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Annotation

The term leishmaniasis can be used to define apgafudiseases caused by the
Leishmania genus. Human infection may be entirely unappacensub-clinical or it
may display a spectrum of manifestations rangioghfcutaneous involvement through
to the late destruction of the mucous membranesamdo a generalised systemic
visceral disease with a fatal outcome. Phosphatidyine is the most abundant
phospholipid in this parasite’s membranes. The b@dia pathways leading to
biosynthesis are likely to play a critical rolethre parasite’s development and survival
and may offer a good target for antileishmanialncberapy. Phosphatidylcholine
synthesis requires the transportation of a chghireeursor from the host. This choline
transportation intoLeishmania is highly specific for choline and is inhibited by
phosphocholine analogues and choline analoguesaifmef this study was to test the
effects of the analogues of o-phoshonatomethylokoland the analogues of

phosphocholine for antileishmanial activity.
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1. Cil prace

Cilem této prace bylo prozkoumat antileishmanialni G¢inky
o-fosfonatomethylcholinu a jeho anafog pro @inné latky utit ICsp, tedy koncentraci
majici za nasledek padesatiprocentni snizésturkultury ve vztahu ke kontrolnimu
vzorku.

Tato aktivita byla testovanan vitro na promastigotechLeishmania major
u o-fosfonatomethylcholinu (H-3488) a jeh@tpanalogi (H-3504, H-3508, H-3519,
H-3521 a H-3565) ziskanych od prof. RNDr. Antontdalého, DrSc., dr.h.c. mult.
z UOCHB AV CR. U gchto latek se na zéakladjejich chemického sloZeni,
které se velmi podoba sgasré uzivanému |éku miltefosinu (tj. hexadecylesteru

fosfocholinu), pedpokladalo, Ze budou mit antileishmaniakinak.



2. Uvod

Rod Leishmania zahrnuje organismy cirkulujici mezi obratlovcii@mpaseéi, kterymi
jsou flebotomové. Leishmanie ugobuji parazitarni infekci, ktera &aa
v kizi, kde mize byt lokalizovana po celou dobu onem#dn(kozni leishmanidzy),
nebo pestupuje do sliznic (leishmanidzy kazsliznicni, muko-kutanni) nebo zasahuje
vnitini organy - mizni uzliny, slezinu, jatra a kostriend (leishmaniézy atrobni,
visceralni).

Ackoli visceralni leishmaniéza nenifazena mezi vyznamné infekceuzpbujici
globalre ohrozujici onemoami, jde v endemickych oblastech o Zivot ohroZujici
onemockni zna&ného zdravotnického, spdknského a ekonomického vyznamu.
Zpusobuje epidemie u neimunnich obyvatel, zejménh, tktdi jiz trpi nasledky valek,
sucha, hladomoru a ekonomické migrace (Guetrah. 2002).

Leishmani6za je roz&na v tropickych a subtropickych oblastech. Nakazenl12
milionu lidi, pficemz asi 1,5 milionu novychripadi piibyva kazdym rokem (Agrawal
et al. 2006). Vzhledem k nastupu rezistence na jiz p@amdavé€iva a jejich znanym
vedlejSim dinkam je nutné vyvijet nové latky, které by potenciowdmohly byt
pouzity jako Iék proti leishmaniézam.

2.1. RodLeshmania

Leishmania (¢esky nEivka) je rod parazitickych prvdakz fadu Trypanosomatida
patici do tidy Kinetoplastida, coz jetitla eukaryotnich diploidnich organigm
paticich do kmene Euglenozoa.tpwnazev ziskala diky charakteristické jediné pri#éh
mitochondrii zvané kinetoplast. Do této skupiny pagosomatid p#t dva
parazitologicky vyznamné rod¥rypanosoma a Leishmania (Cepickaet al. 2007).

Leishmania je metageneticky parazit, ktery se vyskytuje jakokaty, extracelularni
promastigot v hmyzim hostiteli a jako nepohyblivgifracelularni amastigot uviit
makrofag a retikuloendotelidlnich bék sawiho hostitele (Boitzet al. 2006). Jak
uvadi Handman, amastigoti maji velikost 2 qud, zatimco promastigotifiplizné
20 um (Handman 2001).

2.2. Zivotni cyklus leishmanii

Rezervoarem nakazy jsou lidé (antroponoticky cykéudomestikovana nebo divoka

zvifata (zoonoticky cyklus), (Dejseux 1992). Kdyz senizh krev sajici hmyzeledi



Psychodidae Rhlebotomus a Lutzomyia) zane krmit, infikuje se parazity
v krevnimieCisti nebo makrofagy zide (Alvaret al. 1997), (Obr. 1).
Vyvoj v h
yvojvhmyzu Vyvoj ¢lovéku
Flebotom nasava krev (injikuje
promastigotni stadia do Kize) Promastigoti  jsou

fagocytovani
9 Déli seve stednim sfevu gl #

a migruji do soséku
k]
Promastigoti se transformuji na

LINYS

— <

Ve strednim sf¥evu se amastigot

amastigoty uvnitt makrofaga

transformuji na promastigoty

L " riznych tkani

Rozpad i g @
pozenych .
; Flebotom nasava krev
parazity R . P
(i s infikovanymi makrofagy)
napadenych

bunék

hitp:/heewnw. dpd cde.govidpdx

Obr. ¢. 1. Zivotni vyvojovy cyklus leishmanii (upravenodde www.dpd.cdc.gov/dpdx
3.11.2009).

Transformace amastigotna promastigoty z@na kEhem rgékolika hodin po nasati
flebotomem. Ke kompletni transformaci dochazi &#ophu 24 - 48 hodin. Dale probiha
binarni dleni.

ZralaA  metacyklickd  stadia  se naslédn hromadi ve  $ednim
a prednim stevu hmyzu. Flebotom ipnaSi infekci Bhem dalSiho krmeni krvi
na stejném nebo jiném hostitelském druhu (Shasira. 2008). Savi hostitel niize
pusobit jako penasSé bez toho, aby se u¢p projevily piiznaky onemoadni
(Alvar et al. 2006).

K nékaze dochazi jakfipsani krve, tak $ tzv. probingu, kdy Bhem snahy
0 nalezeni kapilary vypousti hmyz dozle spolu s malym mnozstvim slin take infek

stadia leishmanii (Mirhaht al. 2005). Santiky infikované leishmaniemi maji potize



s polykanim potravy, proto vigsehu krmeni krvi provagi probing rekolikrat
(Molyneuxet al. 1986).

Metacyklicka stadia jsou po vyvrhnuti flebotomem hjpovana makrofagy,
dendritickymi nebo jinymi biikami (Realet al. 2008). Uvnit téchto burtk pak dochazi
k rychlé transformaci z promastigotniho do amastigm stadia. Promastigoti
se transformuji na amastigotytem 12 - 24 hod po inokulaci (Sharma 2008).

Fagozom, ve kterém je amastigot v makrofagu temgvpak flzuje s lysozomy
za vzniku fagolysozomu. Amastigoti jsou odolni praniceni ve fagolysozomu
(enzymaticky inhibuji produkty respifaiho vzplanuti, jako je peroxid vodiku,
superoxid aj.), optimum jejichistu je @i nizkém pH. V makrofagu dochazi k jejich
mnozeni Cepicka et al. 2007). Po jeho rozpadu jsou amastigotni statidndng a
napadaji dalSi makrofagy (Bogeinal. 1999).

VétSina leishmanioz jsou zoondzy, kde lidé jsou jéhadnymi hostiteli v Zivotnim
cyklu patogenniho parazita (Grimatdial. 1993).

2.3. Geografické roz&ieni

Leishmanidzy jsou roz&né v 88 zemich sta, postihuji odhadem 12-14 milidn
lidi se zhruba 1,5-2 miliony novychipadi ro¢né (Alvar et al. 2006), (Obr.2.)

Obr. 2. Mapa sita znazaiujici oblasti s kozni, visceralni a mukokutannstenaniozu
(Handman 2001).



V sowasnosti maji leishmaniézy nepochylsirsi geografickou distribuci nezide
a jsou hlaseny zipdtim neendemickych oblasti (Weekly epidemiologieglort WHO
2008). Ve stedni Evrog je toto parazitarni onemo&m popisovano fevazree u lidi,
ktefi pobyvali v endemickych oblastech i@tozemni mie, Itdlie, Spa&isko aj.)
(Mirhal et al. 2005).

2.4. Vektari leishmanidzy

Hmyzimi penaSé jsou flebotomové rodu Phlebotomus a Lutzomyia
(Cepika et al. 2007). Je zndmotiblizné 700 druti flebotomi, ale jen 10 % z nich
slouzi jako vektor pro leishmanie (Rastsal. 2009). Santky flebotomi potrebuji krev
proto, aby ziskaly proteinyitezité pro vyvoj vagek (Sharmaet al. 2008).

V hmyzim vektoru, v &mzZ jsou leishmanie vazany na travici trakt, sesfiamuji
fadou fyziologicky a morfologicky odliSnych fazi. Kiemené dochazi v pibehu
migrace z travené krevni potravy k ektoperitrofitkeprostoru a pak dogdu z Bisni
casti stedniho steva ke stomodealni valJenaet al. 2009).

Anatomie traviciho UstrojifpnaSeée a lokalizace vyvoje parazita v ramci traktu hraji
duleZitou roli. Travici trubice hmyzu je tvena temi ¢astmi: gedni, stedni a zadni
strevo. Spojeni meziipdnim a sednim stevem se nachazi v mistkde je epitel
sttedniho gfeva spojen se &tou jicnu. U dvoukdlych, kam paf i koma&i a
flebotomové, se tato slozita struktura nazyva lkeaedsklada se ze stomodealni valvy a
vétSiny predni ¢asti stedniho gteva. Hlavni Ulohou stomodealni valvy je zajistit
jednosngrny pohyb potravy &hem krmeni a prevenci poruchy motilityfestniho
obsahu. Paraziti kolonizujici rguni casti steva omezuji tok travené krve
a zpisobuji zgtny pohyb potravy obsahujici metacyklicka stadmeeavysledku jejich
vyvrzeni do kKZe hostitele. Krom toho se paraziti v oblasti kardie zachycuji aritvo
viskdzni gelu podobnou zatku, ktera se podili nakdti stomodealni valvy
(Volf et al. 2004).

2.5.Leishmania major

Leishmania major je pivodcem zoonotické kozni leishmanidzy (vihkyed).
Vyskytuje se v Africe, Asii, na Blizkém ai8tnim vychod. Typickym mistem, kde
se lze nakazit, jsou aridni, polopoustni oblastidkou vegetaci obyvané norovymi

hlodavci. Onemoaini se projevuje jako mokvajicied, ktery se vyhoji za 3-6dsiai.
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Rezervoarem onemoé&mi jsou drobni hlodavci (néppiskomilové), v jejichz norach
se flebotomové vyvijejiepickaet al. 2007).

2.6. Patogeneze
2.6.1. Leishmanioza

V lidskych nakazach leishmaniemi se ujplgit komplexy 67 druhi
s 1520 poddruhy Cepickaet al. 2007), (Tabulka 1).

Kozni léze, jez se samy vyié jsou zmisobeny druhyL. major, L. tropica, L.
aethiopica a rekolika poddruhyL. mexicana. Nicméré kmeny, které jsou dire
dermotropické, mohou migrovat do spadovych lymkgiit uzlin a mohou dokonce
visceralizovat (Handman 2001). Faktory otlNici, zda infekce istane
asymptomatickd nebo prograduje do obrazu viscetéishmaniozy, nejsou dodnes
kompletré objasrny (Mirhal et al. 2005).

Krome vySe zmignych existuji i druhy leishmanii vyznaijici se nekompenzaim
hojenim kutdanniho onemogmi: L. tropica, L. aethiopica a L. mexicana amazonensis
(Handman 2001).

Tabulka 1. Druhy leishmanii patogenni pilovéka, jejich vektdi, hostitelé a projev
onemockni (Handman 2001).

druh Spektrum hostitél Hlavni vektor Prezentace onemoami
L. donovani pes, hlodavci zijici P. argentipes, visceralni (kala-azar)
komplex VvV savag, ¢lovek L. longipalpis
L. major hlodavci Zijici v P. papatasi kutanni

pousti a savan

Rhombomys,

Psammomys,

Arvicanthis
L. tropica ¢lovek P. sergenti kutanni, visceralni
L. aethiopica daman skalni P. longipes kutanni, difuzni

kutanni

L. braziliensis lenochod, pes L. umbratilis kutanni, muko-kutanni
komplex mnoho dalSich
L. mexicana hlodavci Zijici v lese L. flaviscutellata, kutanni, difuzni
komplex L. olmeca kutanni
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2.6.2. Klinické priznaky

Klinické spektrum leishmaniéz zahrnuje subklinick@naparentni infekce)
a symptomatické infekce (kozni, slizni nebo visceralni). Symptomatické infekce
mohou probihat subakutmebo chronicky a vysledné projevy mohou byt roziéan
(Murray et al. 2005). Leishmanie mohou stimulovézné typy za#tlivych reakci a to
zpusobem, ktery vyvolavaizné klinické a patologické formy nemoci (Grimaétial.
1993).

Infekce vzdy z&ina v Kizi, kde mize byt lokalizovana po celou dobu onem#dn
(kozni leishmaniézy) nebo igstupuje do sliznic (leishmaniézy keazsliznicni,
muko-kutanni),¢éi po prakticky zanedbatelné kozni fazi leishman@sahuji vnitni
organy: mizni uzliny, slezinu, jatra, kostiéil (leishmaniozy atrobni, visceralni).

Mezi zékladnimi vyjmenovanymi leishmani6zami exjst mnoho pechodnych
forem, danychcasto vlastnostmi ditého kmene parazita a momentalni souhrou
onemocgni s obrannymi mechanismy hostitef@picka et al. 2007).

Visceralni leishmanioza (VL) #gobuje v mé& rozvinutych zemich mnoho umrti
(Guerin et al. 2002). Jestlize je naléna, kowi skoro vzdy fatalé jako nasledek
piidruzené infekce. Celostov¢ tvori priblizné polovinu pacient s visceralni
leishmaniozou é&ti (Bhattacharyaet al. 2004).

Podle oficialnich Ud& se globalni uamrtnost na VL odhaduje na 59 000 lidi
rocné (35000 mu# a 24 000 Zzen), (Desjeux 2004). VSeokedge uznavano,
Ze jsou tato ¢isla podhodnocena a to z tohoivddu, Ze hlaSeni nemoci
jsou povinna pouze v jednietiné zemi s endemickym vyskytem oneméeh(Alvar et
al. 2006).

Na kazdy klinicky se manifestujici fipad viscerélni leishmaniozy fipada
30-100 subklinickych infekci (Gueriret al. 2002). Souhrn zastavaji Klinicky
aparentni leishmanialni infekceétsinou lokalizované v i nebo pilehlych
lymfatickych uzlinach. Nicméh nekteré druhy unikaji do orofaryngealni nosni
sliznice, mnozi se v fpehlych lymfatickych uzlinAch nebo v jatrech, shez
a v odlehlych lymfatickych uzlindch (Murragyal. 2005).

V zavislosti na druhu leishmanii se objevujekalik klinickych forem kozni
leishmaniozy. Tyto formy zahrnuji lokalizovanou kdZz leishmaniozu
(LCL-localized cutaneous leishmaniasis), kter&asto zhoji bez by, difazni kozni

leishmanidézu (DCL-diffuse cutaneous leishmaniadi®dra je velmi obtizh I&citelna
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a nakonec sliz&ni leishmaniézu (MCL-mucocutaneous leishmaniasigjera
je nejvazgjsi formou nemoci, jelikoz tvd znetvdujici 1éze a zohaveni v obdji
(Alvar J. et al. 2008). Je to chronicky zdéthivy proces postihujici nosni
sliznici, sliznici hltanu a hrtanu, coz ke vést krozsahlé destrukci tkan
(Ahluwalia et al. 2004).

Typickd inkub&ni doba visceralni leishmanidézy se pohybuje od 38domesiai,
i kdyz byly zaznamenany delsi periody dosahujici mskolik let. Castymi
klinickymi ptiznaky jsou horégka (intermitentni, stdava denni hotdka se deéma piky
nebo dokonce kontinudlni), kachexie, pancytopenteypergamaglobulinémie,
hepatomegalie a vyrazna splenomegalie (Lagleasl. 2006). Laboratorni testy tedy
ukazuji anémii, trombocytopenii, leukopenii, hypargaglobulinémii a potteni
bung¢né imunitni odpogdi (Stefaniaket al. 2003).

Hlavnimi komplikacemi nemoci jsou: anémie (@vddi kombinace hemoragického
krvaceni, hemolyzy, Ubytek kostnfew a zwtSeni sleziny) a sekundarni bakterialni
infekce. \EtSina pacierit s visceralni leishmaniézou umira na tytapZené infekce,

popipadt na tuberkul6zu (Langet al. 2006).

2.6.3. Infekce a role imunitniho systému

Leishmaniéza zpsobuje klinické a histologické projevy, které jsaavislé
na stavu imunitniho systému hostitele (Ferndndezr®et al. 2004).

Uspsnost infekce leishmaniemévisi na schopnosti parazita vyhnout se hostigelsk
nespecifické imund, uchytit se na hostitelskych ikkach, byt fagocytovan argzit ve
fagolysozomu makrofag

Bylo potvrzeno, Ze patogeneze je vazana na Bdmaou cytotoxicitu a zvladnuti
visceralni leishmaniézy imunitnim systémem hogsgite@visi na zdatnosti pomocnych
Thl lymfocyti a wWasné multicytokinové odpédi v pribéhu infekce (Mirhalet al.
2005). Svou nezastupitelnou roli v imunitni odgdivhraji NK buiky, které jsou prvni
hodiny infekce hlavnim zdrojem cytokivéetrg INF-y (Korbelet al. 2004).

V prabéhu progrese leishmanidzy se u mysi zvySujeepd@h2 CD4+ T-buék a
sekrece interleukinu 4, coz vede k polyklonalnivadi B-burek (Mirhal et al. 2005).

U imunokompromitovanych paciéntje leishmaniéza zavazné Zzivot ohroZujici
onemocgni charakterizované diseminaci, visceralnimi kokgwemi, a typickymi

projevy s nizSi odpadi na I€bu (Fernandez-Guereh al. 2004).
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Koinfekce s HIV méni projevy nemoci a idstavuje problém pro diagnostiku
a p&i o jednotlivé pipady (Guerin 2002). | kdyzZ je koinfikovany paciepravi |é¢en,
dochazi  opakovan k  relapsu a vysledek byva casto fatalni
(Control of leishmaniasis WHO 2006).

2.7. Diagnostika

2.7.1. Etiologicka diagnoza

Diagnostické metody pouzivané k detekci leishmawaiji své meze. Proto je vhodné
uziti nejmeés jedné izoléni metody (kultivace nebo inokulace experimentdirdeiiat)

v kombinaci s mikroskopickym vygeinim tkag, krevniho natru nebo histologickych
fezi biologickych materidl (barvené Giemsou, hematoxylin-eosinem nebo jinymi
barvivy), (Alvaret al. 1997).

Leishmanie mohou byt identifikovany nebo kultivayaz aspiratu sleziny, kostni
dierg, lymfatickych uzlin a jater (Gueriet al. 2002). VySSi zachytnost ma detekce
leishmanii v aspirdtu ze sleziny, nez z kostréng jater nebo lymfatickych uzlin
(pozitivitu vykazuje az 98 % aspitatze sleziny, 85 % aspitatz kostni dens
a 60 % z jater), (Mirhadt al. 2005).

2.7.2. Sérologicka diagnoza

V prabéhu let bylo vyvinuto mnoho serologickych technilpiokdzani humoralni
imunitni odpo¥di vyvolané infekci leishmaniemi (Alvat al. 1997).

Piimy aglutin&ni test, zaloZeny na obarveni parazity aglutinoghnprotilatek
Zze séra pacienta, je velmi oblibeny v Irdnu a AfridvSak vysokd cena kondee
dostupného antigenu §asto limitujicim faktorem pro SirSi pouZiti.

V Indii a ¢asté&n¢ i Evrops a Africe se pouZziva rychly papirkovy "strip tegtto
prikaz sérovych protilatekii rekombinantnimu antigenu rK39 (uchovany antigén z
infantum), jimz je papirek impregnovan (Mirhélal. 2005).

Pouzivany jsou i molekularni techniky z&mici se natzné geny. Polymerazova
rettzova reakce je Ugpre pouzivana k diagnostice a diferenciaci dr@Bari 2006).

Zavedeni Western blottingovych metod pro diagnaostilsceralnich leishmaniéz ma
velkou perspektivu. Tato metoda vyuziva 65 kDagamni komponentu iffiomnou
u 100 % vzork sér od paciefits klinicky a parazitologicky potvrzenou visceralni

leishmaniézou.
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Detekce leishmaniového antigenu v dnpomoci latex aglutinaniho testu (Katex)
se jevi velmi nagin¢ pro diagndzu i pro @eni progndzy (Mirhaét al. 2005).

2.8. L&ba a prevence

2.8.1. Vakciny a INFy

Proti leishmanidze je dnes testovano mnoho vakwifak Zadna z nich neni zatim
rutinné vyuzivana v klinické praxi (Mirhaét al. 2005). Regulovani této nemoci tedy
zavisi vyhradi na chemoterapeutikach (Choudhetryl. 2008).

Jako vakciny jsou pouzivany usmrcené nebo Zivébesk (atenuované) leishmanie,
nebo rekombinované komponenty (antigeny, peptidijoaené od DNA, které byly
testovany se sitlavym uspchem.

Podavani samotného INF-mélo na lidskou visceralni leishmaniozu pouze
omezenou &innost (Mirhélet al. 2005).

2.8.2. Chemoterapie

2.8.2.1. Slodeniny pétimocného antimonu

Léky pouzivané k ke jak visceralni, tak kozni leishmaniozy, sieniny
pétimocného antimonu, se poprvé objevileg 60-ti lety (Crofiet al. 2006). Jedna se o
sloweniny obsahujici gimocny antimon, ktery je navazan kovalentni vazbwu
organickou skupinu (Jira 2009).

Mechanismus d&inku slowenin gtimocného antimonu nebyl stdle zcela
objasrén. Fedpoklada se, Ze zasahuji do bioenergeticke aktinitek parazita, coz
vede k jejich smrti (Amatet al. 2008). Zejme funguiji tak, Ze v§erpaji intracelularni
hladiny ATP diky interferenci glykolyzy a R-oxidacimastnych kyselin
(Van Voorishet al. 1990).

Sloweniny gtimocného antimonu maji z&@e vedlejSi Ginky. To miZe byt
zpiasobeno tim, Ze jsou ¥lé pacient premenény na toxétéjsi trojmocné formy, které
mohou tyto vedlejSidinky vyvolavat (Balana-Foucet al. 1998).

V endemickych oblastech se pouzivajé divavni slodeniny gtimocného antimonu:
stiboglukonat sodny (Pentostam), (Obr. 3) a megiurantimonat (Glucantime),
(Mirhdl et al. 2005).
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Obr. 3. Chemicka struktura pentosamu.

Snizeni dinnosti, administrativni problémy a zvySeni frekeemezadoucichéinkn
slowenin @timocného antimonu podauji hledani novych antileishmaniélnich wék
(Sotoet al. 2006).

2.8.2.2. Amfotericin B

Amfotericin B (Obr. 4) je polyenové antibiotikum,teké je pouzivano jako
|ék druhé volby pro leishmaniézu jiz od SedesatigthTato slodenina ma selektivni
acinky proti houbam, stejnjako proti leishmaniim a trypanoseéroruzi. Selektivita je
zpiasobena vysSSi afinitou amfotericinu B k ergostergiteviadajiciho sterolu &thto
parazitech, nez afinitou k cholesterolufeydadajiciho sterolu v sé&wn hostiteli
(Croftet. al. 2001 a).

Amfotericin B zvySuje propustnost btimé membrany parasgitpro ionty a tim
zpasobi jejich smrt (Ellis 2002).

OH

Obr. 4. Chemicka struktura amfotericinu.
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Jeho nevyhodou jsou vysoké naklady, dkterych oblastech omezena dostupnost
a zejména toxicita souvisejici s vedlejSindinkty infuze (horéka, zimnice, bolesti
kosti, tromboflebitida, hypokalémie, snizend funkckedvin a anémie),
(Guerin et al. 2002). Riziko nefrotoxicity a hypokalémie vyzadwernibehu l&by
hospitalizaci nejlépe s biochemickym monitorovanitehoz je obtizné dosahnout
v prostedi pro tyto moznosti nedostgicim (Alvaret al. 2008).

Poté co byla u antifungalnich latek prokazana vgsakefrotoxicita, byly
do klinického pouziti usgEne zavedeny koloidni a tukové formulace amfotericBiu
(Mirhal et al. 2005).

Nové formulace amfotericinu B poskytuji vyznamnowzmost @i zachovani
stejné dinnosti Iéku snizit dobu trvani dBy kala-azaru. Tyto formulace
umozuji vyrazré vysSi denni davky léku a zardvee zda, Ze se cilerzantiuji na
infilkované tkdaové makrofdgy pomoci zvySeného fagocytarnino vyaoréni
(Murray 2001).

2.8.2.3. Pentamidin

Pentamidin (Obr. 5) p&tdo skupiny aromatickych diamin(Balana-Foucest al.
1998). Byl uzivan k l&bé¢ VL hlavné v Indii, ale nyni bylo od jeho pouzivani upiri
vzhledem ke Spatn&imnosti a zavaznosti jeho vedlejSiatinka (Alvar et al. 2008).

Mechanismus d&inku pentamidinu je sporny a ne zcela pochopeny
(Balana-Foucet al. 1998).

Nezadouci &inky (myalgie, nauzea, bolest hlavy a hypoglykém®)ly pri
doporikené davce powsmné casté. Vyjimeéné byl pozorovan i rozvoj nezvratné
cukrovky (Mirhdlet al. 2005).

NH NH

N
O

O

Obr. 5. Chemické struktura pentamidinu.

2.8.2.4. Paromomycin
Paromomycin (Obr. 6), qwodrg oralne podavany aminoglykosid, uzZivany proti

strevnim infekcim, se ukézal bygianym pro I€bu tropické kozni leishmaniozy jiz
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v roce 1985, jako parenteralni Iék pro visceratigHmaniozu se uziva od roku 1990
(Croft 2005).
Mechanismus jeho tgobeni spg&iva v inhibici metabolismu paragitkompetici

s adenosintrifosfatem (Jira 2009).

OH
o)
HO
HoN
2 omwz
HO o
o OH
Q
0 N\
HO ) NH OH
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Obr. 6. Chemické struktura paromomycinu.

2.8.2.5. Fluconazol
U kozni leishmaniézy vyvolané leishmaniét$i (Leishmania major) lze pouZit
triazolové antimykotikum fluconazol (Obr 7.), (J2809).

N
1
NT N
OH

N—

ARy

N
Obr. 7. Chemickéa struktura fluconazolu.

2.8.2.6 Miltefosin

Miltefosin (miltefosine, hexadecylfosfocholin), (O8) byl pivodné vyvinut jako
protinadorovy lék (Alvaet al. 2006). Pat do skupiny alkylfosfocholiiy, cytotoxickych
analogi odvozenych od membranovych eterlysofosfolipiirhal et al. 2005).

Miltefosin ma diky interferenci v metabolickych déch parazita a nasledné indukci
apoptézy silny antileishmanialniciaek (Sotoet al. 2006). U leishmanii Bsobi na
buiky signalnich drah a inhibuje biosyntézu fosfolipid steral (Sotoet al. 2001).

Miltefosin inhibuje translokaci fosfocholin-cytidyansferazy, kiiového enzymu
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fosfocholinové biosyntézy. Zahmaje translokaci z jeho neaktivni cytosolové fornoy d
aktivni s membranou spojené formy (Cretftl. 2003).
Miltefosin  mé& potencial k k¢ vSech Kklinickych projev leishmanidzy

(Sotoet al. 2006) a je dinny na vSechna vyvojova stadia parazita (Misial. 2005).

O
Il

N*(CH
/P\;O/\/ ( 3)3

HaC PN
(CH2)14 o

Obr. 8. Chemickéa struktura miltefosinu.

2.8.2.7. Kombinovana léba

ZvySujici se netinnost standardnich antileishmaniélnichtlékaléha¥ vyZzaduje
hledani novych protiparazitarnich stemin a zavéaghi kombinované by proti
leishmanioze (Sundat al. 2000). Panuje shoda, Ze komldgingterapie pro VL by réda
byt urychled zavedena, aby se minimalizoval rozvoj rezistetitnikmeri
(Alvar et al. 2008).

Alternativni I&by kombinuji slodeniny antimonu s allopurinolem, paromomycinem
(aminosidinem) nebo IFN{Alvar et al. 1997).

a) Allopurinol v kombinaci se slaieninami gtimocného antimonu
Allopurinol (Obr. 9) je strukturalni analog hypoxenu. V buikdch leishmanii je
hydrolyzovan na alopurinol ribosid a poté inkorpa@o do RNA, kde interferuje se

syntézou proteiin (Alvar et al. 1997).

Obr. 9. Chemické struktura allopurinolu.

b) Paromomycin (Aminosidin) v kombinaci se steninami gtimocného antimonu
Paromomycin jen vitro (inngjsi nez SY, a dohromady s nim ma synergisticky
efekt. (Alvaret al. 1997).
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¢) Kombinace sloéenin gtimocného antimonu s imunomodulaci

Pacietni s visceralni leismaniézou maji ptelaou T-bugénou imunitni odpo¥d’ na
leishmanialni antigeny a pokles produkce INB- IL 2 (Alvar et al. 1997). Denni
rekombinaniho

aplikace INF¥ v kombinaci s @timocnym antimonem vedla

ke zlepSenym kebnym vysledikm asi u 2/3 lidskych paciehts rezistenci na

sloweniny antimonu (Mirhéét al. 2005).

Tabulka 2 shrnuje s@asré pouzivanou l&bu visceralni a kozni leishmaniozy.

Tabulka 2. Sotasré uzivana léba s antileishmanialni aktivitou (upraveno podle

Alvar et al. 2006)

Leishmani6za

Lek

Davka

Visceralni SGG (Pentostam®;generic SGG), 20 mg SB/kg/den,
(L. donovania  Meglumin antimonat 4 tydny
L. infantum) (Glucantime®)
Amfotericin B-liposomalni 2 mg/kg/den x 5 davek
(Ambisome®) po 10 dni
Amfotericin B-deoxycholate 2 mg/kg/den po 4 tydny nebo
(Fungizone®) 1 mg/kg/den x 15 davek
obden po 4 tydny
Miltefosin (Miltex®) 2,5 mg/kg/den po 21-28 dni
Pentamidin (Pentacarinat®) 4 mg/kg/den, 15-20 davek
obden
Paromomycin (Paromycin®, 15 mg/kg/den, 21 dni
Humatin®, Aminosidin ®)
Kozni SGG (Pentostam®) lok&lni terapie jednotlivych

(L. braziliensis
aL. guyanensis)

Meglumin antimonét
(Glucantime®)

Miltefosin (Miltex®)

Fluconazol

Paromomycir(jiné zpisoby aplikace)

lézi, injekce 1-5 ml do okraje
léze do jejich vyhojeni

oralni podéani 2,5 mg/kg/den
po 21-28 dni

oralni podani 2mg/kg/den,
6 tydn

aplikace delSi nez 28 dni

Termoterapie

Lokalni terapie jednotlivych
lézi, opakované aplikace
50°Cpo30s

20



2.8.7. Analogyo-fosfonatomethylcholinu
Parazitéti prvoci jsou obklopeni membranovymi strukturarkieré maji rozdilné
slozeni lipidi a bilkovin nez hostitelské bky (Vial et al. 2003). Jednotlivé druhy
leishmanii se mezi sebou lis§i v membranovych stefoli obsahem lipid a je tedy
mozné, Ze toto biochemické slozeniza ovlivnit aktivitu I€iv (Escobaret al. 2002).
Fosfolipidy jsou hlavnimi komponenty parazitarni many. Akoli mnoho
parazifi ockerpava tyto fosfolipidy ze svych hostiiehétSina si je syntetizujee novo
nebo je alespp modifikuje (Vial et al. 2003). Leishmanie maji v plasmatické
membrag vysoky obsah fosfolipi (65-80 % z celkového obsahu lip)dhlavrs
fosfatidylcholinu, fosfatidylethanolaminu, fosfaglthositolu a difosfatidylglycerolu
(Escobaret al. 2002). Metabolické cesty vedouci k biosyntézedtg§icholinu hraji
s vysokou pravgpodobnosti rozhodujici roli ve vyvoji parazia jejich geziti, cimz
nabizi dobry cil pro antileishmanialni chemoterapiyintéza fosfatidylcholinu vyZzaduje
transport prekurzar cholinu z hostitele. Tento transport je vysocecHpky a je
inhibovan analogy fosfocholinu (Obr. 10) a chol{@uffereyet al. 2002).
0
[
(CH3)3N"- CH,CH,0 -P -0

I
OH

Obr. 10. Chemicka struktura fosfocholinu.

Kvili jejich amfifilnim vlastnostem jsou fosfolipidovésloweniny @gimo
absorbovany do plazmatické membrany parazita (Wietd#. 1999).

O-fosfonatomethylcholin(Obr. 11) isopolarni fosfocholinovy analog, ktery ma
fosfomonoesterovy zbytek nahrazeny fosfomethyletmn skupinouje antimetabolitem
fosfocholinu.

Antimetabolity jsou chemicky modifikované molekutyetabolifi. Jejich misobeni
je vzdy spojeno s inhibici ¢&ité enzymové reakce. Ta e byt inhibovana
modifikovanou latkou fisobici jako analog substraturephodového stavu nebo
produktu katalyzované reakce. DalSiniigpbem inhibice rize byt kovalentni navazani
inhibitoru na enzym a jeho nasledna inaktivéicposkytnuti produktu reakce, ktery je
neschopny &asti v dalSim metabolickéngjdnebo ma vlastnosti pozinény do té miry,
Ze se projevi z#mou fyzikalre-chemickych parametr(nag. po inkorporaci analogu
nukleotidu do NK), (Holy 2003).
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Obr. 11. Chemicka struktumafosfonatomethylcholinu.

2.10. Inhibiéni koncentrace

Podstatou testicinnost je zjiséni stedni &inné (efektivni) koncentrace kg pog.
LCso (letalni koncentraca)i 1Cso (inhibi¢ni koncentrace), kter&gdstavuje koncentraci
zkouSené latky majici za nasledek 50% uURyn50% sniZeni istu nebo idstové
rychlosti ve vztahu ke kontrolnimu vzorkRifiova-Ambrozovéa 2007).

Polovina maximalni inhildni koncentrace (1) je meéfitkem &innosti latky
v inhibici biologickych a biochemickych funkci. Tokvantitativni ndtitko ukazuje,
kolik testované latky (inhibitoru) je pi@ba pro inhibici daného biologického procesu
praw na polovinu. Je d&&né pouzivanym n&itkem &innosti antagonist ve

farmakologickém vyzkumu.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité organismy

Ke kultivaciin vitro byl pouzit kmenLeishmania major LV 561 (MHOM/67/LRC-
L137 Jericho ll), izolovany zlovéka nakazeného kozni leishmaniozou, lagkav
poskytnuty prof. RNDr. Petrem Volfem, CSc. z Kategarazitologie Hrodowdecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Pro kultivaciin vivo byly pouzity mysi BALB/c, samice, 8 tydnstaré (ANLAB).
MysSi byly chovany ve standardnich podminkach veé&timei Parazitologického Ustavu

Biologického centra AWCR v Ceskych Budjovicich.

3.2. Pouzité chemikalie

Ke kultivaci promastigdt bylo pouzito RPMI-1640 Modified medium (Sigma,
R7509), bovine foetal serum (Gibco), glutamin (SagnG 8541), BME vitamins
solution (Sigma, B6891), amikin (Bristol Myers Shpj, gentamycin 80 (Lek
Pharmaceuticals d.d.).

Ke kultivaci amastigdt byl pouzit krevni agar Bacto Neopeptogene (DIF(EGto
Agar (DIFCO), NaCl a k zamezeni kontaminace byl Ziolgentamycin (LEK
Pharmacentricals d.d.).

Latkami  testovanymi  na  antileishmanialni  aktivitu ylyo  analogy
o-fosfonatomethylcholinu H-3504 (Obr. 12), H-3508 (Ok3), H-3519 (Obr. 14),
H-3521(Obr. 15), H-3565 (Obr. 16), samotrofosfonatomethylcholin H-3488
(Obr 17.), (Tab. 3) a miltefosine (Axxora Europe).

Tabulka 3. Behled lipofilnich estéro-fosfonatomethylcholinu obecného vzorce
(CHz)sN — CH, — CHLOCH,P(O)(OR)(O).

Studovana latka Ret uhlikovych atora v linearnim Molekulova hmotnost
fetézci estero¥ vazaného alkoholu, R

H-3519 C13 383,55
H-3508 c1i14 393,5
H-3521 C 15 407,57
H-3504 C 16 421,6
H-3488 o-fosfonatomethylcholin, RH 197,3 / dihydrat 233,3
H-3565 223,2
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Obr. 12. Chemicka struktura analogifiosfonatomethylcholinu H-3519.
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Obr. 13. Chemicka struktura analogifiosfonatomethylcholinu H-3508.
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Obr. 14. Chemicka struktura analogifiosfonatomethylcholinu H-3521.
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Obr. 15. Chemicka struktura analogifiosfonatomethylcholinu H-3504.
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Obr. 16. Chemicka struktumfosfonatomethylcholinu H-3488.
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Obr. 17. Chemicka struktuafosfonatomethylcholinu H-3565.

3.3 In vitro kultivace Leishmania major

Promastigotni stadia. major byla kultivovana v 25 cfkultivaénich lahvich (TPP)

v RPMI médiu obohaceném 10% fetalnim bovinnim séré®0 ul/ml),
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1% glutaminem, 1% vitaminy (BME vitamins solutiorgmikinem (250 ug/ml),
1% prefiltrovanou lidskou méi a gentamycinem (8@g/ml).
Kultury byly pravidel pieatkovany i dosaZeni koncentrace 400° burgk/ml.
Redsny byly v takovém porru, aby jejich vysledna koncentrace byl& barsk/ml.
Kultivace probihala i teplo& 23 °C.

3.4.1n vivo kultivace Leishmania major

Pro udrZeni vitality kultury byli promastigotni did z Sestidennich kultur
inokulovany do mysi BALB/c. Inokutai davka 10 promastigai byla dvakrat promyta
ve fyziologickém roztoku a nasleginsubkutans inokulovana ke kieni ocasku.
Po vytvaeni léze (3-5 tydi) byly z jejiho okraje izolovany leishmanie na kméagar
piipraveny z baze a tekuté slozky. Baze sestavalal® ml destilované vody
s pidavkem Bacto Neopeptogenu (2@/ml), Bacto Agaru (20ug/ml), a NacCl
(6 ng/ml). Nasledn byl roztok autoklavovan po dobu 20 mifi 25 °C. Po zchladnuti
agaru na 45 °C bylafidana sterilni defibrinovana mysi krev (2pBml) a baze byla
rozplrena do zkumavek po 1 ml a ponechana ztuhnout v Sofeze v chladiice.

Pred vlastnim pouzitim byl krevni agar umdistdo termostatu, aby dosahl
poZzadované teploty 23 °C.

Kapalna slozka krevniho agaru bylappavovana stejnym Zigobem jako pevna,
ovSem bez fidani Bacto Agaru. Naslednbyl do kapalné fazefan gentamycin
(5 pl/ml).

Pro geneseni amastigbtz okraje 1éze na pevnou bazi agaru byla pouzdalrsi
mikrobiologicka kltka. Pevna baze s leishmaniemi byla pag/stvena 0,5 ml tekuté
faze.

Z krevniho agaru byla kultura po pomnoZeréyedena do pouzivaného RPMI

média.

3.5. Zamrazovani promastigoi

Vitalita kultury L. major po 48 hod kultivace byla mikroskopicky zkontrologa
Nasledi byly buiky centrifugovany (150 po 10 min pi 20 °C). Po stéeni byl
odpipetovan supernatant a sediment byl resuspendav@zplgn do kryozkumavek
po 750ul.
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Nasledr bylo pridano 600ul fetalniho bovinniho séra.ésné pied zmrazenim bylo
pifidano 150ul DMSO. Nésledn byly kryozkumavky umishy do tekutého dusiku, kde
mohou byt dlouhodabskladovany.

3.6. Testovani cytotoxicity analod o-fosfonatomethylcholini

3.6.1. Stanoveni IG pomoci pfimého paitani v Burkerové komarce

Pro stanoveni aktivity byly nejpnlaultury promastigat L. major testovany v médiu
s jednotlivymi analogyo-fosfonatomethylcholinu a-fosfonatomethylcholinem a to
v koncentracich 50; 25; 10; 5 a 2,5 mM&&@ni koncentrace bwk byla 1x16 na ml
média. Promastigoti byli kultivovani v termostatti B3 °C v 5 ml média. Pokus byl
provadn v triplikatech.

Patet burgk byl poté po 12, 24, 36, 48, 60 a 72 hodkigm v Burkero¥
komirce. Jako pozitivni kontrola byly pouzity kultury gfidavkem miltefosinu.
Pro rozliSeni Zivotaschopnych hikbylo pouZito barveni trypanovou maod

3.6.2. Neffimé stanoveni 1Gy pomoci konverze XTT

Pro testovani cytotoxicity byl uzit Cell Prolifeiat Kit 1l (XTT), ktery
v kolorimetrickém testu zaloZzeném na metabolickévak burék analyzuje poet
Zivotaschopnych promastigotv kulture na zéklad jejich Sepeni Zluté tetrazoliové
soli tetrazolium bromidu (XTT). Ta je &ena Zivotaschopnymi (metabolicky
aktivnimi) buikami na oranzovy ve ve@drozpustny formazan. VySSi et Zijicich
burgk tak ve vysledku znamena celkovaiidi aktivitu mitochondrialni dehydrogenazy.
Tento vziist odpovida mnozstvi vzniklého oranZzového formazanu

MnozZstvi oranZzového formazanu bylo kolorimetrickiaroveno multifunénim
modularnim readerem TECAN INFINITE 206 g¢80 nm, refereini vinova délka byla
690 nm. Jako blank bylo pouzito médium s fosfoahol XTT.

Jak uvadi Williams hodnoty Kz ziskané metodou XTT s amfotericinem B
a miltefosinem odpovidalygmn, které byly dive prokazany jinymi metodami (Williams
et al. 2003).

Pro tento pokus byly leishmanie kultivovany ve L@0media v 96 jamkovych
sterilnich destikdch v p@éateini koncentraci 1,5xP0burgk. Do jamek mikrotitrani
desttky bylo ihned, po 21 a 45 hod kultivace s analagipsfonatomethylcholinu a

o-fosfonatomethylcholinemip23 °C v termostatu fiddno 50ul XTT. Promastigotni
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stadiaL. major byla 3 hodiny kultivovadna s Cell Proliferation Kit(XTT), poté byla

spektrofotometricky stanovena absorbance roztokmdaanu, tedy po 3, 24 a 48 hod

kultivace so-fosfonatomethylcholinem a jeho analogy.
Koncentraceo-fosfonatomethylcholinu a jeho anatodpyly 50; 25; 10; 5; 2,5 a

1 uM. Pokus byl provagh v triplikdtech. K porovnani aktivity analdgosfocholin byl

jako pozitivni kontrola pouzit miltefosin, ktery nkdpromastigaim L. major senzitivitu

v rozmezi 1Gy4,8-13,1uM (Escobaret al. 2002).

Z nantienych absorbanci byly sestavenfgtové Kivky a grafy.

3.6.3 Stanoveni I1G

Pro stanoveni 1§ byla pouzita data ziskana z mnepeého stanoveni @t
Zivych promastigotnich stadli. major pomoci konverze XTT po 48 hod kultivace
s o-fosfonatomethylcholinem a jeho analogy. Tato date vztazena ke kontrole bez
inhibitoru (100 % promastigo}.

Z prepaitenych hodnot byla sestrojena dose-resporiseka a data byla proloZzena

pomoci nelineérni regreséwkou podle rovnice:

N = (100-y) & +yo
kde N je % pezivSich promastigata b, y jsou regresni koeficienty.
Upravou a dosazenim do rovnice bylo vygb 1G, takto:

IN[(50 — yo) / (50-y)]

-b

IC 50 =

3.7.Statistické vyhodnoceni

Statistické analyzy byly provédy pomoci SigmaPlot 9.0 Systa Software, Inc.
V programu Microsoft Excel byly vygteny ptimérné hodnoty a stémodatné odchylky,
které byly poté pouzity v grafech.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni Gy pomoci pFimého paitani v Birkerové komirce

VSechny testované latky byly v ndmi zkouSenych kom@cich 50; 25; 10; 5;
2,5 mM vici promastigoim L. major ucinné, avsak €innost se u jednotlivych analbg
lisila (graf 1).

Nejwinngjsi byly H-3504, H-3508, H-3519 a H-3521ii Roncentraci 2,5 mM byl
nejiinngjsi analog H-3508, ktery inhibovalast oproti kontrole 5,82x (@get
promastigoi 2,13x10/72 hod) a i nejvyssi koncentraci 50 mM byl nejangjsi H-
3521, ktery inhibovalirst 53,91x (pet promastigat 2,30x16/72 hod) oproti kontrole
(promastigoi 1,24x18/72 hod).

O-fosfonatomethylcholin H-3488 a jeho analog H-3568ytaké &inné, ale jak
vyplyvd z grafu, tak v mnohem vySSich koncentraciokZz ostatni analogy.
V koncentraci 2,5 mM inhibovab-fosfonatomethylcholin H-3488ist 3,76x (poet
promastigoi 3,36x10/72 hod) a v koncentraci 50 mM inhiboval H-3565849(pazet
promastigol 2,90x16 /72 hod).
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Graf 1. P&ty promastigotnich stadil. major v 12 hod intervalech Kkultivace
s testovanymi latkami pro jednotlivé koncentracen@entrace 0 oziaje kontrolu).
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4.2. NeFimé stanoveni 1Gy pomoci konverze XTT

Vysledky nEieni pomoci nefmého stanoveni gtu Zivych promastigdt pomoci
konverze XTT pro analogyo-fosfonatomethylcholinu H-3504, H-3508, H-3519,
H-3521, H-3565 a-fosfonatomethylcholin H-3488 v koncentracich 56; 20; 5; 2,5
a 1uM a v casech 3, 24 a 48 hod kultivace s analoggsfonatomethylcholinu shrnuje
graf 3.

Analogy o-fosfonatomethylcholinu H-3504, H-3508, H-3519 a B3 inhibovaly
rast leishmanii i nejniz8i pouzité koncentraci IM a nejlépe pak analog H-3519,
ktery inhiboval fist 1,68x (pdet promastigdt 3,90x16/48 hod) a fi nejvyssi
koncentraci 5QuM pak analog H-3508, ktery inhibovalst 5,15x (péet promastigat
1,28x10/48 hod) oproti kontrole (promastigot,59x16/48 hod). Analog H-3565
a o-fosfonatomethylcholin  H-3488 inhibovaly ve vySSichkoncentracich
nez ostatni analogy. V koncentraciull inhiboval analog H-3565ist 1,35x% (poet
promastigoi 4,87x10/48 hod) a 50puM H-3565 6,27x (pdet promastigat
1,05%x16/48 hod).

Kalibragni kiivka relativniho pétu promastigat L. major byla sestrojena na zakkad
rozdilu absorbanci natfenych i 480 nm a 690 nm (graf 2).
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Graf 2. ZAavislost absorbance¢fané metodou konverze XTT na gho jedind
meienych pgitanim v Burkerow komirce, proloZzeno linearni regresi.
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Graf 3. Péty promastigotnich stadli. major v ¢asovych intervalech 3, 24 a 48 hod
kultivace s testovanymi latkami pro jednotlivé kentrace (koncentrace 0 ozng
kontrolu).
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Statistickym zhodnocenim ¢innosti  analo§ o-fosfonatomethylcholinu  byly
dopa:itany hodnoty 1G, pro H-3504 2,6M, H-3508 1,65uM, H-3519 1,45uM a pro
H-3521 1,81uM.

O-fosfonatomethylcholin H-3488 a jeho analog H-356&ji na zaklad vysledki
v ndmi zvolenych koncentracich maly a statisticlegpmikazny &inek. Data ziskana

zhodnocenim &innosti shrnuje tabulka 4.

Tabulka 4. Hodnoty 165 a parametry regrese dose-respongek¥ kde y a b jsou
regresni koeficienty dose-responsa/ky ve tvaru N =(100-y) e ™+ y, (N - u danych
latek nelze ze ziskanych dat statistickou analyrdkazre dopdaitat 1Gsp).

Studovana latka & uM Yo b R
H-3504 2,66 4,30 0,278 0,94
H-3508 1,65 6,23 0,46 0,93
H-3519 1,45 12,93 0,59 0,92
H-3521 1,81 8,09 0,43 0,89
H-3488 N 78,04 1,17 0,00
H-3565 N 66,83 1,96 0,02

Zdat ziskanych statistickym zhodnocenim dale vithay dose-response
(davka-&inek) kiivky pro jednotlivé analogg-fosfonatomethylcholinu. Dose-response

kiivky shrnuje graf 4.
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Z vysledki ziskanych ze statistického zhodnoceni {rd, Ze rekteré analogy

o-fosfonatomethylcholinu maji¢innost srovnatelnou s miltefosinem. Porovnani fejic

acinnosti @i koncentraci UM shrnuje graf 5.
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Graf 5. Provnani d&innosti o-fosfonatomethylcholinu a jeho anato(sgazenych podle
acinnosti) s miltefosinem (koncentraceus!).
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5. Diskuze

Terapie leishmaniéz neni doposud zcela uspokojryieSena. #koli jsou
sloweniny gtimocného antimonu, amfotericin B a paromomycirhdra toxické (Croft
et al. 2006 a), jsou stale néjlZitejSim nastrojem by leishmanidzy a to jak kozni,
tak visceralni (Alvaet al. 2006).

Prestoze v poslednich deseti letech doslo k pokra@hrmujicim zavedeni novych
lécebnych latek, a to liposomalniho amfotericinu, ¥aluzivaného miltefosinu
a paromomycinu, nejedna se stale o idealbédaé latky. Proto jsou hledany ndén
toxické a levajSi chemoterapeutika (Alvat al. 2006). Krong toho je nyni rozgénym
jevem vznik rezistence i sloweninam gtimocného antimonu a téfh vSechna
standard& pouzivana I&va jsou neefektivni proti koinfekci leishmaniozy
a HIV (Croftet al. 2006 b).

Pacienti¢asto Ziji v odlehlych venkovskych oblastech béstppu k I€ékéské péi.
Navic je |€ba drahd a dlouhoddbvycerpava rodinny rozget. Nasledkem toho
pacienti nedokatuji Ié¢ebnou Kru (je-li vibec zahajena), coz vyttiasituaci, ktera
muZe napomoci rozvoji rezistence na pouzivané léKyget al. 2006). Krong toho
nejsou pacienti informovani, jak vypadaji prvotnitizpaky nemoci. Rtom
leishmaniozy, jak kozni tak visceralni, reagujidépa Iébu v paatenich fazich
nemoci (Alvaret al. 2006). Z tohoto dvodu by nglo byt zvySeno posdomi o této
chorol# v ohroZzené populaci a zaraveby bylo vhodné se zatiit na moznosti
poskytnuti kvalitijSi Iekaskeé pée.

Lécba nemoci finatné nevyterpava jen pacienta, ale i zdravotnickéizeni, které
lécbu poskytuje. VL, ktera je é&na klasickymi injekné podavanymi léky, vyZaduje
hospitalizaci kwli monitorovani I€by i moznych vedlejSich dinki. Po ukogeni
chemoterapie nasleduje adinpc¢ni sledovani zdravotniho stavu pacienta. Protafaé
kcere léka pripocitat i obnos za pobyt v nemocnici a ztratu financi
za dobu, kdy pacient neni schopny pracovat. Jaldiugdvar (Alvar 2006), tak
se konéna suma za Uugpre vyléteného pacienta pohybuje od 175 $il{lizné 3 300
K&) pri 1é¢bé miltefosinem, 467 $ (jiblizné 8 800 K) pii 1é¢bé amfotericinem B a 1
613 $ (priblizne 30 400 K) pii 1écbé liposomalnim amfotericinem.r@pokladame-li,
Ze se ron¢ vyskytne 100 000 novychiipadi ve statu Bihar v Indii, kde se jako lék
prvni volby pouziva miltefosin a jako Iék druhé lyplamfotericin B, pak se suma za
lécbu vSech paciefitvySplha na 11 000 000 $i{plizn¢ 207 250 000 K), (Alvar et al.
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2006). Ritom je nutné si usdomit, Ze finagni prijmy jsou v Echto oblastech mnohem
niZsi.

Zvlast komplikovana je l&ba u HIV pozitivnich pacieft V poslednich dvou
desetiletich bylo hlaSeno vice jak 2 000 koinfekishmanidézy a HIV z oblasti jizni
Evropy (Desjeux 2001). To se tykdedevsim lItalie, Francie, Portugalska a Siska
(Alvar et al. 1997). Tato koinfekce je vice neZz pouhou souhrgaudpatoged.
Oba sdileji stejné hostitelskéiy usnadiujici jejich vlastni replikaci (parazita a viru)
a oba vyvolavaji T-buftnou odpo¥d’ (Alvar et al. 2006).

Koinfekce zvySuje mortalitu na 20-25 % \ip&hu &by a velk&ast pacient umira
v prab¢hu 1-2 let po #kolika relapsech nemoci. Délka Zivota infikovanymdcient je
o ftetinu niz§i nez u pacient sAIDS, kté¢gi nemaji leishmaniozu
(Alvar et al. 2006). Hlavnim problémem parazitarni infekce jkt,fae nize vyvolat
aktivaci latentniho HIV viru (Alvaet al. 2008).

Z Kklinického hlediska se koinfekce leishmaniozy &/ Hrojevuje téndt stejré jako
VL s tim rozdilem, Ze mohou byt napadeny i neob&yditgany, jako nagklad plice,
hrtan, stevo a jiné. Ve #tSin¢ pripadi dochazi k relapsu ifps regulérni kEbu a vice
jak 40 % koinfikovanych pacieinema protilatky proti leishmanii¢lkoli maji parazity
piitomny v kostni geni i slezir (Alvar et al. 2006)

Z téchto divoda by méla byt chemoterapie zlepSena vyvojem novyemmych,
levngjSich, dostupnych a méroxickych Iéki (Rakotomangat al. 2007). Jak vyplyva
z predpokladanych dinkt o-fosfonatomethylcholinu a jeho anafogoy mohl byt
mozZnou variantou prieSeni tohoto problému.

Vysledky ziskanépomoci pimého pgitani v Blrkero¥ komirce ukazuiji,
Ze analogy o-fosfonatomethylcholinu jsou na promastigotni sadi. major
v koncentracich 50; 25; 10; 5; 2,5 mMinné. AvSak interpretace vysleilke diky
vzniklym deformitam buek promastigai velmi sloZitd a stavd se aZmg& subjektivni.
Jednozn&nému rozliSeni hynoucich promastijonepomohlo ani uZiti trypanové

modie. Ziskana data maji velké &mdatné odchylky, coz je velmi praymbdobré

IV

.....

a efektivrgjSi metodou, ufovanim pdétu promastigat pomoci konverze tetrazolium
bromidu, ktery je promastigoty metabolizovan a gglsly metabolicky produkt je

nasledg méren. Vysledky mifeni tedy nejsou ovliviny tvarovou deformitou busk.
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Ucinnost analog o-fosfonatomethylcholinu je v koncentracich 50; 250; 1
5, 25 mM Zejma, proto byla pro pokus n@mym stanovenim pdu Zivych
promastigoi pomoci konverze XTT zvolena koncentrace nizSip &@; 25; 10; 5;
2,5 a 1uM, tedy koncentraceifplizn¢ podobné dinnym koncentracim pro miltefosine.

Vysledky  pokud  ukazuji, Ze vSechny nami zkou3ené analogy
o-fosfonatomethylcholinu maji inhibujicicinek na promastigotni stadla major. Ze
ziskanych dat také vyplyva, Zeidek posledniho analogo-fosfonatomethylcholinu
H-3565 je v nami zvolenych koncentracich riggzny, avSak jak vyplyva zZimeho
pocitani, &inek ma, ale az v koncentracich, které jsou pro icheské @ely prilis
vysoké. Samotnyo-fosfonatomethylcholin H-3488 také&igobi v koncentracichiadu
mM jako inhibitor transportu cholinu do leishmandySak tento &inek jiz neni
v koncentracictiaduuM tak jednoznény.

Jak vyplyva z naSich vysledkctyti z péti analodi o-fosfonatomethylcholinu maji
srovnatelnou &nnost s miltefosinem, ktery jak uvadi Escobamsqbi proti
L. major v rozmezi 1Gy 4,8-13,1uM (Escobatet al. 2002). Toto porrné Siroké rozgti
acinnosti se projevuje i na velikosti chybové &lee ktera ma u miltefosinu oproti
zkouSenym analdgn vySSi hodnotu.

Uginnost v3ech latek neni stejna. Podle statistickéalyay maji analogy
o-fosfonatomethylcholinu H-3504, H-3508, H-3519 88521 odliSné hodnoty Kg. Pro
H-3504 je 1Gy 2,66 uM, pro H-3508 1Gy 1,65 uM, H-3519 IG, 1,45 uM a pro H-
3521je 1Gp 1,81 uM.

Z tohoto vyplyva, Ze analogem, ktery masd@ejnizsi je H-3519. Proto bychom
k pokusim in vivo na mySich dopotuli hlavné H-3519, dale pak H-3504,
H-3508 a H-3521. Je znamo, Ze&ininost chemickych latek na promastigoty je
2-10x vy38S8i nez na amastigoty (Escolghiral. 2002). D& se tedy fedpokladat,
Ze (&inna koncentrace na amastigoty bude 2-10x vySssi.

Na zéklad nantienych hodnot se da usuzovat, Zze délka alifatickéHle ietézce
hraje v &innosti analod znanou roli. Nejvyssi ginnost m4 analog H-3519. Tato latka
ma& nejkratSi alifatickyettzec (O — CH— (CHy)11 — CHg). S rostouci délkou tohoto
fetzce se zda, Zecinnost klesa. Rkladem niize byt H-3504, ktery ma tentetzec
nejdelSi (O — Chl— (CHy)14— CHs). Na druhou strana-fosfocholin H-3488, ktery tento
alifaticky fettzec postrada, je proti leishmanii v koncentracichuzgelnych

k medicinskym &elim ne®inny. Optimalni analogo-fosfonatomethylcholinu pro
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inhibici leishmanii by tedy ® mit postranniietzec, avSak ne iflis kratky
a maximalg tak dlouhy jako u analogu H-3519 (tedy O —GHCH,)11— CHb).

Je nutné si wdomit, Ze dinnost latek vin vitro testovani nezatuje jejich &innost
v modelech in vivo. Ackoli byla u mnoha slatenin prokazana aktivita
v in vitro pokusech, jen méalo z nich wp v dikladném testovani na hlodavcich. Jen
mal& ¢ast z nich pak prokazala antileishmaniélingost v jinych nez mySich
modelech (Croftet al. 2006 b).

Z pokusi in vitro tedy nelze odhadovat moznou toxicitu anélog
o-fosfonatomethylcholinu pro jatra a ledvitiymoznou nezadouci interakci skiterou
metabolickou drahou v organizmu Zérchi. Pred zavedenim do |ékské praxe je
nutné vyzkouSet dinky téchto latek vin vivo modelech. V sotasnosti jsou tyto
probléemy pednetem dalSiho zkoumaniédeckych pracovnik spolupracujicich s
Prof. RNDr. Antoninem Holym, DrSc., dr.h.c. mult.

Problém s vedlejSimi ginky mé& i miltefosin, ktery proSel tdtladnym in vivo
testovanim. Hlavnim dskalim miltefosinu je jeho emialni teratogenni vliv,
ktery brani jeho pouziti wehotnych ¢i kojicich Zzen a u Zen ve fertilniméku, jez
neuzivaji antikoncepci (Alvaat al. 2008). To znamena, Ze Zeny ve fertilnidkw musi
v prab¢hu |&by i dalSi dva rssice po Iéb¢ uzivat kontraceptiva a to &l dlouhému
biologickemu poléasu miltefosinu = 120 hod), (Alvaset al. 2006).

Pro naSe experimenty byl vybran druhmajor na zaklad jeho nejvyssi odolnosti
viac¢i hexadecylfosfocholinu a amphotericinu B ze zkooywh drutii leishmanii
L. donovani, L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana a L. panamensis
(Escobaret al. 2002). Vychazeli jsme tedy zZgupokladu, Ze budou-li nami testované
analogy o-fosfonatomethylcholinu gsobit jako inhibitory proL. major, budou tak
pusobit i na ostatni leishmaniePro potvrzeni této hypotézy byly provedeny
experimenty s analogy-fosfonatomethylcholinu i na nepatogennitieishmania
tarentolae, proti kterym byly tyto analogy taktéZiané.

Zvolend metoda konverze XTT fungovala bez prolilém krome
o-fosfonatomethylcholinu H-3488, kdy po 24 hod kute v koncentraci 2,pM
promastigoti nenarostli na namtekavané hodnoty. Ziskanou odchylenou hodnotu
si vyswtlujeme laboratorni chybou. Tento pokus jsme jibvanneopakovali, jelikoz
promastigotni stadid. major dosahla v ostatnich koncentracialekavanych hodnot.
Navic data ziskana po 24 hod kultivace s analedgsfonatomethylcholinu nebyla
vyuzita pro statistické vyhodnoceni a nasledné dio@oi 1Gs.
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Metoda konverze tetrazolium bromidu se stala jedazimefasgji pouzivanych
nastrofi pro méreni metabolicky aktivnich bgh v burééné biologii, a to od buik
sava@ az po mikroby (Berridget al. 2005). Tato prace navic ukazala moznost vyuZziti
metody XTT pro pokusy s promastigoty leishmaniolk@zala, Ze jde o metodu, ktera je
objektivrejsi, rychlejSi a efektivjSi nez pimé paitani burkk.

Z vysledki také vyplyva, Ze promastigotni stadla major nejsou analogy
o-fosfonatomethylcholinuifimo zabijena, aleggobi na @ jako inhibitor Gistu. Einek
analogi o-fosfonatomethylcholinu tedy neni cidni, ale stafic

DalSim zajimavym zjighim plynoucim ze ziskanych dat je fakt, Ze pro
koncentraci 50uM byly u vSech analag o-fosfonatomethylcholinu &kavany nizsi
pocty prezivsich promastigat avsak jejich péty prevysuji p@ty v koncentraci 2uM.

To miZe byt zmsobeno dosud blize ne€enymi kinetickymi vlastnostmiéthto
zkoumanych latek.

Zawrem je vhodné dodat, Ze nebegpéeishmanidozy nemusi byt pro nasi
zenepisnou polohu tak vzdalené, jak by se mohlo zdahl&lem k postupnému
globalnimu oteplovani by se oblast vhodna prepi flebotonit mohla gesunout vice

na sever, az k nasim hranicim (Mirleélal 2005).
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6. Zawer

Testovanim in vitro G¢inku lipofilnich estelt o-fosfonatomethylcholinu pro
potencionalni antileishmanialni aktivitu na prongsiech Leishmania major byl
potvrzen pedpokladany &inek ¢ty ze Sesti zkoumanych latek a to v koncentraciakter
je srovnatelna se s®asré pouzivanym lékem miltefosinem (tj. hexadecylesteru
fosfocholinu) a zaroveje gijatelna proin vivo pouziti. | vtomto pipadt ziejm¢ jde o
modifikaci burgcné membrany vlivem sitnhydrofobni iontové slateniny.

Pro H 3504 je 1Gy 2,66 uM, pro H 3508 je 1G,1,65uM, H 3519 je 1C501,45uM
a pro H 3521 je Gy 1,81 uM. O-fosfonatomethylcholin H-3488 nebyl dostatie
acinny. Nahradou trimethylamoniové funkce osfosfonatomethylcholinu  kvartérni
skupinou N-methylpyrrolidiniovou u latky H 3565 jg§i U¢innost podstathnentni.

Z vyslediki méteni vyplyva, Ze fednttem dalSiho zkoumdéni in vivo testech by
mély byt analogyo-fosfonatomethylcholinu H 3504, H 3508, H 3519 8%21.
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7.Seznam pouzitych zkratek

CL cutaneous leishmaniasis - kozni leishmanioza

DCL diffuse cutaneous leishmaniasis - difazniidgzishmani6za

DMSO dimethylsulfoxid

INFy interferony

ICs0  inhibEni koncentrace

IL-2 interleukin 2

HIV human immunodeficiency virus - virus lidsk@éunitni nedostat@osti

H-3488 o-fosfonatomethylcholin

H-3504 analo@-fosfonatomethylcholinu — postranni alifatickgi¢zec s 16 C

H-3508 analo@-fosfonatomethylcholinu — postranni alifatickgiézec s 14 C

H-3519 analog-fosfonatomethylcholinu — postranni alifatickgtézec s 13 C

H-3521 analog-fosfonatomethylcholinu — postranni alifatickgézec s 15 C

H-3565 analogo-fosfonatomethylcholinu — z&ma trimethylamonia za
N-methylpyrrolidin

LCL localised cutaneous leishmaniasis - lokalatd kozni leishmanioza

MCL mucocutaneous leishmaniasis - skimileishmanioza

SGG  sloteniny gtimocného antimonu

VL visceral leishmaniasis - utrobni leishmanioza

XTT tetrazolium bromid
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