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1. UvVOD

1. 1. Mikrosporidie

1.1.1. Obecny pirehled

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni paraziti povazovani za Samostatnou
skupinu protist vzniklych z hub (Vossbrinck et Debrunner-Vossbrinck 2005).
Kmen Microsporidia obsahuje vice nez 140 rodi a 1200 druht s Sirokym hostitelskym
rozsahem. Nejvice zastupct parazituje u hmyzu a ryb, kde zpisobuji vyznamné ekonomické

ztraty (Weber et al. 1994, Didier et al. 1998).

K unikatnim znakim patfi nepfitomnost mitochondrii, peroxizomt, hydrogenozomi a
typického Golgiho aparatu. Ackoli se mikrosporidie fadi mezi eukaryota, ribozomy svym
charakterem piipominaji spiSe prokaryota (Vavra et Larsson 1999). Pfitomnost mitochondrii u
jejich davného predka doklada objev genu HSP70 (heat shock protein) (Peyretaillade et al.
1998).

Poprvé byla pozorovana mikrosporidie, Nosema bombycis, u bource morusového
vroce 1857 (Nigeli). Infekce u savet byla zaznamenana Wrightem a Craigheadem (1922)
Vv centralnim nervovém systému laboratornich kréalikli. Prvni dostate¢né podlozeny ptipad

nakazy ¢lovéka byl ohlasen v roce 1959 (Matsubayashi et al.).

ZvySeny zajem o studium mikrosporidii je spojen s pandemii AIDS. U jedince s
naruSenou funkci imunitniho systému dochazi k rozvoji klinicky vyznamné infekce, ktera
muze vést az ke smrti. Jednd se o pacienty infikované virem HIV, imunosuprimované osoby

po transplantaci organti nebo pii chemoterapiich (Didier et al. 1994, Weber et Bryan 1994).

1.1.2. Morfologie

K charakteristickym vlastnostem mikrosporidii patii tvorba spor s jedinecnou
ultrastrukturou (Franzen 2005). Spora mize mit rizny tvar, od kulatého po tyCinkovity a
riznou velikost zavisejici na druhu parazita, od 1 um (Enterocytozoon bieneusi) az po 40 um

(Bacillidium filiferum) (Vavra et Larsson 1999). Sténa spory je odolna vuci vné&jSimu



prostiedi. Sklada se ze silné elektrondenzni proteinové exospory, elektronlucentni chitin6zni
endospory a plasmatické membrany. Bunécna sténa obklopuje jedno nebo dvoujaderny
infekéni obsah spory, sporoplasmu (Weber et al. 1994). Spora obsahuje siln¢ pozménény
Golgiho aparat, posteriorni vakuolu a jedinecny vystielovaci aparat, ktery se sklada ze stocené

pélové trubice koncici tzv. kotevnim diskem Vv anteriorni ¢asti spory (Vavra et Larsson 1999).

Ve vhodnych podminkéch je vlivem zmény pH a zvySeni osmotického tlaku vypuzena

polova trubice, ktera slouzi k preprave infekéni sporoplasmy do hostitelské bunky.
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Obr. 1: Schéma mikrosporidiové spory - upraveno (Franzen 2005).

1.1.3. Encephalitozoon cuniculi (Levatidi et al. 1923)

Druh Encephalitozoon cuniculi byl prvni mikrosporidii pozorovanou u savci. Poprvé
byl objeven u kralika v roce 1922 (Wright et Craighead) a pojmenovan o rok pozdé;ji, Levatidi
et al. (1923). Infekce byla zaznamenana u riznych druht savct, véetné ¢loveéka (Franzen et
Miiller 2001).

Zastupci rodu Encephalitozoon se mnozi uvnitf parazitoforni vakuoly. Predpoklada se,
ze vakuola pochazi z endoplazmatického retikula hostitelské bunky (Didier et al. 1998).
Encephalitozoon cuniculi byl prvni sav¢i mikrosporidii Gspésné kultivovanou in vitro. Diky
snadné kultivaci in vitro je E. cuniculi v souc¢asné dobé nejvice studovanou mikrosporidii
(Khan et Moretto 1999). Spora ma pravidelny ovalny tvar a jeji rozméry jsou 2,0-2,5 x 1,0-

1,5 um. Pdlova trubice je stocena do péti az sedmi zavitt (Canning et Lom 1986).



Byly popsany tii genotypy E. cuniculi (Didier et al. 1995). Genotyp I byl pavodné
izolovan a kultivovan z kralikd (Shadduck 1969), genotyp Il pochazi z mysi, ale pozdéji byl
nalezen v norskych polarnich liskach (Alopes lagopus) (Didier et al. 1995) a genotyp 111 byl
puvodné popsan u domacich pst (Shadduck et al. 1978). Genotyp | a genotyp Il byly
nalezeny u HIV-infikovanych jedincu (Didier et al. 1996).

1.1.4. Terapie mikrosporidiozy

Moznosti terapie mikrosporidiézy jsou omezené. Vzhledem k odolnosti spor a

terapeutické nedostupnosti intracelularnich stadii jsou pokusy o 1é¢bu nepfilis uspesné.

Byly testovany inhibitory hmyzich chitindz, jez se ukazaly neucinné (Vavra et al.

1996).

Dalsi testovanou latkou byl Fumagilin. Pokusy in vitro byly ¢astecné G¢inné, ale pro

vysokou toxicitu tohoto 1é¢iva byl jako potencionalni adept vyloucen (Ditrich et al. 1994).

Za nejucinngj$i 1éCivo je povazovan Albendazol (metyl-5-(propylthio)-2-
bemzimidazolkarbamat). Jeho wc¢innost byla ovéfena Vv experimentech in vitro i in vivo
(Ditrich et al. 1994, Koudela et al. 1994). Albendazol pusobi piestavbu mikrotubuld v polarni
trubici a tim inhibuje rtst a mnozeni spor (Ditrich et al. 1994). Nicméné rod Enterocytozoon

zustava proti Albendazolu rezistentni.

1.2. SCID mysi

SCID (Severe Combined Immunodeficient) mySi jsou imbredni mysi s vrozenou
imunodeficienci B a T-lymfocytd, ktera souvisi s genetickou autozomalni recesivni mutaci na
genu oznac¢ovaném scid (Bosma et al. 1983). Patii k modelovym organismiim vhodnym pro

studium mikrosporidiozy (Koudela et al. 1993).



1.3. Acyklické nukleosidfosfaty (ANP)

1.3.1. Obecny piehled

Acyklické nukleosidfosfaty jsou chemicky modifikované nukleosidy, které tim
ziskavaji nové vlastnosti. Neztraceji vSak schopnost zaclenovat se do molekuly nukleové
kyseliny, kde pak pozménuji jak strukturu tak i funkci. Ptitomnost fosfonometyleterové
skupiny (=P-C-O) zajistuje rezistenci vuci aktivitam esteraz, které¢ defosforyluji bézné

monofosforylované nukleotidy (Bijsterbosch et al. 1998).

K aktivaci ANP je nutna fosforylace do jejich trifosfatové formy, teprve potom se
stavaji biologicky uc¢innymi (De Clerq et Holy 2005). Nejprve se v buikach fosforyluji
nukleotid kindzami na monofostaty ANPp, které jsou analogy deoxynukleosiddifosfatii ANTP.
Dalsi stupen transformace je katalysovan nukleosid difosfat kinazou a poskytuje analog
deoxynukleosidtrifosfatu ANPpp (Holy 2003a).

Trifosfaty ovliviiuji virovou replikaci a to tak, Ze bud’ inhibuji virové replikaéni enzymy -
reversni transkriptazu, virovou DNA polymerazu - nebo terminuji rist virového fetézce (De

Clerq et Holy 2005).

ANP vykazuji Siroké spektrum antivirové aktivity proti mnoha RNA a DNA virtim.
Antivirové pisobeni je riizné a zavisi na povaze baze a charakteru acyklického postranniho
fetézce (Bijsterbosch et al. 1998). Byl prokazan také antiparaziticky a cytostaticky tcinek
ANP.

1.3.2. ANP jako 1é¢iva virovych infekei

PMEA (adefovir dipivoxil), Hepsera™

Oralni profarmakum adefoviru, adefovir dipovoxil, bylo schvaleno v roce 2002 pro
nemocné chronickou hepatitidou typu B (Holy 2003a).
Adefovir dipivoxil byl ptvodné vyvijen pro 1écbu HIV infekce, ale z divodu vysoké
nefrotoxicity byl tento zamér zamitnut. Pfi 1é¢bé hepatitidy B se pouzivaji mnohem nizsi

davky, které nevyvolavaji akutni toxicitu (Holy 2003a, De Clerq et Holy 2005).

Adefovir méa ucinky proti nékterym DNA virim, ale silné inhibuje retroviry, oba

kmeny HIV, opi¢i analog SIV, Maedi Visna virus a virus hepatitidy B (Holy 2003b).



S)-HPMPC (cidofovir), Vistide™

Cidofovir byl schvaleny pro intravendzni 1écbu cytomegalovirové retinitidy u AIDS
pacienti v roce 1996 (De Clerq et Holy 2005). Pasobi na vSechny DNA viry, zahrnujici
virus varioly (pravych nestovic), i jeho opi¢i varianty (monkeypox virus). Mechanismus
pusobeni je zalozen na terminaci DNA fetézce (De Clerq 2007). Nevyhodou cidofoviru je
jeho znacna nefrotoxicita, kterd ale muze byt potlacena soucasnou aplikaci probenecidu

(Bagnis et al. 1999).

R)-PMPA (tenofovir disoproxil fumarat), Viread™

Profarmakum R-PMPA, tenofovir disoproxil fumarat, se uziva oraln¢ k 1é¢beé AIDS,
kde ptisobi jako terminator fetézce. Je ale také dosti aktivni proti SIV, MSV, HBV, coz jsou
vSechno analogy viru HIV. Velmi obtizné se proti nému vytvareji rezistentni mutanty HIV

(Holy 2003a).

1.3.3. Antiprotozoarni ptisobeni ANP

Infekce protozoarnich parazitl, zejména pak plasmodii, suzuji lidstvo odpradavna.
Diive uc¢inna 1éciva podléhaji narlstajici parazitarni rezistenci. Je tedy nutné neustale vyvijet
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nové, lepsi a odolnéjsi latky.

Acyklické nukleofosfaty se fadi k latkam s potencialni ucinnosti. Mechanismus
plusobeni je podobny jako u viri, jen Stim rozdilem, Ze ANP inhibuji polymerazy
parazitickych prvoku a tim zastavuji jejich replikaci.

v

Nejucinngjsi latkou proti protozoarnim parazitiim se ukézala byt (S)-HPMPA.

1.3.3.1. Antitrypanozomalni ANP

Africké trypanosomy nejsou schopné syntetizovat puriny de novo. Tento problém
obchazeji tak, ze je jednoduse nahradi hostitelskymi puriny. Ztoho divodu se purinové
analogy jevi jako potencialni kandidati, kter¢ mohou ovlivnit metabolismus trypanosom
(Kaminsky et al. 1994).

(S)-HPMPA se ukazal jako nejaktivnéj$i ze vSech ANP. Konkrétné in vitro proti

Trypanosoma brucei rhodesiense, T. b. gambiense patogennich u ¢lovéka a T. b. brucei,



T. congolense a T. evansi napadajicich zvifata. Tato latka byla u¢inna také in vivo, u mysi

infikovanych T. b. brucei (Kaminsky et al. 1998).

Rast T. b. brucei inhibovala in vitro také HPMPDAP [9-(2-hydroxy-3-
(phosphonomethoxy)propyl)-2,6-diaminopurine], ale méné nez (S)-HPMPA. Nejucinngjsi
proti  T. congolense in vitro pak byla PMEDAP [(S)-9-(3-hydroxy-2-
phosphonylmethoxypropyl)-2,6-diaminopurin] (Kaminsky et al. 1994).

1.3.3.2. Antiplasmodiilni ANP

Plasmodia zpusobujici malarii jsou obdobné jako trypanosomy zavislé na purinech
hostitelského puvodu. Navic si nedokazi uchovat pyrimidinové nukleosidy z davodu
chybéjicich pyrimidinovych nukleosid kinaz. Pyrimidiny si ale nahrazuji syntézou de novo.
Nebyly nalezeny ani purinové nukleosid kindzy. Absence nukleosid kinazové aktivity by
mohla branit v pouziti nukleosidovych analogii jako inhibitorti plasmodidlnich polymeraz.
Nicméné bylo zjisténo, ze (S)-HPMPA nevyzaduje aktivaci nukleosid kindzami (Smeijsters et

al. 1999). Mechanismus vsak neni zcela objasnén.

| v ptipad¢ plasmodii se polymerdzy ukazaly jako cile pisobeni téchto analogii. Pro
antiplasmodidlni aktivitu ANP je nezbytnd pfitomnost purinové baze, hydroxylové skupiny ve

vedlejsim acyklickém fetézci a fosfat terminujici acyklicky fetézec (Smeijsters et al. 1999).

Jako nejvhodnéjsi latka u Plasmodium falciparum a P. berghei in vitro se jevi (S)-
HPMPA a (S)-3-deaza-HPMPA (De Vries 1991). Ug¢innost (S)-HPMPA in vivo proti P.
berghei v my$im modelu byla limitovana na stadiu zavislou inhibici (Smeijsters et al. 1994),
kratkym polo¢asem rozpadu (S)-HPMPA v plazmé a davkovacim rezimem zavislym na

nefrotoxicité (Smeijsters et al. 1996).

1.3.3.3. Antischistosomialni ANP

Pouziti tradiéniho 1éku proti schistosomoéze, praziquantelu, je ohrozeno vzrustajici

rezistenci. Vyvoj nové ucinngjsi latky s antischistosomialnimi ucinky je tedy vice nez nutny
(Botros et al. 2003).

Botros et al. testovali (S)-HPMPA pii experimentalni nakaze mysi motolici
Schistosoma mansoni. Byl prokazan pfiznivy antiparaziticky ucinek. Pfi nejvhodnéj$im
davkovacim rezimu téméf kompletné vymizela zrala i nezrald vajicka. Byl zaznamenan také

ubytek sparovanych samct (Botros et al. 2003).
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1.3.4. (S)-HPMPA

Pienesenim phosphonylmethylové skupiny PAA na DHPA [(S)-9- NH,
(2dihydroxypropyl)adenin] vznikne phosphonylovy derivat zvany (S)-9- N’:’J N
[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)propyl]adenin. Pouze (S)-enantiomer l‘““‘x-""“““)
se ukazal byt u¢inny, zatimco (R)-forma postrada veSkerou aktivitu. wno_ 0 o
Transport ANP skrz bun&&nou membranu je zésadni pro jeho biologickou MO’ ~y
aktivitu. (S)-HPMPA vyuziva ke vstupu do buiiky endocytézu. Jedna se o HO™
d&j kineticky i teplotnd nezavisly (Holy 2003b). (S)-HPMPA ma (S)-HPMPA
selektivni ucinnost proti vS§em DNA viram, zahrnujici herpes simplex (De Clerq 2007)

virus (typ 1 i 2), virus Epstein-Baarové, varicella zoster virus, lidsky cytomegalovirus,
vaccinia virus a lidsky adenovirus (De Clerq et al. 1986). Zajimavé je jeho pusobeni pii 16€bé
chorob postihujicich jatra. Bylo zjisténo, ze je vysoce efektivni proti viru lidské a kachni
hepatitidy typu B v bunéénych kulturach (Bijsterbosch et al. 1998). Vykazuje ojedinélou
antiparazitickou aktivitu proti Plasmodium, Trypanosoma a Schistosoma spp.

Neni déle vyvijen jako antivirovy Iék, ale slouzi jako prototypova slozka pro fadu

dalsich ANP (De Clerq 2007).

1.4. Probenecid

Probenecid, 4-(dipropylsulfamoyl)benzoova kyselina [Benemid®,
Probalan®], je urikosurikum, tzn. Zze zvySuje vylucovani kyseliny mocové i
U=

moc¢i. Primarn€ se uzZiva pii lécbé dny a hypericemie (zvySena hladina —0
kyseliny mocové v krvi), ale bézn¢ je uzivan i jako doplnek ke zvyseni
antibiotickych koncentraci, kde snizuje renalni vyluovani antibiotik. Presny
mechanismus piisobeni v ledvinnych nefronech neni znam. Ledvinovy

ﬁ 0

organicky aniontovy transporter (OAT) ziskava kyselinu moc¢ovou z moci Srobenecid
ropeneci

a vraci ji zpét do plasmy. Probenecid se vaze k OAT misto kyseliny ) o
(English Wikipedia)

mocové a tim zabranuje jeji zpétné reasorpci. Vysledkem je zvySené

vylucovani kyseliny mocové moci a tim sniZzeni koncentrace kyseliny mocové v plasmé.

Probenecid je béZzné uzivan jako doprovodny lék cidofoviru pro zmirnéni nefrotoxicity

(Bagnis et al. 1999, Bijsterbosch et al. 1998, De Clerq et Holy 2005, Holy 2003a,b, Smeijsters

et al. 1996).
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2. CIL PRACE

1. Zpracovat kriticky literarni reSersi o u€incich acyklickych nukleofosfati na protozoarni

parazity.

2. Na tkanové kultufe infikované Encephalitozoon cuniculi testovat antimikrosporidiovou
aktivitu (S)-HPMPA.

3. Na modelu imunodeficitnich SCID mysi otestovat mozné ucinky acyklickych

nukleofosfati na Encephalitozoon cuniculi.

4. Pokusit se optimalizovat terapeuticky rezim tak, aby se snizila nefrotoxicita (S)-HPMPA.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Spory Encephalitozoon cuniculi

Kinfekci byly pouzity spory E. cuniculi pivodné izolované Koudelou (1994) a
dlouhodobé¢ kultivované na E6 VERO bunkach v kompletnim kultivaénim médiu RPMI 1640
(SIGMA) s ptidavkem 2,5 % bovinniho séra (BOFES, ZVQOS), antimykotik (ATM, SIGMA),
gentamycinu (Lek. Pharmaceutical and Chemical Company d. d., Ljubljana) a neesencialnich
aminokyselin (Ustav sér a otkovacich latek, Praha). MnoZstvi spor bylo stanoveno poéitanim
v Biirkerové komurce. Spory byly uchovavany ve sterilnim fosfatovém pufru (PBS, pH = 7,2)
s ptidavkem antibiotik a antimykotik (SIGMA) v lednicce pii 4 °C.

3.2. Priprava roztoku (S)-HPMPA

Acyklicky nukleosidfosfat (S)-HPMPA byl poskytnut v praskové formé RNDr.
Antoninem Holym DrSc. z Ustavu organické chemie a biochemie v Praze. Podle vysledki
Roucky (2000) je optimalni davka 5 mg/kg (S)-HPMPA v 0,2 ml PBS. Na rozdil od jeho
prace je dnes mozné tuto latku rozpoustét ve vodé bez ptidavku NH3;OH a neni nutné ji
zahtivat k varu. Byl pfipraven zasobni roztok a skladovan pfi laboratorni teploté pro dalsi
ucely. Z divodu vysoké toxicity bylo s latkou manipulovano v digestoii za zvySenych

bezpecnostnich podminek.

3.3. Piriprava roztoku probenecidu

Probenecid (SIGMA) byl rozpustén ve vodé. Lécebna davka byla 0,285 g/kg
(Smeijsters et al. 1996). Pripraveny zasobni roztok byl skladovan pii laboratorni teploté. Pro

silnou toxicitu latky byla taktéz pouzita digestof.
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3.4. Mysi

V pokusu byly pouzity SCID (Severe Combined Immunodeficient) mysi, které jsou
chovany v izolatorech s HEPA filtry. Izolatory, podestylka, potrava a voda podavané mysim

byly pfed pouzitim sterilizovany.

3.5. Priprava a priibéh pokusu na tkanové kulture infikované E. cuniculi

Kultivace:

Do kazdé jamky 24 jamkového panelu bylo sterilné napipetovano 1 ml infikovanych
bundk (pkibliznd 1x10° bundk E. cuniculi na jamku) v RPMI mediu obohaceném 2,5 %
bovinnim sérem (BOFES), antibiotiky (ATB), antimykotiky (ATM) a esencidlnimi
kyselinami (NEA). Po 24 hodinové inkubaci pii 37 °C v 3,5 % atmosféte CO, byly
neadherované bunky odstranény a médium bylo nahrazeno 2,5 % mediem RPMI s obsahem
(S)-HPMPA o koncentracich 20 pg/ml; 4 pg/ml; 0,8 ug/ml; 0,16 pg/ml; 0,032 ug/ml; 0,0064
ug/ml. Byl sledovan ucinek probenecidu, a to jak v ¢istém mediu, tak v médiu obohaceném o
(S)-HPMPA. Koncentrace probenecidu byla pfi prvnim pokusu 0,285 mg/ml a pti druhém
0,0285 mg/ml. Médium obohacené o (S)-HPMPA a piidavané k probenecidu mélo

koncentraci 4 pg/ml.

Pokus trval sedm dni. Pocatkem tietiho dne od zaloZeni kultury byl sledovan pocet
neinfikovanych bun¢k ku poctu bunék infikovanych v pétadvaceti zornych polich pomoci

svételného mikroskopu pti zvétSeni 400x po dobu nasledujicich péti dni.

3.6. Priprava a priibéh pokusu na SCID mySich

Ptedpokus:

Ugelem predpokusu bylo ovéfit si ptisobeni 3arze (S)-HPMPA. Ctyfi pétitydenni SCID
mysi byly infikovany peroraln infekéni davkou 7x10° spor mikrosporidii E. cuniculi v 0,2 ml

vody na mys. Lécba byla zahdjena tieti den po ndkaze a déle byla aplikovana kazdy den ve
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stejnou dobu po 40 dni. Lécebna davka byla 5 mg/kg (S)-HPMPA [tzn. 0,15 mg (S)-HPMPA]
v 0,2 ml destilované vody na mys/den. Od osmého dne po infekci byly obden odebirany a
vySettovany vzorky trusu. K aplikaci infekénich a 1écebnych davek byla pouzita zaludecni

sonda.

Vlastni pokus:

Bylo pouzito osmnact osmitydennich SCID mys$i obou pohlavi. VSechny mysi byly
peroralng infikovany davkou 7x10° spor E. cuniculi v 0,2 ml vody na mys. Pokus trval 43 dni

ve sterilnim prostiedi izolatoru.
Mysi byly rozdéleny do tii skupin podle typu terapie:

1. Kontrolni infikovana nelééena skupina

Skupina Sesti mysi infikovanych sporami E. cuniculi. My$im nebyla podavana latka (S)-

HPMPA. Skupina slouZila jako indikator rozvoje infekce.

2. Predlécend infikovana 1écend skupina: (S)-HPMPA

Skupina Sesti mysi infikovanych sporami E. cuniculi. My$im byla podavana latka (S)-
HPMPA a to tfi dny pfed inokulaci sporami E. cuniculi. Lééebna davka byla 5 mg/kg (S)-
HPMPA [tzn. 0,15 mg (S)-HPMPA] v 0,2 ml destilované vody na mys/den.

3. Predlécena infikovana 1é¢ena skupina: (S)-HPMPA + probenecid

Skupina Sesti mysi infikovanych sporami E. cuniculi. Mysim byl podavan probenecid a
latka (S)-HPMPA a to tii dny pied inokulaci sporami E. cuniculi. Lé¢ebna davka byla 5
mg/kg (S)-HPMPA [tzn. 0,15 mg (S)-HPMPA] v 0,2 ml destilované vody na mys/den a
0,285 g/kg probenecidu [tzn. 8,55 mg probenecidu] v 0,2 ml destilované vody na
mys/den. Probenecid byl podavan 30 minut pied davkou (S)-HPMPA pro sniZeni (S)-
HPMPA indukované nefrotoxicity (Smeijsters et al.1996).

Lécba byla provadéna jednou denné ve stejnou dobu. Od osmého dne po infekci byly
obden odebirany a vySetiovany vzorky trusu. K nakaze i [é¢bé mysi slouzila zalude¢ni sonda.
Mysim, které byly usmrceny dislokaci vazu byl proveden peritonealni vyplach roztokem PBS.
Usmrcenym pokusnym zvifatim byly odebrany vzorky jater a ledvin pro nésledné

histologické vysetieni.
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3.7. Barveni spor

3.7.1. Barveni spor Calcofluorem (Vavra et al. 1993)

1. Rozetfeni vzorku trusu na podlozni skli¢ko.

2. Fixace methanolem a zasychani asi 2 minuty.

3. Barveni 0,1 % Calcofluorem po dobu 10 minut, oplachnuti.

5. Dobarveni 0,5 % roztokem Evansovy modie po dobu 30 sekund.

6. Oplachnuti vodou a zaschnuti.

Pouzité roztoky:

I. 0,5 % Evansova modf: 0,5 g ve 100 ml PBS
I1. 0,1 % Calcofluor White M2 (SIGMA): 0,1 g ve 100 ml PBS

Spory E. cuniculi byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS [X70)

pod UV svétlem pti zvétseni 1000x. Spory mély pravidelny ovalny tvar a modie svitily.

3.8. Histologické zpracovani vzorki

Béhem pokusu byly odebrany a dale histologicky zpracovany vzorky ledvin a jater

Z osmnacti pokusnych SCID mysi.

Postup:

= fixace odebranych vzorki v 8 % formalinu
= pieneseni vzorkl do zalévaci kazety
= odvodinovani:

fada lazni v kyveté : - voda............ 15 min.
- 70% alkohol...60 min.
- 80% alkohol...60 min.
- 96% alkohol...60 min.
- 96% alkohol...60 min.

- aceton........... 60 min.



- xylen.............60 min.

-xylen................ 90 min.
= prosyceni parafinem: - lazen 1............ 2-4 hodiny
- lazen 2............ 4-6 hodin
- lazen 3............ 8-12 hodin

= zalévani do blo¢ku: - pfeneseni vzorki pinzetou z kazety do formic¢ek s horkym parafinem,
urovnani vzorki na dno formicek a nechani ztuhnout
- okrajeni vyklopenych blokli zahfatym nozem, pfitaveni na popsané
drevéné Spalicky
= krajeni fezl: - upevnéni blocku do drzaku mikrotomu
- opatrné skrajovani, dokud se nekraji cely vzorek (fezy o sile 20 pum)
- krajeni fezu s celym vzorkem (fezy o sile 7 um), pfeneseni do piredehiaté
vodni lazné (45-50 °C), kde se fezy narovnaji a natdhnou
- stahnuti vhodnych fezii na predepsand sklicka
- polozeni skli¢ek na ptedehiatou plotynku (40 °C), schnuti a nataZeni (pfes
noc)

- uloZeni sklic¢ek na deskach do termostatu (42 °C)

3.8.1. Barveni hematoxylinem-eosinem

. Odparafinovani v roztocich xylenu 3x 20 min.

. Odvodnéni v alkoholové fadé po 5 min. (96%, 96%, 80%, 70% alkohol).

. Vypirani v destilované vodé 2x 5 min.

. Barveni v Mayerovém hematoxylinu 10 min.

. Vypiréani v tekouci vod¢ 10 min.

. Barveni v eosinu 5 min.

. Opléchnuti vodou.

. Odvodnéni vzestupnou alkoholovou fadou po 2 min. (70 %, 80 % 96 %, 96% alkohol).

. Projasnéni v karboxylenech 2x 2 min.

0 ©O© 00 N O o B~ W N P

. Projasnéni v xylenech 3x 2 min.

10. Montovani fezl nakapnutim kanadského balzamu na sklicko a ptilozeni kryciho sklicka.
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Pouzité roztoky:

I. Mayertiv hematoxylin: 1000 ml destilované vody; 1 g hematoxylinu; 0,2 g jodi¢nanu
sodného; 50 g kamence draselného; 1 g kyseliny citronové; 50 g chloralhydratu.

I1. 0,2 % Eosin: 190 ml destilované vody; 5 ml 2 % eosinu; 1 ml 1 % kyseliny octové.

Hematoxylin-cosin je zakladni histologické barveni, ve kterém se jadra bunék a

chrupavka barvi modre, kolagenové vazivo rizové a svalovina ¢ervene.

3.8.2. Gramovo modifikované barveni (Brown et Brenn 1931)

. Odparafinovani fezl v roztocich xylenu. 3x 20 min.
. Odvodnéni v alkoholové fadé po 5 min. (96%, 96%, 80%, 70% alkohol).

. Vypirani v destilované vodé 2x 5 min.

N W N

. Nakapani 20 kapek krystalové violeti, poté 5 kapek hydrouhli¢itanu sodného na vzorek,
pusobeni 1 min.

. Oplachnuti destilovanou vodou.

. Zaliti roztokem jodu na 1 min.

. Opléachnuti destilovanou vodou.

. Odbarveni v roztoku eter-aceton 1:1.

. Barveni roztokem fuchsinu 1 min.

. Oplachnuti destilovanou vodou.

© 00 N o o1 B~ W

. Diferencovani v roztoku kyseliny pikrové, dokud fezy nejsou zlutave rizové.
10. Opléachnuti v acetonu.

11. Oplachnuti ve smési aceton-xylen 1:1.

12. Projasnéni v Xylenech 3x 2 min.

13. Montovani fezi nakapnutim kanadského balzamu na sklicko a ptilozeni kryciho sklicka.

Pouzité roztoky:

I. 1 % krystalova violet: 1 g krystalové violeti ve 100 ml destilované vody

I1. 5 % hydrogenuhli¢itan sodny: 5 g hydrogenuhli¢itanu ve 100 ml destilované vody
I1l. Gramtv jodovy roztok: 1 g jodu; 2 g jodidu draselného; 300 ml vody

IV. nasyceny roztok basického fuchsinu: 0,25 g fuchsinu ve 100 ml destilované vody

V. pracovni roztok fuchsinu: nasyceny roztok fedény vodou 1:1000
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V1. 0,1 % roztok kyseliny pikrové: 0,1 g kyseliny pikrové ve 100 ml acetonu

Mikrosporidie se barvi tmavé fialove, gram-pozitivni bakterie modie, gram-negativni

bakterie ¢ervené, jadra bunck Cervené a ostatni tkanové elementy zluté.

Vzorky obou histologickych barveni byly prohliZzeny svételnym mikroskopem

pii zvétSeni 295 a pii zvetSeni 740% s pouzitim olejové imerze.

3.9. Statisticka analyza

K vyhodnoceni vysledkti byl pouzit software STATISTICA 7.0. Jde o analyzu
variance pro opakovand méfeni: Repeated measures ANOVA. Pro néasledna mnohonasobna

porovnani byl pouzit Tukey HSD test.

19



4. VYSLEDKY

4.1. Pisobeni (S)-HPMPA a probenecidu v tkaniovych kulturach
infikovanych E. cuniculi

V pokusu s tkanovymi kulturami byl sledovan pocet infikovanych bun€k a pocet
neinfikovanych bunék. Vysledky jednotlivych métfeni byly v kazdé sledované skupiné zvlast

aritmeticky zprimeérovany a poté statisticky vyhodnoceny.

Z grafu 1 znazoriujiciho procento infikovanych bunck vyplyva, ze (S)-HPMPA ma ve
vSech koncentracich jisty negativni vliv na mikrosporidiovou infekci ve srovnani
s kontrolnimi skupinami. Smérem k niz§im koncentracim latky vzriista procento infikovanych
bun¢k. Procento infikovanych bun¢k v jamkach s probenecidem klesa v prvnich dvou az trech
dnech. Ctvrty a paty den jiz zde nebyla nalezena zadné infikovana buiika. Jak ale prezentuje

nasledujici tabulka v této skuping se také snizoval pocet neinfikovanych bunék.

Primérny pocet neinfikovanych bunék a primérny pocet infikovanych bunék u
sledovanych skupin v jednotlivych dnech je uveden v tabulce 1. Tabulka navic zaznamenava
pokles nebo rist poctu neinfikovanych bunék. V kontrolnich skupinach byly bunky
infikované, nelécené. V téchto skupinich je patrny narist poctu neinfikovanych a
infikovanych bun¢k s postupujicim ¢asem (obrazek 1). Ve skupinach 1é¢enych probenecidem
a probenecidem s (S)-HPMPA byl zaznamenan ubytek neinfikovanych bunék a uplné
vymizeni infikovanych bunék. Podle vysledki v jamkéch s probenecidem hostitelské bunky
nerostou. Po aplikaci (S)-HPMPA buriky ptezivaly, ale méné nez u kontrolni skupiny. Navic
u vyssich koncentraci (S)-HPMPA byl pocet neinfikovanych bunék niz$i nez u koncentraci
slabsich (obrazek 2). V jamkach s latkou (S)-HPMPA se béhem pokusu zvySoval jak pocet

neinfikovanych tak pocet infikovanych bunék.

Test analyzy variance potvrdil, Ze se kontrola statisticky vyznamné 1isi od 1é¢enych
skupin. Dokazuje tedy, ze byl zaznamenan inhibi¢ni ucinek (S)-HPMPA na mikrosporidie.
Procento infikovanych bunék je oproti kontrole mnohem nizs$i. Byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil mezi nejvyssi koncentraci (S)-HPMPA a ostatnimi koncentracemi, kdy je

procento infikovanych bunék signifikantné mensi nez u niZSich koncentraci.
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Graf 1: Vliv (S)-HPMPA na prub¢h infekce E. cuniculi in vitro v tkanovych kulturach Vero
E6. Primérné hodnoty procenta infikovanych bunék ze tii méfeni + smérodatna
odchylka. * znaci signifikantni rozdil kontrolni skupiny od ostatnich sledovanych

skupin. e znaci signifikantni rozdil mezi pouzitymi koncentracemi (S)-HPMPA
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Tabulka 1: Vliv (S)-HPMPA na pribéh infekce E. cuniculi in vitro v tkanovych kulturach

Vero E6

DPI

3

4

5

6

7

pocet neinfikovanych bunék/pocet infikovanych bunék

KONTROLA

3193/47

12907/199

17444/380

19820/732

19720/1137

PROBENECID

328/1,3

204/0

271/0,3

143/0

104/0

PROBENECID
(S)-HPMPA [4pg/ml]

389/2

352/1,3

284/0

178/0

146/0

(S)-HPMPA [20pg/ml]

174/0

193/0

233/0

419/0,5

539/1

(S)-HPMPA [4pg/ml]

215/0,5

310/1,5

347/1

244/1,5

378/2

(S)-HPMPA [0,8pg/ml]

758/9

1202/15

4316/46

3788/49

6883/109

(S)-HPMPA [0,16pg/ml]

964/5,5

2953/29

3656/48

4900/70

7220/113

(S)-HPMPA [0,032pg/ml]

2649/6

13249/33

11363/70

14070/114

17580/174

(S)-HPMPA [0,0064pg/ml]

2906/21

8670/63
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4.2. Vliv (S)-HPMPA a probenecidu na priibéh infekce E. cuniculi v in vivo
modelu, SCID mysi

Byl proveden ptedpokus, jehoz dalsim ucelem bylo osvojit si praci v izolatoru a
pouzivani zalude¢ni sondy. VSechny pokusné mysi zacaly v druhé poloviné pokusu vylucovat

zna¢né mnozstvi spor v trusu a nasledné podlehly letalni mikrosporidiové infekci.

Vlastni pokus byl proveden podle podobné¢ho schématu jako predpokus. Lécené mysi
byly na rozdil od pfedpokusu piedléceny 3 dny pred inokulaci sporami E. cuniculi a v pokusu
se navic pracovalo s probenecidem, potencialni latkou ke snizeni nefrotoxicity. B&hem
experimentu byl sledovan pocet vyluéovanych spor v trusu. Ziskané vysledky prezentuji grafy
2-4.

Graf 2 ukazuje prabéh vyluCovani spor SCID mysi ve sledovanych skupinach v
jednotlivych dnech. Prvni spory v trusu byly nalezeny 16 DPI, a to u kontrolni skupiny i u
1écené skupiny (S)-HPMPA. Ve skuping 1é¢ené (S)-HPMPA s probenecidem byly prvni spory
zaznamenany az 20 DPI. Pocinaje 28 DPI vSechny mysi vylucovaly zna¢né mnozstvi spor

v trusu (obrazek 3), kromé dvou ze skupiny (S)-HPMPA a (S)-HPMPA + probenecid.

Graf 3 znazoriiuje vyvoj mortality mys$i ve sledovanych skupinach v pribéhu
experimentu. Uhyn prvni mysi byl zaznamenan ve skupiné (S)-HPMPA 28 DPI. Tentyz den
byla také usmrcena mys, které byl podavan (S)-HPMPA s probenecidem, jelikoz vykazovala
znamky premortalniho stavu. 31 DPI uhynula prvni my$ z kontrolni skupiny. VSechny
uhynulé a usmrcené mysi vylucovaly kratce pred smrti velké mnozstvi spor v trusu. Pfi¢inou
jejich imrti byla pravdépodobné mikrosporidiéza. Vyjimkou byly posledni dva pieZivajici
jedinci ze skupiny (S)-HPMPA a (S)-HPMPA + probenecid. Tyto dvé mysi 40. den po infekci
vylu¢ovaly malé mnozstvi spor v trusu a po nasledném usmrceni bylo pozorovano pouze malé

mnozstvi spor v makrofazich.

V grafu €. 4 je zaznamenéano procento napadenych makrofagii mikrosporidiemi. Jedna
se o dva pfezivsi jedince ve srovnani S mySi z kontrolni skupiny. My$ z kontrolni skupiny
méla témét vSechny makrofagy napadené mikrosporidiemi (obrazek 4). U jedince, kterému
byl podavan (S)-HPMPA, bylo zaznamenano 51 procent makrofagt obsahujicich spory.
Peritonealni vyplach mysi, 1é¢ené (S)-HPMPA a probenecidem, neobsahoval Zadny napadeny
makrofag (obrazek 5).

Vysledky statistického vyhodnoceni poctu vylucovanych spor dokladaji prukazny

vysledek. Dokazuji, ze kontrolni skupina se smérodatné vyznamné lisi od skupin, kterym byly
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podavané ucinné latky. Skupina 1écend (S)-HPMPA se oproti skupiné, které byl podavan
probenecid a (S)-HPMPA vyznamné statisticky neli§i. Pomoci statistické analyzy bylo
potvrzeno, ze (S)-HPMPA prikazné zpomaluje infekci E. cuniculi.

Vysvétlivky:

2.......3-5 spor

3.......6-10 spor > mnozstvi vylu¢ovanych spor
4.......11-20 spor

S5iiis 21-50 spor

Graf ¢. 2: MnozZstvi spor vylucovanych trusem u SCID mysi infikovanych E. cuniculi

a léCenych (S)-HPMPA. Primérna hodnota ze Sesti mysi u kazdé skupiny.

[| === Kontrolni skupina
=== | éCena skupina (S)-HPMPA
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4 [
[[ N\
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Graf ¢. 3: Prezivani SCID mysi infikovanych E. cuniculi a 1é¢enych (S)-HPMPA. Kazda

skupina obsahovala Sest mysi.
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Graf ¢&. 4: Procento infikovanych makrofagi E. cuniculi peritonealniho naplavu prezivsich

1é¢enych jedincii ve srovnani s kontrolni nelééenou SCID mysi.
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4.3. Vliv probenecidu na sniZeni cytoxicity (S)-HPMPA

Z pokusu na tkanové kultufe vyplyva, Ze probenecid v koncentraci 0,285 mg/ml
pusobi inhibi¢né na hostitelské bunky. V koncentraci 0,0285 mg/ml pisobi probenecid jiz jen
nepiiznivé na neinfikované i na infikované bunky, a to jak v Cistém mediu, tak v mediu
s ptidavkem (S)-HPMPA, kde ma za nasledek postupny ubytek infikovanych ale i
neinfikovanych hostitelskych bunék. Probenecid ve sledovanych koncentracich nijak

nezmirioval cytotoxicitu, spiSe naopak ji zvySoval.

V piipad¢é experimentu in vivo byl aplikovan probenecid o dané koncentraci 0,285
g/kg. Nebylo spolehlivé mozné prokazat vliv na snizeni indukované nefrotoxicity. Graf 3
ukazuje, ze pét z Sesti mysi 1é¢enych (S)-HPMPA s probenecidem uhynulo béhem pokusu
vlivem mikrosporidiové infekce. Jedna mys z této skupiny ptezila do konce pokusu, kdy byla

usmrcena. Po provedeném peritonealnim vyplachu nebyl nalezen zadny napadeny makrofag.

4.4. Histologické zpracovani

Vyskyt infekce byl sledovan ve vzorcich jater a ledvin.

U vsech mysi, kromé dvou prezivsich 1é¢enych jedinci, byla jaterni tkan napadena
mikrosporidiemi. Na obrazcich 6 a 7 jsou jatra mysi ze skupiny lécené (S)-HPMPA s
probenecidem barvena eosin-hematoxylinem a barvenim dle Brown-Brenna. Obrazky 8 a 9
predstavuji jatra jedince z kontrolni neléfené skupiny. VSechny zminéné snimky dokladaji
pozitivni nalez spor mikrosporidii v jatrech.

Ve vzorcich ledvin nebyla detekovana jedina spora u Zadné z usmrcenych mysi.

Predmétem hodnoceni se mély stat také mozné znamky indukované cytotoxicity (S)-
HPMPA. Nefrotoxicita a hepatotoxicita vznikajici ptusobenim (S)-HPMPA ale nemohly byt
spolehlivé potvrzeny. Z divodu nedostatku zkuSenosti jsem udélala chybu pii zpracovani
histologickych preparatti, pravdépodobné pii fixaci tkani ¢i doslo k pfili§ dlouhé prodlevé pti

odbéru vzorkl organii béhem pitvy.
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5. DISKUSE

Historie acyklickych nukleosidfosfati saha az do sedmdesatych let minulého stoleti.
Objev prvni G¢inné latky DHPA [(S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin] s antivirovou aktivitou
nastartoval sérii uspéSnych experimentli, pii kterych byly vyvinuty dal$i dokonalejsi
slouceniny s mnoha pfiznivymi ucinky v oblasti virologie (De Clerq et Holy 2005). Mezi tyto
preparaty se fadi také (S)-HPMPA s Sirokym spektrem ptisobeni od virt az k prvoktiim.

(S)-HPMPA 1uspésné inhibuje rust malarickych plasmodii, Plasmodium falciparum, P.
berghei (De Vries et al. 1991, Smeijsters et al. 1996, Smeijsters et al. 1999, Smeijsters et al.
2000). Inhibi¢ni pisobeni této latky bylo téz zaznamenano u trypanosom, Trypanosoma
brucei rhodesinse, T. b. gambiensei, T. b. brucei, T. congolense, T. evansi (Kaminsky et al.
1994, Kaminsky et al. 1996, Kaminsky et al. 1998). Botros et al. (2003) dokladaji, ze (S)-
HPMPA tlumi i projevy parazita Schistosoma mansoni.

Roucka (1997, 2000) se pokusil zhodnotit mozny terapeuticky ucinek acyklickych
nukleofosfati na mikrosporidie. Jeho prace prokazala tucéinnost (S)-HPMPA v 1écbé

mikrosporidiozy, ale vysledky potvrdily i o¢ekavanou silnou nefrotoxicitu.

Tato prace navazuje na Rouckovy vysledky. Snazili jsme se maximalné omezit
cytotoxicitu (S)-HPMPA jednak peroralnim podavanim léku misto intraperitonealniho a

jednak soucasnym podavanim dalSiho preparatu na snizeni indukované nefrotoxicity.

Hledali jsme vhodny preparat, ktery by ucinné snizoval nefrotoxicitu (S)-HPMPA.
Selhani cinnosti ledvin je zplUsobeno akumulaci nékterych acyklickych nukleofosfat
(zejména (S)-HPMPA a PMEA) vV renalnich proximalnich tubulech jez zprostfedkovava
membranovy transportni protein lokalizovany v ledvinach (Andrew et al. 2000). Jako
nejvhodnéjsi se jevil probenecid, ktery je kompetitivni inhibitor organického aniontového
transportu v proximalnich tubuldrnich epitelidlnich bunkach (Polis et al. 1995). Podle
Bijsterboscha et al. (1998) aplikace probenecidu ptfed podanim (S)-HPMPA snizuje jeji

absorbci ledvinnou 1 jaterni tkani o 75 %.

Smeijsters et al. (1996) se ve své praci zabyvali toxickym efektem a antimalarickym
pusobenim odlisSnych rezimi podévani (S)-HPMPA v pfitomnosti a nepfitomnosti
probenecidu. V prvni poloviné experimentu byla zaznamenana redukce parazitémie i ANP
indukované cytotoxicity. V druhé ¢asti se vSak zacala hladina parazitémie zvySovat a rostla az

do konce pokusu navzdory doprovodné lécbé (S)-HPMPA. U mysi 1éCenych pouze (S)-
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HPMPA se parazitémie snizovala do t¢ doby nez uhynuly v dasledku ANP indukované
nefrotoxicity. Pocate¢ni pokles hladiny parazitémie byl zplsoben extrémné kratkym
polo¢asem rozpadu (S)-HPMPA v plasmé. Nahly nartst hladiny parazitémie v druhé poloviné

pokusu zlstava zcela neobjasnén.

Acyklické nukleofosfaty se uplatiuji pfi replikaci a transkripci vir i dalSich
protozoarnich paraziti s kratkou generacni dobou. Vzhledem K jejich kratkému polocasu
rozpadu tudiz neovliviiuji hostitelsky organismus. V tkanové kultuie je ale genera¢ni doba
hostitelskych bunék srovnatelnd s generaéni dobou mikrosporidii. To znamend, Ze lze
oc¢ekavat inhibi¢ni G¢inek i na neinfikované bunky. Na tkanové kultufe bylo prokdzano, ze
(S)-HPMPA priikazné potlac¢uje mikrosporidiovou infekci. Z toho byl nejvyraznéjsi inhibiéni
ucinek na mikrosporidie zaznamenan v koncentraci 20 pg/ml, ktera je ale nevhodna pro
aplikaci in vivo. Soucasné vsak byl zaznamenan i vyznamny nezadouci cytotoxicky ucinek na

neinfikované buiiky ve vSech zkoumanych koncentracich.

V nasem piipadé se probenecid v ptredpokusu na tkanové kultuie projevil silné
inhibi¢né€. Proto byla koncentrace v pokusu snizena o desetinu miligramu. Tato koncentrace

se jiz zdala vhodngjsi, ale nezddouci ibytek neinfikovanych bunék byl stdle vyznamny.

V experimentu na SCID mySich byla infekéni davka podévana perordlné. Pii této
aplikaci parazit infikuje nejprve stievni sliznice a poté diseminuje do dalSich organd. Proto
bylo zpocatku mozné rozvoj infekce méfit poctem spor v trusu. Lécba byla provadéna taktéz
peroralné. (S)-HPMPA tak mé&l zabranit pocateéni infekci stievnich bunék, byl ale
metabolizovan pomaleji neZz pii intraperitonedlni aplikaci. Peroralni podavani Zalude¢ni

praxe je peroralni aplikace mnohem vyhodnéjsi a Setrngj$i pro pacienta.

Z vysledka pokusu in vivo vyplyva, ze (S)-HPMPA prikazné zpomalil infekci E.
cuniculi, coz se projevilo v mnozstvi vyluc¢ovanych spor v obdobi mezi 16. DPI a 19. DPI. 20.
DPI se intenzita vylu€ovanych spor srovnala ve vSech sledovanych skupinach. Lécené mysi
zacaly hynout diive nez my$i v kontrolni skuping. VSichni uhynuli 1é€eni jedinci tésné pied
smrti vylucovali velké mnoZstvi spor v trusu. Neni proto mozné piedpokladat, Ze by uhynuli
nasledkem cytotoxicity zplsobené ANP. Toto tvrzeni ovSem nelze dokézat, protoze
histologické preparaty neumoznily vyhodnotit potencidlni znadmky cytotoxicity. Z vysledkl
Ize usoudit, Zze 1é¢ba (S)-HPMPA zpomalil pribéh mikrosporidiové infekce, ale doprovodné
negativni u¢inky této latky na samotného hostitele mohly zptsobit poskozeni hostitelského

organismu, ktery se tak stal oslabengjsi a snadnéji podlehl ptisobeni parazita. 40 DPI zlstaly
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nazivu dvé mysi, jedna ze skupiny léCené (S)-HPMPA a druhd ze skupiny Iécené
probenecidem a (S)-HPMPA. Divodem by patrné¢ mohla byt hrani¢ni koncentrace G¢innosti
(S)-HPMPA. Tento preparat by se ale ani za téchto okolnosti nejevil jako vhodny pro dalsi
chemoterapeutické ucely, jelikoz rozmezi u¢innosti by bylo pfili§ malé. Jinou alternativou, jak
vysvétlit preziti dvou infikovanych lécenych pokusnych zvifat, z nichz jedno vykazovalo
velmi nizkou hladinu parazitémie, by mohl byt vyskyt leaky scid mysi. Leaky scid mysi se
objevuji ve 2-23 % v populaci scid mysi. U téchto jedinct se objevuje omezeny pocet B a T

lymfocyta, které zplisobuji ndvrat ztracené imunity (Bosma et al. 1988).

Peroralni aplikace mohla snizit u¢innost (S)-HPMPA v pokusu in vivo. De Clerq et al.
(1989) ve svém vyzkumu dokazali, Zze (S)-HPMPA je piiblizné dvacetkrat aktivnéjsi proti
virové vaccinii pii podavani parenteralni (intraperitonealni nebo subkutanni) cestou ve
srovnani s oralni aplikaci. Roucka (2000) i Smeijsters et al. (1996) podavali mySim (S)-
HPMPA ve stejné koncentraci intraperitonedlné a zaznamenali uhyn jedinci vlivem

nefrotoxicity.

Na SCID mySich mély byt znamky nefrotoxicity detekovatelné v histologicky
zpracovanych vzorcich tkani. Pokusila jsem se vzorky histologicky zpracovat a vyhodnotit,
ale vlivem chybné fixace a pravdépodobné dlouhé prodlevé pii odebirani vzorkli organi je
nebylo mozné odpovédné odecist. Vzorky pro tentokrat slouzi jen jako ilustra¢ni. Lze v nich

ale pozorovat masivni mikrosporidiovou nakazu.

Ackoli probenecid prokazal ucinnost pii potlaceni nefrotoxicity in vivo (Polis et al.
1995) a je bézné podavan soucasné s cidofovirem (Lacy et al. 1998, Bagnis et al. 1999), jeho
uzivani vyZaduje relativné vysoké davky, které jsou casto doprovazeny gastrointestinalni
intoleranci a dal$imi nepfiznivymi u¢inky (Andrew et al. 2000). Vysledky experimentu in
Vvitro potvrzuji negativni vedlejsi ucinky probenecidu a tak podporuji mySlenku ustoupit od
podavani probenecidu. Andrew et al. (2000) testovali dalsi latky ve snaze nalézt preparat,
ktery by nevyzadoval tak vysokou lé¢ebnou davku jako probenecid a plsobil by piiznivé na
snizovani cytotoxicity ANP. Slibné 0Cinky byly zaznamenany u diflusinalu, ketoprofenu,
flurbiprofenu, diclofenacu, ibuprofenu, indomethacinu, naproxenu. Ketoprofen a naproxen se
ukazaly dvakrat az tfikrat efektivnéjsi nez probenecid. Andrew et al. (2000) ptedpokladali
dalsi upfesnéni v in vivo studiich, které by stanovily spravné terapeutické davky téchto

preparati.

Vysledky této prace ukazaly, ze (S)-HPMPA je proti mikrosporidii E. cuniculi do

ur¢ité miry ucinny. Ne vSak dostatecné, jelikoz zplisob 1écby zcela neinhiboval tohoto
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parazita. Nejlepsim feSenim, jak efektivné 1é¢it mikrosporidiozu, je soustiedit pozornost na
lécbu choroby AIDS nukleosidickymi virostatiky a ptipadné 1 dal§imi chemoterapeutiky.
Timto zptisobem by se mohlo docilit inhibice viru HIV a dojit K posileni imunitniho systému,

ktery by byl odolné;si vii¢i oportunnim parazitim jako jsou mikrosporidie.
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6. ZAVERY

1. (S)-HPMPA v in vitro pokusu zpomalil infekci mikrosporidie E. cuniculi, ale nedoslo

K inhibici Gplné.

2. Probenecid zptsobil hynuti infikovanych i neinfikovanych bun¢k v tkanové kultuie a

jeho pripadny vliv na sniZeni cytotoxicity tak nemohl byt prokazan.

3. U infikovanych SCID mysi (S)-HPMPA zpomalil infekci, coz se projevilo ubytkem
spor Vvtrusu a makrofazich. Pasobeni tohoto acyklického nukleofosfatu ale
doprovazely nepfiznivé ucinky na samotny hostitelsky organismus vlivem kterych
1é¢eni jedinci podlehli mikrosporidiové infekci diive neZ jedinci kontrolni nelécené

skupiny.
4. Acyklicky nukleosidfosfat (S)-HPMPA se nejevi jako vhodné terapeutikum k 16¢bé

mikrosporidiozy E. cuniculi, protoze jeho koncentrace inhibujici mikrosporidii se blizi

koncentraci toxické pro hostitele.
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