ Automated Cell
Counter (Invitrogen, Thermo Scientific). Obarvend bunétnd suspenze byla nanesena

na sklicko uréené pro cell counter a byly zméfeny procenta ptezivsich a mrtvych bunék.

3.3.3 Urceni koncentrace pomoci pritokového cytometru

Pro presngjsi uréeni vhodné koncentrace byla tedy pouzity koncentrace 10 pg/ml,
2 ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,08 pg/ml, 0,016 pg/ml a 0,0032 pg/ml viniferinu vse jiz
v 0,1% DMSO. Pozdéji byly tyto koncentrace doplnény navic o nejvyS$$i moZnou
koncentraci viniferinu 20 pg/ml v 0,1% DMSO. U derivati adamantanu pak byla vybrana
nejvyssi zkoumana koncentrace 500 ng/ml a dalsi koncentrace 250 ng/ml, 125 ng/ml,
62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml, 15,625 ng/ml v 0,0025% DMSO.

Burky byly i vtomto pfipadé nasazeny na 24 jamkovy panel, kdy do jamky bylo
pfidano 0,5 ml bun&&né suspenze, tentokrat vsak v koncentraci 10° bun&k/ml. Buiiky byly
ponechany 4 hodiny pti 37°C, aby pfilnuly na povrch jamky. Nasledné bylo médium opatrné

odebrano a bylo pfidano 0,5 ml ¢erstvého média s piirodni latkou o dané koncentraci. Kazda
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koncentrace byla nanesena tiikrat a jako kontrola slouzilo médium s 0,1% DMSO a cisté

médium.

Po 4 dnech bylo médium opatrné odebrano, buniky byly promyty 0,5 ml 1% BOFES
v PBS, které bylo nasledné odebrano a bylo pfidano 50 ul trypsinu Kuvolnéni bunék
z povrchu jamky. Poté byly burnky rozsuspendovany v 0,5 ml 1% BOFES v PBS a dany

do zkumavek uréenych na pritokovy cytometr a uchovavany na ledu.

Pocty zivych a mrtvych bun¢k byly v jednotlivych vzorcich uréeny pomoci pritokové
cytometrie. Jedna se o systém detekce bunck a urCeni jejich charakteristik pomoci lasert
a zrcadel, které dle velikosti (piimy rozptyl = forward scatter; FSC), granularity jednotlivych
bunck (bo¢ni rozptyl = side scatter; SSC) a fluorescence S ohledem na pouzité znaceni.
K méfeni byl pouzit pritokovy cytometr BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences).
V programu BD Diva bylo potieba nastavit hodnoty napéti pro rizné parametry (FSC = 160;
SSC = 330). Jelikoz bylo tieba rozlisit mrtvé a zivé buriky, proto jako kontrastni latka byl
pouzit propidium jodid (PI; Bio Rad), tudiz bylo nastaveno napéti PE-Texas = 430.

Po takto nastavenych parametrech byl zméfen kontrolni vzorek bez Pl. Nésledné byl
kazdy vzorek zméten s 1 kapkou PI. Po zméfeni vSech vzorkil byly vybrany nejvyssi

buitkami tolerované koncentrace a ty poté byly nasledné pouzity pro dalsi pokusy.

3.4 Infekce virem kliSt’ové encefalitidy

Pro infekci bunék byl pouzit vir klistové encefalitidy, kmen Neudoerfl, namnoZeny
v glioblastomech, v IMDM médiu o koncentraci 9,6x10” PFU/ml (plaque forming unit;

plakotvorna jednotka).

Prvni den byly nasazeny butiky na tfi 24 jamkové panely (pro kaZzdou variantu jeden —
zobrazeni jedné varianty a oznaceni pro jednotlivé latky v Tabulce 1) s koncentraci v kazdé
jamce 3x10° bunék/ml. Na kazdou jamku bylo pifiddno 0,3 ml bunééné suspenze a panely
byly inkubovany v boxu pii 37°C s 0,5% CO: do druhého dne, aby se bunky pfichytily

na povrch jamky.
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Tabulka I: Oznaceni jednotlivych latek a kontrol na 24 jamkovém panelu.

1 2 3 4 5 6

A VIN VIN VIN VIN VIN VIN

(10pg/ml) | (10pg/ml) |(10pg/ml) | (20pg/ml) | (20pug/ml) | (20ug/ml)
B |AD-2-OX.AD-2-OX./AD-2-OX.| IMDM | IMDM | IMDM

MEDIUM |MEDIUM|MEDIUM
C TK-DION|TK-DION|TK-DION
AD. AD. AD.

D DMSO | DMSO | DMSO

Pro zjisténi ucinnosti jednotlivych vybranych pfirodnich latek byly zvoleny tfi
varianty infikovani a pfidani latky. V prvni variant€ byla nejprve provedena infekce bunék
anasledujici den pfidana latka. Ve druhé varianté byly buiky v jeden den infikovany
a soucasné byla pfidana studovand latka. Ve tieti varianté byly buiiky nejprve oSetfeny
latkou a nésledujici den infikovany. Tyto varianty jsou spolu s postupy pro nasledujici dny
zobrazeny v Tabulce 11. Jako kontrola byl zvolen 0,1% roztok DMSO v IMDM mediu, ktery

byl také podle typt variant ptidan namisto studovanych latek.

Tabulka I1: Varianty infekce virem KE.

varianta 1. den 2. den 3. den 4. den
¢. 1 nasazeni bun¢k infekce + ptidani latky, inkubace
ptridani média inkubace
¢. 11 nasazeni bun¢k infekce + inkubace inkubace
pfidani latky
¢. I nasazeni bun¢k | pridani latky infekce + inkubace
piidani latky
varianta 5. den 6. den 7. den
¢. 1 inkubace odebrani vzorku
¢.1I inkubace odebrani vzorku
¢ III inkubace inkubace odebrani vzorkl
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Infekce bunék probéhla v koncentraci 1 MOI (multiplicity of infection). Z paneli bylo
opatrn¢ odebrano médium, poté bylo pifidano 200 pl viroveé suspenze a inkubovalo se
2 hodiny pii teploté 37°C v boxu s 0,5% COz. Po dvou hodinich byla virova suspenze
odebrana, bunky byly promyty 200 pl sterilniho PBS, které bylo nasledné odebrano. Dle
variant infekce a postupu pro jednotlivé dny z Tab. Il pak bylo k variantam pfidano bud’
0,5ml IMDM média s latkami (VIN o koncentraci 20 pg/ml a 10 pg/ml; AD-2-OX
o0 koncentraci 500 ng/ml, TK-DION AD o koncentraci 500ng/ml a 0,1% roztok DMSO)
nebo 0,5 ml ¢istého IMDM média.

V ptipad¢, kdy bylo potfeba vyménit médium za IMDM médium s latkami (dle
Tab. Il), bylo staré¢ médium opatrné odebrano a nasledné bylo piidano 0,5 ml IMDM média
s latkami. Panely byly vzdy po provedené préci inkubovany do dalsiho dne v boxu pii 37°C
5 0,5% COe..

Po ctyfech dnech inkubace kazdé varianty, byly odebrany vzorky. Nejprve bylo
odebrano médium do piipravenych mikrozkumavek, dadno na led a poté uchovéavano
Vv mrazicim boxu pfi teploté -80 °C. Buiky byly promyty 0,5 ml sterilniho PBS, které bylo
nasledné odebrano. Byl pfidan trypsin (50 pl) kuvolnéni od povrchu jamky. Poté byly
buniky rozsuspendovany ve 300 ul IMDM média, napipetovany do mikrozkumavek
a zcentrifugovany v chlazené centrifuze (Hermle Labortechnik GmbH typ 2326 K) pii 4 °C
na 500 RCF (relative centrifugal field, relativni centrifugacni zrychleni) po dobu 7 minut.
Poté bylo piebyte¢né médium odebrano a zkumavky s buiikami byly zmrazeny v tekutém

dusiku. Vzorky poté byly uchovavany v mrazicim boxu pii -80°C.

U viniferinu o koncentraci 20 pg/ml byl navic proveden stejny pokus, ale s koncentraci

viru 0,1 MOI. Postup byl jinak totozny jako u koncentrace 1 MOL.

3.5 Plakova titrace

Metodou plakové titrace zjiStujeme mnozstvi virovych c¢astic v daném vzorku.
Vysledny pocet virovych castic se uvadi v plakotvornych jednotkach na 1 ml (tj. PFU =
plaque forming unit). Plakova titrace se provadéla na prasecich PS burkach (Porcine stable
kidney).

Jednotlivé vzorky byly roziedény desitkovou fadou v L15 mediu (Leibovitz L15

Medium — Biowest, 3% PTS (Newborn Calf serum; Biowest), antibiotikum, glutamin)

25



ve 24 jamkovém panelu kazdy do 6 jamek. Po nafedéni vSech vzorkl bylo do kazdé jamky
pfiddano 300 pl bundéné suspenze o koncentraci 3x10° bunék/ml. Panely byly nasledné
ponechéany ¢tyfi hodiny v boxu pfi teploté 37°C a 0,5% CO: k adherovani bun¢k na povrchy
jamek. Po ¢tyfech hodinach bylo do kazdé jamky ptidano 400 pl pokryvky. Pokryvka byla
vytvoiena z 3% vodniho roztoku karboxymethylcelulozy (Sigma-Aldrich) a dvojnasobné
koncentrovaného meédia L15 vpoméru 1:1 a nasledné byly buiky inkubovany 5 dni
pti 37°C.

Po péti dnech byly neinfikované bunky obarveny a zaroven vyobrazeny plaky,
t]. mista, kde byly buiiky usmrceny virovymi c¢asticemi. Panely byly nejprve promyty
fyziologickym roztokem (9 g NaCl (Lach-Ner) do 1 | destilované vody) a poté byly barveny
pomoci naftalenové Cerni (1 g naftalenové ¢erni, 62,5 ml 96% ledové kyseliny octové, 13,6 g
octanu sodného doplnéné do 1 litru vody a nasledné ptefiltrované) po dobu 45 minut. Poté
byly buitky promyty destilovanou vodou a ponechany oschnout do druhého dne, kdy mohly

byt plaky spocitany a nasledn¢ dopocitano mnozstvi virovych ¢astic.

3.6 Ovéreni vlivu prirodnich latek na standardni kmeny bakterii

Jako standardni kmeny bakterii byly vybrany bakterie E. coli (strain Seattle 1946
ATCC 25922), S. epidermidis (strain RP 62A ATCC 35984) a S. aureus (strain ATCC
25923). 1 ml zasobniho roztoku bakterii byl pfidan k 10 ml CASO media (Casein Soja
Pepton Bouillon; Carl Roth GmbH) a byl ponechan do druhého dne v tfepacim boxu pfi
160 rpm (revolutions per minute; otacky/minutu) mnozit se. Druhy den bylo
v mikrozkumavce smichano 250 ul narostlé bakteridlni suspenze se 100 pl 80% sterilniho
glycerolu a fadn¢ promichano pomoci vortexu. Takto piipravené bakterialni zasobni roztoky

byly uchovany pro dalsi pokusy v mrazicim boxu pfi teploté -80°C.

K ovéteni ucinku ptirodnich latek proti bakteriim byla vybrana koncentrace 20 pg/ml
pro vsechny latky (VIN, AD-2-OX, TK-DION AD) a naslednym dvojkovym fedénim bylo
docileno péti koncentraci 20 pg/ml, 10 pug/ml, 5 pg/ml, 2,5 ug/ml a 1,25 pg/ml v 0,1%
DMSO. Jako pozitivni kontrola byla zvolena kultura bakterii v CASO médiu bez oSetieni
latkou ¢i antibiotiky. Negativni kontrola byla provedena ptidanim ampicilinu k bakteriim

v koncentraci 100 pg/ml.

Zasobni roztok bakterii byl rozmrazen na ledu a 10 pl tohoto roztoku bylo piidano

k 15 ml CASO média a ponechano v tfepacim boxu pii 37°C a 180 rpm po dobu cca 2 hodin.
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Poté byly jednotlivé bakterie spoéteny pod mikroskopem s temnym polem a naslednym
vypoctem byl uréen pocet bakterii v CFU/ml (colony forming unit; jednotka tvofici kolonie).

Bakterie byly nafedény na koncentraci 100 CFU/50 pl.

Na 96 jamkovy panel byly v triplikatech ptidany jednotlivé koncentrace piirodnich
latek v objemu 50 pul a nasledné k nim bylo pfidano 50 ul bakterialni suspenze o koncentraci
100 CFU/50 pl. Jako pozitivni kontrola bylo do jamky naneseno 50 pl CASO média a 50 pl
bakterialni suspenze. Bylo také ovéfeno, zda DMSO neovliviiuje vysledky pokusu
s pouzitim 50 pul 0,1% DMSO v CASO médiu s ptidanim 50 pl bakterialni suspenze.
Pro negativni kontrolu bylo do jamky piidano 40 pul CASO média, 10 pl ampicilinu
(o koncentraci 1 mg/ml) v CASO médiu a 50 pl bakterii. Panel byl ponechan po dobu
24 hodin v tiepacim boxu pii 37°C a 150 rpm.

Nasledujici den byla zméfena koncentrace bakterii pomoci pfistroje Synergy HI
microplate reader (Biotek) metodou OD 600 (optical density), tj. absorbance pfi vinové délce
600 nm a tim mohla byt odhadnuto pfiblizné nafedéni bakterii pfed vysazenim na CASO
plotny (40 g Casein Soja Pepton Agar (Sigma-Aldrich), destilovana voda do 1 I). Bakteriélni
suspenze byla tedy nasledné roziedéna dle potieby (vétsinou 1x10°) a poté 100 pl roziedéné
suspenze bylo naneseno pomoci ockovaci hokejky na CASO plotny. Takto nanesené vzorky
byly na plotnach ponechany do dalsiho dne pi#i 37°C, poté byly spocitany narostlé kolonie
a dopo¢teno mnozstvi bakterii v CFU/ml. Kazdy vzorek byl poté porovnan s pozitivni

kontrolou.
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3.7 Inkubace Borrelia burgdorferi sensu lato s viniferinem

Byly vybrany ¢tyti kmeny Borrelia burgdorferi s. 1., a to konkrétn¢ B. burgdorferi s. s.
(B31), B. afzelii (CB43), B. finlandensis (SV1) a B. garinii (PBi). Kazdy tento kmen byl
nejprve 10x ziedeén, konkrétné bylo promichano 50 ul bakterialni kultury se 450 pl BSK II
média (Barbour-Stoenner-Kelly medium; 9,7 g/l 10x CMRL (US Biological), 5 ¢
Neopeptone, 50 g BSA (Millipore), 2 g Yeastolate (BD Biosciences), 6 g HEPES
(Calbiochem), 5 g glukéza, 0,7 g citrat sodny, 0,8 g pyruvat sodny, 0,4 g N-
acetyl glukosamin, 10 g uhli¢itan sodny, 60 ml krali¢i sérum (vSechny Sigma-Aldrich), do
11 vody). Nasledné byly spirochéty spocitany pomoci Petroff-Hausserovy komurky, kdy
bylo spocitano 5 velkych c¢tverct a podle vzorce dopocitana koncentrace borrelii na 1 ml.

Jednotlivé kultury byly nafedény na koncentraci 107 borrelii/ml.

Pro ovéfeni vlivu na borrelie byl vybran viniferin o koncentracich 20 pg/ml, 10 pg/ml,
5 pg/ml, 2,5 pg/ml a 1,25 pg/ml v 0,1% DMSO a BSK Il médiu. Jednotlivé koncentrace
byly nasazeny na 96 jamkovy panel v triplikatech (kazdy po 50 pl) pro kazdy kmen
B. burgdorferi s. I., jako pozitivni kontrola byly jednotlivé viniferinem neoSetfené kmeny
borrelii a negativni kontrola byla zvolena jako ¢ist¢ BSK II médium. K takto pfipravenym
koncentracim bylo pfidano po 50 pl jednotlivych kment B. burgdorferi s. I., panel byl
utésnén pomoci parafilmu Kudrzeni vlhkosti a po dobu jednoho tydne byly bakterie

inkubovany v boxu pii 34°C.

Po tydnu inkubace byly jednotlivé kmeny borrelii spoéitainy pod mikroskopem
na podloznim skli¢ku v jednom zorném poli a nésledné piepocteny pomoci vzorce
na koncentraci poctu borrelii v1 ml. Poté byly vysledky z jednotlivych koncetraci

porovnany s pozitivni kontrolou, zda se vyskytne vyrazny rozdil ¢i nikoliv.

Pfi opakovani pokusu byly pouzity kmeny B. burgdorferi s. s. (B31), B. afzelii (CB43),
B. garinii (PBi) a dale B. burgdorferi s. s. (297), ktery diky naslednému obarveni Pl
a fluorescencnimu mikroskopu zobrazil Zivé a mrtvé spirochéty. Na panel jiz byla nanesena
pouze nejvyssi koncentrace viniferinu. Dale byla pii tfetim pokusu provedena kontrola
5 0,1% DMSO v BSK Il médiu k vylou¢eni vlivu DMSO na jednotlivé kmeny B. burgdorferi

s. |
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace koncentrace vybranych prirodnich latek

Pii pokusu o urceni nejvySe tolerované koncentrace studovanych pfirodnich latek
glioblastomy pomoci Burkerovy komurky a mikroskopu se ukazalo, Ze toto pocitani je velmi
nepifesné. Objevovaly se zde obrovské rozdily mezi triplikaty ve stejnych koncentracich.

Bylo potieba tedy zvolit jinou moznost pocitani a ureni prezivsich bunék.

Tento pokus byl proto zopakovan s pouzitim prutokového cytometru. Jednotlivé
vzorky byly obarveny pomoci PI a nasledn¢ zméfeny na pritokovém cytometru. Vysledny
pocet prezivsich a mrtvych buné€k zndzoriuji grafy na Obr. 9 a 10. Na obrazku ¢. 9 je patrné

pouzité ohrani¢eni vymezujici ndmi studované buiiky, oznacené jako populace P2.
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Obrazek 9: Graf jednotlivych populaci bunék v zavislosti pfimého rozptylu (FSC)

na bo¢nim (SSC).
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Obrazek 10: Histogram populace glioblasti v zavislosti na PI.
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Na Obr. 10 je znazornén histogram znaceni bunck (populace P2) po obarveni PI.
V piipad¢é, ze by nékteré builkky byly mrtvé, byl by patrny pik pii vySSich hodnotach
fluorescence (populace P4), a to z divodu proniknuti PI do bungk. Jelikoz zde je ptitomen
pouze pik v levé ¢asti grafu, jedna se tedy o piezivsi burniky (populace P3), a tim i o vhodnou

koncentraci pro dalsi pokusy.

Takto naméfené hodnoty pro jednotlivé koncentrace byly zobrazeny v procentualnim
zastoupeni zivych a mrtvych bunék. Pro jednotlivé vybrané ptirodni latky pak byly zapsany
do Tab. III, IV a V, kde jsou uvedeny procenta piezivSich a mrtvych bunék pii vybranych
koncentracich VIN, AD-2-OX a TK-DION AD. VsSechna méfeni byla provedena
v triplikatech, jak je uvedeno v tabulkach.

Tabulka I11: Mnozstvi ptezivsich a mrtvych bunék po inkubaci s VIN.

VIN Zivé b.mrtvé b. VIN Zivé b. | mrtvé
[ug/ml]/ivzorek| % % | [ug/ml]/ivzorek| % b.%
20/1 994 | 06 0,04 /3 97,5 2,5
20 /2 996 | 04 0,08/1 97,4 2,6
20/3 99,7 | 0,3 0,08 /2 97,2 2,8
10/1 96,7 | 3,3 0,08 /3 98,3 1,7
10/2 948 | 5.2 0,016 /1 97,7 2,3
10/3 97,4 | 2,6 0,016 /2 97,8 2,2
2/1 97,0 | 3,0 0,016 /3 97,0 3,0
212 98,2 | 28 3,2.10%/1 98,6 1,4
213 96,7 | 3,3 3,2.10° /2 97,1 2,9
0,4/1 976 | 24 3,2.10°/3 97,4 2,6
0,412 978 | 22

Tabulka 1V: Mnozstvi pieziv§ich a mrtvych bunék po inkubaci s AD-2-OX.

AD-2-0X zivé | mrtve AD-2-0X zivé | mrtvé
[ng/ml]/vzorek | b.% | b% | [ng/ml]/vzorek | b.% | b.%
500/1 955 | 45 62,5/1 980 | 20
500 /2 97,3 | 27 62,5/2 986 | 14
500 /3 959 | 41 62,5/3 988 | 1.2
250 /1 982 | 1.8 31,25/1 981 | 19
250 /2 96,8 | 32 31,25 /2 983 | 17
250 /3 98,0 | 20 31,25/3 988 | 12
125/1 96,6 | 3,4 15,625 /1 96,9 | 31
125 /2 974 | 2,6 15,625 /2 989 | 11
125/3 979 | 21 15,625 /3 981 | 19
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Tabulka V: Mnozstvi piezivsich a mrtvych bunék po inkubaci s TK-DION AD.

TK-DION AD | zivé | mrtve | TK-DION AD | zivé | mrtvé
[ng/ml]/vzorek | b. % | b % | [ng/ml]/vzorek | b. % | b.%

500/1 936 | 64 62,5/1 979 | 21
500 /2 96,3 | 3,7 62,5 /2 96,7 | 3,3
500 /3 96,0 | 4,0 62,5/3 96,7 | 3,3
250/1 954 | 4,6 31,25/1 96,0 | 4,0
250 /2 959 | 4.1 31,25/2 97,0 | 3,0
250 /3 98,0 | 20 31,25/3 97,7 | 23

125/1 96,2 | 3,8 15,625 /1 97,7 | 2,3
125 /2 965 | 3,5 15,625 /2 9,9 | 31
125/3 965 | 3,5 15,625 /3 974 | 26

Z jednotlivych tabulek je patrné, Ze vSechny nejvySe zvolené koncentrace jsou vhodné
pro dalsi pokusy (podil mrtvych bunék u téchto koncentraci je nizsi nez 5%). Konkrétné
pro VIN se jednd o 20 pg/ml, AD-2-OX a TK-DION AD v koncentraci 500 ng/ml. Déle byly
zmé&feny kontroly s 0,1% roztokem DMSO v IMDM médiu a také kontrola s ¢istym IMDM

médiem. Namétené hodnoty jsou zaznamenany v Tab. VI.

Tabulka VI: Mnozstvi pieziv§ich a mrtvych buné€k po inkubaci s DMSO a ¢istym IMDM

médiem.

0,1% zivé b. mrtvé b IMDM 7ivé b. mrtvé
DMSO % % médium % b.%
vzorek vzorek

1 96,6 3,4 1 97,9 2,1
2 96,9 3,1 2 97,9 2,1
3 96,5 3,5 3 97,6 2,4

Z tabulky VI lze odecist, Ze DMSO, ve kterém jsou piirodni latky rozpustény, nijak
vyznamné neovlivituje ptezivani glioblasti v koncentracich, v kterych bylo pouzité. Byly
tedy urCeny nejvySe glioblasty tolerované koncentrace, a to pro viniferin 20 pg/ml

i 10 ug/ml a derivaty adamantanu 500 ng/ml v koncentraci 0,1% DMSO pro dalsi pokusy.
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4.2 Infekce bunék inkubovanych s prirodnimi latkami

Glioblasty v koncentraci 3x10° bunék/ml byly v objemu 0,3 ml nasazeny na panel
a nasledujici den oSetfeny ve variantach dle Tab. II. Bylo potfeba pfipravit pracovni roztoky
0 vybranych koncentracich, tedy pro VIN 20 pug/ml a 10 pg/ml, AD-2-OX a TK-DION AD
500 ng/ml v 0,1% roztoku DMSO v IMDM médiu. Jako kontrola byl pfipraven roztok
0,1% DMSO v IMDM médiu.

Pro infekci virem KE, kmenem Neudoerfl, bylo pouzito mnozstvi viru v koncentraci
1 MOL. U viniferinu byla nejprve vyzkousena koncentrace 10 pg/ml, kdy cely pokus byl
proveden tfikrat stejné jako pro derivaty adamantanu. Nésledné byl proveden obdobny pokus

s vyssi koncentraci viniferinu, a to koncentraci 20 pg/ml pti 1 MOl a 0,1 MOI.

4.3 Plakova titrace odebranych vzorki

Po odebrani vzorku ze vSech tfech jednotlivych pokust byla s odebranymi médii
provedena plakova titrace. P¥i prvnim pokusu bylo pro plakovou titraci nasazeno 4x10° PS
bun¢k/ml, av§ak po péti dnech inkubace a pfi nasledném barveni nebyly plaky zcela vyrazné
a bylo patrné, ze buiiky nebyly rovhomérné rozvrstveny, dokonce v nékterych mistech silné
prerostly do vice vrstev. Proto bylo pro dalsi pokusy pii plakové titraci nasazovano 300 pl

buné&éné suspenze s koncentraci 3x10° bungk/ml.

Po obarveni a nasledném osuSeni paneli byly spocitany plaky a nasledné byla
dopocitana koncentrace virionovych ¢astic v PFU/ml pomoci vzorce. Pokud bylo mozné
spocitat plaky ve vice jamkach, ve vypoétu byl tento fakt zohlednén a jako vysledna
koncentrace se bralo nejméné fedéna jamka s pocitatelnymi plaky. Timto zplisobem byly
spocitany vSechny vzorky ve vSech pokusech. Vysledky pro prvni pokus VIN (10 pg/ml)
jsou uvedeny v Tab. VII, pro AD-2-OX (500 ng/ml) a pro TK-DION AD (500 ng/ml)
v Tab. VIII.
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Tabulka VII: Titr viru v PFU/ml p#i prvnim pokusu s VIN (10 pg/ml).

VIN
1. pokus

PFU/mI

pramér

var. 1/1

7,58 x 10*

var. 1/2

6,57 x 10*

var. 1/3

5,05 x 10*

6,40 x 10*

var. 11/1

1,01 x 10°

var. 11/2

1,26 x 10°

var. 11/3

5,56 x 10*

9,43 x 10*

var. I11/1

6,57 x 10*

var. I11/2

5,05 x 10*

var. I11/3

2,53 x 10*

4,71 x 10*

Tabulka VI11: Titr viru v PFU/ml pro AD-2-OX a TK-DION AD.

AD-2- TK-
OX. PFU/mI prameér DION PFU/mlI prumér
1. pokus AD
1. pokus
var. I/1 | 6,57 x 10* var. I/1 | 9,01 x 10*
4 5
var. 112 | 353x 10% | 270X 10" 0o 172 [ 850 x 107 | 1:09% 10
var. 113 | 7,01 x 10* var. 1/3 | 1,40 x 10°
var. 11/1 | 1,30 x 10° var. I1/1 | 1,26 x 10°
5 5
var. 1172 | 1,06 x 105 | 117 X10° a2 6,51 x 105 | 6:46% 10
var. 11/3 | 1,15 x 10° var. I1/3 | 1,16 x 108
var. I11/1 | 1,10 x 10° var. I11/1 | 3,33 x 10*
5 4
var. 1172 | 859 x 10* | 1:04X10° ["yar T2 16,06 x 107 | 498 % 10
var. I11/3 | 1,16 x 10* var. I11/3 | 5,56 x 10*

Vsechny vysledky byly porovnany s kontrolou s DMSO. Hodnoty titru viru
pro kontrolu jsou zaznamenany v Tab. IX. DMSO bylo brano jako kontrola, vic¢i niz se
vztahuje pomér koncentrace viru v PFU/ml jednotlivych primért latek. Tyto priméry

a nasledny pomér vyjadieny v procentech byl zaznamenan do Tab. X a grafu na Obr. 11.
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Tabulka IX: Titr viru v PFU/ml pro 0,1% DMSO.

DMSO
1. pokus PFU/mI prumér
var. 1/1 | 9,01x 10*
4
var. 12| 1,30x10° | 22910
var. 1/3 6,67 x 10*
var. I1/1 | 2,78 x 10°
5
var. 2 | 151x10° | 227x10
var. 11/3 | 2,52 x 10°
var. 111/1 6,11 x 10*
4
var. 72 | 5,00x 10¢ | >19%10
var. 111/3 4,44 x 10*
Tabulka X: Procentualni podil titrii viru pfi inkubaci s jednotlivymi latkami vi¢i DMSO
kontrole.
latka varianta | podil k varianta Il podil k | varianta IlI podil k
PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%]
viniferin | 6,40 x 10* 66,71 9,43 x 10* 41,48 4,71 x 10 90,91
AD-2-OX | 5,70 x 10* 59,46 1,17 x 10° 51,52 1,04 x 10° 200,65
TK-DION | 1,05 x 10° 109,87 6,46 x 10° 284,32 4,98 x 10* 96,10
AD
DMSO | 9,59 x 10* 100 2,27 x 10° 100 5,19 x 10* 100
300 - .
250 - VIN
200 - , / — = AD-2-OX
150 - s
100 - : £ = eeeees TK-DION AD
7
50 - \4/
DMSO
O T T 1
var. | var. |l var. Il

Obrazek 11: Graf vlivu jednotlivych piirodnich latek na titr viru KE v porovnani

s kontrolou DMSO pfi prvnim pokusu.

vV

na replikaci VKE. Naopak u varianty Il TK-DION AD se jevi tato latka jako podporujici
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replikaci VKE. Pro ovéieni, zda jednotlivé latky maji dany vliv na mnoZeni viru KE, byly

vSechny pokusy od infekce s odebranim vzorku i plakové titrace provedeny ve dvou dalSich

opakovanich. V Tab. XI jsou zaznamenany priméry koncentraci PFU/ml z jednotlivych

variant pro vSechny latky s piepoctem na podil ke kontrole DMSO. Vysledky z téchto

tabulek pak byly zaznamenany do grafti na Obr. 12.

Tabulka XI: Hodnoty titrti viru u bun€k inkubovanych se sledovanymi latkami vzhledem

k DMSO kontrole pti druhém opakovani.

Obréazek 12: Graf vlivu jednotlivych ptirodnich latek na titr viru KE v porovnani

s kontrolou DMSO pft1 druhém pokusu.

latka varianta | podil k varianta Il podil k | varianta Il podil k
2. pokus PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%]
viniferin | 1,11 x 10’ 405,11 1,01 x 107 435,34 9,26 x 10* 3,94
AD-2-OX | 2,32x10° | 84,67 2,06 x 10° 88,79 8,66 x 10° 36,85
TK-DION | 2,00 x 10° 72,99 1,95 x 10° 84,05 1,65 x 10° 70,21
AD
DMSO | 2,74 x 10° 100 2,32 x 10° 100 2,35 x 10° 100
500 -
400 -
e \/IN
300 -
o= = AD-2-0X
200 - eeeee TK-DION-AD
100 t 20 oﬂcﬁo‘o &.-o¥ DMSO
O T T 1
var.| var.ll var.lll

Z vysledkli a obrazku lze vycist opacny efekt neZ pii prvnim pokusu. Proto bylo

rozhodnuto provést tieti opakovani. Z druhého opakovani pokusu se jevi, ze VIN u varianty

IIT by mohl mit inhibi¢ni efekt a naopak pii variantach I a II se zd4, Ze VIN podporuje
replikaci viru KE. U AD-2-OX a TK-DION AD pfi druhém pokusu nebyl prokazan zadny

ucinek. V Tab. XII jsou zaznamenany vysledky koncentraci v PFU/ml tietiho opakovani

pokusu, které byly nasledné prevedeny do grafu na Obr. 13.
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Tabulka XI1:

Hodnoty titri viru u bun€k inkubovanych se sledovanymi latkami vzhledem
k DMSO kontrole pfi tietim opakovani.

Obrazek 13: Graf vlivu jednotlivych ptirodnich latek na titr viru KE v porovnani

s kontrolou DMSO pfi tietim pokusu.

latka varianta | podil k varianta Il podil k | varianta Il podil k
3. pokus PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%]
viniferin | 1,18 x 10’ 134,86 6,90 x 10° 80,33 5,56 x 10° 106,51
AD-2-OX | 8,42 x 10° 96,23 7,24 x 10° 84,28 7,74 x 10° 148,26
TK-DION | 1,13 x 10’ 412,41 1,21 x 107 521,55 1,80 x 10° 76,60
AD
DMSO | 8,75 x 10° 100 8,59 x 10° 100 5,22 x 10° 100
600 -
500 N ...o'. .
400 - —V/IN
300 - o= = AD-2-0X
200 - eeees TK-DION AD
100 - — = = DMSO
O T T 1
var.| var.ll var.lll

Po srovnani vysledki zjednotlivych pokusi byly patrné velké rozdily mezi

jednotlivymi pokusy, at’ se jedna o pocet virioni (PFU) ve vzorcich, ale predevsim

ve vyslednych grafech se velmi 1i§i druhy pokus od ostatnich dvou. V prvnim a tietim

pokusu byla vzdy stejna varianta nejméné ucinnd ¢i naopak nejucinnéjsi, zatimco u druhého

pokusu jsou hodnoty jiné. Vzhledem k tomu, ze viniferin se jevil jako jedina potencialné

ucinna latka, pokus byl zopakovan pouze s viniferinem v koncentraci 20 pg/ml. Pfi tomto

opakovani byly pouzity hodnoty MOI 1 i 0,1. V Tab. XIII lze vy¢ist primérné koncentrace
viru v PFU/mI a jejich pomér k DMSO pii 1 MOI a 0,1 MOI. Nasledn¢ byly tyto hodnoty

zaneseny do grafu na Obr. 14.
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Tabulka XI11: Zavislost koncentraci viru na kontrole v pokusu s viniferinem p#i 1 MOI

a 0,1 MOL.
1 MOl varianta | podil k varianta Il podil k | varianta IlI podil k
PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%] [ PFU/ml | DMSO[%]
viniferin | 1,18 x 10’ 134,86 8,42 x 10° 98,02 8,40 x 10° 16,09
DMSO | 8,75 x 10° 100 8,59 x 10° 100 5,22 x 10° 100
0,1 MOI | variantal podil k varianta Il podil k | varianta IlI podil k
PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%] | PFU/ml | DMSO[%]
viniferin | 1,35 x 10° 70,31 1,25 x 10° 64,10 8,90 x 10° 73,55
DMSO 1,92 x 10° 100 1,95 x 10° 100 1,21 x 10° 100
150 -
100 \ e \/IN 1 MO
e mmca=d"" DMSO
50 -
= = = VIN 0,1 MOI
0 T T
var.| var.ll var.lll

Obrazek 14: Vliv viniferinu na titr viru KE pfi jednotlivych variantach infekce pii 1 MOI

a 0,1 MOl.

Ze vsech vysledku je patrné, Ze adamantany neprokazuji inhibi¢ni vliv na mnozeni viru KE,

ba naopak Vv nékterych pripadech ho pravdépodobné spiSe podporuji. U viniferinu

s koncentraci 10 pug/ml po srovnani pokusii také neni patrny vliv na vir KE. Pokus

s viniferinem o koncentraci 20 pg/ml byl proveden pouze jednou, ale z vysledku lze vycist

mirny inhibiéni ucinek viniferinu, pokud jsou buiniky nejprve oSetfeny viniferinem

a nasledujici den infikovany (profylakticky ucinek).
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4.4 Ovéreni ucinku prirodnich latek na standardni kmeny bakterii

Po inkubaci bakterii se studovanymi pfirodnimi latkami bylo zkouméano zakaleni
jednotlivych jamek. U vSech jamek byla patrna podobné intenzita zakaleni jako v piipadé
neoSetienych bakterii (pozitivni kontrola; PK). Kontrola s ampicilinem (negativni kontrola;
NK) byla bez zakaleni, naprosto ¢ira podobné, jako Cist¢ CASO médium. Nasledné byly
zméteny hodnoty absorbance pfi 600 nm (OD 600). V Tab. X1V jsou zaznamenany hodnoty
absorbanci pro jednotlivé latky u bakterie E. coli. Dale pak v Tab. XV a Tab. XVI jsou
naméfené absorbance pro bakterie S. epidermidis a S. aureus. Zhodnot lze vy¢ist,
ze jednotlivé kmeny bakterii rostly bez jakychkoliv problémt, ba dokonce byly prerostlé.
Z hodnot pro kontrolu s DMSO muzeme urcit, Ze DMSO nijak neovlivituje vysledky

pokust.

Tabulka XI1V: Namétené hodnoty absorbanci z OD 600 pro E. coli.

E. coli 20 10 5 2,5 1,25
pg/ml pg/ml | pg/ml pug/ml pug/ml
VIN/1 0,817 1,197 1,145 1,043 0,966
VIN/2 1,111 1,108 0,994 1,049 1,044
VIN/3 1,180 1,080 | 1,014 1,020 1,091
AD-2- 0,935 1,068 1,111 1,054 1,011
OX/1
AD-2- 0,994 1,150 1,173 1,071 1,143
OX/2
AD-2- 0,865 1,196 1,237 1,157 1,254
OX/3
TK-DION | 0,891 1,051 | 0,926 0,919 0,761
AD/1
TK-DION | 0,922 1,352 | 1,221 0,935 1,045
AD/2
TK-DION | 1,217 1,192 | 1,465 1,313 0,988
AD/3
E.coli 0,1% E. coli NK médium
DMSO | (PK)
A 1,313 1,338 | 0,095 0,098
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Tab. XV: Naméfené hodnoty absorbanci pro S. epidermidis.

S. epidermidis 20 10 5 2,5 1,25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi

VIN/1 1,420 | 1,530 | 1,545 1,465 1,247
VIN/2 1,706 | 1,725 | 1,712 1,629 1,657
VIN/3 1531 | 1,556 | 1,675 | 1,515 | 1,667

AD-2-OX/1 1,355 | 1,374 | 1,634 | 1,624 | 1,495

AD-2-OX/2 1,231 | 1,626 | 1,635 | 1,537 | 1,403

AD-2-OX/3 | 1,466 | 1,639 | 1,626 | 1,652 | 1,728

TK-DION 1,444 | 1512 | 1,511 | 1,563 | 1,152
AD/1

TK-DION 1,662 | 1,628 | 1,617 | 1675 | 1,660

AD/2
TK-DION 1676 | 1,681 | 1,668 1,721 1,726
AD/3
S. epidermidis | 0,1% PK NK | médium
DMSO
A 1,381 | 1,611 | 0,180 | 0,239

Tab. XVI: Namétené hodnoty absorbanci pro S. aureus.

S. aureus 20 10 5 25 1,25

pg/ml | pg/ml {pg/ml| pg/ml | pg/ml
VIN/1 1,281 | 1,260 |1,240| 1,255 | 1,069

VIN/2 1,505 | 1,573 [1,490| 1,385 | 1,309

VIN/3 1,556 | 1,516 [1,415| 1,391 | 1,325

AD-2-0OX/1| 1,315 | 1,265 |1,213| 1,297 | 1,246

AD-2-OX/2| 1,341 | 1,281 | 1,263 | 1,277 | 1,277

AD-2-OX/3| 1,369 | 1,331 |1,348| 1,373 | 1,324

TK-DION | 1,090 | 1,091 |1,043| 1,072 | 0,898
AD /1

TK-DION | 1,223 | 1,326 | 1,236 | 1,218 | 0,973
AD/2

TK-DION | 1,277 | 1,291 | 1,330 1,297 | 1,282
AD/3

S.aureus | 0,1% PK NK |médium
DMSO

A 1,254 | 1,400 0,096 | 0,183
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Z namétenych hodnot absorbanci lze vycist, ze jednotlivé latky nemaji velky vliv
na jednotlivé kmeny standardnich bakterii, a to z porovnani pozitivnich kontrol vici
jednotlivym vzorkiim. Pfesné urceni poctu CFU/ml bylo proto provedené pouze u vzorkl
s koncentracemi studovanych latek 20 pg/ml a 10 pg/ml, a to vzdy jednou, nikoliv
v triplikatu. Jednotlivé vzorky byly milionkrat nafedény a takto zfedény vzorek byl nanesen
na plotny vobjemu 100 ul. Dalsi den byly narostlé kolonie spocitany a piepoteny
napavodni objem a fedéni. V Tab. XVII jsou zaznamenany piislusné pocty kolonii
jednotlivych bakterii a jejich piepocty na CFU/mI pro nejvyssi koncentraci a PK. Kontroly
s ampicilinem byly bez narostlych kolonii, tudiz v nich nebyly ptfitomny po oSetieni timto
antibiotikem zadné bakterie. Je patrné, ze pocty CFU/ml nebyly nijak ovlivnéné pfidanymi

prirodnimi latkami.

Tabulka XVII: Po¢et CFU/ml jednotlivych kment standardnich bakterii v inkubaci

s vybranymi pfirodnimi latkami.

VIN [20 | AD-2-OX | TK-DION PK
pg/ml] | [20 pg/ml] | AD [20
pg/mi]
kolonie 205 263 212 325
E.coli
E.coli [2,05x10°| 2,63x10° 2,12 x 10°|3,25 x 10°
[CFU/mI]
kolonie S. 197 169 166 225
epidermidis
S. 1,97 x 10°| 1,69 x 10° | 1,66 x 10° | 2,25 x 10°
epidermidis
[CFU/mI]
kolonie S. 414 311 295 360
aureus
S.aureus |4,14x10°| 3,11 x 10° | 2,95 x 10° | 3,60 x 10°
[CFU/mI]
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4.5 Ovéreni uc¢inku viniferinu na B. burgdorferi s. |.

Pfi prvnim pokusu s ovéfovanim uGcinku vybranych pfirodnich latek na B. burgdorferi
s. 1. se vyskytl problém jiz po 4 dnech, kdy byly jednotlivé jamky vyschlé a také bylo
kontaminovano pouzité BSK-II médium. Proto pii druhém pokusu byl panel uzavien pomoci
parafilmu a inkubovan pii 34°C a pocitani spirochét probéhlo az po tydnu inkubace, a to
nanesenim na skli¢ko a spoc¢itanim pod mikroskopem s temnym polem jednoho zorneho
pole. Poté byl vysledny pocdet vynasoben koeficientem 3,9 x 10° a byl ziskdn podet
borrelii/ml. Koncentrace borrelii/ml zobrazuje Tab. XVIII, a to pii nejvyss$i pouzité

koncentraci viniferinu a také hodnoty pro pozitivni kontrolu s ¢istym médiem.

Tabulka XVI11: Koncentrace borrelii pfi pokusu s viniferinem.

pocet b/ml s VIN pozitivni kontrola
B. burgdorferi s. s. (B31) 1,37 x 108 4,38 x 108
B. afzelii (CB43) 7,8 x10° 7,5x10°
B. garinii (PBi) 8,58 x 107 2,34 x 108
B. finlandensis (SV1) 4,68 x 108 nepoéitatelné

V Tabulce XVIII. jsou uvedeny koncentrace jednotlivych kment borrelii na 1 ml.
Z vysledkl je patrné, ze u kment B31 a PBi by urcity inhibi¢ni G¢inek mohl byt, pocet

borelii byl ale snizen pouze tfikrat.

Z toho divodu a také kvili ovéteni vlivu DMSO na spirochéty byl proveden treti
pokus, kde misto kmenu SV1 byl pouzit kmen B. burgdorferi s.s. (297), ktery je mozno
obarvit pomoci PI a nasledné pozorovat Zivé a mrtvé spirochéty. Nanestésti vSak po tydnu
inkubace byla zjiSténa kontaminace média, kvlli niZ spirochéty ve velkém mnoZstvi

neptezily ani se nenamnozily. V nejbliz§i dobé bude tedy pokus opét opakovan.
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5 DISKUZE

V této praci byly zkoumany mozné ucinky rostlinné biochemické latky z vina —
viniferinu a dalSich pfirodnich latek, derivatti adamantanu, proti VKE a vybranych kmentim
bakterii. Antivirotické ucinky vybranych latek byly zkoumany na bunécné linii glioblasti,
kterd byla vybrdna jako zéastupce neurdlnich bunck, které byvaji napaddny VKE. Dal$im
divodem byla jejich citlivost na VKE pii in vitro zkoumani a jejich vhodné vyuziti
pro zkoumani neuropatogeneze VKE (Ruzek a kol., 2009). Nejdiive bylo potiebné urcit
vhodnou koncentraci vybranych latek i jejich rozpoustédla DMSO, aby nebyly vysledky
ovlivnéné piipadnym odumirdnim bunék po aplikaci téchto latek. Pro urceni cytopatického
efektu studovanych latek a DMSO na pouzité buniky byl pouzit pritokovy cytometr, ktery
byl pro ovéteni zivych a mrtvych glioblastomovych bunék pouzit i v jinych pokusech
(Ruijun akol., 2014). Jako nejvySe tolerované koncentrace se ukazaly pro viniferin
20 pg/ml, 10 pg/ml a pro derivaty adamantanu 500 ng/ml a roztok 0,1% DMSO. Tyto
koncentrace pak byly pouZity pro pokusy s infekci VKE. Oproti tomu v pokusu inhibi¢nich
uc¢inku HIV-1 integrazy byl viniferin 10 pM (cca 450 pg/ml) pro derivaty adamantanu
1,6 UM (cca 200 pg/ml) (Pflieger a kol., 2013; Printsevskaya a kol., 2005).

Infekce byla provedena ve tfech rznych variantach, a to z divodu ovéteni, zda jsou
vybrané pfirodni latky schopné néjakym zplsobem zabranit Sifeni a mnozeni viru u jiz
infikovanych bunék €1 ochréanit zdravé buiiky pied infekci. Neuroprotektivni charakter byl jiz
diive prokdzan u polyfenoll ve ving, a to pred neurodegenerativnimi nemocemi (Basli a kol.,
2012). Konkrétn€ tedy byly zvoleny varianty — infekce nasledovana pfiddnim studované
latky; aplikace studované latky soucasné s infekci; a oSetfeni buné€k latkou a nésledna
infekce. Obdobné varianty infekce byly pouzity i v pokusu ovéfeni antivirotickych tc¢inku
flavonoidt (jmenovité quercitinu, naringinu, katechinu a dal$ich) proti viru Herpes simplex,
viru détské obrny a viru Parainfluenza (Kaul a kol., 1985). Doposud vsak nebyl proveden

pokus s ovéfenim G¢inku viniferinu a derivati adamantanu na replikaci VKE.

Pfi prvnim pokusu jednotlivé latky po ovéfeni pomoci plakové titrace nevykazovaly
zadny vyznamny antiviroticky efekt a v nékterych piipadech vykazovaly spise pro virus
podpirny ucinek. Pii druhém opakovani vSak doSlo k problémim s pfilnutim bunék
k povrchu jamek, bunky se jiz po infekci odlupovaly od povrchu, z toho divodu se pak
pravdépodobné objevily velké rozdily ve vysledcich pii plakové titraci. Pfi tfetim opakovani

pak vysledky byly srovnatelné s prvnim pokusem. U viniferinu v koncentraci 10 pg/ml se
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jevi jako nejucinngjsi varianta €. II, tedy infekce a latka podané soucasné. Avsak vysledky
oproti kontrole nebyly nijak vyrazné, proto se neda ptedpokladat antiviroticky tc¢inek

pro tuto koncentraci viniferinu.

Jelikoz se diive adamantan pouzival jako antivirotikum proti chfipce typu A a derivaty
adamantanu inhibuji nékteré Flaviviry jako napt. Dengue virus, tak bylo pfedpokladano,
ze by inhibi¢ni u¢inek mohly derivaty adamantanu mit i proti VKE (Ttiska, 2012; Luzhkov
akol., 2013). V naSem piipadé se vSak u studovanych derivati adamantanu neprojevily
zadné pro bunky prospésné ucinky, ba naopak u TK-DION AD se jevi, ze varianta €. II spise

podporuje mnozstvi titru viru ve vzorcich.

Po téchto zjisténich bylo rozhodnuto, Zze by bylo vhodné vyzkouSet jesté vyssi
koncentraci viniferinu 20 pg/ml pii koncentracich VKE 1 MOI a 0,1 MOL. Po plakové titraci
a zjisténi mnozstvi titru viru ve vzorcich nebyl zjiStén vyznamny inhibi¢ni ucinek
na replikaci VKE. Zvlastnosti vSak byl vysledek pii koncentraci 1 MOI u varianty III, kdy
byl titr viru o jeden fad niz$i nez kontrola, avSak u koncentrace 0,1 MOI takovy vysledek
nenastal. Celkové tedy nebyl prokdzan zadny antiviroticky vliv u vybranych piirodnich

latek.

Druhou ¢asti prace bylo zjistit, zda vybrané ptirodni latky maji baktericidni u¢inky
na vybrané standardni kmeny bakterii a spirochét B. burgdorferi s. 1. Nejprve vsak bylo
potfeba tuto metodu optimalizovat. Pfi ristu standardnich kmenii bakterii musel byt bran
ohled na jejich prvotni lag fazi, kdy si bakterie zvykaji na prostiedi a zacinaji rist, nasledné
I najejich rast, aby pfipravena bakterialni suspenze nebyla pfili§ prerostla a bakterie
nezacaly z nedostatku Zivin umirat (Rolfe a kol., 2012). Jako dalsi faktor pro urceni
vhodného Casu pro dostatecné namnozeni bakterii byla brana jejich generacni doba, tedy
doba potiebna k vytvofeni nové jedné generace bakterii, kdy u E. coli je tato doba okolo
20 minut, u S. epidermidis a S. aureus ptiblizné pul hodiny (Bremer, 1982; Gottenbos a kol.,
2000; Domingue a kol., 1996). Z téchto duvodt byly bakterie ponechany rust pfiblizné
2 hodiny. Nasledné byl proveden pokus a druhy den zméfeno OD 600. Pomoci OD 600 byla
urCena absorbance, ktera slouzi k pfibliznému wur€eni, zda je bakteridlni suspenze
koncentrovana ¢i ne. Tato metoda se béZzn€ pouziva k urceni koncentrace bakterii (Chung
akol., 1989). Z predchozich zkoumani bylo zjisténo, ze e-Viniferin inhiboval rust biofilmu
E. coli O157:H7 (Rabin a kol., 2015) a také spolu s a-viniferinem maji bakteriostatické
ucinky na methicilin-rezistentni S. aureus (MRSA) (Basri a kol., 2012).
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Nasledné¢ po vysazeni bakterialni suspenze na CASO plotny a jejich inkubovani
po dobu 24 hodin byly jednotlivé kolonie spocitany. Z vysledki vyplyva, Ze vybrané
pfirodni latky nemaji baktericidni U¢inek na vybrané standardni kmeny bakterii. Prvnim
z diivodu jsou jiz hodnoty absorbanci, které se piiblizuji 1. Pokud by latky mély takovyto
ucinek, hodnoty absorbanci by byly vyrazné nizsi a na plotnach by nasledna koncentrace
byla nizsi nez pavodni 100 CFU/50 pl, tedy 2000 CFU/ml. V zadném ptipad¢ se vSak nizsi
koncentrace nevyskytla, ba dokonce pfed vysazenim na plotny bylo tfeba bakteridlni
suspenzi 10% zfedit, aby bylo mozné kolonie nasledujici den spocitat. Rozdil oproti
publikovanym vysledkiim uc¢inku viniferini na bakterie 1ze vysvétlit na jednu stranu nejasné
definovanym vzorkem (zastoupeni jednotlivych viniferini ve vzorku) i1 stafim vzorku.

Z tohoto diivodu bude pokus znovu zopakovéan s Cerstve purifikovanym vzorkem viniferini.

Jako antibakterialni ptirodni rostlinnou latku proti spirochétam B. burgdorferi s. |. dle
dosavadnich experimentu lze povazovat extrakt z listd stévie sladké (Stevia Rebaudiana),
ktery snizoval koncentraci spirochét podobné jako vybrana antibiotika (Theophilus a kol.,
2015). Z dosavadnich vysledkt urceni viniferinu jako antibakterialni latky vSak podobny
uc¢inek nebyl pozorovan. Pii pokusu byl zjistén minimalni G¢inek proti kmenu B. burgdorferi
s.s. a B. garinii, ktery m¢l byt pii dalsim pokusu ovéfen. Nanestésti pii ovéteni doslo
ke kontaminaci BSK Il média, a proto bude pokus zopakovan v nejblizsi dobé i s ovéfenim
vlivu DMSO na spirochéty. Dle vysledkii z druhého pokusu vSak lze predpokladat,
7ze DMSO nijak neovliviiuje rust spirochét, a to z divodu shodnosti poétu borelii u vzorku

a pozitivni kontroly.
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6 ZAVER

Tato prace se zabyvala ovéfenim potencidlnich antimikrobidlnich G¢inka rostlinné
latky viniferinu a pfirodnich latek — adamantan-2-oximu a 1,3,5,7-tetrakarboxy-2,6-dion
adamantanu. Vliv téchto latek na replikaci viru klistové encefalitidy byl studovan u bunééné
linie glioblastii v riznych variantach, které by prokazaly ur¢ity inhibi¢ni vliv na replikaci
viru. Naslednou plakovou titraci bylo zji§téno, ze zadna z latek nema antiviroticky uc¢inek

na vir klistové encefalitidy.

Druhou casti prace bylo ovéieni antibakteridlnich ucinkt proti standardnim kmentim
bakterii a také proti klistaty pfendSenymi spirochétami B. burgdorferi s.I. U standardnich
kment nebyl po inkubaci s vybranymi pfirodnimi latkami pozorovan baktericidni G¢inek.
U ovéfeni Gcinku viniferinu proti spirochétadm také nebyl prozatim prokazan jeho vyznamny

antibakterialni 0¢inek.
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