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SISSEJUHATUS

Tanu teaduse ja tehnoloogia tormilisele arengule viimase viie kiimnendi jooksul on viirused
viimaks leidnud valjundeid inimsoo hlivanguks naiteks geeniteraapia naol. Sellegipoolest on
viirused tuntumad eelkdige kui rakusisesed parasiidid, mis peremeesorganismile tihti vaevusi
tekitavad. Viiruste pohjustatud infektsioonid toovad kaasa ka palju surmajuhtumeid.
Naitlikustamiseks toogem valja réugeviiruse epideemia, mille téttu hukkus ainutksi 20. sajandil
vahemalt pool miljardit inimest. Vérdlusmomendina saab valja tuua, et kdik sdjalised konfliktid
selles ajavahemikus ndudsid hinnanguliselt vaid 150 miljonit inimelu. [1]_Réugeviirus suudeti
aga ldppkokkuvéttes alistada, sest juba 1980. aastal kuulutas Maailma Terviseorganisatsioon
réuged kérvaldatuks, ja seda kdike téanu intensiivsele tlemaailmsele
immuniseerimisprogrammile [2].

Vorreldes eelmise naitega on tunduvalt edutum olnud retroviiruste vastaste vaktsiinide
loomine. Uks aktuaalsemaid retroviiruseid on inimese immuunpuudulikkuse viirus (Human
Immunodeficiency Virus, HIV), mille kandjate arvuks hinnati 2015. aastal 36,7 miljonit inimest
ning mille tagajarjel suri samal aastal omandatud immuunpuudulikkuse sindroomi (Aqcuired
Immunodeficiency Syndrome, AIDS) t6ttu hinnanguliselt 1,1 miljonit inimest [3]. HIV-d ei ole
voimalik organismist taielikult kdrvaldada, kuid retroviiruse vastase keemiaravi HAART (Highy!l
Active Antiretroviral Therapy) abil saab viiruse levikut organismis kontrolli all hoida.
Eelnimetatud raviprogramm seisneb mitmete keemiliste ainete kasutamises, mis parsivad HI-
viiruse elutsukli erinevaid protsesse [4]. Paraku on aga tosiasi, et HIV on oma teatud
geneetiliste isearasuste tottu aarmiselt kiiresti evolutsioneeruv ning seetdttu on teada

juhtumeid HAART ravimite suhtes resistentsetest Hl-viirustiivedest. Uks ilmselge lahendus



probleemile oleks td6tada valja uusi antiretroviraalseid Uhendeid, mida HIV-vastases ravis
kasutada. Mdistlik on p&drata pilk looduse poole, sest hinnatakse, et praegugi umbes 40%
koigist ravimpreparaatidest on taimse paritoluga [5].

Kaesoleva uurimistd6 pdhieesmargiks on uurida ja iseloomustada taimsete vedelpreparaatide,
mis on osalt autori enda poolt valmistatud, otsest mdju lentiviiruslaadsete partiklite elutsiklile
ning maarata preparaatide antiretroviraalne aktiivsus.

Pbhieesmargi taitmiseks jaotati pdhieesmark omakorda kolmeks alameesmargiks: anda
kasitletava uurimisobjekti mdistmiseks Ulevaade lentiviruste olemusest, levikust ja
infektsioonitsUklist; valmistada teekummelist, Idhnavast kummelist ja mustast passikust
etanooltdmmised; anallisida kdigi preparaatide tsltotoksilisust rakukultuurile; anallisida
koigi preparaatide otsest moju lentiviiruslaadsete partiklite elutstklile.

Eesmarkidest Iahtuvalt sénastati kolm uurimiskusimust:

1) Kui suures ulatuses on valimis olevad preparaadid voimelised lentiviiruslaadsete
partiklite  elutegevust otseselt inhibeerima vorreldes Kkliiniliselt kasutatava
retroviirusvastase ravimiga?

2) Mil moel erinevad teekummeli ja Ibhnava kummeli etanooltdmmiste antiretroviraalsed
omadused?

3) Mil moel erinevad autori valmistatud musta passiku tinktuuri ja apteekides mutdava

musta passiku ekstrakti Befungin antiretroviraalsed omadused?

Praktilisele osale eelnevalt ja referativse osa kirjutamiseks tutvuti asjakohase
teaduskirjandusega. Eesmarkide taitmiseks ja kisimustele vastuste leidmiseks teostati
laboratoorseid katseid Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudi (TUTI) rakendusviroloogia laboris ja
farmaatsia instituudi dppelaboris 2016. a juulist 2017. a maini. Uurimistdd praktilise osa
teostamist TUTI viroloogia laborites vdimaldas rakendusviroloogia uurimisriihma juht
professor Andres Merits ja farmaatsia instituudi éppelaboris farmaatsia instituudi juhataja
professor Ain Raal, kes oli ka antud uurimist66 konsultant.

Autor on tanulik koigile, kes antud uurimist6dé valmimisse oma panuse on andnud.
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KASUTATUD LUHENDITE LOETELU

Aqgcuired Immunodeficiency Syndrome; omandatud
immuunpuudulikkuse stindroom

Bovine Serum Albumin; veiseseerumi albumiin

Complementary DNA; komplementaarne (koopia) DNA

colony forming unit; kolooniaid moodustav ihik

Dulbecco’s Modified Essential Medium, imetajatelt parinevate
rakuliinide kasvatamiseks kasutatav s66de

Deoxyribonucleic acid; desoksuribonukleiinhape

double stranded; lGhend margistab nukleiinhappe kaheahelalisust
Escherichia coli; soolekepike

Fetal Bovine Serum; veise loote seerum

Feline Immunodeficiency Virus; kaslaste immuunpuudulikkuse viirus
Gaussia luciferase; Gaussia lutsiferaas, aerjalalises leiduv
bioluminestsentsi tekitav enstiim

Highyl Active Antiretroviral Therapy; HIV-i vastu suunatud
antiretroviirusravi

Human Immunodeficiency Virus; inimese immuunpuudulikkuse viirus
Herpes Simplex Virus; herpesviirus

Inhibitory Concentration 50; poolvaartus maksimaalsest inhibeerivast
kontsentratsioonist

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; maodifitseeritud koostisega
DMEM s66de

Kilobase; kiloaluspaar, nukleiinhapete molekulide pikkuse méotmiseks
kasutatav thik

Kilodalton; valkude molekulmassi méotmiseks kasutatav tUhik
Lysogeny Broth; bakterite kasvatamiseks kasutatav sdode

Long Terminal Repeat; teatud viiruste genoomides esinev kindla
funktsiooniga kordusjarjestus

Messenger-RNA; RNA, millelt ribosoomid valku transleerivad
3-(4,5-dimetllltiasool-2-0dl)-2,5-difentltetrasooliumbromiid,
mitokondriaalse enstiumi substraat
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Phosphate Buffered Saline; koekultuuris kasutatav fosfaatpuhverdatud
soolalahus
Ribonucleic Acid; ribonukleiinhape

Simian Immunodeficiency Virus; primaate nakatav
immuunpuudulikkuse viirus

Simian Virus 40; ahve nakatav poltoomiviirus
Transport-RNA; RNA, mis viib translatsiooniks aminohappeid
ribosoomideni

Virus-Like Particle; viiruslaadne partikkel

Vesicular Stomatitis Virus; vesikulaarse stomatiidi viirus



1. ULEVAADE LENTIVIIRUSTEST

1.1. Viiruste taksonoomia

Nii nagu eluslooduse esindajatega on kombeks, klassifitseeritakse ka viiruseid erinevatesse
taksonoomilistesse Uksustesse. Viiruste puhul raskendab olukorda asjaolu, et nende paritolu
ei ole tépselt teada, ei ole leitud ka nende Uhtegi tihist eellast. Uldlevinud on viis klassifitseerida
viiruseid morfoloogia ja replikatsioonitstkli alusel. [6, Ik 55]

Uks tuntumaid viise klassifitseerida viiruseid kaib Baltimore’i skeemi alusel, kus lahtutakse
asjaolust, et valgu stinteesiks on mRNA slintees mé6dapaasmatu. Eristavaks tunnuseks on
selle klassifikatsiooni puhul voetud viiruse parilikkusaine, millest teatud hetkel mRNA
sunteesitakse. [6, |k 18]

Baltimore’i klassifikatsiooni alusel jagunevad viirused seitsmesse klassi:

Positiivse (+) RNA ahelaga viirused (nt poliomueliidi viirus ja C-hepatiidi viirus)
Negatiivse (-) RNA ahelaga viirused (nt marutaudi tekitav viirus ja ebola viirus)

kaheahelalise RNA-ga (dsRNA) viirused (nt reoviiruste hulka kuuluv rotaviirus)

1.

2

3

4. positiivse (+) DNA ahelaga viirused (nt parvoviirused)

5. kaheahelalise DNA-ga (dsDNA) viirused (nt kdik herpesviirused ja papilloomiviirused)
6. kaheahelalise DNA-ga poordtranskriptsiooni kasutavad viirused (nt B-hepatiidi viirus)
7

positiivse RNA ahelaga p6ordtranskriptsiooni kasutavad viirused (nt retroviirused). [10]

Kuna mRNA on tinglikult positivse (+) ahelaga, loetakse positivseks (+) ahelaks
parilikkusainet, mille jarjestus on identne vastava mRNA-ga [6, Ik 19]. Negatiivne ahel on

seega selline, mis on vastava mRNA-ga komplementaarne.

Retroviiruste taksonoomia

Baltimore’i klassifikatsiooni alusel kuuluvad retroviirused 4. klassi. Retroviiruste Uhiseks
omaduseks on ensllim podordtranskriptaasi ehk revertaasi olemasolu partiklites. See
vahendab viiruse RNA genoomi pdhjal toimuvat cDNA (complementary DNA) ehk proviiruse
sunteesi. Arvata, et revertaas on ainuomane vaid retroviirustele, on ekslik, sest sarnaseid
ensliime leidub ka naiteks B-hepatiidi viiruse partiklites. Uks ainuomasemaid tunnuseid
retroviirustele on aga ensuum integraas, mis vahendab viiruse juba DNA kujul oleva genoomi

juhuslikku integreerumist peremeesraku genoomi. [6, Ik 835]



Retroviiruste sugukond jaguneb kaheks alamsugukonnaks, orthoretrovirinae ja spumavirinae.
Nendest viimase alamsugukonna moodustab ainsana spumaviiruste perekond.
Orthoretrovirinae  alamsugukonda  kuuluvad alfa-, beeta-, gamma-, delta- ja
epsilonretroviirused ning lisaks lentivirused. Omakorda loetakse alfa-, beeta- ja
gammaretroviiruseid lihtsateks retroviirusteks, kuid delta- ja epsilonretroviiruseid ning
lentiviiruseid keerulisteks retroviirusteks. Keerulisteks nimetatakse just neid retroviiruseid,
mille genoomis on kodeeritud lisaks struktuursetele valkudele ka regulatoorsed valgud. [6, Ik
835]

Antud t66 uurimisobjektiks oli lentiviirus. Lentiviiruste seas on enim tuntud kindlasti HIV-1 ja
HIV-2, kuid samasse perekonda kuuluvad ka naiteks FIV (Feline Immunodeficiency Virus), mis
pohjustab kaslastel immuunpuudulikkust, ja SIV (Simian Immunodeficiency Virus), mis on

levinud immuunpuudulikkuse péhjustaja primaatide seas [6, Ik 625].

1.2. Lentiviiruste levik

Lentiviirused on levinud Ule kogu maailma ja peremeesorganismide hulka kuulub rohkelt
erinevaid imetajaid. Peale inimese on lentiviiruseid leitud ka primaatidelt, kassidelt, hobustelt,
lammastelt, kitsedelt, lehmadelt ja kidlikutelt. 1970ndate I16pus alanud HIV pandeemia on Uks
varvikamaid naiteid viiruste voimest kulutulena levida ja kahju poéhjustada, teisisénu olla
edukad. Kuna HIV on kahtlematult enim uuritud lentiviirus, kasitlemegi jargnevalt tema leviku
tagamaid. [4]

limselt on HIV naol tegu Uhe noore viirusega, kuna on teada, et antud viirus on tekkinud SIV
peremehe vahetamisel. Arvatakse, et esimest korda toimus inimese nakatumine HIV-1-ga
umbes 80 aastat tagasi, HIV-2-ga aga 70 aastat tagasi. Viiruse lUlekanne ahvilt inimesele on
toimunud korduvalt ja sellest tulenevalt esineb mdlemal HIV tldbil erinevaid gruppe (HIV-1
puhul nt grupid M, N ja O). Ulekanne arvatakse olevat toimuda saanud tanu Kesk- ja Léane-
Aafrikas levinud kombele tarvitada toiduks ahviliha. Praegugi on leitud, et ligi 17% Aafrika
turgudel leiduvast ahvilihast on SIV-ga nakatunud. Teadaolevalt ei péhjusta SIV oma algsetele
peremeestele — ahvidele — nahtavaid haigustunnuseid. Siit voib jareldada, et nad on
kohastunud viirusega koos eksisteerima vi on viirus evolutsiooni kaigus muutunud peremehe
suhtes vahem agressiivseks. [4, Ik 68]

Vahem kui kimme aastat parast pandeemia algust (1980. aastaks) oli HIV levinud juba
vahemalt viiele kontinendile, nakatunute arvuks oli hinnanguliselt 100 000—-300 000 inimest.
1983.aastal isoleeriti esimest korda HIV-1 ja hakati viirust teadvustama ja sellesse nakatumist
teadlikult valtima. [4]



1.3. Lentiviiruste ehitus ja infektsioonitsiikkel

Antud peatikis kasitletakse lentiviiruste ehitust ja infektsioonitsuklit HIV, tadpsemalt HIV-1

naitel, kuna ta kuulub lentiviiruste hulka ja on nende seast vaieldamatult enim uuritud.

HIV on viirus, mis kahjustab immuunsisteemi, jattes organismi erinevatele infektsioonidele —
bakteritele, seentele, protistidele ja teistele viirustele — vastuvotlikuks. Seda seisundit
nimetatakse omandatud immuunpuudulikkuseks ehk AIDS-ks (Acquired Immunodeficiency
Syndrome). [7]

1.3.1. HIV-1 viiruspartikli ehitus

HIV-1 partikkel on Uldjoontes sarnane teiste retroviirustega (joonis 1), eristab teda aga partikli
sees asuv koonusekujuline kapsiid, mille diameeter lihes otsas on 40—-60 nm, teises otsas aga
umbes 20 nm. Suur osa kapsiidivalgust esineb ca 250 heksameeri ja 12 pentameerina.
Tavaliselt on Uhe partikli kohta vaid Uks kapsiid, samas on leitud ka kahe vdi rohkema
kapsiidiga partikleid. [7]

Terve HIV-1 partikli diameetriks on 80-110 nm. Valminud viiruspartikli pinnal on vaid kaks
viirusvalku, Ulejadnud pinnavalgud parinevad peremeesrakult. Viirusvalkudeks on
transmembraanne valk ja partikli pinnavalk, molekulmassidega vastavalt ligikaudu 41 kD ja
120 kD. Nende valkude nimed on ka vastavalt gp41 ja gp120, kus gp tdhendab glikoproteiini.
gp120 on tugevalt glikosuleeritud ja omab viit suure varieeruvusega domeeni. gp41 valgu C-
terminaalne ots asub partikli sees, kus ta on seotud maatriksvalguga. Elektronmikroskoobi abil
vdib ndha ogasid, neid on tllpiliselt umbes 14 iga partikli kohta. Iga ogakene on tegelikult
gp41-gpl120 trimeer, kus distaalse osa moodustab kolmekordne gp120 kordus, proksimaalse
osa aga kolm gp41 molekuli. Nukleoproteiin on nagu teistelgi retroviirustel tugevalt aluseline.

HIV-1 partiklist on leitud ka peremeesrakkudele omaseid valke. [7]



VIRION gp120-gpd1

Nukleokapsiid

--—
Peremehe ICAM-1
2 Poordtranskriptaas P

D)
~ Kaks ssRNA koopiat
Valmimata partikkel R - Valminud partikkel
Joonis 1. Lentiviiruse virioni valmimata partikli (vasakul) ja valminud partikli (paremal) morfoloogia.

Autoridiguste omaniku loaga modifitseeritud allikast:

http://viralzone.expasy.org/264?outline=all_by species.

HIV genoom on 9,3 kb (kilobase) pikk. HIV-1 ndol on tegemist keerulist tUlpi retroviirusega.
Seda seetdttu, et tema genoomis on kolm struktuurset polUproteiini kodeerivat geeni, mis
leiduvad koigis retroviirustes (gag, pol ja env), ning lisaks veel kuus mittestruktuurset valku
kodeerivat geeni (vif, vpr, vpu, tat, rev ja nef). tat ja rev on regulatoorsed geenid ja viiruse
replikatsiooniks vajalikud, Ulejaanud neli ei ole viiruse paljunemiseks vajalikud. [6]

Geenilihendite tdhendused on lahti kirjutatud tabelites 1 ja 2. Igal valgul on mitmeid rolle ja
koos kontrollivad nad viiruse geeniekspressiooni, modifitseerivad peremeesorganismi

immuunvastust ja osalevad rakusiseses viiruspartikli komponentide transpordis. [7]

Tabel 1. Retroviirustele omaste geenilihendite taispikad nimetused ja funktsioonid. [7, Ik 196]

. Lh n V va v I I nn
Geeni nimetus ihend astava valgu ulesanne

Group-specific antigen | gag Partiklisiseste struktuursete valkude kodeerimine

Polymerase pol Pddrdtranskriptaasi ja integraasi kodeerimine

Partikli pinnavalkude ja transmembraansete
Envelope env

valkude kodeerimine




Tabel 2. HIV-1 regulatoorsete geenide lUhendite taispikad nimetused ja funktsioonid. [7, Ik 207]

Geeni nimetus Luhend | Ulesanne

Viral infectivity factor vif Kaitse APOBEC valkude eest
_ _ Integratsioonieelse kompleksi viimine
Viral protein R vpr
peremeesraku tuuma

Virion protein U vpu Partiklite pungumine
Transactivator of transcription tat Transkriptsioonifaktor
Regulator of expression of virion . _ _ ,

_ rev Hilise faasi geeniekspressioon
proteins
Negative regulatory factor nef Kaitse immuunstisteemi eest

1.3.2. HIV-1 replikatsioonitsiikkel

HIV-1 on Uks neist viirustest, mis on vdimeline nakatama mittejagunevaid rakke, kuna ta on
vdimeline labima tuumapoore. Enamik retroviiruseid vajab seevastu jagunemisvdimelisi rakke,
kuna tuuma paasemiseks on vajalik neile peremeesraku tuumamembraani lagunemine, mis
toimub ajutiselt raku jagunemise kaigus. HIV-1 kasutab peremehe CD4 retseptorit, mis kuulub
immunoglobuliinide hulka. CD4 esineb mitmete rakutiipide pinnal, nagu nt T-abistajarakud ja
mdned makrofaagid. Viiruse sihtmargiks on peamiselt CD4-positiivsed T-rakud. [7]
Peremeesrakku sisenemine toimub juhul, kui gp120 tunneb ara CD4 valimise domeeni. gp120
peab lisaks kinnituma peremeesraku pinnal olevale koretseptorile. Enamasti toimib
koretseptorina tsutokiini CCR5 retseptor, harvem ka CXCR4 retseptor. [8]

gp120 ja peremeesraku kahe retseptori vahel aset leidev interaktsioon tekitab drastilise
muutuse gp4l konformatsioonis, mis algatab viiruspartikli ja peremeesraku membraanide
kokkusulandumise. Viiruse maatriks ja nukleokapsiid vabastatakse raku tsitoplasmasse ja
nad muutuvad Uheks pododrdtranskriptsiooni kompleksiks, mis sisaldab maatriksvalku, vpr-i,
pdordtranskriptaasi ja integraasi koos viiruse genoomi ja tRNA-ga. [7]

Pdordtranskriptaasi kompleks seondub peremeesraku mikrofilamentidele ja saab alata
pdordtranskriptsiooni protsess ehk DNA stintees RNA ja DNA matriitsil. Stinteesil DNAsse
tekkinud vigade parandamisvdime on teiste looduses leiduvate polimeraasidega vorreldes
puudulik. Seetdttu paigutab péoérdtranskriptaas 1-10 nukleotiidi iga slinteesitava proviiruse
DNA molekuli kohta valesti. Just selle t6ttu on HIV niivoérd muutlik ja immuunsisteemile,

vaktsiinidele ning ka antiviraalidele ehk viirusvastastele ravimitele raske sihtmark. [8]
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Arvatakse, et HIV-1 partiklid jouavadki peremeesraku tuumani mikrofilamentide abil. Tuuma
paasevad nad tuumapooride kaudu. Tuumas osalevad seejarel viiruse integraas ja
peremeesraku ensuumid proviiruse integreerumisel peremeesraku kromosoomi. [7]

Parast proviiruse integreerumist peremeesraku genoomi on vdimalik kaks erinevat
stsenaariumi: latentne infektsioon, kus viiruse RNA-d alguses ei transleerita, voi aktiivne
infektsioon, kus viiruse RNA-d hakatakse kohe transleerima. See tahendab, et latentse
infektsiooni puhul ei hakata uusi viiruspartikli komponente kohe tootma, mist6ttu ei ole vdimalik
ka nakatunud rakke immuunsisteemil eristada. [8]

Viiruse latentsust reguleerivad transkriptsiooni kontrollelemendid, mis asuvad viiruse genoomi
LTR (Long Terminal Repeat) piirkondades. Neid kontrollelemente tunnevad ara peremeesraku
transkriptsioonifaktorid. [8] Parast transkriptsioonifaktorite seostumist viiruse genoomi
kontrollelementidele saab alata transkriptsioon, seejarel ka viiruse valkude tootmine ehk
translatsioon ja viiruse genoomi paljundamine ehk replikatsioon.

Struktuursete valkude piisaval kogunemisel algab viiruspartiklite kokkupakkimine. Kaks viiruse
genoomi RNA koopiat paarduvad komplementaarsete jarjestuste kohal ja moodustavad RNA
dimeeri. Gag ja gag-pol valgumolekulid seostuvad dimeeriga ja moodustavad korraparase
struktuuri. See seostumine toimub tanu viiruse genoomis leiduvale pakkimissignaalile W.

Partiklisse pakitakse ka vpr, nef ja vif valgud. [7]

Viiruspartiklite pungumine peremeesrakust valja toimub kolesteroolirikastes
plasmamembraani piirkondades. Pungumise ajal vbi parast seda aktiveeritakse viiruse

proteaas, mis |dikab gag ja gag-pol poltproteiinid valminud partikli koostisosadeks.

1.4. Viirusvastaste iihendite ravimarklauad

Nii bakterite kui ka viiruste puhul tuvastati nende omadus haigusi péhjustada 19. sajandi 16pul.
Antibiootikumid voeti laialdaselt kasutusele 1940ndatel, seevastu viirusvastaste ravimite
kliiniline kasutuselevott leidis aset 1960ndatel. Peamine p&hjus hilisematele ravivéimalustele
on asjaolu, et viirused paljunevad peremeesrakus, kasutades selleks peremeesraku
vahendeid, s.o organelle, ATP-d, aminohappeid, nukleiinhappeid jne. Seega on viiruste puhul
iimselgeid marklaudu vahem, mille vastu teraapia suunata. Naiteks paljud antibiootikumid
toimivad nii, et inhibeerivad bakteri rakukesta stinteesi, kuna selline rakukest imetajarakkudel
puudub. Kuna paljud viirused ei oma tunnuseid, mis eristaks neid peremeesrakust, siis on
aktiivsete Uhendite valjatdétamine, mis toimiksid laia spektri viiruste vastu, ebatéenaoline. Igal
viirusel on iseloomulikud replikatsiooniks vajalikud valgud, seega realistlikum lahendus oleks

arendada Uhendeid, mis toimiksid Uhe kindla viiruse vastu. [8, Ik 444]
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Hetkel on otseselt toimivate antiretroviraalide marklaudu neli: viiruspartikli kinnitumine ning
sisenemine sihtmarkrakku, pddrdtranskriptaas, integraas ja proteaas.

Viiruspartikli  kinnitumise ja sisenemise inhibeerimine vdib toimuda nii viiruspartikli
membraanvalgu blokeerimise kui ka peremeesraku membraanretseptori blokeerimise kaudu.
HIV-1 infektsiooni ravis on sellisteks ravimiteks enfuvirtiid, mis seostub viiruse valgule gp41,
ja maraviroc, mis seostub peremeesraku valgule CCRS5. [8, |k 447]

Pddrdtranskriptaas on HIV puhul Uks olulisemaid sihtmarke, kuna ta on hoopis erinev koigist
peremehe ensltiumidest. Poodrdtranskriptaasi saavad inhibeerida kaks erineva keemilise
ehitusega aineklassi: nukleosiidanaloogid ja mittenukleosiidanaloogid. Nukleosiidanaloogid
matkivad loomulike DNA koostisosade, nukleosiidide ehitust. Nukleosiidanaloogid
inhibeerivad otseselt poordtranskriptaasi, lllitudes pikenevasse DNA ahelasse ja peatades
selle edasise sinteesi. HIV-1 puhul kasutatavateks nukleosiidanaloogideks on naiteks
azidotumidiin ehk zidovudiin (lihendina AZT) ja lamivudiin. Mittenukleosiidanaloogid avastati
hiiem, nad seonduvad aktiivtsentrist kaugemal ning ,lukustavad“ pdodrdtranskriptaasi
mitteaktiivsesse konformatsiooni, inhibeerides selle t66d [8, Ik 451]. Ka antud uurimist66
eksperimentaalses osas kasutatakse positiivse kontrollina Ght mittenukleosiidanaloogi, milleks
on nevirapiin.

HIV-1 proteaas on heaks sihtmargiks, kuna ta I6ikab pollpeptiide fenuulalaniini ja proliini
vahelt, milleks on inimese proteaasid praktiliselt voimelised pole. Proteaasi inhibiitorid voivadki
olla peptiidilaadse ehitusega, kus on olemas ka side, millele proteaas saab seonduda, kuid
seejarel blokeerub [8, Ik 452—-453]. HIV proteaasi inhibiitorite esindajateks on indinaviir ja

ritonaviir.

1.5. Ravimtaimed viirushaiguste ravis

Etnofarmakoloogia uurimine on oluline osa uute antiviraalse toimega Uhendite leidmiseks.
Suur hulk teadusartikleid on publitseeritud teemal, mis ongi uurinud etnomeditsiinis
kasutatavate ravimtaimede otsest mdju haigust podhjustavate viiruste vastu, seda ka
pollumajanduses ja loomakasvatuses aktuaalsete viirushaiguste vastu. Uuritaksegi just
peaasjalikult loodusrahvaste rahvameditsiini ja usutav toime kattubki sageli laboratoorsete
katsete kaigus leitud toimega.

Ravimtaimede hulgast on leitud toimeaineid praktiliselt kdikide viiruste vastu, mis inimest
nakatavad ja haigust pdhjustavad. Ravimtaime md&ju ei pruugi olla alati otseselt

haiguspdhjustaja vastu: nii voib ka HIV nakkuse puhu aidata ravimtaim, milles sisalduvad
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antimikroobsed ained, mis hoiaksid ara erinevad bakteriaalsed infektsioonid, millega organismi
ndrgestatud immuunsisteem toime ei tuleks. Teiste haiguste puhul vdib kaudne moju tuleneda
ka ravimtaime omadusest tugevdada organismi immuunvastust.

Naiteks on tdheldatud Uhe Lduna-Aafrika taime, Pelargonium sidoides’e toimet, mis takistab

HIV-1 partiklitel immuunrakkudele kinnitumast ja hoiab seelabi dra nende nakatumise [9].

HSV-1 (Herpes Simplex Virus 1) ja HSV-2 (Herpes Simplex Virus 2) vastu on naidatud vaga
hasti toimivat sulgja kalanhoe atsetoonitdmmised (Kalanchoe pinnata), taime looduslik levila

on Madagaskaril. [10]

1.6. Lentiviiruspohine ekspressioonisiisteem

Lentiviiruslaadsete partiklite valmistamiseks kasutati kommertsiaalset Invitrogen™
Virapower™ Lentiviral Expression Systems komplekti, mis sisaldas kolme pakkeplasmiidi
(pLP1, pLP2, pVSV-G), ja ekspressiooniplasmiidi (pLentiGaulLuc), mille valmistas TU
tehnoloogiainstituudis doktorant A. Selyutina. Kommertsiaalse komplekti abil saadavaid
viiruspartikleid nimetatakse viiruslaadseteks, kuna erinevalt metsiktldpi viirusest ei ole nad
vdimelised end esimesest pdlvkonnast edasi tootma. Seeldbi on nad inimesele ohutud, kuid
samaaegselt toimiv katseslsteem.

Geenitehnoloogia teel saadud pakkeplasmiididelt kodeeritakse peremeesrakus viiruse
struktuurseid valke gag ja pol (lisa 1, joonis 12). Pakkeplasmiidides ei ole kolmanda struktuurse
valgu geeni ehk env-i, mis kodeeriks tavaolukorras viiruspartikli pinnavalke, kuna selle
asemele on sisestatud VSV (Vesicular stomatitis virus) G-glukoproteiini geen (lisa 1, joonis
12). Loomulikud HIV-1 pinnavalgud on vélja jaetud, kuna nad saavad seonduda ja seelabi
nakatada vaid CD4+ immuunrakke, mida on laboris raske kultiveerida. VSV G-glukoproteiiniga
pseudotlpeeritud lentiviiruslaadsed partiklid ehk partiklid, mille loomulikud pinnavalgud on
vooraste vastu vélja vahetatud, ei ole peremeesraku pinnavalkude suhtes antud juhul nii
spetsiifilised.

Ekspressiooniplasmiidil paikneb meile huvi pakkuv Gaussia lutsiferaasi kodeeriv markergeen
(lisa 1, joonis 12). Selle geeni ekspressiooni efektiivsust ehk lutsiferaasi hulka mootes saab
hiliem viiruslaadsete partiklite elutegevust hinnata. Ekspressiooniplasmiid sisaldab veel
geene, tanu millele lutsiferaasi ekspresseeriv mRNA viiruspartiklitesse pakitakse, samuti
sisaldub seal tsitomegaloviiruse promooter, mis lutsiferaasi ekspressiooni kaivitab (lisa 1,
joonis 12). Koigis plasmiidides on ka resistentsusgeen antibiootikumi vastu. Pakkeplasmiidides
on ampitsilliini vastane resistentsusgeen, ekspressiooniplasmiidis aga blastitsidiini vastane

resistentsusgeen (lisa 1, joonis 12). Resistentsusgeen on vajalik plasmiide sisaldavate
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rakkude selektsiooniks: antibiootikumi sisaldavas rakus66tmes jaavad ellu vaid rakud, mis on

votnud endasse vastava plasmiidi.

Transfekteeritavaks rakuliiniks oli HEK293-T/17, mis on inimloote neerukoest parinevad rakud,
kuhu on viidud SV40 (Simian Virus 40) suur T-antigeen. SV40 suur T-antigeen tostab rakus
oleva ekspressiooniplasmiidi koopiaarvu ning suurendab toodetavate viiruslaadsete partiklite
arvu. [11]

2. VALIMI ULEVAADE

Valimi koostamisel peeti silmas, et valmistatav preparaat oleks vees lahustuv, kuna rakkudele
osutub preparaat kattesaadavaks vaid s66tmes (vee baasil) lahustunud kujul. Seetéttu jaigi
esialgsest valimist valja naiteks tee-melaleukast (Melaleucae aetheroleum), rahvakeeli
teepuust saadav vees mittelahustuv teepuudli, mille viirusvastaseid omadusi on varem leitud
naiteks gripiviiruse puhul [12]. Valimi koostamisel pudti Iahtuda ka sellest, et ravimtaim oleks

kasutust leidnud rahvameditsiinis viirushaiguste ravis.

2.1. Teekummel (Chamomilla recutita)

Teekummel on korvbieliste hulka kuuluv iseloomuliku aroomiga rohttaim, mis on levinud
Euroopast Loode-Aasiani. Ta on levinud Ule kogu Eesti hajusalt kultuurist metsistunult
prahipaikadel ja teeservadel. [5, |k 296] Teekummeli droogina kasutatakse selle taime
korvéisikuid, mida kogutakse Gitsemise alguses. Rahvameditsiinis on kasutatud ka teekummeli
arti [5, Ik 296]. Toimeainetest on teekummelis eeterlik 6li, mille moodustavad hamasuleen,
farneseen, bisabolool ja muud ained. Leidub ka erinevaid flavonoide, kumariine, tanniine ja
lima. [5, Ik 296]. Teekummelit on kasutatud peamiselt kui poletikuvastast ja spasme
I66gastavat arstimit. Ka seedehairete ja seedeelundite pdletike korral on leidnud taime droog

kasutust. Valispidiselt kasutatakse ka antiseptilise vahendina. [5, Ik 296]

2.2. Lohnav kummel (Chamomilla suaveolens)
Léhnav kummel ehk ubihein on Gheaastane rohttaim, mille kerakujulised kollased korvdisikud

on erinevalt teekummelist keelditeta. Oitel esineb samuti iseloomulik aroom. Eestis esineb see

taim naturaliseerunud tulnuktaimena tuupiliselt erinevatel kévaks tallatud pinnasega paikadel
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nagu teedared ja 6ued. [13] Léhnava kummeli droogina kasutatakse korvdisikuid, mida
kogutakse oOitsemise alguses. Harvem kasutatakse taime maapealse osa Ulemist kahte
kolmandikku. [13] Keemiliselt koostiselt on I6hnavas kummelis eeterlikku &li, mis on koostiselt
sarnane teekummeli omaga, kuid ei sisalda hamasuleeni. Leidub ka flavonoide, kumariine ja
tanniine. [13] L6hnav kummel on ravimisel leidnud kasutust kui silelihaste spasme I66gastav
ja poletiku- ja kdhupuhitusevastane ravimtaim. Valispidiselt kasutatakse naha- ja
limaskestapdletike ning halvasti paranevate haavade korral. [13, Ik 189] Ehkki toimelt
arvatakse I6hnav kummel olevat vérdvaarne teekummeliga, kasutatakse teda ravimtaimena

kordades vahem.

2.3. Must passik (Inonotus obliquus)

Must passik on taelikuliste hulka kuuluv torikseen, mis parasiteerib peamiselt kaskedel ning
pohjustab tlives ajapikku valgemadanikku. Ta moodustab puu tlvele aratuntava moodustise,
mida rahvasuus nimetatakse ka kasekasnaks. Musta passikut esineb hajusalt parasvéétme
metsade puudel, Eestis on kirjanduse andmetel vaga sage [13], autori arvates, kes musta

passikut ka ise otsis (joonis 2), Usna haruldane.

LY | e S S

Droogina kasutatakse seene tekitatud steriilset moodustist,
tapsemalt selle keskosa, mis oma olemuselt on
[Abipdimunud mutseel. Droogi korjatakse aasta ringi ning
soovitatavalt elavatelt puudelt. [5]

Keemiliselt koostiselt on tekitatud moodustis Usha
kordumatu ja ainuomase koostisega. Esineb naiteks
fenoolseid aldehlilide, poliifenoole, fenoolhappeid, kinoone,
flavonoide, alkaloide, pigmentaineid, tSaagahapet,
polusahhariide ja muid aineid. Pigmentainetel on omadus
muutuda hidrollisil fenoolhapeteks [13]. Uldiselt on musta

passiku keemilist koostist seni vahe uuritud.

Joonis 2. Must passik kasetlvel. Autori erakogu
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Loomkatsed on naidanud, et must passik vbib omada mdnede kasvajarakkude arengut
takistavat moju, lisaks parandab see veel ka vahihaige enesetunnet, vahendab higistamist,

langetab pisut vererdhku ja pulsisagedust. [13]

2.4. Befungin

Antud uurimistéds uuriti enne musta passiku tdmmise valmistamist kasimulgis olevat
preparaati Befungin. See on olemuselt kasekdsnatinktuur, milles sisaldub ka 1,5%
koobaltsulfaati ja 1% koobaltkloriidi [14].

2.5. Harilik saialill (Calendula officinalis)

Saialill on Uheaastane kollaste kuni oranzikate disikutega korvdieliste hulka kuuluv rohttaim.
Levikuala on Loéuna- ja Kesk-Euroopas, Laane-Aasias ja Pohja-Ameerikas. Eestis
kasvatatakse tihti ilu- ja ravimtaimena, looduslikult ei esine. [13, Ik 151]

Droogina kasutatakse saialille disikuid, mida kogutakse juulist septembrini. Keemilise koostise
poolest on enim esinevad flavonoidid, saponiinid, triterpeenalkoholid, karotenoidid, kumariinid,
eeterlikud 8lid ja polusahhariidid. [13, Ik 151]

Saialille tdbmmistel on naidatud olevat kudede taastumist soodustav, pédletikuvastane,
sapindristust soodustav toime. Leitud on ka immuunsiusteemi tugevdav ja kasvajarakkude
arengut pidurdav toime. Toimib ka moéningate nahahaigusi pohjustavate seente ja viiruste
vastaselt. [13, Ik 151]

2.6. Purpur-siilkiibar (Echinacea purpurea)

Purpur-siilkiibar ehk punane siilkiibar, mis varem arvati ka paevakibara perekonda, on
mitmeaastane korvdieliste hulka kuuluv suurte disikutega rohttaim. See taim parineb Pdhja-
Ameerika Idunaosast, nildseks kasvatatakse seda ilutaimena rohkelt ka Euroopas,
sealhulgas Eestis. Siilkiibara droogina on kasutuses peamiselt juur ja Grt, harvemini ka
korvoisikud voi vaid keeldied. Keemiliselt koostiselt on siilkliibar vaga mitmekesine. Selles
leidub polUsahhariide, amiide, orgaanilisi happeid, glukosiide, eeterlikke Olisid,
purrolUsidiinalkaloide, poluiine, enstiime ja mineraalaineid. Siilkibarat kasutatakse

immuunsiusteemi tugevdava ja pdletikuvastase ravimtaimena. Mdjub parssivalt nii bakterite,
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seente kui ka viiruste elutegevusele. In vitro on veenvalt tdestatud siilkiibara tdmmiste

parssivat moju herpeseviirusele ja gripiviirusele [15].

2.7. Citrosept

Citrosept on kasimudlgis mutdav toidulisand, mis sisaldab greipfruudiseemne ekstrakti, C-
vitamiini, vett ja glltserooli. [16] Greipfruudiseemne ekstraktil on varem leitud antiviraalne,
antibakteriaalne ja antifungaalne toime. Ekstrakti peamisteks koostisosadeks on flavonoidid,

askorbiinhape ehk C-vitamiin, tokoferoolid, sidrunhape, limoneen ja steroolid. [17]

2.8. Aasia-kuldjuur (Rhodiola asiatica)

Aasia-kuldjuur on seni vaheuuritud ravimtaim, mis kasvab Siberi aladel. Enam uuritud on
sellega samasse perekonda kuuluv roosildhnaline kuldjuur, mida kasvatatakse kohati ka
Eestis ilu- ja ravimtaimena. Aasia-kuldjuure droogina kasutatakse juurt, mis tikeldatakse ja
kuivatatakse. [5] Kuldjuure koostisse kuulub fenoolne alkohol tirosool ja tema glikosiid
salidrosiid. Veel leidub selles kaneelalkoholi glikosiide, monoterpeengliikosiide, tanniine,
eeterlikku 0oli, flavonoide, flavolignaane ja muud. Aasia-kuldjuure koostis sarnaneb
roosildhnalise kuldjuure omaga, kuid sisaldab rohkem punaseid pigmentaineid. [5] Uurimistdos
kasutatavat tinktuuri ei valmistanud autor, see saadi farmaatsia instituudi dppelaborist, kus see

valmistati matseratsiooni meetodil.

3. METOODIKA

Antud uurimistéds rakendatud metoodika sarnaneb suuresti erinevate ravimiuuringute
prekliinilisele osale, mille eesmargiks on raviainete biokeemiliste, flisioloogiliste ja toksiliste
omaduste maaramine. Tapsemalt on see analoogne prekliiniliste katsete (ihe kdige esimese
etapiga, kus uuritakse raviaine moju in vitro raku tasandil, seega erinevatel eukartootsetel
rakukultuuridel. Prekliinilise osa viimases faasis joutakse valja katseloomadeni, kus tuleksid
valja raviaine farmakokineetilised omadused ja metaboliseerimise isedrasused, mida antud

uurimuses ei kasitleta.
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3.1. Eksperimentaalses osas kasutatud materjalid

3.1.1. Bakteritiived ja s66tmed

Eksperimentaalses osas vajaliku ekspressioonikonstrukti paljundamiseks kasutati Escherichia
coli ehk soolekepikese XL-10 tlve. Bakteritive kasvatati LB (Lysogeny Broth, Difco) s66tmes
(10 g/l triptooni, 5 g/l parmiekstrakti, 5 g/l NaCl). So6tmesse lisati ampitsilliini
I6ppkontsentratsiooniga 100 ug/ml.

3.1.2. Rakuliinid ja nende s66tmed

Transfektsiooni teostati eksperimentaalses osas HEK-293-T/17 rakuliinil, mis parineb
inimloote neerukoest [18]. See rakuliin ekspresseerib SV40 suurt T-antigeeni, mis seondudes
SV40 replikatsiooni alguspunktile ekspressiooniplasmiidil suurendab plasmiidi koopiaarvu
rakkudes, seega voimendades viiruslaadsete partiklite tootmist. Selline rakuliini valik oli ette
antud viiruslaadsete partiklite tootmiseks kasutatud Virapower™ Lentiviral Expression
Systems kasutusjuhendis [11]. Rakke kasvatati 37 °C juures 5% CO; sisaldavas ja veeauruga
kullastatud keskkonnas (rakuinkubaatoris) DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Medium)
s6otmes, kuhu oli lisatud 10% veise loote seerumit (FBS, Fetal Bovine Serum) ning 100

Uhikut/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomtsiini.

Tsutotoksilisuse analliUs ja transfektsioon viidi 1abi U20S rakuliinil, mis on inimese luukasvaja
rakuliin. Viiruslaadsete partiklite tootmise komplekti kasutusjuhendi kohaselt sobib
transfekteeritavaks rakuliiniks mistahes imetaja rakuliin [11]. Rakke kasvatati rakuinkubaatoris
IMDM (/scove’s Modified Dulbecco’s Medium) sddtmes, kuhu oli lisatud 10% FBS ning 100

Uhikut/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomtsiini.

3.1.3. Plasmiidsed konstruktid

Viiruspartiklite valmistamiseks kasutati nelja plasmiidi, millest kolm pakkimisplasmiidi olid
Virapower™ komplekti osad (pLP1, pLP2, pVSV-G) ja ekspressiooniplasmiid oli TU

tehnoloogiainstituudis doktorant A. Selyutina poolt eelnevalt valmistatud pLentiGauLuc.
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3.2. Viiruslaadsete partiklite valmistamine

3.2.1. Ekspressioonikonstrukti paljundamine

Joonis 3. Petri tassile moodustunud bakterikolooniad. Autori erakogu.

Ekspressiooniplasmiidi paljundamiseks transformeeriti E. coli XL-10 rakke kuumasoki
meetodil. Transformatsioon tdhendab plasmiidi sisestamist bakterisse. Selleks lisati
bakterikultuurile 1 ng pLentiGauLuc wt plasmiidset vektorit ja hoiti baktereid jaal 10 minutit.
Kuumasokki tehti termostaadis 42 °C juures 90 sekundi valtel, mille jarel asetati bakteritega
tuub kaheks minutiks tagasi jaale. Tuubi lisati 800 pl LB s66det ning asetati loksutisse iheks
tunniks. Bakterirakud tsentrifuugiti tuubi péhja 1200% g juures 2 minutit, resuspendeeriti 100 pl
s66tmes ja kulvati Petri tassile, millel oli ampitsilliini (100 pg/pl) sisaldav LB tardsddde.
Inkubatsioon toimus 37 °C juures Ule66.

Jargneval paeval, kui kolooniad olid tassile moodustunud (joonis 3), toimus inokulatsioon: Petri
tassil olnud suvaliselt valitud kolooniast vbeti pipetiotsikuga bakterirakke ning kukutati 200 ml
LB vedels66tmega kolbi, kuhu oli lisatud ampitsilliini Idppkontsentratsiooniga 100 pg/ml. Kolb
asetati 37 °C juurde loksutisse inkubeerima 16 tunniks. Plasmiidse DNA eraldamine sooritati
Macherey-Nagel NucleoBond® Xtra Midi EF komplekti reagente kasutades, jalgides tootja
juhiseid. Bakterid koguti, tsentrifuugides 10 minutit 5525x g juures. Bakterisade
resuspendeeriti 8 ml RES-EF puhvris, kuhu oli eelnevalt lisatud ensuumi RNaas A. Lisati 8 ml
lGUsipuhvrit (LYS-EF), segati ornalt ning jaeti paariks minutiks seisma. Tuubi lisati 8 ml
neutraliseerimispuhvrit (NEU-EF) ja segati. LuUusunud rakkude mass koguti, tsentrifuugides
5525x g juures 10 minuti jooksul. Supernatant kanti EQU-EF puhvriga DNA-d siduvale

eelniisutatud kolonnile ning lasti kolonnist labi joosta. Kolonni pesti kolm korda pesupuhvritega
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FIL-EF, ENDO-EF ja WASH-EF. Plasmiidne DNA elueeriti filtrilt ELU-EF puhvriga ja sadestati
isopropanooli lisamisega ning tsentrifuugimisega 4 °C ja 15000% g juures 30 minuti jooksul.
DNA sadet pesti 70% etanooliga ja tsentrifuugiti samadel tingimustel 2 minutit. Piiritus
eemaldati tuubist, DNA sadet kuivatati 37 °C juures ja lahustati 180 pl vees. DNA
kontsentratsioon méddeti spektrofotomeetriga Thermo Scientific NanoDrop2000 abil ja saadi
tulemuseks 1254 ng/ul.

3.2.2. HEK293-T/17 rakuliini transfektsioon

Transfektsiooni jaoks ehk selleks, et plasmiidide kujul olevad nukleiinhapped rakkudesse viia,
tosteti 3 pg igast neljast olemasolevast plasmiidist kokku 1,5 ml tuubi (pLP1, pLP2, pVSV-G ja
eelnevalt valmistatud pLentiGauLuc). 15 ml tuubi lisati 1,5 ml Opti-MEM (Life Technologies)
seerumvaba stodet. Samasse tuubi lisati eelnevalt valmistatud plasmiidisegu. Teise 15 ml
tuubiga toimiti samamoodi, kuid sinna lisati 36 pl Lipofectamine 2000 (Life Technologies)
reagenti, segul lasti seista viis minutit. Lipofectamine 2000 reagent on lipiidne Ghend ja see
moodustab plasmiidse DNA-ga komplekse. Kompleks vahendab vastastikmoju DNA ja
fosfolipiidse rakumembraani vahel ning soodustab DNA sattumist rakku. Kahe tuubi sisud
tosteti kokku ning suspendeeriti 6rnalt ja lasti seista 20 minutit, sellega oli valmis

transfektsioonisegu (3 ml).

Kahelt 100 mm diameetriga koekultuuri tassilt, kus kasvasid kinnitunult HEK-293-T/17 rakud,
aspireeriti s6dde ehk imeti plaadid s66tmest tihjaks ning lisati 2 ml varsket DMEM sdddet.
Rakud vdeti pipetiga suspendeerides tassilt lahti s66tmesse ja koguti 15 ml tuubi. Tthja 1,5 ml
tuubi lisati 10 pl 0,4% tripaansinist (Thermo Fisher Scientific) ja 10 yl rakususpensiooni ning
rakud loendati Countess loenduriga (Invitrogen). Seejarel lahjendati rakususpensioon
sO06tmega tiheduseni 1,2 x 10° rakku/ml. Sellise tihedusega rakususpensiooni voeti 5 ml, mis
lisati uuele 100 mm diameetriga koekultuuri tassile ja kuhu lisati ka 5 ml s66det, 3 ml
transfektsioonisegu ja suspendeeriti. Rakke inkubeeriti rakuinkubaatoris 24 h ja jargmisel

paeval vahetati s66de. Tasse inkubeeriti lisaks veel 48 tundi.

3.2.3. Viiruslaadsete partiklite (VLP) kogumine ja (nende tiitri leidmine

Transfekteeritud rakkudelt viidi supernatant 15 ml tuubi ning tsentrifuugiti 10 minutit 3220 x g
juures, et vabaneda surnud rakkudest ja rakujadkidest. Tsentrifuugimise jarel tdsteti

supernatant 14 x 89 mm ultratsentrifuugi tuubi (Beckman). Ultratsentrifuugi tuub taideti
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s66tmega nii, et lUlevalt servast jai umbes 5 mm vaba ruumi. Ultratsentrifuugimiseks valmistati
ette ka tasakaalustustuub, mis taideti so6tmega. Tuubid tasakaalustati tapsusega <10 mg.
Ultratsentrifuugimiseks kasutati Beckman Coulter Optima™ L-90k ultratsentrifuugi. Kaks
ultratsentrifuugi tuubi asetati SW41 rootorisse ja tsentrifuugiti 3 h kiirusel 25 000 pd6ret minutis
4 °C juures (107 170 x g). Tuubist aspireeriti s66de, nii et pdhjas asuv sddde, kuhu
viiruslaadsed partiklid sadenenud olid, jai puutumata. Pdhjas olev sade ei pruugi olla nahtav.
Sellesse tuubi lisati 100 pl puhvrit (Tris pH 7,5 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 0,5 mM). Tuub
kaeti parafilmiga ja hoiti tle66 4 °C juures, et lahustada pohja sadenenud VLP-de klomp.
Jargneval pdeval suspendeeriti VLP-sid drnalt, jagati 20 ul kaupa 1,5 ml tuubidesse ning
sailitati —80 °C juures.

Tiitrimiseks kasutati U20S rakukultuuri, mis oli kilvatud 12-kannulistele plaatidele. Tiitri
maaramiseks tehti valmistatud VLP-dest 10-kordseid lahjendusi IMDM rakusdétmes, mis
sisaldas 6 p/ml Polybrene’i (Sigma Aldrich). Polybrene (kommertsiaalne nimetus
heksadimetriinbromiidile) on viroloogias laialdaselt kasutatud aine, mis téstab viiruspartiklite,
eriti just retroviiruspartiklite véimet kinnituda peremeesrakule. On leitud, et see Uhend on
vbimeline tdstma partiklite nakatusvéimet 100 kuni 1000 korda séltuvalt kasutatavast
rakukultuurist [19]. VLP lahjendusi tehti 1,5 ml tuubides I6ppmahus 500 pl, vahemikus 103
kuni 108, Lahjenduste tegemisel vahetati iga kord pipetiotsikut ning segati korralikult tuubi sisu.
Rakkudega 12-kannu plaadilt aspireeriti s66de ning alustades kdige lahjemast lahjendusest
lisati vastavalt igasse auku 100 pl VLP suspensiooni. Tiitrimist tehti kahes paralleelis.

Rakuplaati kallutati jarskude liigutuste seeriaga veendumaks, et rakud ei kuivaks.

Joonis 4. Rakuplaadile fikseeritud blastitsidiin-resistentsed U20S rakkude kolooniad, mis on lisatud

kristallvioleti mdjul varvunud lillakaks. Autori erakogu

Rakuplaati inkubeeriti 1 tund rakuinkubaatoris , selle aja sees kallutati plaati iga 10 minuti jarel.

Parast inkubeerimist lisati igasse kannu 1 ml s66det. S66det vahetati iga kolme paeva tagant,
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s6otmesse oli VLP-dega nakatatud rakkude selektsiooniks lisatud blastitsidiin
kontsentratsiooniga 10 pg/ml. Kolooniate moodustumiseks kulus umbes 2 nadalat.
Rakuplaadilt eemaldati s66de kuue kannu kaupa ning lisati asemele kristallvioleti lahust
(0,25% kristallviolett, 1,85% formaldehttd, 10% etanool, 35 mM Tris, 0,5% CacCl.), nii et pohi
oleks kaetud. Seejarel oodati 10 minutit ning pesti kannud sooja vee all varvist puhtaks. Plaat
kuivatati veest 6hu kaes. Kristallviolett siseneb elusatesse rakkudesse, varvides need lillaks
ning formaldehidd fikseerib rakud tassi kilge. Té6tluse tulemusena on pesemise jarel augu
pbhjas nahtavad selgelt eristatatavad lillad rakkude kolooniad (joonis 4), millest igauks on
saanud alguse Uhest VLP-ga nakatatud rakust.

Kokku loendati kolooniad teises ja kolmandas lahjenduses (10 ja 107°) lahtuvalt sellest, et
kolooniad oleks kergesti eristatavad. Tiiter leiti kolooniate arvu ja nakatamiss66tme mahu
suhtarvu jagatise kaudu. Kahe lahjenduse tiitri keskmine on 16plik tiiter, antud VLP preparaadi

puhul 2,95 x 108 cfu/ml (colony forming unit per ml — kolooniaid moodustavat Ghikut ml kohta)

3.3. Galeeniliste vedelpreparaatide valmistamine

Galeenilised preparaadid on taimsest voi loomsest toormaterjalist valmistatud ravivahendid.
Galeeniliste preparaatide nimi tuleneb omaaegselt Rooma arstilt-apteekrilt Galenoselt (130—
210 pKr). Osad galeeniliste preparaatide valmistamisviisid on Galenose enda poolt valja
tootatud. Sellised preparaadid nagu tinktuurid, leotised ja ekstraktid on valja to6tatud teiste
poolt. [20]

Teekummeli, I6hnava kummeli ja musta passiku tdmmised valmistati kdik perkolatsiooni
meetodit kasutades. Perkolatsioon on ekstraktsioonimeetod, kus ekstrahent ehk solvent
voolab labi likumatu droogisamba [20]. Peale perkolatsiooni on levinud ka kaks teist
ekstraheerimismenetlust: matseratsioon ja digestioon. Esimene neist oli aasia kuldjuure
valmistamise viis. Matseratsiooni pdhimdte seisneb selles, et droog, antud juhul aasia
kuldjuure kuivatatud ja peenestatud juur (droog) jaeti solventi, 70% etanooli, seisma
toatemperatuuril. [21]

Kui loetleda perkolatsiooni positiivseid ja negatiivseid kulgi, siis perkolatsioon vdimaldab
vorreldes matseratsiooniga droogi paremini ekstraheerida, kuigi see on vorreldes
kaasaegsemate ekstraheerimismeetoditega vaheproduktiivne. Samas saab 6elda, et droogist
parinevate temperatuuritundlike ainete lagunemine on suhteliselt minimaalne, kuna protsessi

viiakse labi toatemperatuuril. [20, 21]

Preparaatide valmistamise protseduur teostati TU Farmaatsiainstituudi dppelaboris prof Ain

Raali juuresolekul ja vahetute juhtnddride alusel.
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3.3.1. Teekummeli ja Iohnava kummeli tinktuur

Kummelite droogide paritolu oli erinev: teekummeli disikud osteti apteegist, Idhnava kummeli
maapealne osa korjati aga Janne Sepa poolt 12. juunil 2016. aastal Tartumaal (joonis 5).
Taoline erinevus on pdhjustatud sellest, et I6hnava kummeli droogi ei turustata, kuna

rahvameditsiinis on jadanud selle kasutamine tagaplaanile ning seega on ka ndudlus olematu.

Kumelisu
teja

Joonis 5. Léhnava kummeli ja teekummeli kuivatatud ja kaalutud droogid. Autori erakogu.

Enne perkolatsiooni tdmmati kuivatatud I6hnava kummeli maapealselt osalt lehed, &isikud ja
varretipud ja jaeti alles jamedamad varred, mida perkolatsioonil ei kasutata. Kuna teekummeli
droog oli ostes juba oisikute kujul, siis kaalutigi jargmisena mdlemat droogi 10 grammi.
Valmistati ette ka perkolatsiooniaparatuur, milleks kasutati jaotuslehtreid, mis kinnitati statiivide
kilge (joonis 6).

Jaotuslehtrite pdhja asetati vatitomp ning seda niisutati 70% piiritusega (solvent ehk lahusti).
Mélemasse jaotuslehtrisse puistati kaalutud droogi ning peale kallati kogu droogi
kullastumiseni solventi, antud juhul umbes 50 ml. Mdélemasse lehtrisse asetati droogi peale
paraja suurusega filterpaber, mis niisutati samuti solvendiga. Filterpaber fikseeriti kahe
klaaspulga abil. Filterpaber on vajalik selleks, et valtida peenestatud droogi Uleskerkimist

solvendi lisamisel.

Jaotuslehtritesse valati 70 ml solventi ja jaotuslehtrite avaused kaeti hdbepaberiga ning lasti
seista 66paev. Perkolaatoris toimus seejarel matseratsioon, kus ained ekstraheeruvad
droogis olevatest purustatud rakkudest valja molekulaarse difusiooni seadusparasuste

alusel. Kui ained ekstraheeruvad kontsentratsioonide tasakaaluni tahkes faasis ehk droogis
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ja seda Umbritsevas solvendis ehk vedelas faasis, nimetatakse seda

Joonis 6. Teekummeli perkolatsiooniaparatuur koos droogi ja solvendiga. Autori erakogu.

tasakaalumomendiks. Seetdttu ei suurene mingist momendist alates enam ekstraktainete
kontsentratsioon séltumata ekstraksiooni kestusest. [20, 21]

Perkolaatidel lasti jargmisel paeval tilkuda kogumisndudesse, voeti kasutusele ka abindusid
solvendi aurustumise valtimiseks. Tilkumistempoks vbeti umbes 20 tilka minutis, aja jooksul
vahenes tilkumistempo markimisvaarselt ning vastavalt sellele avati kraani.

Perkolaate koguti I6ppmahuni 50 ml, seega droogi ja solvendi vahekorraks sai mdlema
tinktuuri puhul 1/5. Tinktuure vdrreldes vdis margata, et Idhnava kummeli tdmmis on
teekummeli omast tumedam. Témmised villiti tumedast klaasist pudelikestesse ning hoiti

kasutamiseni jahedas (+4 °C) ja pimedas.
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3.3.2. Musta passiku tinktuur

Joonis 7. Musta passiku perkolatsioon. Autori erakogu.

Must passikut korjati autori poolt 26. detsembril 2016. aastal Reola lahedal asuvast kaasikust
ja kuivatati paari paeva jooksul dehldraatoris umbes 45 °C juures. Enne kuivatamist I6igati
passik umbes 2 cm suurusteks tukkideks. Kuivatamine oli vajalik selleks, et peatada
enstumide katallUsitud lagunemisprotsessid, mis said alguse juba antud juhul musta passikut
puu kuljest vottes. Sarnaselt kummelite perkolatsioonile kasutati ka passiku puhul Usna
sarnast meetodit. Perkolaatorina kasutati jaotuslehtrit, mis kinnitati statiivile (joonis 7).
Jaotuslehter valiti selline, mille pdhjas asuks aukudega plastikust ketas. Kettale 16igati peale
paraja suurusega filterpaber, mis niisutati solvendiga (70% piiritus), et see liibuks ketta pinnale.
Droog peenestati uhmris nuiaga ning séeluti 1abi 5 mm aukudega sdela kogumisndusse.
Ekstraktsioonimeetodite juures on droogi peenusaste oluline, kuna liialt peen droogipulber
moodustab solvendiga taignataolise massi, mis takistab perkolaadi liikumist ning milles
toimuvad difusiooniprotsessid aeglaselt. Liialt suured osad on aga ebasoovitavad, kuna siis
leidub pulbris liialt palju purustamata rakke, mistéttu suureneb tdkestatud difusiooni osatahtsus
ning ekstraktsiooniprotsess aeglustub. [20]

Peenestatud ja sbelutud droogi kaaluti 9,4 grammi ning valati perkolaatorisse. Droogile asetati
samuti peale paraja suurusega filterpaber, mis kattis droogi taies ulatuses. Seejarel valati
perkolaatorisse 120 ml solventi. Jalgida tuli, et solvent moodustaks droogi ja filterpaberi kohale
eraldiseisva kihi. Perkolaatori avaus kaeti solvendi aurumise valtimiseks Petri tassiga ning lasti

seista 66paev.
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Jargmisel paeval koguti perkolaat kogumisndusse, mis kaeti fooliumiga solvendi aurustumise
valtimiseks. Tilkumistempoks vdeti umbes 20 tilka minutis. Koguti 50 ml perkolaati, mis villiti

tumedast klaasist ndusse. Kuni kasutamiseni hoiti tdmmist jahedas (+4 °C) ja pimedas kohas.

3.4. Preparaatide tsitotoksilisuse analiis

Enne preparaatide otsese moju hindamist viiruslaadsetele partiklitele on vajalik teha kindlaks
iga preparaadi kontsentratsioon, alates millest hakkab avalduma rakkudele toksiline moju.
Vo6ib kindel olla, et pannes rakud kasvama tinktuuri sisse, mille etanoolisisaldus on 70%, on
see rakkudele letaalse mojuga. Selle etapi eesmargiks ongi leida preparaatidele selline
kontsentratsioon, kus toimeaineid oleks maksimaalselt, samas aga toksiline mdju
rakukultuurile oleks minimaalne.

Preparaatide tsutotoksilisust hinnati MTT (3-(4,5-dimetudltiasool-2-tdl)-2,5-
difenudltetrasooliumbromiid) reagenti kasutades. Tegu on kolorimeetrilise analliisimeetodiga,
seega analluusi tulemused saadakse proovi varvuse intensiivsuse hindamise teel, antud juhul
kindlal lainepikkusel optilise tiheduse médtmisega spektrofotomeetri abil.

Igasse rakuplaadi rakkudega kannu pipeteeriti 10 ul 5 mg/ml MTT lahust (Sigma Aldrich) ja
suspendeeriti proovi. Plaati inkubeeriti parast MTT lahuse lisamist umbes kolm tundi
rakuinkubaatoris kuni rakkudesse moodustusid lillakaspruunid tilgad.

Rakuplaat kallati kraanikausi kohal sod6tmest tuhjaks jarsu liigutusega, seejarel kallati
kannudesse fosfaat-puhverdatud soolalahust PBS (Phosphate Buffered Saline), tlhjendati
samal viisil ning kuivatati, lides kannude suudmetega osa vastu salvrativirna. lgasse auku
lisati 8-kanalilise pipetiga 100 pl dimetltllsulfoksiidi ning asetati loksutisse kiirusega 500 pddret

minutis 20 minutiks.

Optiline tihedus mooddeti spektrofotomeetriga Tecan Sunrise lainepikkusel 540 nm.
Tulemustest lahutati maha foon, mis méddeti kannudest, kus oli 200 uyl IMDM s6ddet ja 10 pl
MTT lahust.

3.5. Preparaatide lahjenduste valmistamine ja lisamine rakkudele

Analuuse teostati U20S rakukultuuril ehk inimese luukasvajarakkudel. Selleks kulvati
rakukultuur Petri tassilt 96-kannulisele plaadile arvestusega, et kannu kohta oleks 8 x 10°
rakku. Loendamist teostati Invitrogen™ Countess rakuloenduriga. Plaati inkubeeriti 60paev

rakuinkubaatoris.
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Preparaatidest ja kontroll-lahustest valmistati lahjendused etanooli sisalduse alusel.
Preparaatide puhul, mis etanooli ei sisaldanud, vdeti aluseks preparaat ise. Kontroll-lahustena
kasutati esimesel juhul 70% etanooli, teisel juhul PBS-i.

Katsete kadigus saadi teada, et etanoolil kontroll-lahusena on tugev tsitotoksiline mdju juba
alates kontsentratsioonist 2%. Sealt tulenevalt voeti etanooli sisaldavate preparaatide
suurimaks kontsentratsiooniks 2% ja sellest lahtuvalt tehti viiekordseid lahjendusi. Iga
preparaadi kohta tehti neli lahjendust kontsentratsioonides 2%; 0,4%; 0,08%; 0,016%.

Etanooli sisalduse jargi jaotusid preparaadid jargnevalt:

70% etanooli — teekummeli, IBhnava kummeli ja musta passiku tinktuurid
65% etanooli — purpur-siilkubara tinktuur

63% etanooli — saialille tinktuur

60% etanooli — aasia-kuldjuure tinktuur

9% etanooli — Befungin

2 T o

llma etanoolita — Citrosept

Koiki proove kanti rakuplaadile kolmes korduses. Preparaatide lahjendusi tehti rakkude
kasvustotmesse IMDM. Lahjenduste valmistamisel kasutati realahjenduse metoodikat, mis
jatab vahem ruumi pipeteerimisvigadele. Naide realahjenduse metoodikast: oli vaja valmistada
teekummeli tinktuurist koigi nelja lahjenduse lahused. Kdige kdrgema kontsentratsiooniga (2%
etanooli jargi) lahuse 16ppmahuks voeti 1000 pl, seega s66det 971 ul ja tinktuuri 29 ul. See
lahus suspendeeriti ja segati Vortex aparaadil kontsentratsioonide Uhtlustamiseks. Jargmiste
lahjenduste tuubidesse oli ette tdstetud 800 pl s66det. Esimesest lahjenduse tuubist tdsteti
200 pl lahust teise lahjenduse tuubi. Parast lahuse segamist tdsteti omakorda kolmanda

lahjenduse tuubist 200 ul neljanda lahjenduse tuubi, mille Idppmahuks jai 1000 ul.

96-kannulise plaadi kannud jagati eelnevalt métteliselt kolme vérdsesse ossa ning auguplaadi
kaanele margiti eelnevalt preparaadi asukohale viitav informatsioon. Seejarel aspireeriti plaadi
pealt korraga sd66tmed 12 kannust ja lisati igasse kannu mddda kannu seina vastav lahus.

Plaat jaeti inkubaatorisse 66paevaks.

3.6. Preparaatide viiruslaadsete partiklite elutsiiklit inhibeeriva moju hindamine

3.6.1. Nakatuss66tme valmistamine ja rakkude nakatamine

Preparaatide inhibeerivat méju VLP-de elutsuklile hinnati, kasutades eelnevalt valmistatud

viiruslaadseid partikleid U20S rakkude nakatamiseks. Rakukultuur oli kilvatud 24-kannulistele
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plaatidele. Esmalt valmistati nn nakatuss6dde, mis koosnes s66tme ja VLP-de segust.
So6tmena kasutati seerumvaba IMDM sd60det, seda voeti arvestusega 250 pl iga kannu kohta.
Nakatussddtmesse lisati ka Polybrene’i, mille Idppkontsentratsiooniks oli 6 pg/ml. Kolmandaks
komponendiks nakatussddtmes olid VLP-d. Neid lisati nakatussdéétmesse arvestusega 30 cfu
iga kannu kohta. Jargmisena valmistati preparaatidest lahjendused, kasutades selleks
nakatussoddet. Katse kaigus kasutati positiivse kontrollina retroviirusvastast ravimit nevirapiin
(Idppkontsentratsioon 1 uM). Infektsiooni toimumise kontrollina lisati vastavasse kannu VLP-
dega nakatussdddet. Lahjenduste valmistamisel kasutati realahjenduse meetodit. Valmistatud
preparaatide ja VLP-de segusid inkubeeriti enne rakkudele lisamist tks tund 37 °C juures.

Jargmisena jouti nakatamisfaasi, millele eelnevalt segati kdik nakatussé6tmega preparaatide
lahjendused labi, et kindlustada kontsentratsiooni Uhtlus tuubides. Seejarel aspireeriti
eelkllvatud rakkudega rakuplaadilt rea kaupa s60de ning lisati igasse auku 150 ul
nakatuss66tme ja vastava preparaadiga vastavat lahjendust. Nakatusfaasis oli s66tme maht
vBetud minimaalne, et kindlustada viiruslaadsete partiklite kokkupuude rakkudega: suure
sd6otmemahu puhul paasevad partiklid rakkudele labi paksu sdotmekihi halvemini ligi.
Rakuplaate inkubeeriti seejarel tund aega ja iga kimne minuti jarel kallutati plaate, et hoida

ara rakkude kuivamine.

Inkubeerimise ajal valmistati uued preparaatide lahjendused, seekord aga ilma VLP-deta, selle
asemel kasutati 10% seerumiga IMDM s66det. Need lahjendused (1 ml kannu kohta) lisati
rakkudele pdarast nakatamise faasi, et tdsta rakkudel oleva s66tme mahtu ja et ainete

kontsentratsioon plsiks sama. Plaate inkubeeriti 66paev.

3.6.2. Gaussia lutsiferaasi mootmine rakuliisaatidest

Rakuplaatidelt aspireeriti s6dde ning loputati iga kann 500 pl PBS puhvriga. Lidsimine toimus
kommertsiaalse lltsipuhvri abil, mis sisaldus Gaussia lutsiferaasi ekspressiooni mdotmise
komplektis (Promega Gaussia Luciferase Assay System). Lidsipuhvrit lisati igasse kannu 100
Ml ning inkubeeriti toatemperatuuril 15 minutit aeg-ajalt plaati loksutades. Aukudes olevad
lisaadid tosteti seejarel imber 1,5 ml tuubidesse ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis ks minut
taispdoretel (17000x% g) rakujadkide sadestamiseks. Gaussia lutsiferaasi ekspressiooni
md&otmiseks valmistati komplekti kuuluvast lutsiferaasi substraadi kontsentraadist sajakordne
lahjendus komplektis oleva puhvriga. Iga proovi kohta arvestati 25 pl valmis substraadi lahust
(sealhulgas varu). Mddtmised teostati Promega Glomax 20/20 luminomeetriga. Selleks
paigutati alusele tiihjad 1,5 ml tuubid, kuhu tésteti valmis 20 pl substraati. Unekaupa lisati tuubi

4 ul vastavat rakulUsaati, segati ja moéddeti tulemus luminomeetris. Kdikide proovide puhul oli
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ajavahemik rakulisaadi lisamise ja tulemuste mé6tmise vahel sama, et kindlustada tulemuste

vorreldavus.

3.6.3. Valgusisalduse mo6tmine rakuliisaatidest Bradfordi meetodil

Valgusisalduse mddtmine rakullisaatidest oli vajalik, kuna rakkude arv kdigis plaadi kannudes
ei ole paratamatult vordne. Seetdttu viidi luminomeetriga méddetud tulemus vastavusse

rakulisaadi valgusisaldusega, mis peegeldab rakkude arvu vastavas kannuplaadi kannus.

- — —
. '
’

Joonis 8. Rakulusaadi lahus, kuhu on lisatud Bradford’i lahust, kuid pole veel segatud. Autori erakogu.

Valgusisaldust moodeti Bradford’i reagendi (briljantsinise lahus fosforhappe ja metanooli
segus) abil, mis varvub vastavalt sellele, kas see on moodustanud kompleksi valguga voi mitte.
Bradford'’i lahus on tavatingimustes tumepunane, kuid suure valgukontsentratsiooniga lahuses
muutub see sinakaks (joonis 8). Teadmata valgukontsentratsiooniga proovi (rakullisaat)
valgusneelduvust varreldakse proovidega, mille valgusisaldus on tapselt teada. Teadaolevate
valgusisaldustega proovide neelduvuse vaartustest moodustatakse graafik, mille abil saabki
teada tundmatute proovide valgusisalduse. Esmalt valmistati kindlate kontsentratsioonidega
valgulahused 1 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin, veiseseerumi albumiin) lahusest. BSA
lahuste valmistamiseks kasutati destilleeritud vett. Kontsentratsioonid vdeti jargmised: 0 ug/ml;
1,25 pg/ml; 2,5 pg/ml; 5 ug/ml; 7,5 pg/ml; 10 pg/ml; 15 pg/ml ja 20 pg/ml. Léppruumalaks voeti
800 pl. Uutesse 1,5 ml tuubidesse lisati 795 pl destilleeritud vett ning seejarel 5 ul vastavat
rakulUsaati. Igasse BSA lahuse ja rakulisaadi lahjenduse tuubi lisati 200 ul Bradford'’i reagenti
(Bio-Rad) ja segati. Seejarel kanti 96-kannu plaadile kdik proovid 200 pl kaupa. Proovide
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neelduvust (optilist tihedust) méddeti spektrofotomeetriga Tecan Sunrise ja arvutiprogrammiga

Magellan lainepikkusel 595 nm.

4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Preparaatide tsitotoksilisuse analuiiside tulemused

Preparaatide tsutotoksilisuse maaramine on esimene analuus, mis annab aimu preparaadi
vOimalikust toksilisest toimest, selle abil saab t3psemalt maaratleda, millisest
kontsentratsioonist alates toksiline mdju kaob. Tsutotoksilisuse hindamine on vajalik, kuna
antud uurimuse jargmises etapis, kus uuritakse preparaatide moju viiruspartiklitele, on vajalik,
et kdik preparaadid oleksid rakkudele, kuhu partiklid sisenevad, vordselt mittetoksilised.
Vastasel juhul ei saa vaita, kas preparaadi toime on VLP-sid inhibeeriv vdi rakkudele toksiline
— viimasel juhul on lutsiferaasi aktiivsus madal vaid selle t6ttu, et rakud on surnud.

Toksiline kontsentratsioon on antud juhul selline kontsentratsioon, mis viib alla rakkude
elulemuse ja tapab neid. Elulemus on naitaja, mis iseloomustab, kui palju elusrakke on
preparaadiga to6odeldud plaadil vorreldes plaadiga, kuhu pole rakkudele preparaati lisatud.
Mittetoksiliseks loetakse sellist aine kontsentratsiooni (preparaadi lahjendust), kus rakkude
elulemus paérast to6tlust on vahemalt 80% (joonis 9). Maksimaalne mittetsutotoksiline
kontsentratsioon sisaldab suurimal hulgal potentsiaalseid toimeaineid. Sellise
kontsentratsiooni/lahjenduse leidmine oligi antud katse eesmargiks.

Maksimaalse mittetsttotoksilise kontsentratsiooni maaramiseks valmistati igast preparaadist
viis viiekordset lahjendust etanoolisisalduse pdhjal. Puhaste ainete puhul kasutatakse
kontsentratsiooni valjendamiseks molaarsust. Kuna aga taimsete preparaatide puhul on
sisalduvaid aineid palju, siis ei saa preparaadi lahjendust molaarsustes valjendada. Antud
uurimistddsse sobis etanoolipbhine lahjendusslisteem hasti, kuna tsitotoksilisuse analllsis
maarati eraldi etanooli tsttotoksiline kontsentratsioon. Sel viisil saab jalgida, kas tsitotoksilist
efekti pdhjustab preparaadis sisalduv etanool vdéi mdni muu preparaadis sisalduv aine.
Preparaatide puhul, mis etanooli ei sisaldanud, tehti lahjendused koguruumala péhjal.
Preparaatide tsltotoksilisust hinnati MTT reagendi abil. Kuna MTT on mitokondriaalse
suktsinaadi dehudrogenaasi substraat, on see ensiim aktiivne vaid elujoulistes rakkudes.
MTT on reagendina kollakas pigment, mis metaboliseeritakse tavaolukorras raku
mitokondrites tumelillaks formasaaniks [22]. Tsutotoksilisust hinnati kolorimeetriliselt, mis
tahendab, et hinnatavaks omaduseks on varvus, mille neelduvust maaratakse kindlal

lainepikkusel. Mida enam lillakaid tilkasid rakud sisaldavad, seda elujéulisemad on rakud ja
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seda vaiksem on preparaadi tsutotoksilisus. Anallilsis vorreldi preparaadiga t6ddeldud
rakkude elutegevust kontrolliga ehk selliste rakkudega, kuhu Uhtegi preparaati ei lisatud. Iga
preparaadi kontsentratsiooni tsttotoksilisus arvutatigi valja protsentides kontrolli suhtes. Naide

sellisest vdrdlusest on toodud joonisel 9.

Etanool Saialille preparaadi tslitotoksilisus
120 120
Mittetoksiline Mittetoksiline
N / ¥
4 90 R 90
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& (\Y) 230 ©
Etanooli sisaldus, % Etanooli sisaldus, %

Joonis 9. Erinevate preparaatide tsutotoksilisus U20S rakuliinile. Elulemusprotsent preparaatidega
tdddeldud ja tootlemata rakkudes. Vasakul paneelil on naidatud etanooli ja paremal paneelil nditena
saialille etanooltdmmiste erinevate kontsentratsioonide (etanooli sisalduse jargi) tsutotoksilisus
rakkudele.

Analuusist selgus, et Uksnes etanool on U20S rakkudele toksiline 2% juures (tabel 3). Seega
on ka koik etanooli sisaldavad preparaadid kindlasti toksilised alates sellest

kontsentratsioonist.

Etanoolisisaldusega preparaatide puhul leiti, et maksimaalne mittetoksiline kontsentratsioon
on 0,4% (kdikide preparaatide tsutotoksilisuse diagramme vt lisast 2). Siit jareldub ka, et
enamasti leidub preparaatides droogist ekstraheerunud aineid, mis avaldavad rakkudele

toksilist mgju.
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Tabel 3. Preparaatide leitud maksimaalsed mittetsutotoksilised kontsentratsioonid.

Preparaat Maksimaalne mittetsitotoksiline kontsentratsioon
Etanool 2%

Teekummel 0,4%

Léhnav kummel 0,4%

Must passik 0,4%

Saialill 0,4%

Siilkubar 0,4%

Kuldjuur 0,4%

Befungiin 0,000128%

Citrosept 0,016%

Ainus etanoolisisaldusega preparaat, mis mojus rakkudele tsiUtotoksiliselt ka vaga vaikestel
kontsentratsioonidel, oli preparaat Befungin. Befungin mdjus toksiliselt ka kodige lahjemal
kontsentratsioonil, mistdttu arvestati katsevaliselt maksimaalseks mittetsttotoksiliseks

kontsentratsiooniks sellest jargmine ehk 0,000128% (lisa 2 joonis 13).

Etanoolisisalduseta Citroseptil oli samuti tugev tstitotoksiline toime, mida ei tdheldatud enam

0,016% juures (puhta preparaadi lahjendust arvestades).

4.2. Preparaatide antiretroviraalse véime hindamine

Preparaatide vdimalikku antiretroviraalset toimet uuriti lentiviiruslaadsetel partiklitel. Kdigist
preparaatidest valmistati esmalt maksimaalse mittetsitotoksilise kontsentratsiooniga
lahjendus. See oli vajalik hindamaks, kas preparaat omab mingisugustki voimet parssida
viiruspartiklite elutegevust. Kui see antiviraalne toime maksimaalsel mittetsitotoksilisel
kontsentratsioonil puudus, ei jatkatud mdju uurimisega vaiksematel kontsentratsioonidel, kuna
see oleks puudunud.

M&ju uurimiseks valmistati preparaatidest lahjendus, vottes lahustiks nn nakatuss66tme, mis
koosnes IMDM s66tmest ja viiruspartiklitest. Viiruspartikleid voeti sellise arvestusega, et Uhe
12-kannulise plaadi kannu kohta tekiks 30 kolooniat. See on selline arv, mida antud kannu
suuruse juures on veel vdimalik kokku lugeda (joonis 3). Uldiselt on viiruspartiklite arv vérdne
tekkivate kolooniate arvuga, kuna Uks partikkel nakatab kokkuleppeliselt vaid Ghe raku.
Preparaatide lahjendused valmistati nakatussootmesse, et preparaadi toimeainetel oleks

vBimalus viiruspartiklite nakatusvdéimet juba enne rakkudega kokkupuutumist méjutada.
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Preparaatide toimet partiklite elutegevust inhibeerida méddeti rakuliisaatidest luminomeetri
abil, seda voimaldas viiruspartiklite genoomis sisalduv lutsiferaasi ekspresseeriv geen (lisa 1).
Mida vahem partiklite elutegevus oli parsitud, seda rohkemate (kokkuleppeliselt kuni 30)
rakkude genoomi on viiruspartiklid véimelised lutsiferaasigeeni integreerima ning seda suurem
on ka lutsiferaasi ekspressioon. Lisades rakkudele lutsiferaasi substraati lutsiferiini, tekib
lutsiferaasi olemasolul luminestsentsi signaal, mida on vdimalik mo&dta. Mdddetud
luminestsentsi tulemused normaliseeriti rakullisaadi koguvalgusisalduse suhtes, mida méodeti
Bradford’i meetodil (joonis 10).

Esmane anallilis preparaatide antiretroviraalsetest omadustest
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Joonis 10. Galeeniliste preparaatide moju lentiviiruslaadsetele partiklitele. M66detud luminestsentsi
hulk pg valgu kohta U20S rakkudest, mis olid nakatatud HIV-1 VLP-dega ja t6ddeldud uuritavate
preparaatidega. Kontrollideks on véetud nakatatud, kuid preparaatidega todtlemata rakud (VLP),
nakatamata rakud (partikliteta) ning nevirapiiniga td6ddeldud ja nakatatud rakud (nevirapiin — 1 pM).

Katsesse ei kaasatud hiliem valminud preparaate ehk musta passiku ja aasia kuldjuure tinktuure.

Esmasest anallsist selgus, et VLP-de nakatamisele ei oma toimet saialille ja Citrosepti
preparaadid (joonis 10). Uurimisté0s avaldamata katses jareldus ka omavalmistatud musta
passiku tinktuuri antiviraalse aktiivsuse puudumine. Esmasesse katsesse kaasati ka etanooli
kontsentratsioon, et selgitada valja ka etanooli enda voimalik toime partiklitele. Preparaatide
esmase antiretroviraalse toime hindamise jarel uuriti aktiivsete preparaatide tdpsemat doosist
sOltuvat mdju partiklitele. Doosist sdltuvat mdju uuriti, kuna tavaliselt maaratakse puhaste
ainete puhul antiviraalne toime IC50 (Inhibitory concentration 50, poolmaksimaalne inhibeeriv

kontsentratsioon) naol. IC50 naitab puhta aine puhul aine kontsentratsiooni (valjendatud
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molaarsusena), mille juures see omab inhibeerivat efekti poole méddetava tunnuse puhul.
Kuna aga uuriti preparaate, mis sisaldavad suurel hulgal erinevaid aineid, on molaarsuse
maaramine tarbetu. Siiski annab antud uurimuses koostatud kahekordsete lahjenduste rida
aimu, kuidas muutub preparaadi voime inhibeerida partiklite elutegevust. Ideaalis voiks

preparaadi toime olla tdheldatav ka vaga vaikeste kontsentratsioonide juures (joonis 11).
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Joonis 11. Lentiviiruslaadsetele partiklitele inhibeerivat toimet avaldanud preparaatide doosist séltuvad
antiviraalsed omadused. Kontrolliks on preparaatidega todtlemata ja VLP-dega nakatatud rakkude
lisaadi lutsiferaasi aktiivsus (luminestsents). Preparaatide lahjendused on antud etanooli sisalduse
jargi. Positiivseks kontrolliks on nakatatud ja nevirapiiniga té6deldud rakud. IMDM — VLP-dega

nakatatud ja preparaatidega té6tlemata rakud.

Preparaate, millel taheldati viiruslaadsete partiklite vastane aktiivsus, oli neli: tee- ja Idhnava
kummeli tinktuur, purpur-siilkibara tinktuur ja aasia kuldjuure tinktuur (joonis 10). Neist kolm
esimest omasid aarmiselt kdrget antiretroviraalset aktiivsust, mis preparaadi maksimaalsel
mittetsitotoksilisel kontsentratsioonil oli vorreldav isegi anallisis kasutatud kommertsiaalse

antiretroviraaliga ehk 1 yM nevirapiiniga (joonis 10).
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Kuna mdlema kummeliliigi preparaadi (tinktuuri) antiviraalsed omadused olid sarnased (joonis
11), siis vbib arvata et nende koostis ja toimeainete sisaldused on sarnased. Mdnevorra
aktiivsemaks voib siiski pidada I6hnava kummeli tinktuuri, mille aktiivsus ei kadunud ka
kaheksanda lahjenduse ehk 0,0032% juures, teekummelil oli see siis vordne juba negatiivse
kontrolliga. Purpur-siilkibara tinktuur oli kummeli tinktuuridest mdénevdrra suurema
aktiivsusega, seda just vaiksematel kontsentratsioonidel (joonis 11). Aasia kuldjuure tinktuuri
aktiivsus oli nelja seast ndrgim, juba maksimaalsel mittetsutotoksilisel kontsentratsioonil oli see

kolme aktiivsema preparaadiga vorreldes sadu kordi nérgem (joonis 11).

4.3. Arutelu

Uurimistéd autor toob valja jargmiste edasiarenduste vdimalused: katsed metsiktulpi
viirusega, toimeainete ekstraheerimine ja katsed loommudelitega. Esimeseks edasiarenduse
vdimaluseks on katse labiviimine metsiktiipi HIV-1-ga, mis tagaks lihtsamini télgendatavad
tulemused, kuna antud uurimuses kasutatud viiruslaadsed partiklid ei ole Uks-ihele sarnased
metsiktilpi viirusega. Teiseks edasiarenduse voimaluseks on preparaatide tdpsema toime
maaramine ja seejarel toimeaine ektraheerimine preparaadist. Toimeta ained tuleks
preparaadist eemaldada. Kolmandaks edasiarenduseks on antud uurimuse kui ravimiuuringu
vimine raku tasandilt edasi organismi tasandile. Mudelorganismidel oleks uuritavateks
aineteks preparaatidest ekstraheeritud puhtad toimeained. Samas ei pruugi mudelorganismil
testides enam monel raku tasandil aktiivsust ndidanud ainel aktiivsust olla, kuna organismis
vdidakse aine metaboliseerida mitteaktiivsele kujule. Samuti on vdimalik, et toimeained
omavad organismis raskeid kdrvaltoimeid.

Antud uurimuse piirangutena voib tuua valja kolm aspekti: preparaatide tdpsema mdju
hindamise puudumine, viiruslaadsete partiklite kasutamine metsiktltpi viiruste asemel ja VLP-
de nakatamisvdime hindamine lutsiferaasi aktiivsuse kaudu. Kuna uurimisobjektiks kasutati
viiruslaadseid partikleid ning uuriti I6ppkokkuvdttes vaid seda, kui edukalt partiklid ennast
peremeesraku genoomi proviiruseks suudavad integreerida, siis jaab teadmata, kuidas
preparaat tapsemalt mojus. Preparaat vdis otseselt inhibeerida naiteks pdordtranskriptaasi voi
muud viiruse ensuumi, kuid samahasti vdis ta toimida kaudselt, nt mdjutada peremeesraku
enda mehhanisme nagu tuumatransport, transkriptsioon, translatsioon jne. lgal toodud juhul
on tulemuseks proviiruse ja seeldbi lutsiferaasi geeni mitteintegreerumine ja/voi selle
ekspressiooni puudulikkus/puudumine.

Viiruslaadsete partiklite kasutamisega seondub ka asjaolu, et uurimuses kasutatud

viiruslaadne partikkel ei ole sama, mis metsiktlilpi HIV-1 partikkel. Uurimuses kasutatud
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partiklite membraanvalkudeks ei olnud mitte metsikttdpi HIV-le omased valgud, vaid need
parinesid hoopis teiselt viiruselt (VSV), et suurendada vdimalike nakatatavate
peremeesrakkude ringi. Samuti kasutati partiklite valmistamisel vaid kolme HIV-1 geeni.
Seetdttu vdis naiteks moni preparaat, mis antud uurimuses tunnistati mitteaktiivseks, osutuda
metsiktGlpi HIV-1 vastu tegelikult aktiivseks vdi vastupidi. Kolmandaks piiranguid loovaks
asjaoluks voib lugeda lutsiferaasipdhist viiruslaadsete partiklite elutegevuse hindamist. Nimelt
ei pruugi lutsiferaasigeen olla ilmtingimata integreerunud peremeesraku kromosoomi, vaid
vBib kuuluda hoopis rakutuumas oleva nn miniplasmiidi koosseisu, mis voib mdjutada

tulemusi.

5. KOKKUVOTE

HIV (Human Immunodeficiency Virus) kandjateks hinnati 2015. aastal 36,7 miljonit inimest.
HIV-1 nakkuse tulemusena kujuneb inimesel I6puks AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome). HIV-1 ei ole organismist taielikult kdrvaldatav, viirust saab aga efektiivselt
kontrolli all hoida HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) abiga.

Uusi antiretroviraale on vaja valja to6tada mitmel pdhjusel. Esiteks kujuneb HIV-1 viirusel
aegamoOdbda valja resistentsus teatud raviainete vastu. Teiseks on mitmetel antiretroviraalidel
ebameeldivad/ohtlikud korvaltoimed. Kolmandaks ei ole HAART ravi kérge hinna téttu
kattesaadav arengumaades, kus HIV kandjate arv on kohati suurim. Looduslikud Ghendid
saaksid pakkuda lahendust nendele probleemidele.

Antud uurimistéds uuriti valitud taimsete preparaatide véimalikku antiretroviraalset moéju
lentiviiruslaadsetele partiklitele (VLP), mis kujutavad endast ohutut HIV-1 pdhjal valmistatud
in vitro katsemudelit.

Viiruspartiklid valmistati Virapower™ Lentiviral Expression Systems komplekti kasutades.
Uks osa kasutatud taimsetest preparaatidest valmistati t66 autori poolt TU farmaatsia
instituudis prof Ain Raali juhendamisel, teine osa preparaate varuti apteegist. Enne
preparaatide méju uurimist katsemudelitel uuriti preparaatide tsutotoksilist efekti. Jargnevalt
uuriti tinktuuride inhibeerivat toimet VLP-de elutsiklile. Uurimistdd eksperimentaalne osa
teostati perioodil 2016 august kuni 2017 mai Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis.

Uurimist66 kaigus saadi jargnevad tulemused:

1) Valimis olnud kaheksast taimsest preparaadist kolm olid rakukultuuri tasandil véimelised
margatavalt parssima HIV-1 VLP-de elutegevust. Need olid teekummeli, Idhnava kummeli

ja purpur-siilkiibara tinktuurid, mis on toimelt kohati vordvaarsed meditsiinis kasutatavate
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antriretroviraalidega nagu nevirapiin.

2) Teekummeli ja IBhnava kummeli etanooltdmmiste antiretroviraalsed omadused olid vaga
sarnased. Sellegipoolest on seni rahvameditsiinis ja Uldiselt palju rohkem dramarkimist
palvinud teekummel.

3) Nii autori valmistatud musta passiku tinktuur kui kadsimutgis olev preparaat Befungin ei

avaldanud HIV-1 VLP-dele margatavat mdju.

Uurimistdo kaigus saadud tulemuste pohjal saaks teha mitmeid edasisi uuringuid, nt maarata
ja ekstraheerida preparaatidest lentiviiruslaadsetele partiklitele méju avaldanud toimeained

ning uurida nende tadpsemat toimemehhanismi.

6. SUMMARY

Inhibiting the life cycle of lentivirus-like particles with liquid galenic formulations

Regardless of the development of technology and medicine, HIV-1 (Human Immunodeficiency
Virus) infection has remained uncurable eventually leading to the development of AIDS
(Aquired Immunodeficiency Syndrome). It can be controlled only with the use of Highly Active
Antiretroviral Therapy. Unfortunately, antiretrovirals can cause unpleasant/dangerous adverse
effects. Moreover, the treatment is unavailable in developing countries. Also, some HIV strains
develop resistance to antriretrovirals. One way to solve the problems is to look for natural
antiretroviral substances.

The aim of this work was to analyze the antiretroviral properties of medicinal plant tinctures
in vitro. HIV-1 based lentivirus-like particles (VLP) prepared with Virapower™ Lentiviral
Expression Systems kit were used for testing as a safe experimental system.

For that, eight medicinal plant tinctures were analyzed. Three of them were made by the
author at the Institute of Pharmacy of Tartu University under the supervision of prof Ain Raal.
Before testing, the cytotoxicity of the tinctures was evaluated using MTT assay. Then, the
inhibitory effect of the tinctures on the HIV-1 VLP-s life cycle was investigated.

The results were as follows:

1. Three out of eight tinctures were able to significantly inhibit in vitro the life cycle of HIV-1
VLP-s: Chamomilla recutita, Chamomilla suaveolens, and Echinacea purpurea.
2. The antiretroviral properties of Chamomilla recutita and Chamomilla suaveolens tinctures

were similar, in spite of Chamomilla recutita being used more intensely in folk medicine.
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3. Both the tincture of Inonotus obliquus made by the author and the liquid formulation of the

same fungi sold under the name Befungin did not have any effect on HIV-1 VLP-s.

Therefore, it was concluded that natural antiretroviral compounds are present in some
medicinal plants and they can have a strong inhibiting effect on HIV-1 based VLP-s. Based on
the results of this research paper, further experiments could be carried out in order to
determine and extract particular compounds that possessed antiretroviral properties.
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LISAD

Lisa 1. Lentiviirus-laadsete partiklite valmistamiseks kasutatud plasmiidid

pLenti6/V5-
D-TOPO®

Joonis 12. Lentiviiruslaadsete partiklite valmistamiseks kasutatud kolm pakkeplasmiidi ja Uks

ekspressiooniplasmiid Gaussia lutsiferaasi geeniga. [11]
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Lisa 2. Tsiitotoksilisuse analiiiisi tulemused
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Joonis 13. Preparaatidega labi viidud tsitotoksilisuse analiisi tulemused U20S rakukultuuril,

normaliseeritud negatiivse kontrolliga (IMDM s66tmes kasvatatud U20S rakud).

41



