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Farmaceuticky p¥ipravek obsahujici difenylenjodonium pro lé¢enf onemocnéni vyvolanych

parazity ¢eledi Trypanosomatidae

Oblast techniky

Vynilez se tykd nového pouziti difenylenjodonia (DPI) jako G¢inné latky proti parazitim Celedi

Trvpanosomatidae, zejména proti parazitim rodu Leishmania a Trypanosoma.

Dosavadni stav techniky

Parazité rodu Leishmania (ni¢ivka) ohroZuji obyvatelstvo 98 zemi na S kontinentech [Alvar et al.
2012]. Leishmanidza, nemoc plsobend témito parazitickymi prvoky (patii sem napf.
L. aethiopica, L. donovani, L. infantum, L. major, L. mexica, L. tropica) je rozsifena
v intertropickych zondch Ameriky a Afriky a zasahuje aZ do mirného pdsma Jizni Ameriky, Asie
a jizni Evropy. V zdvislosti na postiZené ¢asti téla jsou rozliSovény tfi typy leishmanidzy: koZni,
kozné-slizni¢ni a viscerdlni. Pfedpoklddd se, Ze ro¢né nové onemocni 2 miliony lidi (1.5 miliénu
koZni leishmanidzou, pil miliénu viscerdlni leishmanidzou), a 20000 aZ 40000 lidi roné na tuto
chorobu umir4, pii¢emZ celkovy pocet nemocnych dosahuje celosvétové 12 miliéni [WHO,
2012]. Protoze hldSeni piipadi choroby je povinné pouze v 32 z98 zemich postizenych
leishmanidzou, velkd ¢dst onemocnéni neni nikde zaznamendna. Choroba vSak ohroZuje nejen
obyvatele endemickych zemi, ale také cestovatele [Kobets et al. 2012] a vojenské jednotky
umisténé v téchto oblastech. Proti infekci neexistuje G¢innd lidska vakcina a pouZivané léky maji
mnoho neZadoucich vedlejiich G¢inkd. v mnohych oblastech proti nim navic parazité ziskavaji

odolnost [Kobets et al. 2012].

Po mnoho let byl vliv leishmanidzy na zdravotni stav obyvatelstva silné podcefiovan.
V poslednich 10 letech se endemické oblasti v souvislosti s podnebnymi a ekologickymi

zménami, véle¢nymi konflikty a daldimi nezndmymi vlivy prudce rozsifily a vzristd pocet

pozorovanych piipadii. V Evropé se napi. leishmanidza dfive omezovala na oblast Stredozemniho
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mote, ale v soucasnosti se rozsitila aZ do severni Itdlie a jiZntho Némecka, kde byly zaznamendny
desitky ptipadt u lidi, ktefi necestovali mimo danou oblast {Kobets et al. 2012], a v posledni
dob¢ byly hldseny autochtonni piipady nakaZenych ZivoSichii z Madarska a ze Svycarska.
Alarmujici je také skute¢nost. Ze Flebotomus (koutule) - hmyzi pfenaSe¢ leishmanii - se $iii

severovychodnim smérem rychleji, neZ predpoklddaly dosavadni modely.

Ne kazdy ¢lovék, nakaZeny leishmdnii, onemocni. Ve sttedomoiské oblasti je napf. odhadoviano,
Ze na jeden klinicky piipad piipadd 30-100 subklinickych infekei [Pampiglione et al. 1975]. Toto
nedocenéné nebezpedi mize mit nedozirné ndsledky pro krevni banky. Krev ddrca Zijicich
v endemickych oblastech Recka byla seropozitivni na leishmanie v 15% piipadi [Kyriakou et al.
2003] a u darcd z endemické oblasti §panélska (Baledry) v 11% [Riera et al. 2008]. Tyto
asymptomatické infekce se mohou u pacientd s oslabenou imunitou napf. pfi AIDS vyvinout do
vazné klinické formy. Koinfekce parazitd Leishmania a viru HIV se stdvd vdZnym zdravotnim
problémem v mnoha stitech svéta, protoZe infekce HIV zvySuje riziko ndhlého vzplanuti
viscerdlni leishmanidzy 100-2320 x, a infekce leishmaniemi naopak zvySuje riziko propuknuti
AIDS [Kobets et al. 20121.

Ve veterindrni medicing predstavuji vdzny problém psi nakaZeni leishmdniemi. Infikovani psi
obvykle vykazuji vyrazné symptomy nemoci. Nicméné jak nemocni, tak asymptomati¢ti psi
piedstavuji riziko pro ¢lovéka, protoze jsou rezervodrem parazitli, z néhoZz jsou hmyzem
pfend¥eni na ¢lovéka. V nékterych oblastech Brazilie je az 24 % psi nakaZeno leishmaniemi
[Coura-Vital et al. 2011], zatimco v nékterych ¢dstech jizni Evropy ukazuje pfitomnost protildtek
proti parazitovi, Ze aZ 34 % psu se s infekei setkalo [Kobets et al. 2012]. V poslednich letech se

leishmanidza objevuje u domécich psi a koc¢ek v USA [Petersen, 2009].

Utinnd a bezpeénd lidskd vakcina proti této chorobé& neexistuje. Stejné tak neexistuje vhodnd
a jednoduchd 1écba bez vedlejsich déinka [Kobets et al. 2012]. Léky pouZivanymi v soutasné
dobe pro 1é¢bu viscerdlni leishmanidzy [Kobets et al. 2012], které lze pouZit i proti leishmanidze
kozni a mukokutdnni, jsou: pétivalentni antimon, amfotericin B, liposomélni amfotericin B,
miltefosin a paromomycin. Nejstar$imi chemoterapeutiky vyuZivanymi pro 1é¢bu viscerdln{

leishmanidzy jsou soli antimonu. V souc¢asné dobé jsou derivity antimonu sodium stiboglukonat
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(Pentostam) a meglumin antimonidt (Glucantime) poddvdny ve formé nitrosvalovych nebo
nitroZilnich injekci. Nevyhodou téchto 1ékii je nizkd klinickd Géinnost v nékterych oblastech,
vznik rezistence parazita (aZ 60 % v indickém stité Bihdr). dlouhd doba 1é¢by (30 dni), toxicita a
vysokd cena. Dal§imi chemoterapeutiky, dcinnymi pit 1€€b¢ leishmaniazy, jsou 1é¢iva, kterd byla
pivodné vyvinuta pro 1é&bu jinych nemoci. Je to 1ék pro boj s plistiovymi infekcemi amfotericin
B (AmBisome), 1ék pro 1é¢bu rakoviny miltefosin (Impavido) a Sirokospektralni antibiotikum
paromomycin. Ani tato lé¢iva vSak nejsou idedlni. Pouze miltefosin je moZné podavat per os, ale
jeho Gcinnost se sniZuje, a v nékolika pifpadech vedlo jeho podéni ke smrti pacientd zplisobené
vedlej8imi acinky pisobeni 1éku [Sundar et al. 2012]. Amfotericin B a liposomalni amfotericin B
vyZaduji intravendzni inflize a paromomycin je poddvdn intramuskuldmé. I tyto Iéky maji mnoho
vedlej$ich ucinkd, s vyjimkou paromomycinu jsou drahé a u miltefosinu sta¢i jedna jedind
mutace, aby se parazité stali rezistentnimi. Nevyhodou je i dlouhd doba 1é¢by [Kobets et al.
2012]. Nevyhody jednotlivych 1€ki lze ¢dste¢né sniZit kombinovanou terapii [van Griensven et
al. 2010). Byla popsédna tsp&§nd 1é¢ba poddnim jedné davky liposomdlniho amfotericinu B
v Indii [Sundar et al. 2010], ale tyto nadéjné vysledky je tieba jesté potvrdit [Edwards et al.
2011}

K parazitickym prvokim rodu Trypanosoma patii zejména T. brucei a T. cruzi, které vyvoldvaji

spavou nemoc, resp. Chagasovu nemoc.

Spavd nemoc (resp. africkd trypanosomidza) je onemocnéni ¢lovéka vyvolané prvokem
Trypanosoma brucei a prendfené mouchou (bodalkou) tse-tse. Nemoc je ,,endemickd” v rozsahlé
oblasti Subsaharské Afriky (zasahujici do 36 zemi a osidlené cca 60 miliény lidmi). V roce 2009
bylo podle WHO v Africe odhadovdno 30000 novych pifpadi onemocnéni. Nemoc existuje ve
dvou formdch, respektive je zplsobena dvéma poddruhy: Trypanosoma brucei gambiense
v zdpadni a sttedni Africe a Trypanosoma brucei rhodesiense ve vychodni a jizni Africe, pfi¢emZ
poddruh uvedeny jako druhy je mnohem agresivnéjsi a rychleji plsobici. K 1é¢bé spavé nemoci
se pouzivaji v zdvislosti na fézi 1é¢iva pentamidin, suramin a melarsoprol, které vykazuji fadu
nezddoucich d¢inkd, mohou vyvolat anemii nebo poskozeni ledvin. Prevence proti spavé nemoci

je prakticky nemoZznd, nebot’ neexistuje ic¢innd vakcina.
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Chagasova nemoc (tzv. americkd trypanosomidza) je tropické parazitdrni onemocnéni zplsobené
prvokem Trypanosoma cruzi, které je pienddené pokousdnim dravymi krev-sajicimi ploSticemi.
Infikovand ploStice pfenese infekci pouze v piipadé, Ze béhem kousnuti vylou¢i i infikované
vykaly. K pienosu viak nemusi dojit pouze pokousdnim plostici. Nemoc miiZe byt pfenesena krvi
i z ¢lovéka na ¢lovéka (napiiklad pii transfuzi, transplantaci orgdnt ¢i béhem téhotenstvi mize
infikovand matka nakazit své nenarozené dit¢). WHO odhaduje, Ze timto parazitem je infikovdno
7 a7 8 miliéni lidi. Inkubacni doba je jeden aZ ¢tyfi tydny (v pifpadé nakaZeni transfuzi krve se
miiZe inkubaéni doba prodlouzit az na 6 tydni). Nemoc zasahuje zejména srdce, stfeva a mozek.
Lé¢ba Gcinkuje jen v pocétedni fézi onemocnéni a ockovéni proti nemoci neexistuje. K 1éCent se
uzivaji lé¢iva Nifurtimox a Benznidazol, jejich nevyhodou je viak zna¢nd toxicita, oba Iéky

vyvoldvaji zdvazné nezddouci reakce zaZivaciho a nervového systému.

Trypanosoma brucei brucei vyvoldvd onemocnéni u zvifat (napf. koné, velbloudi, vodni buvoli).

ale nikoliv u lidi.

Ze viech vySe uvedenych ddaji je ziejmé, Ze existuje potieba nového léku s tucinky proti
parazitickym prvokim &eledi Trypanosomatidae, ktery by nevyzadoval komplikovanou lécbu,
mél mén¢ vedlejdich G¢inkd neZz soucasné pouzivané Iéky. a byl by cenové dostupny

v postiZenych oblastech.

3

Difenylenjodonium ([1,1'-bifenyl]-2,2'-diyljodonium, DPI) je ldtka majici ndsledujici vzorec:

|
®

Bylo ukézédno, Ze difenylenjodoniumsulfat u potkanti zabranil alkoholem-vyvolanému poskozeni
jater [Kono et al. 2001]. WO 2007/080598 popisuje farmaceutickou kompozici obsahujici DPI
nebo jeho sil pro inhibici proliferace neointimy a prevenci restenézy. WO 2012/135588 popisuje

pouziti difenylenjodoniumchloridu jako chemoterapeutika pfi lé¢eni ser6znich nédoru.
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O DPI byla jiz dfive publikovdna informace, Ze zabiji malarického parazita Plasmodium

falciparum (1Cso = 0.001 — 0,00006 uM) [Yuan et al. Nat Chem Biol 5: 765-771, 2009].

Utinek DPI proti parazitim &eledi Trypanosomatidae nebyl dosud zném.

Podstata vyndlezu

Pavodci testovali knihovnu 2448 chemickych sloucenin zahrnujicich kolekce ,Library of
Pharmacologically Active Compounds® (LOPACI1280, Sigma-Aldrich). .Prestwick Chemical
Library* (Illkirch, France) a ,,NIH Clinical Collection” (NIH, USA). Slouceniny byly pouZity pro
skrining na inhibici ristu parazita Leishmania major. V tomto primdrnim skriningu bylo

difenylenjodonium (DPI) ur¢eno jakoZto i¢inny inhibitor.

V dal3ich testech pavodci prekvapivé nalezli u slouceniny DPI vyznamné G¢inky proti parazitiim
Leishmania ssp. a Trypanosoma brucei brucei. V testech, které byly soucdsti sekundérniho
skriningu a jsou podrobné& popsdny v sekci ,,PFiklady®, bylo ukdzano, Ze DPI i¢inné inhibuje rist
parazitl rodu Leishmania ve formé promastigott (forma Zijici v hmyzim prenadeci). Byla
stanovena hodnota ICso = 0,010 uM, kterd je vyznamné niZ§i neZ hodnota pro soucasnd 1é¢iva.
jako je napiiklad amfotericin B (ICsp = 0,039 uM). Navic je DPI také d¢inny v zabijeni paraziti
rodu Leishmania ve formé amastigotd (forma nachdzejici se v makrofazich), kdy byla zjisténa
hodnota LDsy = 0.066 pM, kterd je také niZ§i neZ hodnota pro nejlepsi soucasné 1éCivo

amfotericin B (LDsq = 0.143 uM).

Dile bylo vtestech in vivo u infikovanych mysi prokdzdno, Ze poddvini DPI vedlo

k vyznamnému sniZeni poétu parazitd ve slezindch infikovanych mysi.

V testech bylo také prokdzéno, Ze krevni forma parazita Trypanosoma brucei brucei je zabijena

plsobenim DPI s vysokou dGéinnosti, byla zjiténa hodnota LCsp = 0,85 uM.



o LR e e * LA AN ]

. LR ] . . e o L] se .
LN . . LI ] L z L]

L A\ L . eoe o L]
. L] . . . L] [ L]
sese .0 .0 s a0 e LR J

DPI tedy mize byt tedy uzite¢ny jako 1é¢ivo pro 1éCeni onemocnéni vyvolanych parazity Celedi
Trypanosomatidae, vyhodné parazity rodu Leishmania nebo Trypanosoma, konkrétné napf.

onemocnéni vyvolanych parazity Leishmania major nebo Trypanosoma brucei brucei.

Jeden aspekt vyndlezu se tedy tykd difenylenjodonia nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro
pouziti pfi 1éCeni onemocnéni vyvolanych parazity z celedi Trypanosomatidae. Vyhodné je
pouZiti pii Ié¢eni onemocnéni, které je vyvoldno parazity rodu Leishmania nebo Trypanosoma.
Vyhodnéjii je pouZiti pii lé¢eni onemocnéni vyvolaného parazitem Leishmania major. V jiném
vyhodnéj§im aspektu se pouziti tykd léeni onemocnéni vyvolaného parazitem Trypanosoma

brucei brucei.

Dalsi aspekt vyndlezu se tykd pouZiti difenylenjodonia nebo jeho farmaceuticky piijatelné soli
pro vyrobu farmaceutického piipravku pro 1é¢eni onemocnéni vyvolanych parazity z Celedi
Trypanosomatidae. Vyhodné se pouZiti tykd Ié¢eni onemocnéni, které je vyvoldno parazity rodu
Leishmania nebo Trypanosoma. V jednom konkrétnim provedeni se pouZiti tykd 1éceni
onemocnéni vyvolaného parazitem Leishmania major. V jiném konkrétnim provedeni se pouZiti

tykd lé&eni onemocnéni vyvolaného parazitem Trypanosoma brucei brucei.

Farmaceuticky piipravek obsahujici DPI nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou sil je uZite¢ny pro
lé¢eni v humdnni 1 veterinarni mediciné. Lé&enim se pFitom rozumi jak profylaxe, tak vlastni

(kurativni) léCeni.

Ve farmaceutickém piipravku maze byt DPI piitomen také ve formé farmaceuticky piijatelnych
soli (netoxickych, fyziologicky pfijatelnych), anorganické ¢i organické povahy. Odbornik je

schopen rutinné pfipravit vhodné soli.

Farmaceutické ptipravky obsahujici jako d¢innou latku DPI nebo jeho farmaceuticky piijatelnou
siil mohou byt formulovény napf. pro systémové podédvani, napf. enterdlni poddvéni, jako napr.
perordlni poddvani, napf. ve formé tablet nebo tobolek, pro rektdlni poddvéni, napf. ve formé
¢ipkd, pro nasdlni poddvéni ¢i inhalaci, napi. ve forme spreje nebo kapek. LéCiva mohou byt

vyhodné formulovdna také pro parenterdlni podavani, jako injekcf (i.v., i.m., s.c.), infdzi nebo



pomoci implantovatelného zdsobnikového systému. Odbomikovi je ziejmé. Ze tento vycet neni

vycerpdvajici, a odbornik znd dalsi vhodné zplsoby.

Utinn4 ldtka je ve farmaceutickém piipravku zpravidla spole¢né s pomocnymi ldtkami jako jsou
napf. plnidla, rozvoliovadla, fedidla, pojidla, emulgdtory, pufry, stabilizujici ¢inidla, konzervanty
a barviva. Tak farmaceuticky piipravek podle vyndlezu obsahuje tcinnou ldtku a jednu nebo vice
pomocnych latek. Odbornikovi jsou zndmy pomocné tarmaceutické litky a jejich pouZiti pfi

formulaci farmaceutickych pfipravka.

DPI mize byt ve farmaceutickém piipravku také v kombinaci s jinou ucinnou latkou, napf.

vyhodné s ic¢innou ltkou projevujici synergicky dcinek.

DPI bude zpravidla formulovdn do farmaceutického piipravku ve farmaceuticky d¢inném
mnozstvi. Zplsob stanoveni farmaceuticky i¢inného mnozstvi je béZnym postupem, ktery je

odbornikovi zndm.

Stanoveni ddvky tc¢inné latky obsaZené v jednotkové Iékové formé napi. v piipadé tobolek nebo
napi. vhodné koncentrace v piipadé injekéniho nebo infizntho roztoku je také béZnym postupem

odbornikovi zndmym.

Vyse zminéné znalosti odbornika tykajici se farmaceutickych piipravkd, Iékovych forem,
pomocnych ldtek apod. jsou shrnuty v odbornych pifruckdch [Gennaro, A.R. et al. Remington:
The Science and Practice in Pharmacy. 20. vydéni. Lippincot Williams & Wilkins, Baltimore,
MD, 2000, Kibbe, A.H. Handbook of Pharmaceutical Excipients. Pharmaceutical Press, London,
2000, Chalabala, M. et al. Technologie Léka. Galén, Praha, 2001], pifipadné také v Ceském
1ékopisu (CL 2009), v Evropském lékopisu (Ph.Eur.) a/nebo 1ékopisu Spojenych sttt (USP).

Popis obrazki

Obr. 1. Uginek DPI proti parazitu Leishmania major ve formé promastigotii (A), véetn& kmena

odolnych proti solim antimonu (B)
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Obr. 2. Ucinek DPI na Leishmania major ve form¢ amastigott (forma, kterd Zije v makrofézich

hostitele)
Obr. 3. Ucinek DPI in vivo na sniZeni poctu paraziti ve slezindch infikovanych mysi
Obr. 4. Ucinek DPI na krevni formu parazita Trypanosoma brucei brucei

PR

Obr. 5. Stanoveni tcinku DPI na Zivotaschopnost lidskych bunék

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Primarni skrining

DPI bylo nalezeno pii testovani knihovny 2448 chemickych sloucenin zahrnujicich ,,Library of
Pharmacologically Active Compounds® (LOPAC1280, Sigma-Aldrich), ,.Prestwick Chemical
Library* (Illkirch, France) a .NIH Clinical Collection (NIH, USA). Slouceniny byly
reformétovany do 384-jamkovych polypropylenovych desti¢ek (Corning, kat. €. 3657) v kone¢né

koncentraci | uM v DMSO a pouZity pro skrining na inhibici rlstu parazita Leishmania major.

Vysledkem primdrniho skriningu bylo zjisténi, Ze DPI je Gdinnym inhibitorem ristu parazita
Leishmania major. DPI bylo proto déle testovdno in vitro a in vivo, jak je popsdno v dalSich

prikladech.
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Piiklad 2
Cytostaticky tcinek DPI na Leishmania major ve formé promastigotu (obr. 1A, 1B)

Antiparazitdrni aktivita v kultufe promastigotd (hmyzi forma) byla méfena pomoci standardni
mikrodiluéni metody, uréujici minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) testovaného vzorku, kterd

vede k inhibici parazitdrniho ristu.

Leishmania major LV 561 (MHOM/IL/67/LRC-L137 JERICHO 1) byla uchovdvina
v pfevrstveni 10% dimethylsulfoxideem v tekutém dusiku jako subkultura 0. Paraziti byli
rozmraZeni a kultivovani 7 dni pii 23 °C ve dvoufdzovém médiu SNB-9 (saline-neopeptone-
blood-9) [Grekov et al. 2011]. Pevnd faze a pfevrstveni SNB-9 byly pfipraveny z nasledujicich

slozek: Bacto™

Agar (kat. & 214010, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NIJ),
Bacto™ Neopeptone (kat. &. 211681, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ),
NaCl a defibrinovand krali¢i krev (Bioveta, a. s., Ivanovice na Hané, Czech Republic). Do
pievrstvujictho roztoku byl pfiddn 50 pg/ml gentamicin (kat. ¢. G1272, Sigma, St. Louis, MO).
Pro testy inhibice ristu promastigotd byla subkultura 2 L. major kultivovdna ve Schneiderové
hmyzim médiu (kat. ¢. S0146, Sigma, St. Louis, MO) doplnéném 50 pg/ml gentamicinu (kat. <.
G1272. Sigma. St. Louis, MO), 63,7 pg/ml penicilinu G (kat. ¢. PENK, Sigma, St. Louis, MO),
100 pg/ml streptomycinu (kat. ¢. S6501, Sigma, St. Louis, MO), 2% lidskd mo¢ a 10% tepelné-

inaktivované fetlni bovinni sérum (kat. ¢. F2442, Sigma, St. Louis, MO).

Leishmanie ve formé promastigotd nachézejicich se v logaritmické fazi ristu byly rozplnény do
¢ernych 384-jamkovych desti¢ek (kat. ¢. 3571, Corning, New York, NY) v koncentraci 15000
paraziti/ul/jamka s pouZitim piistroje Multidrop Combi (Thermo Fisher Scientific Inc.. Waltham,
MA). Thned poté byly piidany DPI (1 nM - 500 nM) nebo Amfotericin B (20 nM - 10 uM)
pomoci ,pitool” zapojenym k JANUS® Automated Workstation (PerkinElmer Inc., Waltham,
MA) a inkubovany po 48 hodin. Metabolickd kapacita paraziti byla méfena po 2.5 hodinich
inkubace pomoci &inidla CeliTiter-Blue® Reagent (kat. ¢ G8082. Promega Corporation,
Madison, WI) s pouzitim &te¢ky EnVision Multilabel Reader (PerkinElmer Inc., Waltham, MA).

Data byla vyhodnocena pomoci (log(inhibitor) vs. odpovéd’ — variabilni sklon). Piiprava grafu a
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vypocet ICsy byly provedeny pomoci programu GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software,
USA). Hodnota ICsy byla vypocitdna jako koncentrace DPI. pri niZ doslo ke sniZeni poctu
Zivotaschopnych promastigoti o S0 %, a to metodou nelinedrni regrese (hodnoty uvedeny déle v
tab. 1).

Utinek DPI proti parazitu Leishmania major ve formé promastigoti, stanoveny vySe popsanym
zpasobem, je graficky zndzornén na obr. 1. Obrazek ukazuje procento Zivych promastigoti
L. major v kulturich, na néZ pisobil DPI nebo amfotericin B ve srovnani s kulturou, na niZ tyto

latky neptisobily (brdna jako 100%).

s A we

Cytotoxicky acinek DPI na Leishmania major ve formé amastigotu (forma nachazejici se

v makrofazich) (obr. 2)

Prekurzory makrofdgh byly izolovany z kostni dfené¢ a inkubovany 7 dnd pii 37 °C a 5% CO;
v médiu DMEM suplementovanym (doplnénym) supernanantem L929 bunck (20 objemovych
procent) obsahujicim M-CSF. Po diferenciact byly makrofdgy infikovany E-GFP- L. major ve
staciondrni fdzi rGstu v poméru 1:10. Poté byly makrofigy inkubovdny v suplementovaném
médiu DMEM doplnénym (20% objemu) supernatantem 1929 bunék obsahujicim M-CSF pfi
37°C a 5% CO;. Po 24 hodindch bylo médium obsahujici extraceluldmi parazity odstranéno
a desti¢ky byly 3x odmyty médiem HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, kat. ¢. H9269, Sigma,
St. Louis, MO). V posledni fdzi bylo HBSS nahrazeno suplementovanym DMEM a vzorky byly
inkubovény dal$ich 24 hodin, aby se mohli promastigoti transformovat v amastigoty. Pak byly
piidany testované litky v koncentracich 7,8 nM az 2 uM. Po 48 hodindch koinkubace s litkami
byly makrofdgy obarveny 1 pg/ml Laser Dye Styryl-751 (LDS-751) ve tmé pfi pokojové teploté
po 30 minut. Poté bylo médium odsdto, makrofigy byly odmyty z desticky studenym PBS
obsahujicim 10 mM glukézy (kat. ¢. G5400, Sigma, St. Louis, MO) a 3 mM EDTA (kat. ¢. ED,
Sigma, St. Louis, MO) a pieneseny do desti¢ek s kulatym dnem (kat. ¢. 3365, Corning, New
York, NY).
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Vzorek byl analyzovin na pritokovém cytometru FACSCalibur (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ) pomoci softwaru CellQuest Pro (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ). Pouzité detektory: Forward Scatter (FSC) (piimy rozptyl), Side
Scatter (SSC) (bo¢ni rozpyl), FLI (emise pii 530 + 15 nm) detektor pro GFP, FL3 (emise pfi
> 670 nm - longpass filter) detektor pro LDS-751. Méfeny byly vysledky pro 10 000
makrofdgh v prvnim pokuse a pro 20 000 makrofdgi v druhém pokuse. Mrtvé buiiky, negativni
na LDS-751, byly vylou¢eny z analyzy. Vysledky byly zpracovdny s pouZitim nelinedrni regrese

(log(inhibitor) vs. odpovéd’ - variabilni sklon).
Vysledky vySe popsaného testu jsou graficky zndzornény na obr. 2.

Pro ovéieni vySe uvedenych vysledkd ziskanych pritokovou cytometrii (FCM) byly piipraveny
bunééné ndtéry ze suspenze peritonedlnich makrofdgi osetfenych DPI v koncentracich 2,7 nM,
24,7 nM, 0,2222 uM a 2,0 pM. Nitéry byly obarveny pomoci Giemsa (kat. ¢. 11700, Sigma, St.
Louis, MO) a analyzovdny fluorescenénim mikroskopem Leica6000DM (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany) pii zvétieni x 400. Byl stanoven celkovy pocet paraziti v 500
makrofazich. Vysledky byly zpracovdny s pouZitim nelinedrni regrese (,,one phase exponential

decay™).

Hodnota LDsy byla jak pro pritokovou cytometrii, tak pro bunétné ndtéry vypocitdna jako
koncentrace l4tky, pti niZ doslo ke sniZeni poc¢tu infikovanych makrofdgi o 50%. Grafy byly
vytvofeny a hodnota LDsy poéitdna pomoci GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software,

USA). Hodnoty ICsp a LDsp jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tab. 1. Hodnoty ICsy a LDs, uréené z experimentd, jejichZ vysledky jsou zndzornény na obr. 1A,

IB a 2. Amph B = amfotericin B

DPI Amph B
L. major ve formé& promastigott (ICso, uM) 0,010 0,039
L. major odolné proti solim antimonu ve formé promastigott (ICsg, pM) 0,015 0.043
L. major ve formé vnitrobuné¢nych amastigotli (LDsp, ptM) 0,066 0,143

Testy prokdzaly, Ze DPI je G¢inny v inhibici rlstu parazith rodu Leishmania ve formé

Mres

neZ hodnota pro soucasnd lé¢iva jako je amfotericin B (ICso = 0,039 uM).

Ddle bylo prokdzdno, ze DPI je Gé¢inny v zabijeni parazitd rodu Leishmania také ve formé
amastigotd (forma nachdzejici se v makrofazich). Stanovend hodnota LDso = 0,066 uM pro DPI

je vyznamné niZ8i neZ hodnota pro amfotericin B (0.143 pM).

Piiklad 3

Pusobeni DPI in vivo (Obr. 3)

Samice kmene BALB/c (stifi 8-11 tydnid) byly ndhodné rozdéleny do &ty experimentdlnich
skupin po 8-9 zvifatech: 1) neinfikované kontroly; 2) infikované nelé¢ené kontroly; 3) podavéni
2.5 mg/kg/den (MKD) amfotericinu B: 4) poddvdni 0,5 MKD DPIL. Promastigoti L. major
(10x10% ze 7-denni subkultury 2 byli podkoZné inokulovéni v 50 ul sterilniho fyziologického
roztoku (PBS) ke kofenu mysiho ocasu. Neinfikované kontrolni mysi byly inokulovény sterilnim
fyziologickym roztokem. Aplikace standardni 16Civé ldtky (amfotericin B) a testované ldtky
(DPI) zacala 2. tyden po infekci, kdy se u vétSiny mysi vyvinuly na misté vpichu parazit boule.

Béhem ndsledujicich 28 dni byla skuping 3 poddvina denné ve formé intraperitonedlni injekce
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standardni 16¢ivd 1atka amfotericin B a skupin€ 4 injekce DPI v 20% DMSO v PBS, a skupindm 1]
a 2 stejny objem 20% DMSO v PBS. Velikost koZni léze byla méiena jednou tydné pomoci
posuvného méfitka. Mysi byly usmrceny 6 tydna po infekei. Slezina byla odebrdna na analyzu.
Pocet parazitl ve slezin€ byl ur¢en pomoci PCR-ELISA podle postupu publikovaném v Kobets et
al., Nature Protocols, 5(6):1074-80, 2010. Stru¢né, celkovda DNA byla izolovdna pomoci
standardni procedury (http://www.mrcgene.com/tri.htm) TRI reagent (Molecular Research
Center, Cincinnati, USA). Pro PCR amplifikaci byly pouZity primery: digoxigeninem znaceny
primer F 5-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3* a biotinem znaceny primer R 5°-GTG
GGG GAG GGG CGT TCT-3* (VBC Genomics Biosciences Research, Austria), které cili na
120 bp dlouhy konzervativai isek DNA na kinetoplastovém mikrokrouzku parazita Leishmania.
V kazdé reakei bylo pouzito 50 ng izolované DNA. Jako pozitivni kontrola bylo pouZito 20 ng
DNA L. major na reakci a amplifikat slouZil jako nejvySsi koncentraéni standard. Byla provedena
PCR amplifikace s 30 cykly. Mnozstvi parazitd bylo uréeno analyzou PCR produktu pomoci
modifikované protokotu ELISA (Pharmingen, San Diego, USA). Koncentrace DNA leishmanii
byla vyhodnocena s pouZitim pfistroje ELISA Reader Tecan a programu KIM-E (Schoeller
Pharma, Prague, Czech Republic), ve kterém byla vyhodnocena kalibra¢ni kiivka metodou

linedrni regresni analyzy nejmensich ¢tvercil.

Uginek DPI in vivo na sniZeni poltu parazitd L. major ve slezindch infikovanych mysi je

znazornén na obr. 3.

Ve vyge popsaném testu in vivo u infikovanych mysi bylo prokdzano, Zze poddvani DPI vedlo ke
statisticky vyznamnému sniZeni poctu parazitd ve slezindch infikovanych mys$i. a to na

srovnatelnou drovei jako pfi podédvani standardniho 1é¢iva amfotericinu B.



Priklad 4
Utinek DPI na krevni formu parazita Trypanosoma brucei brucei (Obr. 4)

Trypanosoma brucei brucei AnTarl byla dar od Jana van den Abbeele, Institute of Tropical
Medicine “Prince Leopold”, Antwerpy, Belgie. Parazité byli uchovdvéni v tekutém dusiku a pred
pokusem byli rozmraZeni a pouZiti pro infekci mySi pomoci intraperitonedlni inokulace. Sest az
sedm dni po infekci byly infikované my$i zabity cervikédlni dislokaci, krev byla odebrina
z hrudni dutiny po disrupci aorty a smiSena v poméru 1:5 s Iscove modifikovanym médiem
(HMI)-11 (kat. ¢. 16529, Sigma. St. Louis, MO) s pfidavkem 1,5 mM L-cysteinu, 0.2 mM
2-merkaptoethanolu, I mM sodiumpyruvétu , 0,16 mM thymidinu, 100 pg/ml streptomycinu,
63,7 ng/ml penicilinu G a 20 % tepelné inaktivovaného FBS [Hirumi & Hirumi, 1989]. Suspenze
byla centrifugovédna pfi 200 g 5 minut pfi 4 °C a supernatant byl odebran. Pocet krevnich forem
T. brucei brucei v supernatantu byl uréen pocitinim v Biirkerové komirce. Kultura pak byla
nafedéna v HMI-11 do hustoty 4x10° paraziti/ml a paraziti byli kultivovdni 3 hodiny pii 37 °C,
5% CO, v 48-jamkovych kultivacnich destickdch (Costar, kat. ¢. 3548), 0,5 ml/jamka. Poté byly
desti¢ky pokryty parafilmem, aby nedochdzelo k vyméné plyni, a kultivovdny pies noc pii
37 °C. Dalgich 24 hodin parazité preZivali pfi pfibliZzné stejné hustot¢ a mohli byt pouZiti

k testovani antiparazitickych t¢inkd DPI.

Pro stanoveni antiparazitickych ucinka DPI byly pararaziti kultivovéni dle popsaného postupu.
K testovanym kulturdm bylo na zacdtku kultivace ptiddno DPI v riznych vyslednych moldrnich
koncentracich (0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 a 9 pM). Paralelné byly testovdny kultury se stejnymi
koncentracemi Pentamidinu (draselnd sal pentamidinu), ktery slouZil jako referen¢ni ldtka (jednd
se o standardné vyuZivané lé¢ivo), a kultury bez pfidavku lé¢ivé latky jako kontrola. Byly
provedeny dva nezdvislé experimenty a v kazdém z nich probihaly jednotlivé kultivace
v dubletech. Poéty Zivych parazitd (pohyblivé buiiky) v jednotlivych kulturich byly po 24 h

kultivace spoéitiny v Biirkrové komiirce.

Uéinek DPI na krevni formu parazita Trypanosoma brucei brucei je graficky zndzornén na obr. 4.

U DPI byla zjisténa hodnota LCsy=0.85 uM, coZ je vice nez u referencni latky Pentamidin
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(LCs0=0,14 uM), nicméné je zajimavé, Ze DPI pisobi jak na parazita Leishmania, tak i na
piibuzného parazita Trypanosoma. To ukazuje na fakt, Ze DPI miZe pisobit na mechanismus
spoleény témto parazitim. Jako LCsy byla oznaCena koncentrace latky, kterd zplsobi ubytek
zivych paraziti na polovinu oproti negativni kontrole. Hodnoty LCsy byly odvozeny z kfivky
log(inhibitor) vs. odpoveéd’ (tFi parametry) v programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
USA). Tato kfivka byla vybrdna jako vhodnd pro proloZeni namérenych dat. K¥ivka byla daty

proloZena metodou analyzy nejmenSich ¢tverca.

Piiklad 5
Stanoveni cytotoxicity DPI pro lidské buiiky (Obr. 5)

Lidské buiikky CCD 841 (bunky stfevniho epitelu) a MRCS (fetdlni plicni fibroblasty)
v odpovidajicich rastovych médiich byly rozplnény do cernych 384-jamkovych desticek
(Corning, kat. ¢ 3571) v hustot¢ 15000 bunék/25 pl/jamka s pouZzitim Multidrop Combi
(Thermo Scientific). Po 48 hodindch inkubace p#i 37 °C a 5% CO: byla stanovena viabilita bunék
pomoci komer¢niho testu CellTiter Blue Cell Viability Assay (Promega, kat. ¢. G8082).
Cytotoxicita byla stanovena po 4 hodindch ve 37 °C a 5% CO; pomoci komeréniho testu
CytoTox-ONE Homogenous Membrane Integrity Assay (Promega, kat. ¢. G7892). Fluorescentni
intenzita byla méfena na detektoru (Cteéce) EnVision, Perkin Elmer a naméfend data byla

analyzovédna pomoci softwaru Prism5 (GraphPad Software, Inc.).

Zivotaschopnost bungk v zdvislosti na koncentraci DPI je zndzornéna na obr. 5. Koncentrace
DPI, ve kterych se projevil priikazny antiparaziticky Gcinek, v rozmezi 9,8 nM — 1,25 uM  (viz
pfiklady 1 a 2). nevykazovaly negativni d¢inek na Zivotaschopnost lidskych bunék CCD 841 a

MRCS5. Antiparaziticky G¢inné koncentrace DPI tedy nejsou cytotoxické pro lidské buriky.
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[. Difenylenjodonium nebo jeho farmaceuticky pfijatelnd sil pro pouZiti pii lé¢eni onemocnéni

vyvolanych parazity z ¢eledi Trypanosomatidae.

2. Difenylenjodonium nebo jeho farmaceuticky piijatelnd stl pro pouZiti pti léCeni onemocnéni

vyvolanych parazity rodu Leishmania.

3. Difenylenjodonium nebo jeho farmaceuticky pfijatelnd sul pro pouZiti pii 1é€eni onemocnéni

vyvolaného parazitem Leishmania major.

4. Difenylenjodonium nebo jeho farmaceuticky pfijatelnd sl pro pouziti pti 1é¢eni onemocnéni

vyvolanych parazity rodu Trypanosoma.

5. Difenylenjodonium nebo jeho farmaceuticky piijatelnd sl pro pouZiti pti 1é¢eni onemocnéni

vyvolaného parazitem Trypanosoma brucei brucei.

6. Pouziti difenylenjodonia nebo jeho farmaceuticky prijatelné soli pro vyrobu farmaceutického

piipravku pro lé¢eni onemocnéni vyvolanych parazity z eledi Trypanosomatidae.
7. Pouziti podle naroku 6, kdy onemocnéni je vyvoldno parazity rodu Leishmania.
8. Pouziti podle ndroku 7, kdy onemocnéni je vyvoldno parazitem Leishmania major.
9. Pouziti podle ndroku 6, kdy onemocnéni je vyvoldno parazity rodu Trypanosoma.

10. PouZiti podle ndroku 9, kdy onemocnéni je vyvoldno parazitem Trypanosoma brucei brucei.
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Obr. 4
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