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1. Uvod

Objevuijici se onemoc#ni

Pojem "objevujici se" (angl. emerging) nebo "znowjevujici se" choroby (angl. re-emerging diseases)
souhrn@ ozna&uje Sirokou skupinu virovych, bakterialnich a pétdanich nakaztiznych druli a celedi, jez
sdili jednu podstatnou spéteu viastnost. Tou je schopnost propuknout vzdyvistel s ¥tSimi zménami
v lidské populaci. & se jiz jedna o osidlovani novych Gzemi, blizSitkéihélovéka s domestikovanymi zidty
(McMichael, 2004), populmi exploze, jiné socidlni usfidani, klimatické, ale i genetické &ny v populaci,
vSechny tyto ¥tSi zn€ny byly doprovazenyietelnymi ffemenami ve vztahiHomo sapiens sapiens s okolnim
swtem na biologické drovni (Turkt Thomson, 1999). Z historického hlediska bylogjidfilezitym krokem
umoziujicim vznik novych infekci zalozeni lidskych osad psstovani dobytka. Podle antropologického
vyzkumu v Africe provedeném v roce 1990, koreluippew srpkovitych erytrocyit chrargnych proti malarii se
zavedenim zeleznych nasti@ vypalovanim les coz zejme poskytlo lepSi podminky pro Zivot kontidrodu
Anopheles gambiae, hlavnimu pena3éi prvoka Plasmodium falciparum a Plasmodium malariae (Inhorn et
Brown, 1990). Z dalSich historickych wiye teba zminit velké pohyby narbgdvojenské vypravy a expanze na
do té doby neobjevené kontinenty, mozné klimatickéy (Gubler, 2002), dale zvySeny kontakt lidi zdtaty,
vice lidi s poruchami imunity, a koti@& také objevy novych zivgSnych druli dosud neznamych (Hansen
al., 2001). Vznikly nové ekologické niky, vztathovéka k mikrohim, a hlav@ piilezitosti dosud nevidanym
infekcim napadnout nového hostitelélevéka. Jednim z takovych onemdaaoii je Omska hemoragicka hoka,
jez se objevila v Rusku po vysazeni ondater do Imo\y#ostedi (Casalgt al., 1966). Pedevsim pronikani lidi
do ohnisek nakaz a nedasifici zdravotni prohlidky a op#ni maji za nasledek znovuvzplanutivgjSich
chorobgi objeveni se novych.

Mezi aktudlni objevujici se nemoci dnesni ddghglime, mimo jiné, virové chorobyenasene&lenovci
Zivicimi se obratlo#i krvi, tzv.arboviry (anglarthropodborne viruses). Arboviry séadi do 7 virovychieledi
vymezenych ekologickymi vlastnostmi a nikoliv gaakbu ¢i morfologickou gibuznosti, p&t sem také&eled
Flaviviridae (diive podeled ¢eledi Togaviridae) (Raiani et Ciampor, 2006)Celed’ Flaviviridae &itd nejmés
70 rodi. Virové ¢astice tétaeledi se vyznaliji relativre malym obalem, jejich genom je tiem jednoviaknovou
RNA pozitivni polarity kddujici vSechny virové pedty uvnit jednohocteciho ramce (ORF) (angbpen
readingframe). Pena3éi jsou ¢lenovci (kliSE, komar) a hostitelé jsou obratlovci. Podle fylogeekych studii
se viry frenasené klisty oddtlily od virt prendSenych komary asiqal 5000 lety (Kunet al., 1998). Jednim ze
3 rodi této celedi je rod Flavivirus. Jakorfilady zastupé komplexu kliové encefalitidy (KE) Ize jmenovat
virus kli¥ové encefalitidy, virus hotky Kyasanurského lesa, virus Langat, virus vrtivkgrus Omské
hemoragické hordky a virus Powassan (GreSikogiKaluzova, 1997). NeptSi hrozbou pro #dni Evropu a
tedy i Ceskou republiku je virus kifgvé encefalitidy. Virus kli®vé encefalitidy sice neni klasickyniiladem
now se objevujici choroby, nicmé&mblast jeho vyskytu se za posledni¢kalik desitek let vyraziairozsfila a

sowasre v nekterych statech prudce vzrostla incidence tohot@zé&ho onemoeni.



1.1. Virus kliStové encefalitidy

Virus kliSt'ové encefalitidy — charakteristika a vyskyt

Virus kli&'ové encefalitidy (VKE) (rod Flavivirugieled’ Flaviviridae) je gic¢innou zavazného lidského
onemockni centralni nervové soustavy (CNS) viedhi Evrog a severovychodni Asii. Zigobuje minimaly
11 000 pipadi encefalitidy v Rusku a asi 3000 v EvioxXné (Gritsunet al.,2003). VKE je v ptadi druhou
neitastjsi pricinnou virové encefalitidy hned po viru japonské efatitidy (JEV) (Kunzet Heinz, 2003).
RozliSujeme 3 subtypy liSici se nukleotidovymi sedkeemi, ale i biologickymi vlastnosmi, jednotlivébsypy
byly pojmenovéany podle geografického vyskytu - Bpsly, Sibisky a Dalny vychod (Brokest Gniel, 2003).
Pobaltské staty a Ukrajina jsou mistem setkani cheho vSech subtyip(Razek et al., 2007). Subtypy se lisi
svymi vektory (penaSei), mortalitou i celkovym pkbéhem nemoci. Evropsky subtyp j¢epasen kligtem
Haemaphysalis concinna). Klinické projevy infekci zpisobenych kmeny subtypu Dalny vychod maji rychly
nastup, komplikova)Si pribéh a mortalitu 20 — 60%. Kmeny ze S#kého subtypu Zsobuji obvykle
chronické onemocami s umrtnosti kolem 7%. Chronickyiéh KE je pondrné ¢asta komplikace doprovazejici
toho onemocEni. Ficinou je gechod z akutni faze do zdlouhavého, slabého dnfblo procesu, jakozto
vysledku peziti viru v CNS, nebo nasledné degenerativni reakwnitniho systému v zétivém lozisku bez
piitomnosti viru. Mezi 113 kmeny VKE izolovanych &znych oblastech Sit# byl u 8 kmei (7,1%) zjiS&n
chronicky pfibéh nemoci u infikovanych opiMacaca rhesus, pricemz se KE manifestuje u tohoto druhu opic
velmi podobg jako u lidi. Patogeneze chronické formy KE byltomto gipad zaloZena na schopnosti viru
dlouhodolé setrvavat v ufitych strukturach mozku za stasré vysokého obsahu protilatek vkrvi a
mozkomiSnim moku opic. Zatimco izolace viru z kietnvzorki opic byla pordrné snadné ghem akutni faze,
nepodélo se izolovat virus z krve zkdte prodlavajici chronickou formu infekce (llienket al., 1974).
Klinicky prabéh Evropského subtypu je obvykle mirny s nizkou middu 1 — 5%. Infekce Zsobené
evropskymi kmeny maji typicky dvoufazovyuh. Prvni faze virémie, provazenéaiigkovymi symptomy —
horetka, malatnost, bolest hlavy, svalova bolest, triidligné 1 az 2 tydny. Asi 2/3 lidi nakazenych VKE
prockla tzv.inaparentni (betznakovou) infekci s virémii nebo bez ni. Mezi 12.8zi obvykle nastava celkové
zlepSeni stavu pacienta. Pokud se imunitnimu systéepod#& virus zneSkodnit, v 25%ffpadi nastane
sekundarni faze infekce.éBem ni virus pronikne do mozkové tkarDochéazi k postizeni CNS gipnaky
meningitidy, meningoencefalitidy nebo encefalomyadyi - prudké bolesti hlavy, fizha, pacienti maji vysoké
horeky, jsou dezorientovani, maji poruSenou motorickoardinaci atd. Rekonvalescence je dlouha, vyfime
dochazi k rozvaoji trvalych paralyz, trvalym poruah&oustedni ¢i sniZzeni intelektualniho vykonu nebo smrti
(Charrelet al., 2004). Obechlehii praibéh nemoci zaznamenavame &kové skupiny do 14-ti let. Naopak u
z klisové encefalitidy, &stanou imunni po zbytek zivota, coz potvrzuje nddgz protilatek proti VKE v jejich
séru (Charreét al., 2004).

Prvni zminka o existenci VKE se datujeézglo 18.stoleti, kdy byla nemoc podobnd KE zinin
v dokumentech z Finska (citovano dle KweizHeinz, 2003). Poprvé byla KE diagnostikovana \erd®31 H.

Schneiderem. Rustigci izolovali virus z nakazenych lidi, mySi a K& a tim potvrdili penos VKE z kligat.



V Evrops byl VKE prvré detekovan vroce 1948 Galliou @eskoslovensku. Nasledirbyla nemoc/virus
potvrzen/a tér v celé Evrop a také na severiny a Japonska (citovano dle KuetZHeinz, 2003).

Castice VKE (virion) je sférického tvaru a ma vebkqyiblizng 50nm v paiméru (Westawayet al.,
1985). Na povrchu je lipidicka dvouvrstva obklogiljkapsidu s virovou nukleovou kyselinou. Lipopiotary
obal v sok obsahuje dva virové proteiny; E (envelope) a Mrtinene). Kapsida je kubického tvaru o 20-ti
sttnach a sklada se z proteinu C (capsid). Virova geettzova nukleova kyselina RNA o velikosti 11kb je
pozitivni polarity. Kéduje jeden velky polyprotem3400 aminokyselinach, jez je translatovan z j@ldinORF.
Polyprotein je kotranstmé a post-transkné S€pen virovymi a bu&nymi proteazami na 3 strukturni a 7
nestrukturnich protein jez jsou detailgji popsany v tabulc&.1.1. ORF je ohratien 5" a 3" nekddujicimi
oblastmi (NCR) (anglnoncodingregions). Je pra¥godobné, Ze 5" NCR oviiwje translaci virového genomu a
také slouZi jako misto zahajeni syntézy pozitiviigiszce Ehem replikace RNA. 3" oblast genomu je velmi
variabilni a nejspiS také hrajéldzitou roli v replikaci virové RNA, avSakigsna funkce neni dosud znama. Na
rozdil od bui¢né mRNA, genom &tSiny flaviviri neni polyadenylovan na 3" konci (Wengéial., 1978), az
na rekolik vyjimek s internimi polyA sekvencemi ve vasimi ¢asti 3 konce, ndfklad kmen Neudoerfti
kmen 263 (Mandkl al., 1998; Wallnert al., 1996). Jako u vSech RNA tripozitivni polarity slouzi i genom
VKE jako mRNA pro translaci virovych protain Replikace je zah4jena syntézou negativiifiiézce RNA,
ktery je pouzit pro tvorbu dalSich pozitivniédttzcd RNA. Proto je syntéza asymetricka s vyraznéevphou
negativnichietzci nad pozitivnimi, kumuluji sedhem infekce a byly izolovany vyhragine dvoutettzcovych
forméach (Lindenbacht Rice, 2003).

Tab. 1.1Proteiny VKE (Lindenbachkt Rice, 2003)

PROTEINY STRUKTURNI VELIKOST (kDa) | FUNKCE

hlavni povrchovy protein, antigen, N-glykosylovany

E ~53 dimer, indukce protildtek, vazba na receptor

=

vhimavé biky, faze s membranou, virovy fazn

protein Il. ¥idy

<
0

26 membranovy glykoprotein, vznikd z prekurzg

=

u

prM - nutny pro spravné slozeni E proteinu

C ~11 tvai kapsidu

PROTEINY NESTRUKTURNI |VELIKOST (kDa) | FUNKCE

stabilni homodimer ezity pro p&éateni faze
NS1 ~ 46 replikace RNA, antigen spoudfiti komplementem
zprostedkovanou lyzu napadenych lknperiferni

¢éasti je asociovan s b&nou membranou

pravcEpodobre  koordinuje krok mezi replikadi
NS2A

u

22 RNA a jejim balenim, ideZity pro produkci

infekénichgastic

asociovany s membranou, t¥okomplex s NS3
NS2B

u

14 nezbytny kofaktor serinové proteazy v NS$3,

nejspiSe ovlittuje permeabilitu membranyébem




infekce

Multifunkeni protein zapojeny v replikaci RNA

[}

NS3 ~70 zpracovani  polyproteinu, pomoci NS2B |je
z&lerény do membrany, 1/3 jeho N-konce |je
trypsinu podobna serinova proteaza, jeho C-kgnec

ma ve spojeni s NS5 funkce podobné helikazam

NS4A ~ 16 funkce neni zcela znama, mozna role v RNA
replikaci, zpracovani polyproteinu
NS4B ~ 27 transmembranovy protein s nejasnou  funkci,

soustedny do mist replikace a u jadra

multifunkeni, dolie konzervovany protein zahrnuty
v RNA replikaci, jeho N-konec vyt¥a5” ¢epicku,
NS5 ~103 C-konec ma RNA dependentni RNA
polymeradzovou aktivitu, twd komplex s NS3 a
mize stimulovat NS3 NTPazovou aktivitu, nachazi

se u jadra

Porovnavanim dat z virulentnich a oslabenych Kmemcefalitickych vié bylo zjiS€no, Zze i 3" NCR
hraje dilezitou roli v patogenezi (Hurrelbrinket McMinn, 2003). Aminokyselinové zamy ovliviujici
biologické vlastnosti viru (oslabeni, fuzi a uvéhh, tropismus, stabilitu) byly lokalizovany ve 4lstich E
proteinu. Na virulencifsobi svym zpisobem i bodové mutacel aemusi ninit sekundarni a tercialni struktury
proteinu (Gritsunet al., 1995). U gkterych gFirodnich izolat VKE bylo zjiS&no, Ze nafiklad mutace
v nestrukturnich proteinech NS2B a NS3 vedly k atsanému termosenzitivnimu fenotypu viruigeket al.,
2008).

Klisté obecné(lxodesricinus) a pirenos VKE

VKE je v prirodé udrzovéan v cyklu zahrnuijici klidta a obratlo& hostitele (nejasgji hlodavce). Klis¢
slouzi jako reservoar i vektor tohoto patogena Z®izt al., 2004). Klis¢ je slepé, k potencidlnimu hostiteli je
navigovano oxidem ullitym vyluéovanym pokozkou obratlovce, jeho teplotou, zapachamoniakem a
pohybem (Gritsuret al., 2003). Obratlovec fize byt nakazenijsanim jakéhokoliv stadia kli&e, jez jsou larva
(0,6-1 mm), nymfa (1-2 mm) a dadec (samec 2,5 mm, samice 3-4 mm) (Hertigl., 2002). Kazdé stadium
vyvoje kliS&te od larvy pes nymfu po dosiice musi alesppjednou sat na obratlovciigdtim, nez se fize
vyvinout v dalSi stadium. Kli§tzastava penaSéem po cely sk Zivot i po metamorfézach (trans-stadialni
pienos) (Nuttallet Labuda, 2003). Virus se téZemasSi na potomky, a to tzv. trans-ovaridlnibenpsem
z infekeni fertilni samice do jejich vaigk, kterych byva cca 500 az 5000. Samice po nakladgicek umira.
Virus se téz fendSi z infikovaného kli&e na dosud neinfikované jedince i tzv. ,co-feeéimj (sousanim)
v piipadt, kdy vice kligat saje sotasré na témze hostiteli. V takovéntipad je virus vylogeny spolu se
slinami infikovaného kliste do mista sani séasré nasan kliftem neinfikovanym. Samci kkat se nezivi
krvi, ale pouze malym mnozstvim tlavé tekutiny v ramci kratkého krmenitsinou kEhem kopulace s prév

sajici samikou (Rizzoliet al., 2001). NejastjSi cestou nakazy kli&e je sani na viremickém hostiteli. KE se u



klistat samotnych neprojevuje. VKE je z K& prenesen kligcimi slinami do hostitele. Naopak, obrattov
krev nebo tké obsahujici VKE vstupuje do kl&tiho steva hem sani. K fenosu infekce z klite sta&i jen
kratky ¢as (Saueret al., 1995). Je znamo, Ze kHét sliny obsahuji izné bioaktivni latky podobné Iékn,
napiklad anestetika, prostaglandiny, imuno-modaia faktory, anti-koagulanty, enzymy, inhibitory,
protizaretlivé latky aj., jez misto sani znecitlivuji, tudfinoh& infestaceiistavaji bez povSimnuti (Parok
Raoult, 2001).Nejpravépodobrji se ¢lovék nakazi VKE kousnutim infékiho kliStte bshem venkovnich
aktivit v lese s hustou vegetaci, jeZiza ukryvat velké mnozstvi ktigt. Lidské pipady nakazenim VKE se
objevuji od dubna do listopadu. KE&ane byt aktivni, kdyz fdni teplota dosédhne hodnot 5 az 7°C (Gardiner
et Gettinby, 1981). VIhka léta a mirné zimy zvySujistotu kliS¢cich populaci. Bhem zimnich résial virus

v kliStti pirezimuje, na jge se znasobi a vstoupi do t#mSech jeho orgdn(Volf et Horak, 2007).

Vyskyt patogena je Uzce spjat s vyskytemtidiSprevalenci viru v klif&atech a frekvenci kontaktu mezi
virem-nakazenymi klig&ty a jejich vnimavymi hostiteli. Hustota kl&tch populaci je citlivd na klimatické
zmeny — teplejsi ptasi poskytuje kl&tim delSi obdobi pro aktivni zivot, resp. sani, steak i lidé mohou
provozovat venkovni aktivity délecasgji, je-li teplejsi klima,¢imz zvySuiji riziko nakazeni se (BroketrGniel,
2003; Lindgreret al., 2000; Gustafsost Lindgren, 2001). Studie z posledniho desetiletis?6l. upozaiuji na
posun hranice vyskytu kli&e Ixodes ricinus do vy3sich nadniekych poloh jako nagklad na Sumay ¢imz se
zvysuije riziko infekce  venkovnich aktivitdch (Daniedt al., 2003).

VKE se vyskytuje prakticky na celém Gzediéské republiky. Z dlouhodobého hlediska jsou jizni
Cechy jednim z nejzatiz&ich regiori v CR co se p&tu piipadi KE tyce. Také v okoli Plzav zapadoeském
kraji byl zjis&n konstants vy33i vyskyt onemoemi KE. SeverniCechy se v posledni letech staly novym
ohniskem této nakazy a ani vychodréchy neunikly nové vk objevujici se encefalitidy, obzvl&sv okrese
Olomouc (Beran, 2004). V letech 1993 az 2006 byhiertimér 619,6 gipadi KE. Za rok 2006 to bylo jiz 1029
pripadi KE v jediném roce. Neéfznivy vyvoj situace ohlednvyskytu VKE jde ruku v ruce s neobvyklym
vyvojem pa&asi v roce 2006 (Daniet al., 2008). Poet pripadi klesl v roce 2007 na 542, cofegstavuje 52,7%

Z patu v roce 2006 (Suss, 2008feska republika je ifkladem, kde nedostatea progkovanost vede
k vysokému p&tu nakazenych, jez dosahl v roce 2006 svého hisiio maxima.

Kromé nejkezrgjSiho zmisobu penosu infekce kousnutim nakazeného &éSje més casty gipad
infekce po poziti kontaminovaného syrového koziHéka nebo nepasterizovaného miéka. Terfipgd byl
zaznamenan vroce 1951 v Re# na Slovensku (GreSikow al.,1975). Pacienti s encefalitidou ziskanou
z mléka maji vySSi pra¥godobnost Uplného zotaveni. Virem se Ize infikovatlaboratdich pfi ndhodném
porargéni jehlou nebo vdechnutim kontaminovaného aerosolu.

V piipact experimeni s virem encefalitidy St. Louis (SLEV) bylo prok&ma ze wkteré neurotropni
viry jako VKE se mohou do mozku dostat skighovou cestu. Misto zakdéeni ¢ichovych nerv je obzvlast
citlivé k infekci, protoZze nervova zakéeni sahaji az déichové sliznice (Fazakerley, 2002). U laboratornich
mySi nakazenych intranasélbyla pozorovana progrese infekcéichového neuroepiteliarescichovy lalok do
mozku, gicemz virovy antigen se nachazel téz ve smyslovychawych buikach sitnice, avSak tam se dostal az
po infekci mozku a tim se vyléila moznost centralni neuroinvazénd cestou. Htomnostéastic SLEV v
nosnim sekretu po opadnuti virémie by se dala pquairychlou diagnostiku lidskychtipadi (Monathet al.,
1983). Nakaza VKElovéka ¢lovékem nebyla dosud zaznamenana, ale teoreticky gksaohlo stat transfuzi

viremické krve zdravému jedinci (Herzéfyal., 2002).



Replikace VKE

Aby doSlo k Gspsné infekci hostitele VKE, musi byt Kmu hostitel vnimavy, tzn. jeho tky musi
nést receptory, na¢h se virus navaze svym E proteinentkéliv povaha bu&ného receptoru pro VKE neni
jeS€ zcela objastna, byly objeveny latky hrajici vyznamnou ulohuoéfteini fazi infekce VKE. Jsou jimi
glykosaminoglykany jako ndfklad heparan sulfat (HS), vyskytujici se na mnofech busk (Mandl et al.,
2001; Mandl, 2005)Receptorova variabilita pro VKE je praymbdobr mechanismem fjzpisobeni se na
Siroky tk&ovy a burcny repertoér,cili umoziuje viru replikovat se v hikach bezobratlych zivicha i
obratlova@ (Chamberst Diamond, 2003).

Schéma replikace VKE je zobrazeno na obrazku tidgi8/et Heinz, 2006). V prvnim kroku se virova
¢astice navaze na receptor povrchu vnimavikypisvym E proteinem, konkré&tnjeho doménou Il. Kazdy
monomer E proteinu se sklada zérbzdilnych domén oziavanych |, 1l a Ill. Pedpoklada se, Zze soubor
aminokyselinovych zbyikv domés Il zprostedkovava vazbu na receptor a vyznarauliviiuje neurovirulenci
a neroinvazivitu. Konkré#ji se jednd o velmi konzervovany flzni protein dhgi&ci konzervované
aminokyseliny v doménll jinak velmi variabilniho proteinu E, 6 z nickgu glyciny. Dvanact cysteinovych
zbytki tvoricich 6 disulfidickych mstkd je vysoce konzervovanych (Maretlal., 1989). Pestoze je tato oblast
E proteinu jednou z nejvice konzervovanych sekvencélém genomu, volna d@igost glycinovych zbyti
kolem jejich C-C a C-N vazeb praygbdobré povoluje konforméni zmény nezbytné pro fuzi s odliSnymi druhy
burgk (Seligman, 2008). Néasleduje receptorem-zpeatovand endocytéza. Virovdstice jsou #enény do
klatrinem obalenych w&i. Nizké pH ¥&chto vaka zpisobi znénu konformace E proteinu z dimeru na trimer a
tim splynuti virového obalu s membranou endosontiagBy et al., 1996). Konverze z dimeru na trimer je
dvoufazovy proces, v prvnim kroku dochazi ke vratligociaci na monomery nasledované v druhém kroku
nevratnou tvorbou trimér pro coZ je naprosto nezbytna transmembranédst E proteinu s jejimio-
Sroubovitymi strukturnimi elementy (Stiaseyal., 1996). Kinetické studie flze s liposomy ukazdg, VKE
uziva nejrychlejsi a nefinngjsi fizni mechanismus ze vSech obalenych dwposud analyzovanych. Fuze je
spustna na rozdil od jinych obalenych &ijiz pti pH 5.5 a teplat 37°C bez jakékoliv ®titelného opozeni
(tzv. lag faze) a je z 50% uvaima Ehem prvnich fiech vtéin (Heinz et Allison, 2001). Splynuti vydsije
v uvolréni virové nukleokapsidy do cytoplazmyitky. Nukleova kyselina viru je po obnazeni nejpnaaigita
k translaci proteif, jez jsou dale pouzity k replikaci virového genorBahem replikace je vyti@no nadnsrné
mnozstvi negativnickiettzch RNA, které slouzi jako templaty pro syntézu novyazitivnichietzci RNA.
Infekce VKE zpisobuje v infikované hice greskupeni membran pobliz jadra. Jednou z prvnichnzja
proliferace endoplasmatického retikula (ER) naskadd objevenim se tzv. SMS (angiooth membrane
structures). Virové povrchové proteiny prM a E jspiemistny do lumen ER &em syntézy polyproteinu,
burgéné signaladzy od&puji jejich amino-konce. Virovd RNA je zabalena éteinem do nukleokapsidy na
cytoplasmatické str&hmembrany ER. Renim nukleokapsidy do ER vznika obal virodéstice. Na konci
tohoto procesu jsou tveny nezralé virov&astice obsahujici v obalu proteiny prM a E v heter@rickém
uspdadani, nejsou inféki (Heinzet al., 1994). Tyto nezralé viriony jsou dale transpedtoy skrz hostitelskou
sekr&ni drahu ven z hiky. V kyselych vécich Golgiho aparatu (GA) je b&tnou proteadzou furinem odgien
protein prM, coZz umallje reorganizaci proteinu E do flze-kompetentnilbonddimeru. Virové proteazy
NS2B-NS3 odstnguji vjednom z poslednich krék virové replikace vnitrobuftnou formu virového

kapsidového proteinu Céhem formovani zralého virionu (Yamshchik@# Compans, 1995). Splynutim

10



transportnich w&ia GA obsahujici nové virové&astice s plasmatickou membranourniky dojde k jejich
uvolréni do okoli, tento proces se nazyva exocytéza.
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Obr. 1.2 Flavivirové ¢éastice, genom VKE a schéma reptikého cyklu VKE (upraveno dle Stiastrey Heinz,
2006)

Infekce VKE, jeji ndsledky a role hostitelské imunty

Kratce po peneseni viru ze sajiciho klif¢ do hostitele se misto sani stavdedlitym ohniskem pro
pomnozeni a roz&ni infekce nejen v ramci hostitele, ale i do jiive zmirnych gipadnych spolusajicich
klistat (Dumpiset al., 1999). V Kzi, jakozto primarnim migtpomnozeni viru, se nabizékolik typid bursk
zodpowdnych za dalSi distribuci a transport viru do lytidlaych uzlin, jsou jimi epidermalni Langerhansovy
buiky (LC), keratinocyty, kozni makrofagy a neutrofityigrujici do mista sani. Jsou zafedi ke spugni T-
buiikami zprostedkované imunitni odp&di (Austyn, 1992). Biiky protizartlivé odpowdi tak samy mohou
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zvysit pravépodobnost setkani viru s vnimavymiikami, navic zde hraji svoji roli imunomoduitd latky ze
slin klisgte (Wikelet al., 1994), které napomahaji mnozeni viruifidpd potla&enim aktivity NK bugk (angl.
naturalkillers) a cytokirii. Epidermalni LC, jeZ s&adi do typu dendritickych beR, jsou Zejmé mezi prvnimi a
nejdilezitéjSimi buitkami pi zahajeni infekce VKE (Chambees Diamond, 2003). Hypotézu potvrzujétné
nalezy zvySené exprese hlavniho histokompatibilkiraplexu antigei 1. tfidy (MHCIl) CD54 a CD80 na LC
(Johnstoret al., 1996) pi infekci VKE, jezZ je presentuji T-lymfocyin v lymfatickych uzlinach. Tam se virus
pomnozi, pronikne do krve a nemoc vstupuje do pkiéinicky manifestni faze (Labudet al., 1996). Bhem
primarni virémie dojde kinfekci dalSich orgarfslezina, ledviny, srdce) a nasleduje sekundamémie.
Dostaténé pomnozeni viru v lymfatickych uzlinach je nezt#ypro vznik virémie, jejiz hladina a doba trvani
uréuji potencial a pibéh invaze CNS a patogenezi (McMiehal., 1996). Hostitelské faktory oviiwjici pribéh
nemoci jsou ¥k, geneticka vybavai protilatky po dive prodlané infekci. Muzi jsoasgjSimi okEt'mi ndkazy
VKE nez Zeny (Haglundt Ginther, 2003).

Po 6 az 9-ti dnech vstupuje virus do CNS. K tommgebytna vysoka hladina viru v krvi. Schopnost
viru invadovat CNS se ozdaje jako tzv. neuroinvazivita viru. Neurovirulengeschopnost viru se replikovat a
zpasobit poSkozeni v CNS jak vlastni replikaci, talukci imuno-patologickych reakci (Mandl, 2005). Wir
s nizkou replikéni kapacitou v perifernich tkdnich nemaji obvykle sysoky neuroinvasivni potencial bez
ohledu na jejich vlastni Groiieneurovirulence (Chambert Diamond, 2003). V mozku VKE nédj napada
neurony, nejdélefprtvava v mozkovém kmeni (Xiagt al., 2001). Konénym stadiem infekce neurdne tzv.
degenerativni nekrdza. ®odni patologické zemy, jeZz mohou byt nalezeny v napadenychikdgh, jsou
nagiklad vakuolizace, proliferace intracelularnich nieém, chromatolyza, rozklad Nisslovy substance,
morfologické zminy burééného jadra, rozpad jaderné obalky a&mgnv chromatinu (Rzeket al., 2009a). Leze
jsou nalézéany v Sedéile, deni prodlouzené michy, mozkovém kmeni, midazea mise.

Mechanismus jffechodu viru pes hematoencefalitickou bariéru neni zcela znanhidilase ®kolik
moznosti: a) pasivni difze nebo transcytétespmozkové kapilary endotelia, b) replikace virbuikach
endotelu s naslednym uwiovdnim na parenchymatické stéanc) prostup hematoencefalitické bariéry
napadeningichového endotelia z krve a nasledného vstupu d8 @QWcMinn, 1997). Nkteré oblasti v CNS se
slabsi nebo Zadnou hematoencefalitickou bariérohomdyt nachylgsi na infekci Bhem virémie, naiklad
plexus choroideus. Vstup viru do CNS fes malé mozkové kapilary doprovazi vznik perivagkuich infiltrat
zaretlivych burek, coz je znak typicky pro flavivirové encefalitiggohnsoret al., 1985). Piniku viru do CNS
naruSenou hematoencefalitickou bariérou napomahéjiniky vlastni imunity, stres, inhalai anestetika,
kortikosteroidy.

U lidi zpisobuje VKE jiz dive zminou akutni, kdy az smrtelnou encefalomyelitidu, destrukci
cévnich struktur s mistnim krvacenim, #anév. Napiklad infekce kortikalni oblasti CNS ma za nasledek
potlatené ¥domi a zachvaty, poSkozeni \miich ¢asti spolu se dnim mozkem, mozkovym kmenem a
basalnimi ganglii vede k mnozstvi pohybovych poryeli jsou typickym projevem infekce VKE (Murgetl
al., 2001). Rozvoj paralyzy neni v korelaci se stiprzavaznosti encefalitidy (Haglumet Glinther, 2003).

VKE v napadenych hikach navozuje apoptozu i nekrozu (Priko et al., 2002; RiZzeket al., 2009a).
Apopt6ézu vyvolava imé pisobeni vlastnich virovych povrchovych proteia proteaz (NS3), interferam-

zavisla signalni draha, aktivace fosfolipazy & p53-regulované geny (Fazakerley, 2001). Typizck€ny
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v jadre buiky pii apoptéze jsou méncasto pozorované ve virem-infikovaném neuronu a raohmamenat
specifické aspekty regulace nebo usknkai virem-indukované apoptézy neutofGriffin et Hardwick, 1999).

Jednim z pivodnich jewi infekce VKE v mozku je poskozeni neuforvlastnim obrannym
mechanismem. &iem boje imunity s virem &Ze dojit k vedlejSimu poskozeni okolnich tkani adsuvinou
pasobeni CD8burek a jimi produkovanych cytokin(Razeket al., 2009b). Za#t vyvolany flavivirovou infekci
nabyva fizné intensity a je idezity jako ochrana proti smrtelné infekci. V pnifdd® se infekci aktivuji a
proliferuji mikroglie a makroglie (astrocyty), jestimuluji T-buiky s naslednou produkci chemokia pro-
zaretlivych cytokind déle ovliviujicich Thl versus Th2 odp&di a pronikdni monocyit (Dong et Benveniste,
2001). Redpoklada se zapojeni kikns Fc receptory (mikroglie, rekrutované makrofagy)lgG podtidy
protilatek, ale také na protilatkach-zavisla &tma cytotoxicita naniiéna proti virovému proteinu NS1 nebo
dokonce komplementem zpramikovana lyza. AvSak je-li hladina cytokimadngrné zvySena jako vifpad
chemokinu IP-10 indukovanym interferongmstavaji se toxickymi i &i buiikam viastnihoda (Potulaet al.,
2003).

V nekterych gipadech dochéazi k dlouhotrvajicimiepvavani viru v skolika mélo buikach. Tyto
vystavuji virovy antigen, avSak jen malo z nichdurkuje nové virov&astice. Infekce neni nutrkodliva pro
hostitele. Virus ziskany z trvale infikovanych kultéasto podstupuje fenotypické #ny jako napiklad
zmensSeni plak termosenzitivitu, sniZzeni rozsahu hostitesnizeni neurovirulence u mysi (Igarashi, 1979).
OSeteni dlouhodo® infikovanych bugk neutralizénimi protilatkami vede ke sniZzeni produkce irfeikh
¢astic (Randolphet Hardy, 1988). Flaviviry JEV a dengue typ 2 (DEN&pu Zejmeé schopné manipulovat
apoptické drahy napadenéify podle stadia infekce. Kratce po vniknuti donky spousti virus expresi
lipidové kinazy, fosfatidylinositol 3-kinaza (PI3K3 naslednou fosforylaci Akt (cilovy protein PI3Kale
fosforyluje dalSi substraty), jez chraniiliu pred kaspézoiizenou apoptézou v pateini fazi infekce, a tim ji
udrzuje ve stavu ffznivém pro replikaci. JEV a DEN2 aktivaci PI3K/Akignalni drahy udrzuji integritu
mitochondrii pomoci Bcl-2, coz je zdsadni medidéto drahy. JEV a DEN2 takto inhibuji apoptézu voima
typech busk, jako jsou neurdlni hiky N18, epitelialni A549 a fibroblasty BHK-21. P@amnoZzeni virového
materialu a sloZzeni novych virovy¢hstictidi tyto virové molekuly dalSi vinu apoptické si¢gmiadrahy vedouci
tentokrat ke smrti hiky. Aktivace PI3K/Akt cesty je fechodna. Pokles Akt proteinu vJEV a DEN2
infikovanych buikach Bhem pozdjSi faze infekce je prawgpodobr tizen virem aktivované kaspazy.
Rovnovaha mezi apoptickymi a anti-apoptickymi slgrepoustné vzajemnym jsobenim viru a hiky nejspis
reguluje celkovy vysledek flavivirové infekce (Lekal., 2005). Neurologické nasledkygirvavajici infekce se
projevuji snizenym tokem krve v mozkdaétji u muzi), abnormalni hustotou sigriah uriitych oblastech
mozku, zeslabeniipnosu nervového signalu a gliézou. Snizeffgku krve v mozku (rCBF) (angteduction
of cord blood flow) mize byt zfisobeno kortikalni atrofii, snizenym metabolismemaggich neurofi nebo
poskozenymi neurony. Zénziejmg neni gicinou dlouhodobého rCBF (Giinthetral., 1998), rCBF je tégf ve
vSech pipadech spojovan s aseptickou meningoencefalitidbarSovani rCBF v dlouhodobém pozorovani bylo
¢astjsi u pacieni s pretrvavajicimi symptomy KE 6 tydnpo nastupu nemoci (Haglurel Giinther, 2003).
Pricina prodlouzené nemoci &gobené VKE byla ffisouzena imunosupresi, &grpanosti organismu a odolnosti
zralych neurofi k apoptdze (Evereét McFadden, 1999).

Retrospektivni studie zkoumajici dlouhodatdravotni stav lidi po KE ve Stockholmu poukazady

ponmeérné dobré vysledky rekonvalescencéegtoze je k nitéba i kolik mésial. NejgasgjSi symptomy jsou
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rizné kognitivni problémy, akutni paralyza&tsiny kranialnich neny, zrakové a/nebo sluchové defekty,
podrazénost, nervozita, iigcitlivélost, poruchy spanku, ertioi nestabilita, pasvové a koncentkai poruchy,
ztratacichu, zavrd, zhorSena koordinacegies, Parkinsonova choroba, pocity slabosti, bolistyh fotofobie,
Unava a bolest k@etin. VySSi ¥k positivie koreloval s délkou hospitalizaci a rizikem trvdlyoasledi
(Haglundet al., 1996). Navic byl zaznamenatipad 34-leté zeny, u které se bez jakykoliv riziaiv faktofi

k srd&nim chorobam vyvinul infarkt myokardu, jez mohl kzffisoben z&¥tem cév doprovazejici encefalitidu.
| nedostaténa humordlni imunita fZe zhorSit pibéh onemoc#ni (Haglundet Gunther, 2003).

Néekteré zems hlasi vySSi podil nakazenych osob VKE &st#iém ku. NejmladSim zaznamenanym
pacientem bylo 3-gsicni di€ se sérologicky potvrzenou KE bez nasledldalSim sledovani (Grubbaugiral .,
1992). Nekolik déti ve wku do 7 let trplo vazrejSimi nasledky po podani specifickych imunoglobiulifez
mohly vyvoj nemoci negativnovlivnit (Wahlberget al., 1989). Smrt 11ti letého chlapce na VKE je jediny
publikovanym pipadem amrti na KE uéti. K fatalnimu vysledku prawghodobré prispéla operace slepého
streva Bhem prvni faze KE.

Izolovat virus z krve se d& pouze v prvni fazi onenini. Pozdji Ize detekovat specifické protilatky
IgM a 1gG metodou ELISA (angenzymetinked imunosorbentassay). V krvi téZ nize byt detekovana virova
RNA metodou RT-PCR, ale také pouze v prvni fazinoeeni. V mozkomiSnim moku byvaji protilatky
nalezeny pouze v 50%ipadi, avSak po 10-ti dnech po propuknutizmalka jsou jiz téndt trvale n&fitelné. U
fatalnich gipadi je virus identifikovatelny v CNS najklad elektronmikroskopickgi RT-PCR. IgM protilatky
se v séru vyskytuji jeStnekolik dalSich m¥siai po infekci, 1gG protilatky fetrvavaji po cely zbytek zZivota
(Holzmann, 2003).

1.2. Dendrimery a potencialni inhibitory replikace VKE

Dendrimery

Dendrimery pedstavuji prvni syntetické makromolekuly feg® definovanou velikosti a
piedvidatelnymi chemickymi vlastnostmi. Poprvé bylgwoieny p@atkem 80.let (Tomaliat al., 1985). Nazev
pochazi ze slovdendron (fecky: strom) a slovaneros (fecky: ¢ast) (Klajnertet Bryszewska, 2001). Z hlediska
makromolekularni architektury jsou dendrimery zcetavym typem vSestrannych polynieijejichz slozeni,
velikost a funkce jsoufpsré kontrolovany Bhem vzniku. Diky nizké polydisperzitze dendrimery firovnat
k vysoce organizovanym biomolekulam typu DNA neliot@ini. Obecnd struktura dendrimeru je znadZom

na obrazku 1.3.
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Obr. 1.3 Ukazka dendrimerutvrté generace (Klajnertt Bryszewska, 2001). Generace jsou organizované

vrstvy, molekuly jadra reaguji s monomery s fémikni skupinami za vzniku prvni generace dendrimeru.

Topologie dendrimér umoziuje pouzit tyto nanomolekuly pro imitovani celédy funkci vykazovanych
zmirgnymi biopolymery. Dendritické struktury je moznéjina prirod, nagiklad na tlapkédch gekén kde se
vyskytuji jako dendriticka sichloupki (Boaset Heegaard., 2004).

Syntéza a struktura dendrimeni, PAMAM dendrimery

Dendrimery mohou byt syntetizovany divergentni médmnvergentni metodou (Emricit Fréchet.,
1999). Zakladni rozdil mezmito zpisoby tvorby dendrimérje, Ze divergentni metodou dendrimery rostou od
multifunkéniho jadra, na &z jsou kovalent# piipojovany \&tvici se jednotky k periferii, zatimco konvergentni
postup zcela naopak sestavuje dendrimer od jehookgoh skupin sgrem dovnit k jadru. Kdyz jsou rostouci
vétve dostaténé velké, jsou navazany na jadro. Druhd metoda byleinuta za delem nahradit slabsi
divergentni metodu, jezfipasela problémy v podebpostrannich nezadoucich reakathém syntézy a
nekompletnich reakci terminélnich skupin, coz vé@dtrukturnim defekim.

Prvnimi syntetizovanymi dendrimery byly tzv. PAMAMangl. polyamidoamines) (Witvrouwet al.,
2000). Jadrem je molekula amoniaku, v predi s metanolem Izeidanim Michaelovy adice metyl-akrylatu na
piislusny diamin (generace 1) a naslednou aminolytadto vzniklych estér ziskat dendrimery az do
10.generace. Kazda kompletni reakce dava vznikmmw generaci dendrimeru. MnoZstvi povrchovych
reaktivnich mist je s kazdou generaci zdvojenerggtometrickoradou. Rozezndvame dendrimery nizSich a
vysSich generaci. Dendrimery nizSich generaci,(@, 3) jsou asymetrického tvaru a vlastni mnotesenych
struktur na rozdil od dendrimewnySSich generaci. Jak dendrimer roste¢wivse, ziskava kulovitou formu
(Chenget al., 2008). Srsrem k periferii je¢im dal tim husgsi, az se nakonec uzZavlplré. 4.generace je
jakousi grechodnou formou mezi asymetrickymi nizSimi genemacgs1-3) a kulovitymi vySSim generacemi
(G5-7). Dosazenim kritickéhoétwiciho bodu poklesne nahle rychlost dosavadniaeak dendrimer neiie
dale fst (Bhalgatet Roberts., 2000). JeikbZité zminit, Ze pmrmér dendrimeru roste line&nzatimco koncové

funkeni skupiny fibyvaji exponenciaks jako funkce generace (Tomalia., 2005). Takto jdoes komeme
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piipravovany i poly[propyleneimine] (PPI) dendrimejgz jsou schopné tvib komplexy s fiznymi bivalentnimi
kationy kowi, jako jsou Cu, Zn a Ni (Emrickt Fréchet., 1999). Mnohostiipva syntéza dendrimienyssich
generacich vyZzaduje z¥r@ sili, proto zavedla Zimmermannova skupina kphcsamo-kompletovani
(Zimmermannet al., 1996). St& ktomu pouze vytvit klinovou molekulu s nestromikovym ocasem
v takovém usptadani, Ze se Sest takto tvarovanych podjednotékensamo zkompletovat do vélcovitého
agregatu s velkou dutinou upriesi. Podjednotky jsou u sebe drzeny vodikovyriistky a jems stabilizovany
van der Walsovymi silami (Emrioft Fréchet., 1999).

Ur¢ité usili bylo vynalozeno v syntetizovani dendriftned jejich vnitka selektivni aktivaci vnitich
funkci, coz poukazuje na vyznamnou flexibilitu asteni hranic vyuziti dendrimér Now byly syntetizovany
sacharidové, peptidové a biomimetické dendrimerydendrimery s nukleovymi kyselinami (Kinet
Zimmermann., 1998).

Nalezig ocistené, konvergenth vytvorené dendrimery jsou dnes prapddobré nejvice precizni

syntetické makromolekuly (Tomalia., 2005).

Vlastnosti dendrimeri

Na dendrimery rweme nahlizet jako na unikatni infortnd systémy v nanodtitku. Kazda
komponenta architekturyi@dstavuje ufitou funkci. Jadro rive byt povazovano za molekularni infokma
centrum, jehoz velikost, tvar, $novost a multiplicita se promita préstinictvim kovalentnich vazeb do
vngjSich vrstev. Typ a velikost interiéru dendrirfaggou utujici pro vzajemné interakce s molekulami 2jghu
(enkapsulace ffchozich molekul) a jejich vyuziti v supramolekuloh aplikacich (Klajneret Bryszewska,
2001). Exteriér dendrimérmiaze krong poskytovani vychoziho bodu pro vystavbu dalSi ggree vykonavat
rizné funkce, nafklad kontrolovat vstup a/nebo vystup cizorodé rkolg z/do interiéru dendrimeru,
rozpustnost a misitelnost #znych rozpoustlechéi roztocich podle povahy povrchovych skupin denérim
Cizi molekula niZze byt navazana Kdudo dutiny dendrimeru nebo na jeho povrchové skupha rozdil od
linearnichretzch, jez se v roztoku formuji do srwk, vytv&eji dendrimery pevhsbalend klubka o podstétn
nizsi viskozit (Fréchet., 1994). Jadro, interiér a exteriér z&saduji fyzikalni a chemické vlastnosti, velikost,
tvar a flexibilitu dendrimeru.

V ramci zvySovani funkci dendrimerse pod#lo na jejich povrchu skloubit dvtak protictidné
funkce, jako je hydrofobicita a hydrofilita. Spojelipofilniho dendronu benzolového typu a hydrafila
dendronu s karboxylovymi funkcemi na povrchu wyloste globularnim strukturam vykazujicim amfifilni
charakter (Lhotak., 2005).

Naroubovanim azobenzenovy jednotek na povrch dewdri vznikly prvni sétlem pepinatelné

dendrimery s vyuzitim v ziskavani energie (DirksebBe Cola., 2003).

Vyuziti dendrimer

Jednou z nejatraktiBich aplikaci dendrimér v biomedici® je jejich vyuziti jako antivirovych
prostediki. Upravené dendrimery tyo stabilni komplexy sviry nebo b&mymi receptory vyldjici
v preruseni procesu infekce. V nasledujicitelpedu jsou fedstaveny fiklady dendrimek coby novych a

nackjnych antivirovych léiv.
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Existuji dendrimery s gitymi funkénimi skupinami v povrchové vrsty které tvdi komplexy
s burgénymi nebo virovymi receptory¢imz narusuji interakce mezi viry aitkami. Glykodendrimery jsou
dendrimery s mnoha kopiemi sachérida povrchu (Roja@t Delgado., 2004). Cukry systémueéli vysokou
selektivitu pro interakce s lektinovymi receptotivrta generace PAMAM dendrimiekonjugovana se sialovou
kyselinou (tzv. sialodendrimery) reaguje s hemagioem, hlavnim povrchovym glykoproteinem virufigky
A, a tim dok&ze inhibovat hemaglutinaci krvinekipBjeni podilua-sialové kyseliny na povrch dendrimeru
stupiuje terapeuticky efekt a umidje dendrimeru dosahnout vySSi aktivity v inhibovaagiklad infekce
virem chipky. Virus clipky A nebo HIV (angl.humanimmunodeficiencyvirus) vykazuji vysoky stupge
mutaci vedoucich k vyznamnym &ném v glykosylaci protein virového obalu. Bohuzel ani sialodendrimery
nebyly schopné inhibovat vSechny kmeny virtifgky dostupnych v pokusech (Landetsal., 2002). Kometné
dostupné a relatignlevné mnoho-stvené polymery ieti generace pojmenované Boltorn byly ¢eaé 32
manézovymi jednotkami spojenymi sukcinylem (BH3(daa). Tyto glykodendritické struktury séimo vazi
na DC-SIGN receptory na dendritickychaldch. DC-SIGN (angldendritic cell-specific | CAM-3-grabbing
nonintegrin) je transmembranovy protein se sacharzéznavajicdloménou na C-konci. DC-SIGN slouzi jako
transreceptor dhem infekce HIV. Je vykazovan hlavdendritickymi buikami na sliznicich. Véchto mistech
hraje kltovou roli v rozpoznavani a vychytavani patogenargsledujici aktivaci imunitniho systému. DC-
SIGN véaze Siroké spektrum patogewiry HIV-1, HIV-2, simian immunodeficiency virugkbola virus, virus
hepatitidy C, cytomegalovirus a DEN, baktekilycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori a Klebsiella
pneumonie, kvasinky Candida albicans, a parazityleishmania a Schistosoma. NejdileZitéjSi moment procesu
nastava bhem na vépniku zavislém rozpoznani DC-SIGN spégifit mandzami vyskytujicimi se préwna
téchto patogenech. Potenciondlni Iéky mussqgbit jako anti-adhesivni molekuly, musi zablokovarby mezi
glykoproteiny patogeiha DC-SIGN. BH30sucMan byl schopen zabranit DC-Sigxostedkovanému vstupu
viru Ebola do biiky v jiz nanomolarnich koncentracich. Tytdeghizné vysledky navrhuji mozné vyuziti
glykodendrimet jako novych antivirovych lék(Rojo et Delgado., 2004).

Tii PAMAM a dva polylysin dendrimery byly testovanyirvvitro ain vivo pokusech na aktivitu proti
viram herpes simplex, typ 1 a 2 (HSV-1, HSV-2). VSe¢hlatek &inkovalo proti okma virim, pokud byly
buiiky inkubovany s dendrimeryf@d samotnou infekci. OdliSnosti ¥idnosti jednotlivych dendrimérvyvstaly
v okamziku, kdy byl pokus navrzen jinak. N&jingjSi z péti dendrimefi vykazoval antivirovou aktivitu proti
obéma vitim i po gidani dendrimeru 1 hodinu po infekci. To naaja pisobeni dendrimérv poiateinich
stadiich infekce. Bkteré z @ti testovanych PAMAM dendrimér podstatd snizily rozsah infekce po
intravaginalni aplikaci 20 sekundega virem HSV-2 v mySim modelu v porovnani s koramal, jimz byl podan
PBS. Winnost byla snizena po oddaleni aplikace dendfimar30 minut po vystaveni viru v mySich modelech.
Nizka &inna koncentrace je v tomtdipack velmi dilezita, neb6 potencionalni mistni mikrobicidni I€éky by
byly podavany opakovan nagiklad ped pohlavni stykem jako profylaxe proti sexeferqsnym chorobam.
VSechny testované dendrimery v tomtossmvykazovaly dobré bezpeostni vlastnosti ¥n vivo studiich, zadny
z dendrimeili nebyl toxicky pro biiky v koncentracich pouzitych proti vim (Bourneet al., 2000).

Bylo zjiStno, Ze polyanionické dendrimery s fenyldikarboxgav kyselinou (BRI6195) a
naftyldisulfonickou kyselinou (BRI2923) inhibuji pekaci HIV-1 v lymfocytech jiz v koncentracich 0dz 0,3
png/ml, aniz by byly toxické pro zdravéiiky. Obs latky Usgsre blokovaly rekombinantni virovy glykoprotein
gpl20, jimz se HIV vaze na lymfocyty. Replikaci tbyhozno zastavit, pouze pokud byly dendrimeiigdny
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v dobs infikovani. Ze studii vyplynulo, Ze jedina slozBRI12923 pronikla do butk. Po oSdeni viru €mito
latkami byly objeveny rezistentni kmeny s mutacergpl120 genu (Witvrouwet al., 2000).

Pres veskeré Ugphy mnohych dendrimérje tteba mit na padi, Ze v rekterych gikladech se jedna o
viry vyuzivajici oproti VKE zcela jiny proces vstuglo buiky.

Nyni jiz existuje vice nez padesét rodin dendrilnkazda s jedingmymi vlastnostmi a potencidlem pro
uziti. V Data International Inc. (U.S.A.) zavedbivou metodu kardialni diagnostiky vitro pomoci dendriméi.
Proteiny z krevniho vzorku se vazou na imunoglatylikteré jsou upewmé dendrimery na skléné ploSe.
Vysledek ukazuje, zda je skdé sval poSkozedi nikoliv. Tato metoda podstatrurychlila vysledky krevnich
testi ze 40-ti na pouhych 8 minut. Komplexy dendritharprotilatek také vyraznzlepSily gesnost a citlivost
testu.

Predkszné testy potvrdily vyhody dendrimiefako kontrastnich latek pro magnetickou rezonéiglI)
(Bryantet al., 1999). Kontrastni latky zlepSuji citlivost &epnost MRI, BZre je pouzivanatd gadolinia, ale
kvali své nizké molekularni hmotnosti pronikd do emfeh oblasti mimo pozorované tkara organy.
Dendrimery s gadoliniovymi ionty na povrchu jsolngmi kontrastnimiinidly zlepSujicimi vizualizaci orgdn
béhem MRI. Navic vysoko-genefiai dendrimery vydrzi v krevnireciSti déle a mé# pronikaji do okolnich
tkani, coz dale zvysuje efektivnost kontrastni¢cblgKim et Zimmermann, 1998).

Ve farmaceutickém gmyslu je snaha o vyuziti dendrinfegpro cilené doréovani pivodrg toxickych
¢i ve voE Spatr rozpustnych Iék v organismu (Twymaret al., 1999), jako nafklad proti-nadorovy Iék 5-
fluorouracil (Zhuoet al., 1999) a neutronova zachytova terapie (Baekat., 2005).

Hrebenovité dendrimery indukuji tvorbu NK hihna specifickych protilatek nezbytnych k eliminaci
nadorovych bugk. Bylo identifikovano mnozstvi s nadorem asocioudn povrchovych sacharidovych
antigeri, nagiklad Tn-antigen, jez jsou nadmé vystavovany na malignich bkéch. Glykodendrimery
nesouci shluky Tn-antigérbyly testovany jako inhibitory rakoviny s pomooktlinnych a zivéiSnych lektiri.
Endogenni saif lektiny jsou dilezité proteiny pro potencionalmf vivo aplikace bebenovitych dendrimér
Tyto receptory by mohly byt zodp&iné za léebné dinky glykodendrimeilt diky jejich schopnosti aktivovat
buiiky imunitniho systému. Jinymi slovy, navaZzeme-lideadritické nosie lektiny, jez aktivuji imunitni systém,
a Tn antigen, ziskame teoreticky vakcinu pratitym typim rakoviny (Vepeket al., 2005).

Dendrimery coby vektory mohou slouzitelim genové terapie. Testovany byly zatim PAMAM
dendrimery jako fenaséi genetického materidlu. Dendrimery jsou schopnégogat na zéaklad
elektrostatického naboje s nukleovymi kyselinamatpze jejich povrch je pokryt primarnimi amino pkuami,
jez pasobi na fosfatové skupiny nukleovych kyselin. Déméry mohou byt vyuzivany pro dafavani antisense
oligonukleotidh a plasmidovych vektdr kddujicich antisense mRNA (Bielinskat al., 1996). Reagencie
s aktivovanymi dendrimery jsou jiz dostupné na tped nazvem SuperFé¥t Vyhodou pouZivani dendrimier
coby vektot je, Ze oproti doposud uzivanym virovym a liposogmavvektofim mohou nést &si mnozstvi
genetického materialu. Jsou vysoce stabilni a Bpel§i dorucuji DNA do jadra nez liposomy.r@dpoklada se,
Ze dendrimery viEi za tyto vynikajici doréovatelské vlastnosti kro¥rpevré daného tvaruigdevsim nizkému
pK amini (3,9 a 6,9), které jim umdaje vyrovnavat pH zeémy v kompartmentech endosomu (Haensler
Szoka., 1993).

Vedle biomedicinskych aplikaci mohou dendrimeryp&le mnoho pimyslovych proces Kombinace

velkého povrchu a dobré rozpustnosiiédz dendrimel vyborné katalyzatory (Knapeshal., 2002).
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Alternativni vyuziti moznacekd dendrimery v oblasti industrialnich wlivna Zzivotni prosedi.
Dendrimery mohou uzéit nerozpustné latky jako jsou kovy a transportqeat solé do prostedi, kde jiz bude
mozZné je rozpustit.

POPAM (olypropyleramin) dendrimery sneta-azobenzenovymi jednotkami byly @§poE pouzité
v holografickych materialech.

V neposlednfads je mozné na povrch dendrinienavézat tzv. Hamiltalv receptor. Tento receptor je
schopen silé vazat barbituraty a jejich derivaty pomoci voditoly mistki. Z toho vyplyva dalSi vyuziti

dendrimed jako supramolekularnich senaquro barbituraty (Dirksest De Cola., 2003).

Brefeldin A
Brefeldin A (BFA) je makro-cyklicky lakton syntebzany z palmitu mnoha houbovitymi organismy.
Jeho struktura je vyobrazena na obrazku 1.4 (Betir#92). Je mozné ho najit pod nazvy: decumbianein,

ascotoxin a synergisidin.

OH
= I

Obr. 1.4 Struktura BFA (Betina., 1992).

Pavodre byl izolovan a charakterizovan jako antibiotikuantivirotikum a jako fungicid, zéhy vSak byly
objeveny jeho inhildini &inky na sekreci protein BFA zabrauje exportu intracelularnich protéipredevsim
puisobenim na GA v zZiuisnych buitkach a zfisobuje perozdleni proteii z GA do ER. U rostlin nagklad
potlatuje kliceni pSenice aist kaiinki cibule. Studium vlivu BFA naiist ka‘eni bobu obecnéhoV{cia faba)
ho charakterizovalo jako inhibitor profaze, jehainity jsou u rostlin reversibilniPokusy s HelLa hikami
ukazaly kompletni inhibici proteinové syntézy iitpmnosti BFA Bhem prvnich 24h. Antibiotikum vykazuje
toxicitu na rkolika typech lidskych nadorovych btkn U mysSi byl BFA schopen potla rist Krebsova
ascitického karcinomu. Tyto vysledky podnitily tsini BFA coby proti-rakovinového antibiotika. Avitove
tcinky BFA byly pozorovany u HSV, viru newcastleskéoooby diibeze, viru vesikularni stomatitidy (VSV) a
infekce virem Sindbis (Betina., 1992). Konkr§tnpfi infekci VSV zastavil BFA transport virového obaého
glykoproteinu G k plazmatické membeavzrastajici p&et zviecich vifi vykazuje stejnou citlivost k BFA jako
VSV. | ptes dvouhodinovou prodlevu mezi vstupem viru a podaBFA je mozné zaznamenat podstatnou
redukci syntézy virovych protein(lrurzun et al., 1993). Proti HIV, ovSem, neprokazal BFA zadndtivitu.
BFA vriznych sngrech ovliiiuje biosyntézu DNA, RNA a protdinv rozlicnych typech bu¢k. Jeho
nejvyznamuijSi funkce tlumée vnitrobu¢né sekrece proteinv ER, jez pimo zasahuje do skladby GA, nijak
nepostihuje proteinovou syntézu mimo ER (Betin@92). Rig¢inou preruSeni toku wé&kia do GA a rozpadu GA

po podani BFA je jeho vliv na ADP-ribosyla faktory (Mackenziet Westaway., 2001).
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Rozsah BFA inhibice se lisi meZiznymi burg¢nymi liniemi. Nagiklad, BFA o koncentraci 1ug/ml
zcela zablokoval vykovani proteif v krysich jaternich hikach, aniz by jakkoliv ovlivnil syntézu protéin
Stejna koncentrace BFA mirnpodporuje proteinovou syntézu v mySich erytro-&ulckych bukach.
ZvySime-li koncentraci BFA na 10pg/ml, zaznamenanteysich hepatocyt26% inhibici proteinové syntézy.
Rizné buiky mohou byt ézr¢ citlivé na BFA. Redpoklada se, ze BFA posunuje rovnovadhu ndesnymi
(anterogradni) a pozgsimi stupni (retrogradni) transportni drdhy meRi & GA potl@éovanim¢asného stupna
zvySovanim pozgSiho stupi. Akumulace proteitn z GA v ER ovliviuje syntézu protein vlastnich ER
(Fishmanet Curran., 1992). Vyzkum viru &kké obrny signalizuje, Ze pro zformovéani fimich RNA
replikatnich komplex je nezbytny neporuseny vesikularni systém. Td plat viry s pozitivni i negativni RNA.
V souvislosti sdmito vysledky bylo zji&no, Zze BFA zasahuje do glykosylace proieiBunscné i virové
glykoproteiny musi putovat skrz vesikularni systétny byly spravé glykosylovany, coz je proces blokovany
BFA (Irurzunet al., 1993).

Typické znény v buikach oSdenych BFA jsou morfologicky poz#néné mitochondrie, wky
glykogenu a kompletni rozklad GA. Pgawegitomnost nepoSkozeného GA v BFAcdaych bukéach je
pravaspodobré pricinou nespravného nebo zadného skladani virovyckogipteiri. Upiného zhrouceni GA a
podstatné redukce virového titru viru héke zapadniho Nilu (WNV) az o #ady bylo dosazeno pouhym 1ug/mi
BFA netoxickym v biikach opéich ledvin (Vero biiky). AvSak ani 10pug/ml BFA nijak zvl&Sneovlivnilo
utvaeni virovych glykoproteithn WNV ani produkci infeknich ¢astic v buikach komait (C6/36 buiky). To
mize byt zfgisobeno bd odliSnou virovou replikaci v sdich a koméich buikadch nebo jinym potencialem
BFA v téchto rozdilnych buktnych liniich. Na rozdil od Vero bék, kom&i buiiky si i po oSaeni BFA
ponechaly nepoSkozeny GA a virové glykoproteinymméns dozraly. Ostatni flavivirové proteiny NS3 a NS5,
jez nejsou glykosylovany, byly syntetizovanytehoz vyplyva, ze BFA neoviiuje paateini transkripci ani
translaci, ale kompletovani a utiolvani infeknich virovych ¢astic zabrdnim inkorporace mandzy do
virovych glykoproteiri E a prM (Sreenivasaat al., 1993).

BFA byl schopen pottat infekci JEV v buikach prasé&ch ledvin (PS biiky) (angl. porcine kidney
stable). Pozoruhodné je, Ze BFA nikterak neovliymiesentaci virového antigenu, zaznamenany byl pouze
pokles v hemaglutiriai aktivité (Lad et Gupta., 2002).

V rdmci hledani shromdbvaciho mista pro flavivirové proteiny vime byl objeven inhigni vliv
BFA na vylwovani infeknich ¢astic Kunjin viru (KUN) v pozgsi fazi infekce. Misto skladani virovych
proteini do zralychéastic se prawpodobrt nachazi v lumen drsného ER. Pokus dale odhalik tbenu, aby
virové ¢astice Usgsns dozraly, musi kazdy virion z ER projit v individném v&ku do GA, a touto cestou
dozrava. Podle vysledkz imunoflorescetni mikroskopie nema BFA vyznamny vliv na reé&hi virového E
proteinu v biice, ale barveni GA ukazalo na Zné rozptyleni této organely wifpmnosti BFA. Inkubaci
infikovanych bugk s BFA bylo zredukovano mnozstvi vSech wguanych strukturnich proteinpod hranici
detekniho limitu (Mackenziet Westaway, 2001).
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Monensin

Monensin (MON), jehoz struktura je zobrazena nsdpku ¢.1.5 (Pinkertonet Steinrauf., 1970) je
jednomocné, karboxylové, ionoforni, polyéterovéikdatikum produkovanéStreptomyces cinnamonenensis
komekn¢ dostupné jako sodndils Navenek je molekula MON neutralni. Jediné siiici vice molekul MON
pohromad, jsou vodikové risstky a van der Waalsovy interakce. Exteriér MONsijaé hydrofobni, doke se
rozpusti v organickych rozpusilech (aceton, alkohol). Jedna z nejpozoruldech vlastnosti MON je jeho
schopnost tvitt s uritymi jednomocnymi ionty ko&r komplexy rozpustné v organickych rozpuiech a
schopnosté&hto komplex prechézet lipidovou membranou kn(Pinkertonet Steinrauf., 1970). Hofnse
pouzivé ve veterinarni medigiproti kokcidiim u débeze a jako stimulatofistu u dobytka.

B

CH

C H3

OH 'I:H2 OH

Obr. 1.5 Struktura MON (Pinkertomlt Steinrauf., 1970).

Mimo tyto &inky MON zasahuje do iontového transportniho systémokaryotnich i eukaryotnich bl
Vzhledem ke snadnému ¥sbani je MON porérné toxicky nejen pro cilené mikroby, ale i pro &ae pta&i
buiky. MON mize zpisobovat vazna poskozeni nervovych dukurat. Mechanismus poskozeni sp@ ve
shizovani membranového potencialu, tworkyslikovych radikdli a aktivaci rettzovych reakci lipidové
peroxidace. V konmém vysledku indukuje MON nekrézu nervovych &unSouwasti klinickych pokus je
antioxydant (IRFI-042), jez by mohl hrat vyznamndahu ve sniZovani neurotoxicity MON (Cadbal., 2008).

MON vyloweny zvfaty do progedi je docela staly v podminkéch napodobujibpni podminky. Ve
vodk je jeho pol@as rozpadu ifblizné 20 az 25 dni. V povrchovych vodach je koncenttd€N nejvyssi (asi
1,17 pgll), ale neni skodliva (McGreggiral., 2007).

MON byl testovan jako inhibitor replikace KUN. Zjilo se, ze MON podstatrsnizuje produkci viru
infilkovanymi buikami. Ridani MON v pozdjSi fazi infekce sice nezabranilo vylwani virovych ¢astic
z burgk, ty avSak stale obsahovaly prM protein, jez iy byt sprave Stpen na M protein. MON zvySuje pH
uvnitt endosomu. Nicmeénfurin pro svoji¢innost potebuje pH nizSi. fedpoklada se, ze MONgikuje na
urovni GA a nepousti nedozralé virosdstice do trans-GA.tRobenim MON se GA zahtife a soused’uje se
blize k jadru, také rozlozeni E proteinu se konugetdo této oblasti. V lyzatech btknoSetenych MON byl
nalezen nezraly Ci prekursor C proteinu a prMeloz vyplyva, ze MON zasadliovliviiuje zpracovani prM a
Ci. Nedostaténé sStipani prekurstrje nejspis$ féinou redukce virového titru zablokovanim konfotmizh
zmen nezbytnych k odhaleni virové nukleové kyselirfyze s endosomem po infekci (Mackeneti&Vestaway.,
2001).
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2. Cile prace

» Vypracovat kritickou literarni reSerSi z&ifanou na moznosti vyuziti virostatickych latel¢v

flaviviram.

e Testovat inhiliini efekt vybranych glykodendrimena replikaci viru kliové encefalitidy
v podminkéacin vitro.

» Testovat inhikiini efekt vybranych inhibitdr na replikaci viru klisové encefalitidy v podminkadh

vitro.

V mé bakaléské praci se soustdim na testovani potenciondlnickiveé jez by pomohla
pacientm postizenym virem kli®vé encefalitidy se rychleji zotawit predejit trvalym nasledkn provazejici

tuto nemoc. V satasnosti neni znama protivirova&l, pouze &ovani.
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3. Material a metody

3.1. Viry

Kmen Vasilchenko je zastupcem $#hkého sudtypu VKE. Byl izolovan z pacienta pfldatajiciho
inaparentni encefalitidu, z niZz se pacient poslkéampletr¥ zotavil. Kmen Vasilchenko se vyzhge nizsi
virulenci u primét a ke¢ika (Gritsunet al., 1993).

Kmen Hypr je vysoce neuroinvasivni kmen VKE s diouhistorii laboratornich pasazi v mozcich
sajicich my3ek. Byl izolovan z krve 10-ti letéhostli nakazeného VKE na Morav tehdej$inCeskoslovensku
roku 1953. Hypr vykazuje podstétvirulentrgjSi fenotyp v mySich modelech oproti typovému km¥HE
evropského subtypu Neudoerfl. Jeho genomova sekvegmailloZzena v GenBank databazi padstopovym
¢islem U39292 (Wallnegt al., 1996).

3.2. Burg¢né linie

Bunécné linie PS (Kozuchet Mayer., 1975) byly kultivovany v médiu L15 (Leibdmn) (Sigma)
s pridavkem 3 % prekolostralniho teleciho séra (PTS) antibiotik a antimykotik (ATB) (Sigma; penicilin
streptomycin, amphotericin B) a 1 % glutamirfu3y °C.

Buné¢né linie neurobladt jsou transformované, z nervovéhdelbenu odvozené hky schopné
neomezeneé proliferade vitro. Ziskavaji se z neuroblastdmdruhymi nefasgjSimi nadory u dti. Tyto buiky
si ponechaly schopnost diferenciace na typy nerio\gurgk podle o3étjiciho ¢inidla (Shastryet al., 2001).
Linie neuroblast UFK-NB4 byly kultivovany v médiu IMDM sfidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra
(BOFES), antibiotiky (ATB) a glutaminuip37 °C.

3.3. Inhibitory a dendrimery

PAMAM dendrimery byly laska¥ poskytnuty prof. BezouSkou ziPodowdecké fakulty UK v Praze v
zasobni koncentraci 0/hmol/l. Jejich struktury jsou znazamy na obrazcich 3.1 — 3.4#ro pokusy byly
dendrimeryiedny v gisluSném médiu na koncentraci 0,0@inol/l, vyjimené jen na 0,01 mmol/l. BFA a
MON byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich v zasobkdncentraci BFA 10 mg/ml a MON 0,1 M jiz
rozpusény v DMSO. Pro pokusy byly pouzity koncentrace B&A; 0,05; 0,005 a 0,0005 pg/ml a MON: 1; 0,1;
0,01 a 0,001 pM.
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Obr. 3.1 Struktura fiebenovych GalNAc dendrimier
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Obr. 3.3 Struktura SiaTn trojnasobného dendrimeru LECTINITY
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Obr 3.4 Struktura manosového oktadendrimeru PAMAM.
Obrazky laska® poskytl Prof. BezouskaiP UK v Praze.

3.4. Testovani dendrimed

V ramci testovani dendrimirbyly provedeny orientai testy jejich cytotoxicity na PS bky.
Dendrimery byly nkedtny ve 2x koncentrovaném médiu. K PSikém ve stavu plné konfluence v 24-
jamkovém panelu bylo po odstér pivodniho média fiddno mnozstvi roztoku vzdy 0,5 ml/jjamku
skladajiciho se z 2x koncentrovaného kulthidao média, 1,5 % karboxymethylcelulézy (CMC) igsfuSnych
dendrimeé v koncentraci 0,0dnmol/l. Do kontrolnich jamek byl fildn pouze roztok 2x koncentrovaného
kultivacniho média a CMC bez dendrinieiPo 3 dnech byla stanovena cytotoxicita dendiinmer PS biky
zkoumanim morfologickych zén na buikdch pod mikroskopem a vitalita biknbyla orient&né zjisStovana po
obarveni naftalenovoterni.

Vybrané typy dendrimér byly testovany na jejich potencialni inhibici riggaice VKE/vazby VKE
k bursénému receptoru ve 24-jamkovych panelech s Pfkami po dosaZeni konfluence (cca 2,5 ¥ 10
burgk/jamku). Kultivaini médium bylo odebrano a do kazdé jamky kfdmntrolnich bylo pidano po 1 ml

roztoku téhoz média sditymi dendrimery. V této fazi tzv. preinkubace senply ponechaly 1 hippokojové
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teplog. Nasleds byl obsah jamek ag odebran, tentokrat i z jamekcenych pro kontrolu (virus). Do jamek
pro dendrimery byl idan roztok média, ifslusnych dendriméro koncentraci 1&mmol/l a viru Vasilchenko o
urtitém titru 10;10° nebo 16 pfu/ml. Kmen Vasilchenko byl pro tento pokus vybra divodu jeho nizsi
virulence a tudiz i potenci&nvyssi citlivosti k @inku inhibitori. Roztok pro kontrolu sestaval jen z média a
viru o titrech 16;10° nebo 16 pfu/ml, v8e v mnoZstvi 1 mifjamku. Bky byly inkubovany pi 37 °C

v atmosfée 0,5 % CQ@po dobu 1 h. Po 1 h inkubace byl obsah jamek odelindiky byly promyty sterilnim
PBS (0,5 ml/jamku) aipvrstveny roztokem pro pokryvku, jez se skladala & koncentrovaného kultivaiho
média a CMC v positu 1:1 a z pisluSnych dendrimér Nasleds byly panely ulozeny do 37 °C teploty a
atmosféry s 0,5 % C{ha 3 az 4 dny. Po obarveni naftalenoweuni (1 g naftalenovéerns, 60 ml ledové
kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného, dépindo 1 | vody) bylo mozné spitat vytvaené plaky a jejich

pocet byl porovnan s kontrolnim vzorkem (pouze virus).

3.5. Testovani inhibitoms BFA a MON

Jelikoz oba inhibitory zjsobuji uvnit burék naruseni jejich integrity, bylo nezbytné origmia urcit
necytotoxickou koncentraci. Pokusy byly progag v triplikaci, navic se testovaly toxick€inky rozpoustdla
dimethylsulfoxidu (DMSO) pro MON. DMSO je pro tky toxické v koncentraci vySSi nez 1 %. V naSem
pripact koncentrace DMSO v experimentedihila pouze 0,001 %. Pro test na cytotoxicitu bglgt pouzity
24-jamkové panely s narostlymi PSilkami ve stavu pIné konfluence. Jamky byly proplagiro,5 mil/jamku
steriiniho PBS. Poté bylo do vSech jamek (kkoBh kontrolnich s PS kikami) pridano po 250 ul 2x
koncentrovaného kultivmiho média. Inhibitory a DMSO byly v jamkach opétirediny desitkovouredici
fadou. Na z&r byly buiky prevrstveny 250 ul CMC a uloZeny do termostatu oo®ps7 °C, 0,5 % CQ
Kontrolni jamky obsahovaly 2x koncentrované médai@MC v pongru 1:1 a v mnozstvi 0,5 ml/jamku. Panely
byly obarveny 2. nebo 3. den po inkubaci.

Pro testovani inhibnich &inki BFA a MON na replikaci VKE byly pouzity 96-jamkovganely.
Neuroblasty byly infikovany kmenem Hypr v davce binfmultiplicita infekce). MnoZstvi butk na jamku
ginilo cca 16 burgk. Za 24 h byl do vSech jamek krér8 kontrolnich s bikkami gridan virus a panel byl 1,5 h
inkubovan pi teplo& 37 °C a atmosférou s 0,5 % ¢®lasledovalo odstra&ni inokula a promyti vSech jamek
200 pl PBS/jamku. Do jamek pro kontrolu s viremei samotnymi bitkami bylo @Fidano po 200 ul/jamku
kultivacniho média IMDM. Zbylé jamky byly napdny roztoky séznymi koncentracemi inhibitér Vzorky
byly odebirany vzdy v triplikaci po 24 h, dalSi g& h. Vzorky byly uchovany ipteplot -70 °C. Pro
vyhodnoceni &nkd inhibitord na replikaci VKE byla provedena metoda plakovéatié (de Madridet
Porterfield., 1969). Vzorky byly desitké\natedny ve 24-jamkovych panelech v médiu L15. Do kaztéky
bylo pridano 300 pl bukené suspenze o koncentraci 1,2 X bQrsk/jamku a obsah byfadré promichan. Poté
byly panely 4 h inkubovany 37 °C a priestim o 0,5 % C@ Nakonec byl obsah jamekgystven roztokem 2x
koncentrovaného média a CMC v pgrmn1:1 a v mnozZstvi 400 ul/jamku. Po 4 az 6 dnegi panely obarveny
naftalenovoucerni (viz vySe) a byl zjign titr viru. Rozdily mezi titry v kontrolnich jamk& svirem a
v jamkach s inhibitory byly zaneseny do dgré&fiz vysledky).
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4. Vyhodnocovani vysledk

Vysledky byly statisticky hodnoceny v programu Btita (verze 8) nezavislou analyzou dat podle
skupin, coz je jednostranny neparovy Student-test. Vysledky s nizsi hladinou vyznamnosti e @ <
0,05) jsou povazovany za signifikatni a jsou v echf ozndeny hwzdickou. V pipad vzorki s menSim

mnozstvim opakovani byly tyto vysledky vyhodnoceeparametrickym Mann-Whitney U-testem.
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5. Vysledky

5.1. Cytotoxicita dendrimeni

Na zaklad naSeho hrubého, oriedtdho testu bylo zjigho, Zze zZadny z testovanych dendritnani
jejich snesi se nezda byt v danych koncentracich cytotoxiyPS biiky. Po 3 dnech inkubace PS krs
dendrimery o koncentra€i,01 mmol/l nebyly ve sitelném mikroskopu pozorovany zadnéémw ve struktiie
burgk, po obarveni naftalenova@erni nebyly pozorovany zadné rozdily v porovnakdstrolnimi jamkami.

Souhr vSech dendrimiea jejich sn¥si, Ze byly testovany, jsou uvedeny pod obrazkem 4.

5.2. Vliv dendrimera na replikaci VKE in vitro

Pro testovani potencionalniheiriku dendrimeii na replikaci VKE byly dendrimerjedsny z pivodni
koncentrace 0,1 na 0,0@dmol/l. V jednom z pokusbyla pouzita koncentrace dendriré,01 mmol/l. Virus
Vasilchenko byl v pokusech pouzit o titru*00? a 16 pfu/ml.

Zadny z testovanych dendrindeani jejich sndsi nebyl v inhibici replikace VKE v kuite PS buik
signifikatné UspEsny.

Vliv dendrimerd na replikaci VKE
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Obr. 5.1 Vliv dendrimei na replikaci VKE (----------- 100% kontrola)
Pozn.: 8+9 = ebenovy alfa-GalNAc dendrimer 10 #ébenovy alfa-GalNAc dendrimer 11
7 = ebenovy alfa-GalNAc dendrimer 9
1 = Manosovy oktadendrimer PAMAM
2 = GIcNAc tetradendrimer PAMAM
4 = GIcNAc oktadendrimer PAMAM
3 = GIcNAc hexadendrimer PAMAM
6 = GIcNAc oktadendrimer, "k&5t
8+2 = Kebenovy alfa-GalNAc dendrimer 10 + GIcNAc tetradeémeér PAMAM
9 = ebenovy alfa-GalNAc dendrimer 11
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10 = SiaTn trojnasobny dendrimer LEITY

5.3. Cytotoxicita DMSO, BFA a MON
Cilem tesi bylo utit, jaka koncentrace inhibitdrje jeSt inn& v inhibovani VKE a ifitom jiz neni
cytotoxicka na PS hiky. V piipac DMSO nebyla pozorovana Zadna cytotoxicita v nejpduzité koncentraci

0,001 %.
U inhibitori BFA a MON byla situace jina. BFA vykazoval toxiciaci PS buikam v koncentracich 5;

0,5 a 0,05 pg/ml. AzipfedEni na koncentrace 0,005 pg/ml a nizsi nebyla jibtoxicita pozorovana. MON se
od za&atku jevil mér cytotoxicky a testy to potvrdily. Pouze v nejvy&&incentraci byla pozorovana jemné
odchylka od kontrolnich bék a to v koncentraci 1 pM. 0,1 pM; 0,01 a 0,001 MODN byl pro buiky

netoxicky.

5.4. Vliv BFA a MON na replikaci VKE in vitro
BFA i MON prokazaly v gkolika pokusech podstatnou inhibici replikace VKE&afy znazoiuji tyto

vysledky a statisticky fikaznd inhibice je ozrt@na h¥zdickou.
Koncentrace inhibitar. BFA: 0,5; 0,05; 0,005 a 0,0005 pg/ml. MON: 1;;007101 a 0,001 puM.

Wliv inhibitord o rienych koncentracich na replikaci VKE
(Gas 24h)
100000000
10000000 -
g 1000000 ~
= 100000 1
= 10000 A
*
2 oo
B 100 4 * * " "
10 1 T o i I B T - T
1
= 5 _Z E = z =
«F «5. g2 .z = 3 = E
Ly ©Z= Gz fHo= == = = = =
O - = = g ] z
= ; = =

Obr. 5.2 Vliv inhibitori BFA a MON na replikaci VKE po 24 h inkubace v nahlastech. (* p < 0,05)
(------ spodni detedni limit).
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Yliv inhibitord o renych koncentracich na replikaci VKE
(&as 48h)
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Obr. 5.3 Vliv inhibitori BFA a MON na replikaci VKE po 48 h inkubace v nahlastech. (* p < 0,05)
(------ spodni deteli limit).
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6. Diskuse

Existujici antivirotika dinkdji na riznych drovnich replikaniho procesu vir. Nagiklad je mozné
virové infekci zabranit jestpied proniknutim do hiky zablokovanim specifickych b&mych repecetdr. Toho
Ize dosahnoutisobenim specifickych vazebnych inhibitpréetns monoklonalnich protilatek, které interaguji
s ligandy na povrchu virovéastice a brani tak jejich vagitk bureénému receptoru. Timto apobem bylo
mozno zablokovat infekci béhk respirgnim syncycialnim virem (RSV), kdy vagzbviru k receptoru bylo
zabrarno pisobenim specifickych IgG1 monoklonalnich protila¢ékdersoret al., 1988; Calvezt al., 2004;
Marlin et al., 1990). V naSi studii jsme se z&ih na studium potenciélni inhibice vazby VKE naeptory PS
burgk a nasledné infekceipobenim glykodendrimér Vychazeli jsme z pozorovani, Ze virovy obalov§tein
E je glykosylovany (Mandét al., 2001; Mandl, 2005). V experimentech RejdDelgado., 2004 byl vstup viru
Ebola do bu#k zablokovan specifickymi glykodendrimery vd@eni fazi infekce. Obalové proteiny tohoto
viru jsou také glykosylovany. AvSak role glykosyae biologickych viastnostech viruigtava stale neobja&ma
a nebyla potvrzena ani v naSich experimentech.ywdrim vySe uvedenych experimifige usuzovat, ze ku
neni glykosylace E proteinu VKE jedinyén nejdilezitjSim mechanismem vstupu viru doiiy, nebo nebyly
pouzité glykodendrimery dostat@ specifické pro fislusné bu&né receptory. festoze dendrimery typu
PAMAM o srovnatelné koncentraci, jakou jsme pougilnaSich pokusech, e snizily infekci HSV-1; 2
v lidkych fibroblastech (Bournet al., 2000), neprokazaly tytéz typy dendrifastatisticky signifikatni inhikiini
inek na replikaci VKE v podminkacim vitro. Divodem pro odliSné vysledky naSi studie a vyzkumu
provedeném na HSV ime byt zcela odliSny charakter infekce Bkinémito viry. Otazkou také istava, zda
dendrimery vykazuji inhikni &inek pouze v fipack interakce viru s receptory hostitelskéiky, ¢i zda mohou
téz pronikat dovnitburgk a ovliviiovat jeji metabolické pochody zasdhnout do replikaiho procesu viru, jak
navrhuji rekteti autdi. Podstatné snizeni inhibiiich &inkd dendrimet pii oddaleni jejich aplikace naztige
pisobeni dendrimérv pasatenich stadiich infekce (Bourret al., 2000; Gonget al., 2002; Gonget al, 2005).

Z celkovych experimeiit s dendrimery se jako pozitivni vysledek d& povatgwouze to, Ze zadny z nich
v hrubém testu nevykazoval cytotoxicitu na PSKyua to ani v nejvy3si mozné koncentraci’Tmol/l. Tento
fakt se da pouzit vifpadnych dalSich pokusechésiito dendrimery proti jinym virm na dané bugné kultue.
Je vSakitba brat ohled na typ pouzitych ktnych kultur, nebo podle vyzkumu jsou PAMAM dendrimery
vySSich generaci zakéené amino skupinami obetnytotoxické (Boagt Heegaard., 2004).

Procesy replikace viru uviiiburgk mohou byt peruseny bd chemickymi slogeninami nebo zasahy
do transkripce/translace virovych protieia replikace virové nukleové kyseliny. Z chemickyslbuenin Ize
uvést napiklad derivat thiosemicarbazonp-aminoketon), ktery inhibuje replikaci JEV a WNVeysseret al.,
2003; Sebastiaet al., 2008). Mnoho praci bylo publikovano na téma hide replikace roziinych vini na
genetické drovni, za zminku stoji tzv. ribozymyz ¢sou katalyticky aktivni oligonukleotidy se scimmysti vazat
se na cilovou RNA a odstravat ji. Testy na buftnych kulturach i na zvatech prokazaly jejich antivirovy
ucinek proti HIV, hepatitid B a C, viru chipky atd. (Yu et al., 1993). Metod&RNA interference (RNAIi), ma
schopnost inhibovat expresi gepomoci dvou-vliaknové RNA (dsRNA) (McManes Sharp, 2002)RNAI je
dnes vyuzivano na poli experimentalniho bojefnpmti RSV, viru chipky, polioviru a HIV.

Za (elem experimentalni inhibice replikace VKE uviturgk jsme vybrali inhibitory BFA a MON.
BFA ovliviuje transport strukturnich protéima membranach v cytosolu ntim, Ze inhibuje na GTP-

zavislou interakci membrany GA gigluSnymi proteiny (Donaldsoet al., 1992). MON peskupuje GA blize
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k jadru a tim ovliviuje sloZzeni a rozmi&ti proteiri jim prochéazejicich. S vyuzitim modelového KUN (rod
Flavivirus) na Vero biikadch bylacast&né zmapovana mista shrond@gvani flavivirovych proteit (Mackenzie
et Westaway., 2001). Proteiny KUN se sdestji do oblasti kolem drsného ER, kde dochazi kepetavani
novych virovychcastic (Mackenzieet al., 1999). Replikace viru se odehrava ve virem imdakych SMS a
v&cich v cytoplasm burgk. Tyto struktury se vyzmaji nag. svinutymi membranami. BFA jefipvéasném
podani schopenigdejit tvorls téchto struktur a tim vyznamimarusit replikaci viru, avSak je-li podan pézd
stavaji se SMS rezistentni na jeho rozruSujtaiek (Mackenzieet al., 1999). V GA se virové nezralé proteiny
bud’ nevyskytuji vibec, nebo jim jen velmi rychle prochazeji. Zjedrimié feceno, transportni wky a SMS
jsou potebné pro fepravu a spravné slozeni Btanych i virovych proteifl. Tudiz geruSenim toku strukturnich
proteini mezi GA a SMS (€inek BFA, MON) se docili feruseni skladani virovyctéstic. BFA ani MON
nebrani proniknuti viru do bk, ¢imz se jejich oblast dnku vymezuje na intracelularni (Mackenzi
Westaway., 2001).iPznalosti mista fisobeni MON a jemu podobnych latek Ize logicky wyitioze ke Stipani
prM proteinu dochéazi v kyselych &ich za GA. Ten je ale ¥jpomnosti MON naruSen a keépeni prM
proteinu tudiz nedochéazi. Ma-li BFA a MON podobifgke i v piipadt replikace VKE #Astava neznamo.

NaSe vysledky byly v porovnani s Gdaji tykajicirai KUN velmi grekvapivé. V pipads infekce Vero
burék KUN a pridani inhibitofi MON ¢i BFA 1,5 h p.i. byla pozorovana kompletni inhibi@plikace viru ve
skupirg, kam byl gidan BFA, kdezto MON r G¢inek mér vyrazny (snizeni titru viru v supernatantiédu
cca 3 log oproti kontrole, 24 h p.i.) (Mackenzie/éestaway, 2001). V naSentijpads vSak oba inhibitory rly
na replikaci VKE dramaticky dopad. Byla-li pouzithodna koncentrace inhibifojako v pgipad pokug
s KUN, replikace VKE byla zcela zablokovanaspta inhibitory v obowasovych intervalech (24 a 48 h p.i.).
To poukazuje na vyrazjsi efekt MON wi¢i VKE oproti KUN. Mérg vyrazny @&inek MON byl pozorovan az
v piipadt, kdy byla pouzita jeho desetkrat nizsi koncentradest pozoruhodyjSi rozdil je mozno pozorovat
v piipadt, kdy byly pisobeni inhibitok vystaveny klistci buiky infikované VKE. V takovém fipacc MON
zcela zabranil replikaci VKE, zatimco naopak BF Al iixéinek slabsi (RZek, osobni sdeni). DalSi experimety
s vyuzitim fluoresceimi a elektronové mikroskopie by mohly objasnitakgm bod replikatniho cyklu dané
inhibitory inkuji u sa¥ich a kliS&cich burk a jaky vliv ma fisobeni samotnych inhibitbrna vnitni
uspdadani biiky.

BFA a MON jsou ve vySSich koncentracich cytotoxickétéz bylo pozorovano i v naSem hrubém
orient&nim testu. Je mozné, Ze poskozeniitedtych organel butk dochazi k ferusenici rozvraceni jedné
nebo vice zivoté dilezitych drah a hitky hynou.

BFA a MON prokazaly vyznamné schopnosti v inhibieplikace VKE v podminkachn vitro.
Vysledkem je, Ze oba inhibitorgiinkovaly v obdobné ni¢ v obou sledovanyctasovych intervalech p.i¢im
vySSi byla jejich koncentrace, tim vyr&gi inhibice replikace VKEN vitro byla pozorovana. Studie s jinymi
RNA viry potvrzuji inhib&ni &inky BFA na replikaci naifiklad polioviru snizenim titru o 5 azrédi (Maynell
et al., 1992) a MON i BFA na virus zatdek (Qiuet al., 1995). BFA a MON snizily titr KUN 6 az 10 krat,
pricemz plati, Ze¢im dfive byly inhibitory gidany k infikovanym bitkdm, tim vice branily replikaci viru
(Mackenzieet Westaway., 2001). To z naSeho pokusu nelze vyyvjatikoz byly oba inhibitory fidany vzdy po
stejné dob po infekci. Sreenivasaat al., 1993 testoval BFA na inhibici replikace WNV szgiivnimi vysledky.

Pouhy 1 pg/ml BFA znamenal kompletni zhrouceni GAfikovanych Vero biikach, coz vedlo k modifikacim
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virovych glykoproteifi nesléitelnych s formovanim infalnich castic. Vysledky ukazuji, jak je transport
glykoproteini WNV do GA dilezity pro infekinost tohoto viru.

Vzhledem ke znalosti silného inhiiho efektu obou pouzitych inhibitibv podminkachn vitro by
bylo jistt zajimavé provést experiment s laboratornimi myamiinnost BFA a MON v inhibici replikace
VKE v podminkachn vivo. Netoxické koncentrace MON i BFA pro laboratorniSinjsou znamy, bylo by tedy
vhodné zjistit, zda by v takovéntipadt tyto latky byly schopny zabréanit alespdi zmirnit ptibéh KE u €chto
experimentalnich hostitiel Soasré by jist bylo zajimavé pozorovat, zda Ize VKE pasazemtitomnosti
nizkych koncentraci inhibitorin vitro na jeho fisobeni adaptovat a jaké by ttigadré s sebou neslo ziny
v genomové sekvenci viru.

V souwasné dob neni proti KE znam zadny Iék. Nami objevena intebieplikace VKE odhalila prvni
latky, jez by i jejich analogy, mohly byt dale testovany cobygratialni antivirotika proti tomuto onemaan.
Doposud je jedinou znamouwitinou obranou proti KE preventivnickovani. Napiklad v Rakousku masova
vakcinani kampa predesla cca 2800fipadim KE v letech 2000 — 2006 (Heiret al., 2007; Heinzet al.,
1980). Alternativou &ného ¢kovani mrtvou vakcinou je vakcinace tzv. Zivou-bslaou vakcinou. &né
kandidatni zivé-oslabené vakciny jsou vi&mné dob ve vyvoji (Brayet Lai, 1991; Monathet Lai., 2003).
Hlavni vyhodou Zzivé vakciny je to, Ze &tgedind imunizace zivou vakcinou pro dlouhodobathranu
ockovanych osob, zatimco inaktivovana vakcina vyzadukolikanasobné éovani k dosazeni téz imunitni
odpowdi (Stephensoret al., 1995). Mimo to i naklady na produkci zZivé-oslabevakciny jsou nizsi, coz je
neopominutelny faktor zejména pro rozvojové Zepiipadré Rusko.

Z dalSich potencidlnich antivirotik, na které bywsgkum KE mohl v budoucnu téz zafit, mozno
jmenovat nafiklad inhibitory glykosidaz. Ty Zisobuji nespravné slozeni virovych strukturnich gpyloteiri,
jez jsou pi neporuseném skladani glykosylovanghem pueni z ER. Tuto antivirovou aktivitu vykazuje
nagiklad inhibitor a-glukosidazy viru hepatitidy B (Mehtet al., 1998). Pedmétem diskusi je mozné budouci
2001).

Za hlavni pinos mé prace povazuji zjiti, v jaké koncentraci jsou inhibitory j&Sticinné ale jiz
netoxické. Diky tomuto faktu bude mozné navazatutapraci, pokréovat ve vyzkumu v podminkacdh vivo a
snad dojit i k z&ram, jez by ndly terapeuticky pinos. Vybrané dendrimery se neukazaly byinaé, coz je pro

nas také informace, kudy se ve vyzkumu nevydavab ice by se #lo piipadré zmenit v pokusech.
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7. Souhrn

° Zadny z testovanych glykodendrimareni cytotoxicky pro PS liiy.

° Zadny z testovanych glykodendrinmi@rema statisticky vyznamny inhinii (¢inek na replikaci
viru klisové encefalitidy v podminkadh vitro.

° BFA a MON pisobi cytotoxicky na PS liky jen ve vySSich koncentracichjg@mz MON je o

néco mér cytotoxicky.

° Oba inhibitory prokazaly vyrazny inhilnii efekt na replikaci VKE v podminkaéh vitro.
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