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Uvod

Je tomu jiz od staroveku, kdy se zacaly v lékatstvi vyuzivat nejriznéjsi piirodni
latky. Jejich znalost se od té doby vyrazné zvétSila, avSak v dneSni dobé maji léky
na prirodni bazi velkou konkurenci mezi synteticky pfipravovanymi latkami. Léky zalozené
na prirodni bazi maji vSak obrovskou vyhodu. Nejenze mohou pulsobit soucasné proti

snizuji moznost vzniku rezistentnich mutantt (Jonas, 2014).

I kdyz je v dneS$ni dobé vétSina lécebnych metod zalozena pravé na syntetickych
latkach, mnoho lidi z celého svéta stale véii v silu pfirodnich latek a pokracuji dale touto
cestou. V moji praci se dale budu zabyvat vyuZitim vybranych pfirodnich latek o rGznych

koncentracich pfi lé€bé klistové encefalitidy a jejich dopadu na organismus.



LITERARNI PREHLED

Adamantany

Adamantan (diamantoid), ktery se da svym chemickym slozenim zafadit mezi
cykloalkany, byl poprvé izolovan jakozto nezddouci produkt pii frakéni destilaci
hodoninské ropy. Stalo se tak pocatkem tiicatych let minulého stoleti, kdy byl objeven spolu
s dalSimi odn& odvozenymi slouCeninami, které se témét ihned t&Sily vyuziti
i v nejriznéjsich odvétvi chemického primyslu. Hodoninska ropa vSak nebyla jedind, kde
byla pfitomnost adamantanu potvrzena. Po druhé svétové valce byl objeveni v americké a
francouzské rop€ (Wingert, 1992). Tyto latky s vysokym bodem tini ptedstavovaly pii t€Zbé
komplikaci, protoze kondenzovaly v piedloze. Z pocatku byl tento uhlovodik purifikovan
ve velmi malém mnozstvi opakovanou frakéni destilaci. V pozdéjsi dobé byl objevem o néco
efektivnéjsi zplisob za pomoci extrakéni krystalizace s thiomocovinou. Obé zminéné metody
se dockaly vyuziti pouze na kratkou dobu, za uc¢elem ziskdni dostatecného mnozstvi tohoto
uhlovodiku, ktery by byl dostacujici k vynalezeni nové efektivnéjsi syntetické metodiky.
Primérna koncentrace adamantanu v hodoninské ropé€ se totiz pohybovala pouze v rozmezi
0,02-0,03%. Za zminku stoji, Ze z 66 kg ropné frakce, ktera se destilovala s vodni parou,
bylo ziskdno pouze 200g adamantanu. Zajimavé na tomto faktu je, Ze i pfes mnohd snazeni
nejriznéjSich védcli se zatim nepodafilo jednoznaéné prokazat, jakym zplsobem
se adamantan do ropy dostal (Vicha a Potacek, 2004). Jedna z teorii nas piivadi
na abiotickou cestu vzniku adamantanii. Tato cesta byla potvrzena v roce 1957, kdy se
pomoci experimentll zjistilo, Ze adamantan vznikd pifesmykem tricyklického uhlovodiku

za piitomnosti kyselého katalyzatoru (Obr. 1) (Schleyer, 1957).
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Obrazek 1: Piesmyk tetrahydrodicyklopentadienu na adamantan (Schleyer, 1957).



Adamantan a jeho derivaty mizeme krom¢ ropy nalézt byt ve stopovém mnozstvi

témet vSude okolo nas. O néco hojnéjsi je diamantan a mineraly s podobnou strukturou

(Vicha a Potacek, 2004).

Adamantan (Obr. 2) se svoji strukturou CjoH;¢ je zndm svoji minimélni vazebnou
energii, a tak lze projeho pfipravu pouzivat i piesmyky katalyzované Lewisovymi
kyselinami. V soucasné dobé se uplatnéni tohoto cykloalkanu pifesunulo piedevsim
do elektrotechnického primyslu, kosmetiky, farmacie a nanotechnologii (Vicha a Potacek,

2004).

Obrazek 2: Vzorec adamantanu.

V ¢em vlastné spociva vyhoda pouzivani adamantanu? Jde pfedevSim o jeho malou
velikost, kterd je cca 10 nm a dale pak o jeho strukturu. V molekule adamantanu neexistuje
skoro zadné pnuti, coZ zpusobuje vysokou termickou stabilitu a latka je schopna odolat
i oxida¢nim c¢inidlim jako je naptfiklad HNO; nebo KMnO,. Diamantoidy jsou také znamé
tim, ze jsou az dvéstépadesatkrat pevnéjsi nez titan, ale zato mnohonasobné leh¢i. Z tohoto
divodu se diamantoidy vyuZivaji i pfi stavbé raket ¢i letadel. Zajimavéjsi vyuziti zaujima
ve farmacii jako pouzdro pfi transportu 1€k a to tak, ze do pouzdra se umisti napiiklad

1é¢ivé latky, které jsou poté dopraveny do bun€k (Ramezani, 2007).

Mezi adamantany, které se vyznacuji specifickymi vlastnostmi vyuZitelnymi
ve farmacii jsou naptiklad rimantadin (1-(1-adamantyl)ethylamin), ktery se prodava

pod ndzvem Flumadin (Obr. 3) a amantadin (1-aminoadamantan) neboli Symmetrel (Obr. 4).
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Obrazek 3: Vzorec Flumadinu.
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Obrazek 4: Vzorec Symmetrelu.

Flumadin je antivirotikum, branici organismus pied virem chfipky typu A, zatimco
Symmetrel potlacuje projevy parkinsonismu a podava se pii snizené hybnosti. Ob¢ latky

maji relativné dlouhy poloc¢as rozpadu, coz prodluzuje trvani jejich uc¢inku (Mansoori, 2007).

Jak jiz bylo zminéno, vyuziti diamantoidii v prumyslu je riznorodé a i nadale jsou
syntetizovany nové a noveé derivaty s podobnymi ¢i novymi, stale neprozkoumanymi ucinky.
Z vyznamnych derivatli adamantanu budu jmenovat zastupce, kteti jsou G€inni v boji proti
Parkinsonové chorobé — Symmetrel (Obr. 4) a Namenda (Obr.5) (3,5-dimethyl-1-

aminoadamantan) (Mirzoyan a kol., 2014).



NH,

H,C CH,

Obrazek 5: Vzorec Nemenda.

Zabranéni replikace nebezpecného viru dengue ¢i zlepSeni prokrvovani mozku a

s nim spjata 1écba demence, za timto v§im stoji pravé amantadin a memantin (Koff, 1980).

Viry

Viry jsou velmi malé, infek¢ni organismy nebunécéné povahy, které svoji genetickou
informaci uchovavaji v podobé DNA nebo RNA. U né¢kterych druhti miize byt geneticka
informace zabalena v proteinové kapsidé (Emiliani, 1993). Viry fadime mezi intracelularni
parazity. Do této skupiny byly zafazeny pro svoji neschopnost replikovat se mimo
hostitelské buniky. Viry vyuzivaji buitku piedev§im jako zdroj energie, pro replikaci jejich
nukleové kyseliny, syntézu proteinti ¢i intermedidrni metabolismus (Madigan, 2012). Velky
skok v pozorovéani virtl pfiSel roku 1939, kdy byl pouzit elektronovy mikroskop znacky
Siemens. Do té doby se tspéchem mohl pochlubit naptiklad Dimitriev Ivanovski, ktery roku
1892 objevil virus tabakové mozaiky, coz byl do té doby viibec prvni popsany vir (Zaitlin,
1998). Na otazku, jak vlastné viry vznikly, se dlouho hledala odpovéd’, nakonec se dospélo
k nazoru, ze RNA viry vznikly z uvolnéné mRNA a DNA viry z osamocené¢ho plazmidu

(Schindler, 2014).

Pokud se vir dostane do hostitelské buniky, v podstaté prevezme kontrolu nad jejimi
funkcemi. Tim paddem zacne dochdzet k vétsi produkci virovych proteinii a genetického
materidlu namisto tvorby obvyklych produkti. Nékteré viry mohou piejit do tzv. lysogenni
faze, ve které dokdzou bez povSimnuti pieckdvat velmi dlouhou dobu. Za vhodnych
podminek poté vstoupi do lytické faze, ve které dochazi k jiz zminé€né produkci virovych
proteinll a genetického materidlu, nasledované sestavenim nového viru, opusténim stivajici

buiiky a infikovanim dal$ich bunék (Emiliani, 1993).



Viry jsou vysoce specifické organismy, které se rozliSuji v zavislosti na jejich
genetické informaci. RozliSujeme jedno- a dvouvlaknové DNA viry, jedno- a dvouvlaknové
RNA viry a déle pak retroviry. Jelikoz jsou viry schopné infikovat pouze urcitého hostitele,
muzeme je na zaklad€ tohoto faktu rozdé€lit na zivoc€iSné, rostlinné viry a viry infikujici

bakterie neboli bakteriofagy (Schindler, 2014).

Byt nebyly dochovany zadné zkamen¢lé poziistatky virti, pfedpoklada se, ze viry existovali
jiz mnoho desitek milionti let pied lidmi. Viry by teoreticky mohly mit v dfivéjSich dobach

podil na masovém vymirani zivo¢iSnych druhii, naptiklad dinosaurii (Emiliani, 1993).

Antivirotika

Viry jsou celosvétové rozsifené organizmy, které predstavuji nejcastéjsi pricinu
onemocnéni a smrti u lidi. Byla to pravé antivirotika, kterd se ukézala jako nejefektivnéjsi
pii lécbé a zpomalovani Sifeni infekénich vird. Nicméné stdle existuje mnoho vird, proti
kterym jes$t¢ nebylo vynalezeno to pravé antivirotikum —plné funkéni, bez nezadoucich
ucinkl. Védei pocelém svété se také museji potykat s problémem samovolného

vyvoje rezistentnich mutanti, ktefi komplikuji jejich praci pti 1éCeni pacienti (Gong, 2013).

Viry a nemoci s nimi spojené byli jesté pied Sedesati lety velmi Spatné lécitelné.
Nicméné diky velkému pokroku v oblasti védy jsou vyrdbéna neustdle nova, dokonalejsi
antivirotika a zplsoby 1é€by riiznych virovych onemocnéni. Tento pokrok jednoznacné
zlepsil kvalitu Zivota a péce o pacienty v riznych ¢astech svéta. Na druhou stranu se vzdy
objevi n€jaky novy kmen daného viru, nebo si na danou lécbu vytvoii virus po ¢ase imunitu,

a tak se kromé viri v pribehu Casu stale méni 1 metodika jejich 1é€by (Kinchington, 2000).

Na rozdil od antibiotik, antivirotika dany patogen neznici, jen inhibuji jeho rist a
replikaci. Vyznamny milnik v boji proti zakefnym virim pfiSel s objevem tzv. methisazonu.
Methisazon zaznamenal velky uspéch v boji proti epidemii ne§tovic roku 1963 v Cennaj.
Kromé nestovic je dal§im typickym virovym onemocnénim chiipka. Pravé k boji proti
chiipce byl pouzit amantadin (Obr. 4) a jemu podobny rimantadin. Amantadin je tricyklicky
amin, ktery brani priiniku viru pres bunéénou membranu a tim zabrafiuje uvolnéni jeho
nukleové kyseliny. Kromé 1é¢by chiipky se vyuzivd i k 1é€bé Parkinsonovy choroby

(Kinchington, 2000).



Velkou skupinou antivirotik jsou retrovirova antivirotika, kterd zpomaluji Sifeni viru
organismem a prodluzuji tak zivot pacienta s HIV. Do této vyznamné skupiny patii latky

jako zidovudin, sanquinavir, stavudin, tenofovir a adefovir (Hampl, 2002).

Zidovudin fadime do antivirotik, které inhibuji mnozeni retrovirG a slouzi tak
k snizeni poctu viriont HIV v téle, ¢imz napomdha imunitnimu systému hostitele
(Volberding, 1990). Vyuziva se také v t€hotenstvi, kdy se podavd nemocné matce, aby se
vir HIV nepfenesl i na nenarozené miminko (Cooper, 1996). Sanquinavir je peptid, ktery
potlacuje aktivni centrum virové protedzy a tim negativné ovliviluje zrani virgQ.
Stavudin pisobi v buiice nasyntézu DNA viru HIV reverzni transkriptizou. Mezi
nejefektivnéjsi 1éCivé latky, které piasobi proti HIV, fadime tenofavir a adefovir. Tyto dvé
latky jsou zndmé jako piimé inhibitory reverzni transkriptdzy, tudiz ucinkuji okamzité a
nepotiebuji Zadnou predchozi aktivaci.Mezi ostatni antivirotika fadime naptiklad interferony

a, B ay nebo také ribavirin ptisobici na DNA i RNA viry (Hampl, 2002).

Dal$im zplsobem boje proti virim je imunoterapie a chemoterapie. Imunoterapii
rozdélujeme na aktivni a pasivni. Aktivni se vyuziva pro 1écbu rakoviny nebo chronickych
infekci, podavanim nadorovych antigenti ¢i samotnych nadorovych vakcin, které byly
vytvoteny z nadorovych bun¢k. Vyznamnym objevem je pasivni imunoterapie zalozena
na podavani aktivovanych bilych krvinek nebo hotovych protilatek (Waldmann, 2003).
Pravé pomoci pasivni imunoterapie byla vytvofena vakcina proti neStovicim, ale také
naptiklad détské obrné. Chemoterapie spoc¢iva ve vpravovani chemickych latek do téla a dale

v

uspésné zabranuje virim se mnozit a §ifit po organismu (Hampl, 2002).

RozSifovani vir zadvisi na schopnosti pfichyceni a prichodu virioni dovnitt
hostitelské buniky. Nekteré latky samotné ptichyceni a nasledné vniknuti do buiiky negativné
ovlivituji (Taylor, 2012). Na tomto principu funguji bazické derivaty adamantanu, naptiklad
jiz zmin€ny amantadin. Derivaty adamantanu proto slouzi k ochrané organismu
pted Skodlivym virem tak jeho 1éceni. Nicméné jednotlivé derivaty mohou byt ucinné jen
proti konkrétnimu virovému kmeni. Naptiklad amantadin netc¢inkuje proti chiipce typu B,

ale je velmi ucinny pii 1écbé chiipky typu A (Hampl, 2002).

Velkou skupinu antivirotik pfedstavuji latky, které inhibuji syntézu nukleovych
kyselin viru. Hovofime o nejriznéjSich strukturnich modifikacich nukleovych bazi a
hlavné nukleosidovych bazi, které mohou mit pozménénou 1 cukernou slozku.

Ke strukturnim modifikacim dochdzi po za€lenéni modifikovaného nukleosidu do DNA



(popf. RNA) viru, coz znemozni replikaci a tim padem ifeni viru (Hampl, 2002). Sifeni viru

v burice je znazornéno nize (Obr. 6).
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Obrazek 6: Kolob¢h viru v bunice (Katzung, 2009).

Virus kli§t’ové encefalitidy

Prvni lékatskad zprava o onemocnéni tehdy jeSté nezndmym virem pfisla roku 1931
z Rakouska. Od té doby zacal zajem o vyzkum tohoto viru stoupat. Velky tspéch byl
zaznamenan v letech 1935-1937, kdy byl ve vychodni ¢asti Sovétském svazu popsan vibec

prvni kmen klistové encefalitidy, jehoz velikost se pohybuje okolo 50 nm (Bardos, 1965).

Tento vir byl zafazen mezi tzv. flaviviry, coz je skupina do které spadd naptiklad
virus dengue ¢i virus zluté zimnice. Hlavnimi pfenaSeci téchto virG a nemoci s nimi

spojenymi jsou komafti a klistata. Virus klistové encefalitidy (VKE) zpusobuje zévazné



poskozeni centralni nervové soustavy, které mize vyvrcholit az smrti postizené¢ho jedince.
U VKE se miizeme setkat celkem se tfemi odliSnymi genotypy. Jde o evropsky,
dalnovychodni a sibifsky subtyp (Bogovic, 2015). Pfi detailnéjSim rozboru mizeme tyto 3
subtypy rozd¢lit na dals$i kmeny se znacnymi rozdily ve virulenci. Piikladem toho jsou
kmeny evropského subtypu, kam fadime naptiklad kmen Neudoerfl anebo Hypr, ktery je

mnohem virulentnéjsi (Razek, 2015).

Cely proces infekce buiiky virem KE (Obr. 7) je zahajen ihned po nasednuti virionu
na receptor. Receptory pro tyto viriony jsou umistény na povrchu buiiky a jejich navazani
napoméha potein E (Obr. 8) (Mansfield, 2009). Dale nastava endocytéza, kterd je spusténa
pravé po nasednuti viru na receptor, a tak je mozné vstiebani viru z vnéjsiho prostredi

do bunky (Rizek, 2015).

Obrazek 7: Schéma replikace viru klistové encefalitidy v hostitelské buiice. (1) Vazba
virové Castice na receptor na povrchu hostitelské buiiky; (2) receptorem zprostiedkovana
endocytoza virové Castice; (3) fuze virového obalu s membranou endozomu a uvolnéni
nukleokapsidy viru do cytoplazmy; (4) uvolnéni virového genomu do cytoplazmy; (5 a 6)
replikace virového genomu pies dvouretézcovy intermediat; (7) translace virové genetické
informace do podoby polyproteinu; (8) v endoplazmatickém retikulu probiha sestavovani
novych virovych cCastic; (9) maturace virovych castic v Golgiho komplexu; (10) uvolnéni

maturovaného viru do extracelularniho prostoru (grafika Patrik Kilian), (Rizek, 2015).



Zvyseni kyselosti uvnitt endozomu zpisobuje konformacni zmeény virového
obalového glykoproteinu E . Tyto zmény vyvolaji splynuti bunéénych membran a vypusténi
nukleokapsidy viru do bunécné cytoplasmy, kde je rozlozena a tim padem dochazi
k uvolnéni virové RNA. Ta pak slouzi jako templdt pro syntézu nového virového
polyproteinu. Je tomu tak z divodu pozitivni polarity tohoto RNA viru. Koneénym
produktem této syntézy jsou nestrukturni i jednotlivé strukturni virové proteiny, které

vznikly pfi §tépeni polyproteinu (Mansfield, 2009).

protein E - dimer

Obrazek 8: Schéma stavby virionu viru klistové encefalitidy (Rtuzek, 2015).

Komplementarni vlakno s negativni polaritou je syntetizovdno z pozitivni virové
RNA zapomoci jednoho z nestrukturnich proteind. Toto negativni vldkno pak slouzi
pro vytvotfeni dalSich virovych kopii genomu a k jejich zafazeni do pravé vznikajicich
virovych ¢astic. Zrani viru klistové encefalitidy miize probihat cestou cis a nebo trans.
V prvnim pfipadé¢ budou v pribéhu zrani viriony kompletovany piimo v cytoplazmé.
Az poté budou cestovat k membrané buiiky, kde vypuci a ziskaji tak sviij obal. Nakazena
buitka pak ma oddélené ribozomy od fragmentovaného endoplazmatického retikula.
V druhém ptipad¢ se pii maturaci virové castice shlukuji v méchyicich endoplazmatického
retikula. Odtud se dostanou az do Golgiho aparatu a dale pak k bunééné membrané odvozené
z ER pomoci transportnich vacki. K uvolnéni virionu do extracelularndho prostoru dochazi

po fizi bunéné membriany s membrianou vacku. V takovémto pfipadé¢ se vyskytuje
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u hostitele tzv. hypertrofované endoplazmatické retikulum. Bylo zjisténo, ze u obratlovcl
se setkdvame s typem trans, zatimco v klistécich buiikach probihd maturace typ cis (Riizek,

2015; Rajéani 1937).

Antivirova terapie a prevence kliSt'ové encefalitidy

V dnesni dob¢é zatim neexistuje zadna stoprocentné efektivni 1éCebnd terapie vici
viru KE. Zatim neji¢innéjs$i metodou prevence se zda byt aktivni vakcina, kterd je vyrobena
z formaldehydem inaktivovaného viru (Heinz, 2007). Cim dal &astéji se miizeme mezi lidmi
setkat s pouzivanim nejriznéjSich repelenti. Ty jsou vSak i v kombinaci s vhodnym
oblecenim, jako jsou napiiklad dlouhé kalhoty a vysoka obuv, ucinné jen z dvaceti procent

(Vazquez, 2008).

Dulezita véc, na kterou je zapotiebi nezapominat je, Ze nase imunita vykazuje dvoji
roli — protektivni a patologickou, mezi kterymi neexistuje jednozna¢na hranice. Na jedné
strané stoji imunosupresivni reakce, kterd sice zmirfiuje imunopatologickou reakci
v centrdlni nervové soustavé, ale na druhou stranu zpiisobuje oslabeni naSeho imunitniho
systému. U jedince s oslabenym imunitnim systémem muze dojit az k poskozeni tkané
mozku, konkrétné k napadeni neurdlnich bunék virem. Tim padem neni mozné spoléhat
pfi terapii pouze na pouzivani imunomodulacnich latek. Mohlo by se totiz stat, Ze
imunomodulace potlaci nejen patologickou reakci, ale 1 samotnou protektivni reakci, coz by
zpusobilo enormni mnozeni viru a nésledné poSkozeni celé CNS. Prvnim krokem k Gspésné
terapii proti klistové encefalitidé by tedy mélo byt vénovani pozornosti inhibici mnoZeni
viru, nejlépe za pomoci antivirotik a nasledného pfidani imunomodulaéni latky, kterd by

vedla k inhibici imunopatologické reakce (Ruzek, 2015).
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CILE PRACE

- Optimalizace vhodné koncentrace pro vybrané ptirodni latky, konkrétné pro adamantan, 1-
adamantan karboxylovou kyselinu, 2-adamantylamin hydrochlorid, 1-(1-
adamantyl)ethylamin hydrochlorid, amantadin hydrochlorid a memantin hydrochlorid, ktera

by neposkozovala samotné bunky

- Infekce bunék, které byly oSetfeny vybranymi piirodnimi latkami v odliSnych ¢asovych

intervalech
- Provedeni plakové titrace mnou odebranych vzorkt

- Zjisténi titru viru u infikovanych buné¢k, které byly v rGznych intervalech oSetfeny

vybranymi pfirodnimi latkami
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ROZTOKY A MEDIA

2 x L-15 MEDIUM: 2x L-15 médium (Biowest), 2% smés antibiotik (amfotericin B 0,25
pg/ml; penicilin G 100 units/ml; streptomycin 100 pg/ml; Biowest), 6% prekolostralni sérum

(Biowest).

KULTIVACNI MEDIUM PRO BUNECNOU LINII PS (Leibovitz’'s L-15 Medium): L-15

médium, 1% smés antibiotik (Biowest), 3% prekolostralni sérum.

KULTIVACN{ MEDIUM PRO BUNECNOU LINII GLIOBLASTU (Iscove’s Modified
Dublecco's Medium, IMDM): IMDM médium, 10% fetalni hovézi sérum, 1% glutamin a 1%

smés antibiotik (Biowest).
FYZIOLOGICKY ROZTOK: 9 g NaCl na 1 1 destilované vody.

PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS): 0,2 g KCl, 8 g NaCl; 2,68g Na,HPO4.7H,0;
0,24g KH,PO,. doplnéno do 1 I destilovanou vodou.

NAFTALENOVA CERN: lg naftalenové cCerné; 13,6 g octanu sodného; 60 ml ledové

kyseliny octové; doplnéno do 1 I destilovanou vodou.

MTT: S5Smg MTT (Sigma-Aldrich) rozpuSténo v 1 ml PBS.

TRYPANOVA MODR: C3sH4N¢NA4014S4, 0,5 % roztok trypanové modii.
CARBOXYMETHYL CELLULOSE (CMC): 3% roztok karboxymethylcelul6zy.
TRYPSINIZACNI SMES: 0,02% trypsin + 0,02% EDTA v PBS (Biowest).

PROPIDIUM IODID (PI): Roztok propidium jodidu pfipraveny pro piimé pouziti (Bio-
Rad).
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MATERIAL A METODY

Vybrané prirodni latky

Mnou zkoumané ptirodni latky byly adamantan a jeho derivaty, které mi byly dodany
panem prof. RNDr. Janem Tifiskou, CSc, konkrétné 1-adamantan karboxylova kyselina,
popt. komeréné¢ dostupné derivaty, 1-(l1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid, amantadin
hydrochlorid a memantin hydrochlorid. VSechny tyto latky byly dodany v podob¢ prasku,
ktery byl smichan se 100% DMSO. Tak byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 20
mg/ml. Z tohoto roztoku byl pfidanim média a prefiltrovanim vytvoren dalsi zasobni roztok,

nyni v§ak o koncentraci 100 pg/ml v 0,5% DMSO.

Pouzité buné¢né linie

V pritbéhu pokusti byly pouzity dvé rizné bunécné linie. Prvni linie oznaCovana jako
PS (porcine kidney stable) kultivovand v L-15mediu (Leibovitz’s L-15 Medium; L-15) a
druha linie kultivovana v IMDM mediu (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; IMDM),
ktera je neuralniho plivodu a je zndma jako glioblastomova linie (U373). S obéma kulturami
bylo po celou dobu zachazeno asepticky v boxu s laminarnim proudénim, kde také probihala

dvakrat do tydne jejich pasaz.

Optimalizace koncentrace prirodnich latek

Na zacatku prace bylo zapotiebi zjistit nejvySe tolerované koncentrace nami
vybranych pfirodnich latek. Do 24-jamkovych paneld bylo pfiddno 0,5 ml suspenze PS
bun&k v L-15 mediu na jamku. Bun&na suspenze byla koncentrovana na 4 x 10° bun&k/ml.
Takto pfipravené panely byly vloZzeny na 4 hodiny do termoboxu o teplot¢ 37 °C.
Po uplynuti daného casu bylo vSechno médium opatrné odebrano a nahrazeno stejnym
objemem nového média spolecné s riznymi koncentracemi adamantanu a jeho derivati.

Panely byly uloZeny zpatky do termoboxu pii konstantni teploté 37 °C a ponechany zde 4
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dny. Jako kontrolni vzorek slouzilo L-15 medium s 0,1% obsahem DMSO.

Redici Fady latek

Redici fady pro adamantan a jeho derivaty za¢inala na nejvy$si mozné koncentraci
500 ng/ml v 0,0025% DMSO. Za pomoci dvojkové fedici fady byly vytvofeny 1 koncentrace
250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml a 15,625 ng/ml, u kterych se koncentrace
DMSO neménila.

Pocitani zivych bunék

Po 4 dnech byly jamky opatrn€ zbaveny veSkerého media a promyty 0,5 ml PBS.
V dalsim kroku bylo odebrano PBS, které bylo vyménéno za 50 pl trypsinu. Panel
s trypsinem byl vracen na dobu péti minut do termoboxu. Nasledn¢ byl obsah jamek
rozsuspendovian ve 300 pl L-15 média. Z rozsuspendovaného roztoku bylo odebrano 20 pl
bunck, které byly smichany se stejnym objemem trypanové modfi. Vznikly roztok
s obarvenymi buiikami byl napipetovan do Biirkerovy komirky a spocitan pocet bunck
pod mikroskopem. Pro ovéfeni duvéryhodnosti dosazenych vysledkii pocitanim bunék
pod mikroskopem byl zvolen pfistroj Countess'" Automated Cell Counter (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific). Postup pocitdni zde byl podobny, suspenze bunck se vsak
nenanasela na Biirkerovu komurku, ale na specialni sklicko urcené pro tento pfistroj.

Vyhodou Cell Counteru bylo i procentudlni urceni piezivani bunék.

Priitokova cytometrie

Po pocitani bun¢k pomoci mikroskopu a pomoci Cell Counteru byla ovéfena presnost
jejich vysledki 1 pomoci pritokového cytometru. Koncentrace derivati adamantanu i DMSO

byla stejnd jako v pfedchozim ptipadé.

Pti pokusu byly nasazeny buiiky na 24-jamkovy panel a do kazdé jamky bylo pfidano

0,5 ml bun&ené suspense. Pro tento pokus byla o pouzita koncentrace 10° bun&k/ml bungk,
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ktera je vhodné&j$i pro pouziti s bunénym cytometrem. Po piidani suspense byl panel
presunut na 4 hodiny do boxu, kde byl uchovavan pii konstantni teplot¢ 37 °C, aby bunky
mohly adherovat na dno jamky. Po 4 hodinich bylo medium z jamek odebréno a nahrazeno
0,5 ml nového media, které obsahovalo ndmi zkoumanou pfirodni latku o zndmé
koncentraci. Vzorky se zpracovavaly v triplikdtech a jako kontrola poslouzilo nafedéné
IMDM medium s DMSO o koncentraci 0,0025 % a ¢ist¢ IMDM medium. Za 4 dny bylo
medium opét odebrano, bunky byly promyty 0,5 ml 1% BOFES (bovine fetal serum, Sigma-
Aldrich) v PBS a nakonec po promyti bylo pfidano 50 pl trypsinu, ktery uvolnil bunky
ze dna jamek. Posledni faze piiprav obsahovala rozsuspendovani bun¢k v 0,5 ml 1% BOFES
v PBS a ulozeni zkumavek, urenych pro praci na cytometru, do ledu. Pomoci pratokové
cytometrie byly zjistény pocty zivych a mrtvych bun¢k v jednotlivych vzorcich.
K samotnému méfeni byl pouzit pritokovy cytometr BD FACS CantoTM II (BD
Biosciences). Nejprve vSak bylo zapotiebi nastavit lasery a zrcadla uvnitt cytometru
na spravnou hodnotu pfimého rozptylu, granularity jednotlivych bunck a fluorescence. Déle
bylo nutno nastavit v programu BD Diva hodnoty napéti pro rtizné parametry (FSC = 160;
SSC = 330). Jako kontrastni latka byl pouzit propidium jodid (PI; Bio Rad). PI bylo pouzito
z divodu nutnosti rozliSeni mrtvych a zivych bunck. Napéti bylo proto nastaveno na PE-
Texas = 430. Jako prvni byl méten kontrolni vzorek bez ptidaného PI. Kazdy dal§i méfeny
vzorek obsahoval 1 kapku PI. Pro pokracovani v dalSich pokusech byly vybrany pouze

nejvyssi buitkami tolerované koncentrace.

Virus kli§t’ové encefalitidy

Za UCelem infikovani bunécnych kultur byl pouzit kmen KE Neudoerfl. Vir byl
uchovdvan v mrazicim boxu pfi teploté¢ -80 °C. K manipulaci s nim dochédzelo pouze
v laboratofi s 2. drovni biologické bezpe¢nosti BSL2 (Biosafety Level 2) a to jen v prostoru

k tomu uréenému boxu s laminarnim proudénim, ktery zde byl umistén.
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Infekce virem kliSt’ové encefalitidy

Prvni den byly piipraveny 24-jamkové panely, které byly rozdéleny do tfech skupin.
Prvni skupina ptedstavovala piidani ndmi vybrané piirodni latky k buiikam v jamkach den
pied infekci. Druhd skupina byla jejich opakem, tedy ptfidani piirodni latky k bunkam
az po jednom dni infekce a tieti skupina pfedstavovala butiky, ke kterym byla v jednom dni
pfidana studovana latka soucasné s infekci. K infikovani bunék virem KE byl pouzit kmen
Neudoerfl v davce 1 MOI (multiplicity of infection). Do kazdé jamky v panelech vSech
skupin bylo pfidano 300 pl bun&né suspenze o koncentraci 3x10° bun&k/ml a nasledn& byly
vzorky uloZeny do inkubétoru s teplotou 37 °C a 0,5% obsahem CO,. Zde byly ponechany
do druhého dne. Kontrolu piedstavovaly jamky, které obsahovaly L-15 medium s 0,1%
DMSO. Druhého dne bylo médium z panelli prvni skupiny opatrné odebrano a nahrazeno
500 ul ptirodni latky o koncentraci 500 ng/ml a panel byl navracen zpatky do inkubatoru
na 1 den. U druhé a tieti skupiny bylo také vSe odebrano a namisto toho ptidano 200 pl
virové suspenze. Po pridani infekce byly panely dal§i 2 hodiny inkubovany v boxu
pfi teploté¢ 37 °C s piivodem 0,5% CO,. Po dvou hodindch byly buniky promyty 200 pl
sterilntho PBS, které bylo nésledné po kratké dobé odebrano. Dalsi postup byl nasledujici.
K druhé¢ skupiné bylo po promyti ptiddno 500 pl ¢istého L-15 media a ke tieti skupin€ 500 pl
roztokl pfirodnich latek. Druhého dne bylo u druhé skupiny vyménéno medium za ptirodni
latku o objemu 500 pl. Prvni skupiny byla infikovana stejnym zptsobem jako zbyvajici 2
skupiny ptfedchoziho dne. Po infekci, dvouhodinové inkubaci a promyti bylo k prvni skupiné
pfidano 500 pl pfirodni latky a vSe bylo uloZeno na 4 dny do inkubatoru s teplotou 37 °C a
0,5% COs,.

Za 4 dny byly vzorky odebrany. Odebiralo se zvlast medium a zvIast’ bunky. Jako
prvni bylo odebrano medium do mikrozkumavek na ledu, ze kterého byly pfesunuty
do -80°C mraziciho boxu. Zbyl¢ buiiky v jamkéach byly promyty 500 ul PBS, které se poté
odebralo. Po promyti bylo pfidano 50 pl trypsinu ke kazdé jamce, aby se builky snaze
uvolnili od dna. Nasledovalo rozsuspendovani v 300 pl L-15 media, pfesunuti do novych
mikrozkumavek, centrifugovani v chlazené centrifuze (Hermle Labortechnik GmbH typ
7326 K) pii 4 °C na 500 RCF (relative centrifugal field, relativni centrifugacni zrychleni)
po dobu 7 minut. Medium bylo odebrdno a zkumavky s buikami byly ulozeny do -80 °C

mraziciho boxu.
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Plakova titrace

Pomoci této metody se zjiStuje mnozstvi virionit v daném vzorku. Celkovy pocet
virovych c¢astic se urcuje vtzv. PFU (plaque forming unit) neboli v plakotvornych

jednotkach prepocitanych na 1 ml. Pti plakové titraci byla pouzita bunécna linie PS.

Pti fedéni bylo pouzito medium L-15, které pomohlo k nafedéni jednotlivych vzorkda,
desitkovou fadou, do Sesti jamek 24-jamkového panelu. Dal§im krokem po natfedéni bylo
pfidani 300 pl bun&&né suspenze o koncentraci 3x10° bundk/ml a to do kazdé jamky
v panelu. Panely byly nasledné umistény do CO; boxu (teplota 37 °C a 0,5% CO,) a to na 4
hodiny, aby mohly buiiky adherovat na povrch jamek. Po uplynuti 4 hodin bylo do kazdé
jamky ptfidano 400 pl karboxymethylcelulézy s L-15 mediem o dvojnisobné koncentraci a
tovpoméru 1:1. Po tomto kroku byly panely pieneseny zpatky do CO, boxu, kde
se inkubovaly 5 dni za stejnych podminek. Po péti dnech byly jamky promyty fyziologickym
roztokem a poté 45 minut barveny naftalenovou &erni. Cerfi zviditelnila neinfikované buiiky
a zaroven zvyraznila samotné plaky. Plaky jsou mista, kde byly buiiky napadeny a usmrceny
virem. Po 45 minutdch barveni byly panely oplachnuty destilovanou vodou a uloZeny
na filtracni papir do druhého dne. Druhy den byly panely jiz suché a mohly se spocitat plaky,

podle kterych se vypocital pocet jednotlivych virionti v dané jamce.

Cytotoxicita studovanych latek

MTT assay jsou kolorimetrické testy, které¢ ndm pomahaji urcit metabolickou aktivitu
bunék pro kvantifikaci pfezivani bunék. Na zacatku pokusu byla vytvofena suspenze bunck
o koncentraci 7000 bun€k na jamku a dvojkové fedici fada vybranych piirodnich latek
v triplikatech o dvojnasobné koncentraci. Pocinaje koncentraci 1000 ng/ml a kone¢nou
koncentraci 8,8 ng/ml. Dale byly pfipraveny kontroly v triplikatech. Prvni kontrola
se skladala z bun€k a IMDM media, druha z bunék, IMDM media a 0,5 % DMSO, treti
kontrola obsahovala buiiky, IMDM medium a 50% DMSO, posledni kontrola se skladala
uz jen z ¢istého IMDM media. Suspenze bungk s kontrolami byla rozdélena po 200 ul/jamku
96-jamkového panelu a zanechana alespoii 4 hodiny v CO, inkubatoru, aby buiky
adherovaly k povrchu jamky. Po ¢tyfech hodinach bylo z kazdé jamky (kromé kontrol)
odebrano 100 pl bunécéné suspenze, kterd byla nahrazena 100 pl ptirodnich latek

o dvojnasobné koncentraci. Takto pfipravené vzorky na desti¢ce byly uschovany po 4 dny
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v CO; boxu. Po uplynuti této doby bylo ke kazdé jamce piidano 10 ul MTT a cela desticka
byla poté opét vracena do boxu, tentokrat vSak na 2 hodiny. Po onéch dvou hodinach byla
desticka vzata a opatrn€ z ni bylo odebrano vSechno zbyvajici medium. Nakonec se ke kazdé
jamce pridalo 100 ul 100% DMSO a pak jiz nasledovalo pouze méteni pfi 570 nm na ¢tecce

desti¢ek (Synergy H1™ Hybrid Multi-Mode Microplate Reader; Biotek).

Inhibice cytopatického efektu

Test zacinal obdobn¢ jako predchozi, kde nebyla provedena infekce. Opét byla
pfipravena suspenze bun€k o koncentraci 7000 bun€k na jamku a dvojkova fedici fada
o stejné koncentraci. Na rozdil od pfedchoziho pokusu, se zde pracovalo se tfemi variantami
infikace. Prvni varianta byla vybrana ptirodni latka, kterd byla pfidana k bunécné suspenzi
pred infikaci. Druhd byla latka pfidand v dobé¢ infikace a v poslednim ptipadé byla latka
pfiddna az po samotné¢ infikaci. U vSech tfech variant bylo prvni den ptidano ke kazdé jamce
96-jamkového panelu 100 ul dvojndsobné koncentrované suspenze bunck (10000 bunck
na jamku). K varianté ptirodni latka pted infekei, bylo navic ptidano jest¢ 100 pl vybrané
prirodni latky o dvojnasobné koncentraci (dvojkova fedici fada od 500 ng/ml do 3,9ng/ml).
Ke zbylym dvou variantdm bylo pfiddno 100 pl media a 100 pl bunék o dvojnasobné
koncentraci. Takto pfipravené panely byly umistény do CO; boxu. Den poté byla provedena
infikace bun€k v panelech a dvé hodiny po infikaci bylo provedeno promyti pomoci 50 ul
PBS. Po promyti bylo k prvni varianté¢ piidano 100 pl media s 100 pl dvakrat
koncentrovanéjsi ptirodni latky. K druhé varianté bylo pfidano to samé a ke tieti a posledni
pouze 200 ul media. Po tomto kroku byly vzorky navraceny zpatky do CO, boxu. Tteti den
bylo u panelt s tfeti variantou infikace odsato vSechno medium z jamky a nahrazeno 100 ul
nového media se 100 pl dvojnasobné koncentrované latky. Po tomto kroku byly panely
navraceny do boxu, kde byly zanechany dalsi 4 dny. Po ¢tyfech dnech bylo ke v§em jamkam
pfidano 10 pul MTT. Po dvou hodindch od pfidani MTT bylo nutné odsat z jamek 100 pl
starého media a nahradit jej 100 ul DMSO. Do tomto kroku nésledovalo jiz pouze méfeni
vysledkit na Ctecce destiCek pii 570 nm (Synergy HI™ Hybrid Multi-Mode Microplate
Reader; Biotek).
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VYSLEDKY

Optimalizace koncentrace vybranych prirodnich latek

Pfi pokusu o urc¢eni vhodné koncentrace vybranych ptirodnich latek byla zjisténa
vysoka variabilita ve vysledcich jak z Biirkerovy komurky, tak z Cell counteru a to i mezi
jednotlivymi triplikaty. Vzorky byly tedy jeSté jednou pfeméieny pomoci prutokového
cytometru viz. Tab. I-VI a souhrn vysledkt v Tabulce VII. Ukazka vysledki z priutokového

cytometru, pii ur€ovani zastoupeni zivych a mrtvych bunék je zobrazena na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Ukdzka jednoparametrového histogramu, zobrazjicitho pocet zivych/mrtvych

bunék.
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Tabulka I: Porovnani procentualniho podilu zivych a mrtvych bun€k po ptidani adamantanu, uréené
pomoci pratokového cytometru. Kotrola predstavuje IMDM medium obsahujici 0,0025 % DMSO.

Uvedeny jsou pramérné hodnoty.

adamantan [ng/ml] zivé bunky [%] mrtvé bunky [%]

500 96,30 3,70

250 99,07 0,93

125 99,53 0,47

62,5 99,70 0,30

31,25 99,70 0,30
16,625 99,80 0,20
kontrola 99,22 0,78

Tabulka II: Porovnani procentudlniho podilu Zivych a mrtvych bunék po pfidani 1-adamantan
karboxylové kyseliny, uréené pomoci prutokového cytometru. Kotrola predstavuje IMDM medium

obsahujici 0,0025 % DMSO. Uvedeny jsou primérné hodnoty.

1-adamantan karboxylova zivé bunky [%] mrtvé bunky [%]
kyselina [ng/ml]

500 93,97 6,03

250 97,63 2,37

125 98,23 1,77

62,5 98,17 1,83

31,25 98,40 1,60

16,625 98,30 1,70
kontrola 97,45 2,55
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Tabulka III: Porovnani procentualniho podilu Zivych a mrtvych bun¢k po pfidani 2-adamantylamin
hydrochloridu, uréené pomoci pritokového cytometru. Kotrola piedstavuje IMDM medium

obsahujici 0,0025 % DMSO. Uvedeny jsou primérné hodnoty.

2-adamantylamin zivé bunky [%] mrtvé bunky [%]
hydrochlorid [ng/ml]

500 97,67 2,33

250 99,03 0,97

125 99,03 0,97

62,5 98,67 1,33

31,25 98,73 1,27
16,625 98,70 1,30
kontrola 98,64 1,36

Tabulka IV: Porovndni procentudlniho podilu zivych a mrtvych bunék po piidani 1-(1-
adamantyl)ethylamin hydrochloridu, uréené pomoci pritokového cytometru. Kotrola piedstavuje

IMDM medium obsahujici 0,0025 % DMSO. Uvedeny jsou prumérné hodnoty.

1-(1-adamantyl)ethylamin zivé buiky [%] mrtvé bunky [%]
hydrochlorid [ng/ml]

500 98,40 1,60

250 99,33 0,67

125 99,13 0,87

62,5 99,03 0,97

31,25 99,00 1,00

16,625 98,33 1,67

kontrola 98,87 1,13
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Tabulka V: Porovnani procentualniho podilu Zivych a mrtvych bunek po pfidani amantadinu, uréené
pomoci pratokového cytometru. Kotrola predstavuje IMDM medium obsahujici 0,0025 % DMSO.

Uvedeny jsou pramérné hodnoty.

amantadin hydrochlorid zivé bunky [%] mrtvé bunky [%]

[ng/ml]

500 95,67 4,33

250 98,70 1,30

125 98,97 1,03

62,5 98,93 1,07

31,25 99,20 0,80

16,625 99,17 0,83

kontrola 98,44 1,56

Tabulka VI: Porovnani procentudlniho podilu Zivych a mrtvych bunék po pfidani memantinu,
uréené pomoci prutokového cytometru. Kotrola predstavuje IMDM medium obsahujici 0,0025 %

DMSO. Uvedeny jsou prumérné hodnoty.

memantin hydrochlorid zivé bunky [%] mrtvé bunky [%]

[ng/ml]

500 97,07 2,97

250 98,80 1,20

125 98,70 1,30

62,5 98,80 1,20

31,25 99,30 0,70

16,625 98,40 1,60

kontrola 98,51 1,49
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Tabulka VII: Pfezivani bunék po pfidani vybranych ptirodnich latek, ur¢ené pomoci pratokového
cytometru, zaznamenino v procentech. Kotrola pfedstavuje IMDM medium obsahujici 0,0025 %

DMSO. Uvedeny jsou primérné hodnoty.

ptirodni latky koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]
500 250 125 62,5 31,25 15,625 | kontrola
adamantan 96,30 % | 99,07 % | 99,53 % | 99,70 % | 99,70 % | 99,80 % | 99,22 %

I-adamantan 93.97% | 97.63 % | 98.23 % | 98.17 % | 98.40 % | 98.30 % | 97.45 %

karboxylova kyselina

2-adamantylamin

hydrochlorid

97,67 % | 99,03 % | 99,03 % | 98,67 % | 98,73 % | 98,70 % | 98,64 %

1-(1-
adamantyl)ethylamin | 98,40 % | 99,33 % | 99,13 % | 99,03 % | 99,00 % | 98,33 % | 98,87 %
hydrochlorid

amantadin hydrochlorid] 95,67 % | 98,70 % | 98,97 % | 98,93 % | 99,20 % | 99,17 % | 98.44 %

memantin hydrochlorid| 97,07 % | 98,80 % | 98,70 % | 98,80 % | 99,30 % | 98,40 % | 98,51 %

Z vyse uvedenych tabulek byly urceny nejvys$s§i mozné koncentrace, se kterymi
se poté dale pracovalo. Pro vSechny latky byla zvolena koncentrace 500 ng/ml, kromé 1-
adamantan karboxylové kyseliny kde byla za vhodnou uznéna koncentrace 250 ng/ml.
Z hodnot pro kontroly miizeme také vycist, ze pouzitd koncentrace DMSO nema na bunky

glioblasti vliv a tim padem muze byt v dalSich pokusech pouZzita.

Replikace viru KE v pritomnosti studovanych latek

Infikovani glioblastomové linie probihalo ve 24 jamkovém panelu, kam byly bunky
nasazeny v koncentraci 3x10° a den aZ dva poté byl pfidan vir klistové encefalitidy kmene
Neudoerfl v ddvce 1 MOI a pfirodni latky podle Tabulky VIII. Stejn¢ jako vSechny ostatni

pokusy v této préci, i tento byl uskute¢nén v triplikatech a vysledky byly poté zprimérovany.

Po odebrani vzorki pfisla na fadu plakova titrace, pro kterou bylo pouZito zamraZené
medium odebrané v piedchozim pokusu. Dopocitané vysledky udavaly koncentraci

virionovych ¢asti v PFU/ml. Prace s viry probihala podle tfech rGznych variant, které jsou
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znazornény v Tabulce VIII a samotné vysledky v porovnani s 0,1% DMSO kontrolou jsou

k nahlédnuti v Tabulce IX a X.

Tabulka VIII: Ukazka variant infekce.

varianta I II III

p. latka pred infekci | p. latka po infekci latka + infekce

Tabulka IX: Titr viru v PFU/ml u vybranych piirodnich latek v rlznych variantach infekce.
Koncentrace latek je 500ng/ml, pouze u l-adamantan karboxylové kyseliny je koncentrace 250

ng/ml. Uvedeny jsou pramérné hodnoty.

ptirodni latky / varianty I II I

adamantan 1,66x10° 1,23x10° 9,84x10°

1-adamantan karboxylové kyselina 421x10° | 1,34x10° 8,81x10°

2-adamantylamin hydrochlorid 4,56x10° | 2,19x10° 9,68x10°
1-(1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid | 5,76x10° | 1,34x10° 1,23x10°
amantadin hydrochlorid 2,99x10° | 1,46x10° 9,28x10°
memantin hydrochlorid 1,86x10° | 1,45x10° 9,37x10°
kontrola s 0,1% DMSO 1,69x10° | 1,36x10° 8,20x10°

Tabulka X: Titr viru v PFU/ml u vybranych pfirodnich latek v riznych variantach infekce,
zobrazeno procentualné v poméru ke kontrole. Koncentrace latek je 500ng/ml, pouze u 1-adamantan

karboxylové kyseliny je koncentrace 250 ng/ml. Uvedeny jsou primérné hodnoty.

pfirodni latky / varianty I II I
adamantan 98 % 90 % 120 %
I-adamantan karboxylova kyselina 248 % 99 % 108 %
2-adamantylamin hydrochlorid 269 % 160 % 118 %
2-adamantylamin hydrochlorid 340 % 98 % 151 %
amantadin hydrochlorid 176 % 107 % 113 %
memantin hydrochlorid 110 % 107 % 114 %
kontrola s 0,1% DMSO 100 % 100 % 100 %

Jak z Tabulky IX a X wvyplyvd, zadnd z uvedenych pfirodnich latek nema

ve studovanych koncentracich vyraznou inhibi¢ni aktivitu proti viru klistové encefalitidy.
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V nékterych ptipadech jako tomu bylo pii variant¢ I u latek 1-adamantan karboxylova
kyselina, 2-adamantylamin hydrochlorid a zejména pak u 2-adamantylamin hydrochlorid,

je tomu spise naopak.

Cytotoxicita studovanych latek

Test cytotoxicity byl proveden za ucelem ovéteni vysledki z pratokového cytometru.

Vysledky byly pfevedeny na procenta piezivsich bunék viici kontrole.

Tabulka XI: Piezivani bunék oSetfenych vybranymi pfirodnimi latkami, urceno testem cytotoxicity.
Uvedeny jsou prumérné¢ hodnoty. Vysledky byly pievedeny na procenta ptezivSich bun€k vici

kontrole.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

500 250 125 62,5 31,25 | 15,625 7,8 3.9

ptirodni latky

adamantan 94,32 % [ 79,80 % | 68,39 % | 76,71 % | 93,80 % | 99,02 % |150,20 %|(140,33 %

1-adamantan

karboxylové 96,79 % [ 91,39 % | 86,57 % (102,24 %{103,90 %|129,15 %|105,82 %|(155,48 %

kyselina

2-adamantylamin | g5 37 0/ 1100.17 %|100.29 %|119.79 %|127.60 %| 86.12 % |103.21 %|106.83 %
hydrochlorid

1-(1-

adamantylethyla |214:99 %{203,69 %(212,23 % 181,07 %| 151,34 %|200.42 %|243,55 %|206,78 %

min hydrochlorid

amantadin > ¢ 97 041179 90 %[207.54 %|162.81 %|216.08 %|109.05 %|131.57 %|140.28 %
hydrochlorid

memantin— |y 45 71 041106.20 %)| 95.73 % | 75.54 % |151,09 %|106.78 %|106.53 %]|116.58 %
hydrochlorid

VySe uvedena Tabulka XI byla pro lepSi ptrehlednost pifevedena do grafu
na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Prezivani bun¢k uvadeéné v procentech u rtiznych ptirodnich latek v odlisnych

koncentracich

Z Obrazku 10 mizeme odecist prezivani bunék po ptidani jednotlivych ptirodnich
latek v jejich rGznych koncentracich. Z vysledku je vSak patrné, Ze nékteré latky spiSe
podporuji mnozeni bunéénych kultur rakovinového piivodu, jednd se hlavné o 1-(1-

adamantyl)ethylamin hydrochlorid a amantadin.

Cytopaticky efekt studovanych latek

Test zjist'ujici cytopaticky efekt s pfidanym virem Neudoerfl byl proveden za tcelem
oveéieni vysledktl z plakové titrace. Pokus byl proveden ve tfech variantach. Varianta I
znacila pfidani pfirodni latky den pted infekci (Tab. XII), variantou II byla oznacena skupina
vzorkd oSetfenych v ten samy den jak pfirodni latkou tak virem (Tab. XIII). Posledni
varianta Cislo III pfedstavovala ptfidani pfirodni latky den po infekci virem (Tab. XIV).

Vysledky byly pfevedeny na procenta piezivsich bun¢k vii¢i kontrole.

27



Tabulka XII: Pfezivani bunck oSetfenych vybranymi pfirodnimi latkami a infikovanych virem

(varianta I). Uvedeny jsou primérné hodnoty.

piirodni latky koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

500 250 125 62,5 31,25 | 15,625 7.8 3,9

76,51 % [ 79,45 % | 89,54 % | 98,90 % | 108,62 % (57,43 %| 82,39 % | 84,59 %

adamantan

1-adamantan

20,00 % [ 37,25 % | 65,32 % | 74,13 % | 76,33 % (53,03 %| 42,39 % |107,06 %

karboxylova

kyselina

2-adamantylamin | 17 43 o4 1 25 14 % | 13,03 % [29.36 % | 50.83 % [44.04 %|33.58 % | 51.38 %
hydrochlorid

1-(1-

adamantylethylami| 312 % | 14,13 % | 26,05 % | 65,14 % | 89,36 % |69,36 % 76,70 % | 71,93 %

n hydrochlorid

amantadin 22,20 % | 27,34 % | 31,56 % | 37,06 % | 53,21 % |70,46 %|91,74 % | 78,35 %
hydrochlorid

memantin 0,55 % | 0,55% | 17,98 % | 42,75 % | 55,60 % |34,31 %|48,62 % | 68,07 %
hydrochlorid
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Tabulka XIII: Piezivani bun¢k oSetfenych vybranymi pfirodnimi latkami a infikovanych virem

(varianta II). Uvedeny jsou primérné hodnoty.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

ptirodni latky
500 250 125 62,5 | 3125 15,625 7.8 3.9
adamantan 68,65 % | 53,33 % | 107,94% | 94,13 % | 63,65 % | 62,46 % | 57,30 % | 72,86 %
1-adamantan
karboxylovd | 23:65 % | 18,41 % | 33,33 % | 62,86 % | 58,25 % | 28,17 % | 43,49 % | 62,86 %
kyselina
2-adamantylamin | 13 (5 04 | 3.49 % | 14,92 % | 30,32 % | 27.62 % | 30,32 % | 35.08 % | 60,48 %
hydrochlorid
1-(1-
adamantyDethylami| 0:00 % | 0,00 % | 33,81 % | 76,51 % | 108,41% 82,06 % | 59,52 % | 76,98 %
n hydrochlorid
amantadin 10,48 % | 28.41 % | 25,71 % | 38,41 % | 73,02 % | 85,24 % | 91,90 % | 81,59 %
hydrochlorid
memantin 0.00 % | 0,00 % | 21,11 % | 34,60 % | 93,02 % | 64,76 % | 68.41 % (131,59 %
hydrochlorid

Tabulka XIV: Prezivani bunc¢k oSetfenych vybranymi pfirodnimi latkami a infikovanych virem

(varianta III). Uvedeny jsou praimérné hodnoty.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

hydrochlorid

ptirodni latky
500 250 125 62,5 | 3125 15625 7.8 3.9
adamantan 83,75 % | 93,67 % | 131,41 %|117,66 %] 77,66 % |133,13 %|158,83 %]| 88,44 %
1-adamantan
karboxylovd | 5797 % | 54,84 % | 99,53 % | 74,22 % | 97,34 % | 41,56 % (129,06 %| 86,09 %
kyselina
2-adamantylamin | 41 55 0/, 139 22 % | 48,28 % | 55,00 % | 69.53 % | 72,11 % |120.,16 %| 89.22 %
hydrochlorid
1-(1-
adamantyDethylami| 11:41 % | 29,06 % | 90,00 % (107,50 %)|129,69 %) 114,53 % 126,41 %|115,23 %
n hydrochlorid
amantadin 22,50 % | 26,64 % | 35,00 % | 54,06 % | 79,37 % | 71,41 % | 79,37 % | 85,70 %
hydrochlorid
memantin 0,00 % | 1,09 % |26.87 % | 52.81 % | 67.42 % | 75,94 % | 57.34 % | 81,56 %
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Z Tabulek XII, XIII, XIV je patrné, ze cytopaticky efekt je inhibovan a tedy
poskozovani bunék nasledkem infekce je inhibovano pfi nizsich koncentracich studovanych
31,25 ng/ml, zatimco u varianty II byl prokdzan u memantinu v koncentraci 3,9 ng/ml.
U posledni varianty se nejlépe osvédcil opét adamantan, tentokrat vSak s koncentraci 15,625

ng/ml.

Porovnani vysledkii plakové titrace s testem cytotoxicity

Pro vétsi nazornost uvadim porovnani vysledkii z plakové titrace a meéfeni
cytopatického efektu u koncentraci studovanych latek, pro které byly provedené oba typy

meéteni. Toto porovnani je uvedeno v Tabulkach XV-XVIL.

Tabulka XV: Porovnani vysledkt plakové titrace s testem cytopatického efektu ve varianté, kde byla
pfidana studovana pfirodni latka den pted infekei (Varianta I). Uvedeny jsou primérné hodnoty

dvou nejvyssich pouzitych koncentraci.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

pfirodni latky plakova titrace cytopaticky efekt

500 250 500 250

adamantan 98 % - 76,51 % -

I-adamantan karboxylova kyselina ) 248 % - 37,20 %
2-adamantylamin hydrochlorid 269 % - 17,43 % -
1-(1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid 340 % - 3,12 % -
amantadin hydrochlorid 176 % - 22,20 % -
memantin hydrochlorid 110 % - 0,55 % -
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Tabulka XVI: Porovnani vysledki plakové titrace s testem cytopatického efektu ve variante, kde

byla pfidana studovana ptirodni latka den po infekci (varianta IT). Uvedeny jsou prumérné hodnoty

dvou nejvyssich pouzitych koncentraci.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

pfirodni latky plakova titrace cytopaticky efekt
500 250 500 250

adamantan 90 % - 68,65 % -

1-adamantan karboxylova kyselina - 99 % - 18,41 %
2-adamantylamin hydrochlorid 160 % - 13,02 % -
1-(1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid 98 % - 0,00 % -
amantadin hydrochlorid 107 % - 10,48 % -
memantin hydrochlorid 107 % - 0,00 % -

Tabulka XVII: Porovnani vysledkt plakové titrace s testem cytopatického efektu ve varianté, kde

byla ptfiddna studovand ptfirodni latka ve stejny den co infekce (varianta III). Uvedeny jsou

pramérné hodnoty dvou nejvyssich pouzitych koncentraci.

koncentrace ptirodnich latek [ng/ml]

pirodni latky plakova titrace cytopaticky efekt
500 250 500 250

adamantan 120 % - 83,75 % -

I-adamantan karboxylova kyselina - 108 % - 54,84 %
2-adamantylamin hydrochlorid 118 % - 41,25 % -
1-(1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid 151 % - 11,41 % -
amantadin hydrochlorid 113 % - 22,50 % -
memantin hydrochlorid 114 % - 0,00 % -
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V Tabulkach XV, XVI a XVII je vidét znatelny rozdil mezi vysledky dvou riiznych
metod, slouzicich ke sledovani inhibi¢niho efektu studovanych latek na replikaci viru KE.
Zatimco u plakové titrace vysledky ukazuji, ze replikace viru nebyla vyraznéji ovlivnéna,
respektive inhibovana, u testu cytopatického efektu vidime, ze prezivani bun¢k infikovanych
virem je vyrazné snizeno. V souhrnu tedy tyto vysledky naznacuji, ze v téchto vysokych
koncentracich studované latky neovliviiuji replikaci viru KE a nedokazi zabranit poSkozeni

bunék nasledkem infekce.
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DISKUZE

Tato prace byla zaméfena na zjiSténi potencialnich antivirotickych c¢inkt
adamantanu a jeho derivati proti viru klistové encefalitidy kmene Neudoerfl. Pokusy byly
provadény na glioblastomové bunécné linii, kterd byla vybrdna z divodu cileni klistové
encefalitidy na neuralni bunky a déale pak kvili jejich citlivosti vac¢i vybranému viru.
Doposud byl adamantan a nékteré jeho derivaty pouzity pti 1é€bé virovych onemocnéni jako
je napiiklad chiipka typu A nebo virus Dengue, ktery stejn¢ jako TBEV patii do skupiny
Flavivira (Koff, 1980).

Pokusy zacaly ur¢ovanim nejvyssi vhodné koncentrace vybranych ptirodnich latek a
DMSO, ve kterém byly latky rozpoustény. Tento krok byl diileZity pro budouci pokusy, aby
pfi urcovani vysledkii nedochédzelo k chybam z divodu odumirdni bunék zplisobené
nevhodnou koncentraci vybranych pfirodnich latkdch ¢i jejich rozpoustédla. Pokus byl
provadén na prutokovém cytometru, kde se ukazalo, ze nejvys$si mozna koncentrace
pro adamantan, 2-adamantylamin hydrochlorid, 1-(1-adamantyl)ethylamin hydrochlorid,
amantadin a memantin hydrochlorid byla 500 ng/ml a koncentrace DMSO 0,1%. Jiného
vysledku se dockala pouze 1-adamantan karboxylova kyselina, u které byla zjisténa nejvyssi

mozna koncentrace jiz u 250 ng/ml a 0,1% DMSO.

Vysledky z pritokového cytometru byly poté porovnany s vysledky z MTT assaye.
Ta urcovala cytotoxicitu bun€k jako tomu bylo i v jiné praci (Zhang, 2015). Na jedné strané
Cisla, kterd byla ziskdna z pratokového cytometru dokazovala, Ze se buniky po pfidani
pfirodnich latek udrzuji stale lehce pod 100% plvodniho poctu. Vysledky ziskané z testu
cytotoxicity naopak spiSe ukazuji u nekterych vzorkt i vice jak 100% navyseni poctu bunck
oproti kontrole. Pro ovéfeni spravnosti byly pro zacatek plakovany vzorky o nejvyssi mozné
podrobeny pozdé€ji. V jinych pracich byly pouzity koncentrace memantinu v hodnotiach
az 204,2 pg/ml. S rimantadinem bylo pracovano v koncentracich az do hodnoty 2077 ng/ml

a s amantadinem az do 50 pg/ml (Ganjamali, 2016; Koff, 1980; Fukuda, 1987).

Nejvyssi mozné koncentrace zjisténé pii pokusech s pratokovym cytometrem byly
poté pouzity u pokusi s infikovanim bunék pfi plakové titraci. Pfi infikovani byly vzorky
rozdéleny do tfech riznych variant, které mély za kol informovat o stavu bunék a infekce
v riznych casovych intervalech od ndkazy virem TBEV. Prvni varianta poukazovala

na zmény, které nastaly po pfidani pfirodni latky ptred infekci, druhd po infekci a treti
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varianta odpovidala pfidani pfirodni latky nastejno s infekci. Takto bylo mozno sledovat

mnozeni a $ifeni viru v bunkach.

Jak se vSak ukazalo z vysledkii plakové titrace, vybrané ptirodni latky ve vysokych
koncentracich nijak signifikantné¢ mnozeni viru neinhibuji. U nékterych latek bylo naopak
pfidanymi latkami mnozeni viru urychleno. Bylo tomu tak zejména u tieti varianty vzorka
adamantanu a 2-adamantylamin hydrochloridu. Pro ovéfeni tohoto faktu nebyly zatim
nalezeny zadné zdroje, které by dospély k podobnym vysledkim. U vSech latek pii jejich
nejvyssi koncentraci nebyl prokazan zadna vyznamny efekt proti viru KE. Pfi praci s niz§imi
koncentracemi zatim nebyla provedena plakov4 titrace, pouze test cytopatického efektu. Tato
assay nam ukézala, ze vhodnéjsi koncentrace pro nami studované latky by mély byt mensi.
nez puvodné zvolené nejvySsi koncentrace. Po provedeni plakové titrace s niz$imi
koncentracemi studovanych latek se vSak piedpokladd efekt na relevatni urovni.
Po celkovém zhodnoceni lze fici, Ze u vybranych pfirodnich latek nebyly prokazany zadné

A

antivirotické u¢inky na zkoumanych neuralnich buiikéch.
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ZAVER

Naplni této prace bylo ovéfit, zda u vybranych ptirodnich latek existuje néjaka
antivirotickd aktivita vaci virim klistové encefalitidy. Pokus byl provadén na PS buiikach a
liniich glioblasti s riznou koncentraci piidané piirodni latky. Jak se v pribéhu prace
ukazalo, u vybranych pfirodnich latek se nepodaftilo objevit zadnou antivirotickou aktivitu
u sledovanych koncentraci téchto latek, ba naopak nékteré z latek vykazovaly tendenci
podporovat replikaci ndmi pouzitého viru z kmene Neudoerfl. V budoucnu bude provedena
plakova titrace vybranych pfirodnich latek o niz$i koncentraci, ktera bude porovnana
s testem cytopatického efektu. Pro nékteré derivaty se ocekéavaji pozitivni vysledky

pro nalezeni antivirotického ucinku téchto studovanych latek.
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