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ABSTRAKT

Jana Stvrtecka

Vyhodnoceni aktivity potencidlné antifungélnich latek pomoci mikrodilu¢ni bujonové
metody |

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit in vitro potencidlni antifungdlni
aktivitu latek nasyntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv a na
Katedie anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Pro testovani latek byla pouzita mikrodilu¢ni bujonova metoda. Slouceniny byly
otestovany na péti kmenech kvasinek a tfech kmenech vldknitych hub patogennich pro
cloveéka: Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis 156, Candida krusei E28,
Candida glabrata 20/1, Trichosporon beigelii 1188, Aspergillus fumigatus 231, Absidia
corymbifera 272, Trichophyton mentagrophytes 445.

Celkem bylo otestovano 80 latek rozdélenych do deseti skupin podle chemické
struktury:  anilidy  pyrazinkarboxylové  kyseliny, arylaminopyraziny, estery
pyrazinkarboxylové kyseliny, pyrazin-2,3-dinitrily, benzoxazepin—diony, diamidy,
styrylbenzoxazoly, derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on, derivaty
esteru cholesterolu a alkanovych kyselin, derivaty thiosalicylamidd.

Nejvyraznéjsi antifungalni aktivitu vykazovaly derivaty thiosalicylamidu, jako
vyhodnd se u téchto latek jevila substituce chlorem a brémem. Naopak nejméné
ucinnymi skupinami latek byly anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny, arylaminopyraziny,
estery pyrazinkarboxylové kyseliny a styrylbenzoxazoly.

Nejucinngjsimi latkami byly z derivatl thiosalicylamidd T5622, T5625, T5620;
z derivatl esteru cholesterolu a alkanovych kyselin latka T6056 a z pyrazin-2,3.dinitrilt
latka VL1-C1.

Ze vsech testovacich kment byl nejcitlivéjsim a nejcastéji inhibovanym kmenem
Trichophyton mentagrophytes 445.

Z naSich dosazenych vysledkli neni mozné vyvozovat konecné zavéry, pro
potvrzeni ucinkil in vitro by bylo nutné provést dalsi testy na SirSi Skale druhového

spektra.
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The aim of this thesis is to evaluate the potencial in vitro antifungal activity of
selected drugs synthetised on the Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug
Control and on the Department of Anorganic and Organic Chemismy on the Faculty of
Pharmacy in Hradec kralové.

For drug testing was used the microdilution broth method. The tested compounds
were tested on followed five yeast strains and three filamentous fungi models which are
pathogenic for humans: Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis 156,
Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon beigelii 1188, Aspergillus
fumigatus 231, Absidia corymbifera 272, Trichophyton mentagrophytes 445.

80 compounds were divided into 10 groups accorging to their chemical structures:
anilides of pyrazin carboxyl acids, arylamin pyrazines, pyrazin carboxyl acid esters,
pyrazine-2,3-dinitriles, = benzoxazepin—diones, diamides, styryl benzoxazoles,
derivatives of (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on, ester derivatives of
cholesterol and alcan acids and derivatives of thiosalicylamides.

The highest antifungal activity was observed in group of derivatives of
thiosalicylamides. Advantage of this goup of substances was substitution by chlorine
and bromine. Whereas the least antifungal effect was found in groups of anilides of
pyrazin carboxyl acids, arylamin pyrazines, pyrazin carboxyl acid esters and styryl
benzoxazoles.

The most effective derivatives of thiosalicylamides were compounds T5622,
T5625 and T5620; from ester derivatives of cholesterol and alcan acids the compound
T6056 and from pyrazine-2,3.dinitriles the compound VL1-CI.

Trichophyton mentagrophytes 445 was the most susceptible and most inhibited

strain out of all of the tested strain models.



Nevertheless, it is not possible to deduce the final conclusions from our results.
For confirmation of in vitro activities it would be necessary to provide some more tests

in a broad strain specificity.



SEZNAM ZKRATEK

AC — Absidia corymbifera 272

AF — Aspergillus fumigatus 231

AIDS - Acquired immune deficiency syndrome
CA — Candida albicans ATCC 44859

CG — Candida glabrata 20/1

CK — Candida krusei E28

CLSI  —Clinical Laboratory Standard Institute

CNS  — Centralni nervovy systém
CT — Candida tropicalis 156
CR — Ceska republika

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA  — Deoxyribonukleova kyselina,

MFC  — Minimalni fungicidni koncentrace

MIC  — Minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MOPS - 3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina

NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards
PC — Personal computer

R — Rezistentni

RNA  —Ribonukleové kyselina

S — Susceptible (citlivy)

SDD  — Susceptible-Dose Dependent (citlivy v zavislosti na davce)
SGA  — Sabouraduv glukozovy agar

TB — Trichosporon beigelii 1188

™ — Trichophyton mentagrophytes 445



1 UVOD

V disledku zvySujici se urovné zdravotni péce, tj. zavadéni modernich
chemoterapeutik pro nadorovd onemocnéni, Kkatetrizace pacientl, rozvoj
transplantacnich programt, dale rozsédhlé pouzivani Sirokospektrych antibiotik, a také
s vétSi moznosti cestovani, pifibylo v poslednich letech incidence mykotickych
onemocnéni. Zavaznym problémem spolu se zvySujicim se po¢tem infekei je vzristajici
rezistence patogenii k u€inkiim antimykotik. PfitéZzujicim faktorem je rostouci pocet
imunoalterovanych pacientli zacitkem 80. let s pandemii AIDS, zvlast¢ u téchto
pacientl zptiisobuji houbové mykotické infekce komplikovand a systémova onemocnéni,
casto koncici fatalng.

Proto je vsoufasné dob¢ vyzkum intenzivné zaméfen na vyvoj novych,
ucinnéjSich a méné toxickych antifungalnich latek. Dilezitou soucasti vyzkumu je
testovani €innosti latek v podminkach in vitro.

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit aktivitu potencialné¢ antifungalnich
latek pomoci mikrodiluéni bujonové metody. Testovany byly slouceniny syntetizované
na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv a na Katedfe anorganické a organické
chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Pro experimenty bylo pouzito pét

testovacich kment kvasinek a tfi kmeny vlaknitych hub patogennich pro ¢lovéka.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika houbovych organismu

Houby (Mycety) tvoti rozsdhlou skupinu mikroorganismii, ktera ma vice nez sto
tisic druh@i. Diive se houby fadily mezi stélkaté rostliny, ale n€které jejich vlastnosti
vSak vedly k tomu, ze byly z rostlinné fiSe vyclenény a nyni tvoii samostatny celek.
Rise hub (Fungi, Mycetes apod.) zahrnuje chemoheterotrofni, eukaryotni, jedno- a
vicebunécné organismy, které se od rostlin odliSuji zejména neptitomnosti chlorofylu.
Jedna se tedy vétSinou o organismy saprofytické nebo parazitické pro vyssi rostliny a
zivo€ichy. Vyznamnym rozdilem je také pfitomnost slozitych cukri v bunééné steéné,
zejména chitinu, pfipadné chitosanu, mannanu a glukanu. Dalsi dilezitou vlastnosti je
pritomnost steroidnich latek v cytoplasmatické membrané, které na rozdil od ¢loveka
nevznikaji syntézou cholesterolu, nybrz ergosterolu. Dale se mikromycety vyznacuji
schopnosti stfidat pohlavni a nepohlavni zpisob rozmnozovani a tim vytvaret sexualni
(teleomorfy) a asexudlni (anamorfy) stadia (Ondrovcik, 2003).

Houby jsou vyznamnou soucasti zivotniho prostiedi, které ovliviuji jak pozitivné,
tak 1 negativné. Kladny vliv je dan schopnosti nékterych druht destruovat organické
soucasti odpadi a uvoliiovat pro kolobéh biogenni prvky. Vyznam pro ¢lovéka je velmi
rozmanity. V potravinafském a farmaceutickém primyslu se vyuziva jejich schopnosti
produkovat antibiotika, organické kyseliny, bilkoviny, vitaminy, enzymy, pigmenty.
Vyuziva se také jejich kvasnych vlastnosti pro vyrobu potravin a napojt. V neposledni
radé jsou velmi dulezitou soucasti védeckého vyzkumu, kde slouzi jako modelové
organismy ke genetickym studiim. Na druhou stranu mohou houby zplsobovat velké
ztraty napi. v zemedelstvi. Nékteré druhy mohou negativné ptisobit na ¢lovéka produkci
latek pro lidsky organismus toxickych, tzv. mykotoxinl, nebo se mohou uplatiiovat jako
alergeny, pifipadn¢ mohou zpiisobit pifimé napadeni zivé tkané. Zvlast¢ u
imunoalterovanych pacientii jsou oportunni houby schopny vyvoldvat velmi zavazné a

komplikované systémové mykozy.

2.2 Taxonomie a charakteristika Iékarsky vyznamnych hub

Pfirozeny systém a klasifikace hub je zaloZzena predevSim na jejich

ontogenetickém vyvoji a zpusobll rozmnozovani. Dale pak na zakladé odlisSné
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morfologie spor a jinych bunécnych struktur, popi. na zdkladé riiznych biochemickych
vlastnosti. Rife hub se d&li do &tyf zékladnich skupin: hlenky Myxomycota,
Chytridiomycota, Oomycota, Eumycota. Prakticky vSechny pro ¢lovéka potenciondlné

patogenni druhy se fadi mezi Eumycota (Buchta, 1998).

Tab. 1 Taxonomie lékatfsky vyznamnych hub, Eumycota (Buchta, 1998)

TRIDA

RAD

ROD

ZYGOMYCETES

Mucorales

Entomophthorales

Absidia
Mucor
Rhizopus
Basidiobolus

Conidiobolus

ASCOMYCETES

Eurotiales

Hypocreales

Talaromyces
FEurotium
Arthroderma
Ajellomyces

Claviceps

BASIDIOMYCETES

Agaricales

Amanita
Boletus
Inocybe

Tricholoma

FUNGI IMPERFECTI
(DEUTEROMYCETES)

Blastomycetes

Hyphomycetes

Candida

Cryptococcus
Malassezia
Rhodotorula
Trichosporon
Alternaria
Aspergillus
Blastomyces
Epidermophyton
Fusarium
Geotrichum
Histoplasma
Microsporum
Penicillium

Trichophyton
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2.2.1 Zygomycetes (houby spajivé)

Jedna se o rychle rostouci houby, kolonie na pevném agaru jsou tvofeny vysokym
vzdusnym myceliem z tlustych a polymorfnich bled€ se barvicich hyf, které jsou malo
septované ¢i neseptované. Charakteristické¢ je jak pohlavni rozmnozovani za vzniku
zygospor, tak nepohlavni proces pomoci sporangiospér, které vznikaji endogenné ve
sporangiich.

Vétsina druhti se vyskytuje v piirod¢ v saprofytické podobé a tvoii podstatnou
slozku ptdni mikroflory. Mensi Cast parazituje zivoCichy, rostliny a jiné houby. Pro
Clovéka je potenciondlné patogenni ve smyslu oportunni infekce u imunitné ¢i
somaticky oslabenych jedincti. Nékteré druhy produkuji diilezité organické kyseliny a
proto se vyuzivaji v biotechnologiich, napt. Rhizopus stolonifer pti vyrobé kyseliny

fumarové a od ni odvozovanych 1é¢iv (Kod’ousek, 2003).
2.2.2 Ascomycetes (houby vieckovytrusé)

Ttida Ascomycetes je nejpocetnéjs$i vSeobecné rozsifend skupina hub, ktera je
charakterizovana septovanym myceliem. Nepohlavni rozmnozovani se d¢&je
prostiednictvim jedno- nebo vicebunéénych konidii, které se tvoii exogenné na
specializovanych hyfach (konidioforech). Sexualni rozmnozovani je spojené s tvorbou
askospor, vznikaji endogenné ve viecku po spojeni samcich (anteridium) a samicich
(askogonium) specializovanych hyf a po nasledné meidze a mitéze. Milzeme sem
zatadit jak druhy saprofytické, tak i1 parazitické pro rostliny a Zivocichy. Nekolik
zastupcl je povazovano za mykorhizni - mykorhizni symbioza je vzajemné prospésny
vztah mezi kofeny rostlin a nékterymi pudnimi houbami. Asi tfetina patii k tzv.
lichenizovanym houbdm (Sedlafova a Vasutova, 2007).

2.2.3 Basidiomycetes (houby stopkovytrusé)

Skupina hub s pfevazné makroskopickymi plodnicemi, spolecnym znakem jsou
vytrusy, zvané basidiospory, které vznikaji na povrchu ztlustlych kyjovitych bunék,
zvanych basidie. Mycelium je vlaknité ptehradkované, rozliSujeme dva druhy:
monokaryotické (primarni) a dikaryotické (sekundarni), jez je ve vegetativni fazi
pfevazujici. Pohlavni rozmnozovani je vysledkem splynuti primarnich mycelii za
vzniku dikaryotického mycelia. Na ném se za ptihodnych podminek vytvari plodnice
(basidiomata), v jejichz vytrusné vrstvé dochazi ke karyogamii a nasledné meidze.
Nepohlavni rozmnozovani je mén¢ vyznamné, exogenné se vytvaii konidie, blastospory

¢1 dochazi k fragmentaci stélky. VéEtsina druht Zije saprofyticky, nékteti zastupci jako
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mykorhizni symbionti, ¢4st parazituje na rostlinach, vzacné i na clovéku (Sedlarova a

Vasutova, 2007)
2.2.4 Deuteromycetes (Fungi imperfecti, houby nedokonalé)

Jedna se o uméle vytvorenou skupinu hub, ktera zahrnuje pouze druhy, u nichz se
nevytvari teleomorfa nebo neni zndma, po objeveni teleomorfy je druh zafazen do
prirozeného systému a z Deuteromycet vyiazen. Zahrnuje anamorfy vSech druhi, i téch,
u kterych se teleomorfy vzacné tvoifi, ale anamorfa je ptevladajicim stadiem.
RozmnoZovani se déje vyhradné¢ pomoci konidii, jez jsou tvofeny piimo na myceliu
nebo na konidioforech.

Vétsina druhii patogennich pro ¢lovéka spada do dvou pomocnych tiid:
Blastomycetes - nesporogenni kvasinkova stadia vieckatych i stopkovytrusnych hub.
Vyznamnymi zastupci jsou napf. kmeny zpisobujici onemocnéni kiize az systémové
choroby organismu — Candida, Cryptococcus, kvasinkovita stadia snéti — Rhodotorula.
Hyphomycetes - nejpocetnéjsi skupina imperfektnich hub zahrnujici vétSinou anamorfy
Ascomycetes napi. Aspergillus, Penicillium, Epidermophyton, Trichophyton (Sedlafova
a Vasutova, 2007).

2.3 Testovaci kmeny hub

2.3.1 Candida albicans

Candida albicans je Siroce rozsifena diploidni patogenni kvasinka, ktera u lidi
zpusobuje povrchové infekce sliznic a kGize a systémova onemocnéni. Vlastni 6-8
chromosomi a je heterozygotni (Novak et al., 2003; Dorko et al., 2002).

C. albicans se béZn¢ vyskytuje na mukdznich membranach 80 % lidské populace.
Pti poruse rovnovahy mikrobidlniho osidleni nebo u imunokompromitovanych pacienta
se muze vyvinout mukézni infekce vedouci k ordlni nebo vaginalni kandidoze.
Nejcastéji postihuje HIV pacienty, pacienty po transplantaci kostni diené a onkologické
pacienty po chemoterapii. Vaginalni kandidéza byva nejvétSsim problémem u mladé
sexualn¢ aktivni populace Zen. U nékterych imunitné oslabenych pacientti a u pacientti
v rekonvalescenci po operacich je C. albicans schopna piejit do krevniho feCisté¢ a

zpusobit Zivot ohroZujici systémové infekce (Southern et al., 2008).
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2.3.2 Candida tropicalis

Candida tropicalis je diploidni kvasinka, kterd se vyskytuje na pokozce, v nose,
krku a travicim traktu zdravych lidskych hostitelti po celém svété. Tato kvasinka je
zodpovédna za 4-24% vyskyt kandidemii (Desnos-Ollivier et al., 2008).

Candida tropicalis je oznaCovana jako potencialné nebezpecna kvasinka schopna
napadat kompromitované pacienty vnimavé k oportunnnim infekcim. Uvadi se, ze C.
tropicalis je jednou z nejCastéji se vyskytujicich oportunnich kvasinek u pacientli na
jednotkdch intenzivni pée. ZvySeny vyskyt C. tropicalis byl také hlaSen u
onkologickych pacientii na nemocni¢nich oddélenich. Byla identifikovana také jako
Casté etiologické agens u rtiznych onemocnéni, jako jsou pyelonefritidy, infekce dolniho
mocového traktu, tromboflebitidy, artritidy, meningitidy, rozsdhlé¢ organové infekce,
perikarditidy a kandidové wvulvovaginitidy (Fromtling et al.,, 1987). Napadeni
gastrointestindlniho traktu C. fropicalis bylo pozorovano pouze u neutropenickych
pacientt (Gelfand, 1989).

C.tropicalis dobfe roste v aerobnich podminkach pii 25°C a 37°C, vytvafi bilé
drsné kolonie s mou¢nym povlakem. Na rozdil od C. albicans napadd mnohem castéji
podslizni¢ni krevni cévy a tak dokaze postihnout cely travici trakt. Pfi¢inou vysoké
invazivity je schopnost kvasinky produkovat extraceluldrni proteolytické enzymy a tak

ve zvySené mife napadat své hostitele.
2.3.3 Candida krusei

C. krusei je nosokomidlni kvasinka, kterd podobné jako ostatni zastupci tohoto
kmene zpiisobuje nebezpecné infekce u imunitné oslabenych pacientt. Infekce C. krusei
mnohdy prodluzuji hospitalizaci pacientii v nemocnicich a mohou kon¢it i smrti, pisobi
patogenné u pacientli s hematologickymi abnormalitami a u pacientii po transplantaci. C.
krusei je primarné rezistentni k flukonazolu, nejcastéji pouzivanému antimykotiku,
proto pusobi problémy s terapii, ddle projevuje snizenou vnimavosti proti nékterym
antimykotickym [é¢iviim, jako jsou napf. flucytosin a amfotericin B (Pfaller, 2008).
Candida krusei byla nejCastéji prokazana u pacientli, ktefi diive podstoupili 1écbu
témito antimykotiky. Proto je tieba zvazit pfinos pacientovi a riziko vzniku rezistence

pii preventivni 1é¢bé flucytosinem (Hautala,2007).
2.3.4 Candida glabrata

Historicky byla C. glabrata povazovana jako soucast bézné flory zdravych

jedinct (Stenderup a Pederson, 1962). Nicméné v poslednich dvou desetileti, disledkem
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selekéniho tlaku azolovych antimykotik, ke kterym ma C. glabrata snizenou citlivost,
se zvysil pocet infekei pridruzenych s timto houbovym agens. Candida glabrata se nyni
objevuje jako dulezity patogen u sliznicnich mykéz a infekcich krevniho feciste,
v poslednich letech se objevuje také velmi Casto pii Gstnich mykoézach. V zavislosti na
misté infekce se v soucasné dob¢ tadi jako druhy nebo tteti nejcastéji izolovany druh
kvasinek ze vSech ohlaSenych piipadi kandidoz. Ve srovnani s ostatnimi non-albicans
Candidy dosahuje Candida glabrata nejvyssiho stupné umrtnosti, smrtelnych nasledkt
dosahuje pfi infekcich krevniho fe€isté cca u 50 % nddorovych onemocnéni a 100% u
pacientl po transplantacich kostni diené (Li et al., 2007).

2.3.5 Trichosporon beigelii

Trichosporon begelli je hojné rozsifend kvasinka vyskytujici se hlavné v pudé, ale
1 na lidské klizi nebo respiraénim traktu spolu s normalni florou. Zptsobuje plisniova
onemocnéni vlast s bilym povlakem. Jedna se o neskodnou povrchovou infekci, ktera
se bézn¢ objevuje v tropickych a subtropickych oblastech. U zdravych jedinct kvasinka
prilezitostné zptsobuje povrchové dermatitidy. U imunitné oslabenych jedincii, napt. u
pacientli s HIV infekci nebo pfedcasné narozenych déti, mize vést az k systémovym
mykoézam (Erer et al., 2000). Nejcasteéji se vyskytuje v moci zejména oslabenych
pacientl, vzadcné miZze zpusobovat i piipady peritonitidy, chronick¢é meningitidy,
stenozni ezofagitidy, endoftalmitidy, artritidy, cholangitidy a hepatitidy (Erer et al.,
2000; Mathews a Prabhakar, 1995).

2.3.6 Aspergillus fumigatus

Aspergillu fumigatus je saprofytickd houba, kterd hraje dulezitou roli v pfeméné
uhliku a dusiku v prostiedi (Heines, 1995). 4. fumigatus se ptirozené vyskytuje v ptde¢,
ale preziva a roste také v organickych zbytcich Je schopen se pienadSet vzduchem a u
imunitné oslabenych jedinct pisobit fatalni invazivni infekce (Latgé, 1999).

A. fumigatus povazovan za nejrozsitenéjSiho fungalniho patogena, zodpovédného
za vice nez 90 % lidskych aspergilovych infekci (Latgé, 2001). Jednou
z nejrozsitendjSich hub je diky svym konidiim, které se ptfenasi vzduchem. Hojné
sporuluje za tvorby tisiclh konidii v priméru 2-3 um, které jsou vlivem prostiedi
uvoliiovany do ovzdusi a mohou tak doséhnout az do plicnich sklipkt (Latgé, 1999).

Inhalace konidii mtze u zdravého Clovéka vyvolat nezadouci reakci, A. fumigatus

povazovan za slabého patogena, ktery je zodpovédny za mnoha alergickd onemocnéni,
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napt. farmafska plice. Tato onemocnéni jsou klinicky pozorovana u jedincii, ktefi jsou

opakovang vystavovani pusobeni aspergillovych konidii (Latgé, 1999; Letgé 2001).

Obr. 1 Aspergillus fumigatus na SGA po 48 hod kutlivaci pti 35°C
Foto: Bc. Blanka Cern4

2.3.7 Absidia corymbifera

Absidia corymbifera je jedina z rodu Absidia, kterd mize zpusobit onemocnéni
Cloveéka (Constantinides, 2008). Podobné jako jiné hub, napt. rod Aspergillus, je rod
Absidia schopen, diky svym proteolytickym vlastnostem, pronikat kiizi a pisobit
patogenné. A. corymbifera je saprofyticky organismus s rozsifenim po celém svété.
Vyskytuje se v pudée, ale dad se izolovat i z rozkladajicich rostlin. Spéry se mohou
prenaset inhalaci, ingesci, pfimym kontaktem nebo nosokomidlné¢ (Ribes, 2000).

Je znamo, ze A. corymbifera pieziva extrémni podminky. Byla dokonce
identifikovana na nalezu boty pravékého ¢loveéka staré 5300 let (Hasselwandter a Ebner,
1994).

Klinicky se infekce A. corymbifera projevuje v kozni, plicni, rhino-cerebralni,
gastrointestindlni a diseminované¢ form¢ (Ribes, 2000; Cloughley, 2002). Velka
variabilita existuje u koznich infekei, projevujicich se od nehojicich viedu k rychle se

rozvijejici Sedocernou vrstvou pokryté nekroze kiize (Thami, 2003).
2.3.8 Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton mentagrophytes je Clenem homogenni skupiny hub zvanych

dermatofyta, diky sekreci keratinolytickych protedz ma schopnost poskozovat nebo
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travit keratinizované oblasti u ¢loveka, ptakii a ostatnich savcil. Infekce u cloveka
vznikaji kontaktem s postizenym zvifetem. Vyskytuje se po celém svété a napada
mnoho hostitell (Oyeka, 2000).

Akutni infekce zplisobena dermatofyty vznika po proniknuti konidii do klize a
penetraci do stratum corneum. 7. mentagrophytes je nenaro¢ny, ochotné roste pfi
vysoké vlhkosti a pfitomnosti zivin poskytovanych stratum corneum. To
pravdépodobné vysvétluje zvyseny vyskyt houbovych infekci kiize v teplém a vlhkém

prostiedi (Hashimoto, 1997).

Obr. 1 Trichophyton mentagrophytes SGA po 5 denni a 24 hod kultivaci pti 27°C
Foto: Bc. Blanka Cerna

2.4 Zakladni rozdéleni houbovych onemocnéni

Chorobné stavy vyvolané houbami piedstavuji velmi pestrou a riznorodou
kapitolu, obvykle je délime do ¢tyt zakladnich skupin:
e Mpykotoxikdzy
e Mpykoalergdzy
e Mycetismy
e Mykozy
2.4.1 Mykotoxikézy

Mezi mykotoxik6zy fadime onemocnéni vyvoland metabolickymi produkty hub —
mykotoxiny. Mykotoxiny jsou nizkomolekularni latky riazné chemické struktury, tyto

latky jsou vyhradné produkty sekundarniho metabolismu hub. Nejvyznamnéjsimi
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producenty jsou zastupci rodU Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Myrothecium,
Penicillium, Phoma a Stachybotrys. K intoxikaci dochazi nejcastéji kontaminovanou
potravou, vzacné také inhalaci a pfimym kontaktem. Pro vysSsi zivocichy piedstavuji
mykotoxiny vyznamny rizikovy faktor. Na organismus piisobi celou fadou ucinku
(Ondrov¢ik, 2003):

- Akutni a chronicka toxicita — zavisi na struktufe toxinu a na druhu zivoc€icha jez je

ucinkiim vystaven. Vyznamnymi zastupci jsou napft. aflatoxiny a ochratoxiny, které

na organismus pusobi hapatotoxicky, citrinin a ochratoxiny jsou vyrazné

nefrotoxické a citreoviridin nebo kyselina penicilova vykazuji G¢inky kardiotoxickeé.

- Cytotoxicita — projevuje se predevSim zdstavou mitdézy a inhibici rdstu, a to

piedevsim pii pisobeni aflatoxint a cytochalazind.

- Mutagenita a teratogenni ucinky — jako mutageny se uplatituji mykotoxiny, které

interferuji s DNA, napf. aflatoxin B, fusarin C, sterigmatocystin, versicolorin A

nebo derivaty antrachinonu. Teratogenita byla experimentadlné¢ prokdzana u

aflatoxinu B, citrininu a ochratoxinu A.

- Imunosupresivni ucinky — Casté jsou piedev§im u hub rodu Fusarium. Mezi Casté

toxiny s timto U€inkem se fadi pfedev§im aflatoxiny, ochratoxin A nebo kyselina

mykofenolové (Ondrovcik, 2003).
2.4.2 Mykoalergozy

Jako mykoalergdzy oznaCujeme hypersenzitivni reakce imunitniho systému na
nékteré metabolické produkty a hmotné castice houbovitého plivodu. Alergické stavy
hrozi u vnimavych osob vSude tam, kde je masivni nariist plisnového mycelia a v
ovzdusi vysoky pocet spor nebo mykotoxini. Vcelku se tyto stavy zasadné nelisi od
precitlivélosti vyvolanych jinymi alergeny. K nej¢astéjSim alergennim houbam se fadi
napt. houby rodu Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium a

nékteré kvasinky (Bednat, 1996).
2.4.3 Mycetismy

Jedna se o chorobné stavy vzniklé pozitim plodnic vysSich hub a nasledné
intoxikaci organismu ptsobicimi toxiny. Tyto toxiny se déli do dvou skupin: cytotoxiny
(amanitoxiny, phallotoxiny) a neurotoxiny (muskarin). Phallotoxiny jsou po poziti
odpovédné za gastrointestindlni obtize, amanitoxiny zpisobuji poskozeni somatickych
bun¢k tim, Ze inhibuji proteosyntézu RNA polymerazy II. Vliv muskarinu na

organismus je dan stimulaci parasympatiku, jiné neurotoxiny mohou zpiisobovat
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halucinogenni nebo anticholinergni efekty. Nejcastéjsimi piivodci u nas jsou napf.

Amanita phalloides, Amanita pantherina, Amanita muscaria, Entoloma lividum, Boletus

satanas (Buchta, 1998).
2.4.4 Mykézy

Jako myko6zy oznacujeme prava infekéni onemocnéni, ktera jsou vyvolana vesmeés

mikromycetami, ve vétSiné piipadi se fadi mezi houby vieckaté nebo imperfektni a jen

zcela vyjimecné mezi houby stopkovytrusé. Houby napadaji tkan¢ nebo télni tekutiny a

naslednou proliferaci a diferenciaci vedou k jejich poskozeni (Bednar, 1996).

Podle rozsahu postizeni rozliSujeme mykoézy:

lokalizované — je-1i postizen jeden organ nebo urcitd anatomicka lokalita

systémové (diseminované, generalizované) — jsou-li postizeny dva a vice organti

D¢leni podle anatomické lokalizace:

povrchové (superficialni)
koZni (kutanni)

podkoZni (subkutanni)
hluboké (organové, visceralni)

2441 Patogeneze

I kdyz u riiznych mikromycet je zéklad patogenity multifaktoridlni, u vétSiny

mykotickych infekci jsou nutné zakladni kroky k rozvoji onemocnéni:

l.
2.

4.

Adherence na sliznici nebo stratum corneum.

Penetrance do tkani hostitele pro dosazeni cilovych organii. Nékteré houby pfi
invazi do tkéni pfechazeji z vlaknit¢ formy do kvasinkovité, coz je ziejmé
zpusobeno zménou metabolismu (pf. houby dimorfni). Naopak u kvasinky Candida
albicans je invaze spojena s pteménou ve formu vldknitou.

MnoZeni ve tkdani je mozné pouze za piedpokladu, Ze houby sndsi teplotu a
fyzikéalné chemické podminky prostfedi. Musi byt také schopny ptekonavat obranné
mechanismy hostitele napf. schopnost tvofit cytotoxiny proti imunokompetentnim
bunkam.

PoSkozeni tkané je zieym¢ plisobeno piimo invazi s poSkozenim bunck a rovnéz
toxickym tuc¢inkem zanétlivé reakce. Houby mohou také tvofit velké masy, které
vyvolavaji obstrukci a poSkozeni napt. ledvin nebo bronchi. Nékteré jsou schopné
proristat cévami a vést ke vzniku trombl a nekréz. Invazivni houby bchem

infek¢niho procesu nevylucuji toxiny Skodlivé pro hostitele (Bednar, 1996).
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2.4.4.2 Povrchové mykozy

Povrchové mykédzy jsou vyvolany saprofytickymi houbami, lokalizovany jsou
v nejsvrchnéjsich vrstvach kiize tj. stratum corneum. Nejcastéjsi povrchovou mykozou
je Pityriasis versicolor. Jedna se o chronické, nezanétlivé onemocnéni zpusobené
lipofilni kvasinkou Malassezia furfur. Napada mista s v&t§im vyskytem mazovych Zlaz
— stfed hrudniku, postranni ¢asti trupu, odtud se miize dale Sifit i na horni koncetiny a
krk. Typickym projevem jsou rizové az svétle hnédé, ostte ohrani¢ené okrouhlé skvrny
velikosti ¢ocky. Loziska se postupné zvétSuji, snadno se olupuji a vytvareji souvislé
depigmentované léze, které jsou aZ na vyjimky nezanétlivé (Stuchlik, 2007).

2.4.4.3 Kozni mykézy (dermatomykézy)

Vyvolany jsou houbami, které se mnozi pouze v keratinovych vrstvach ktize a
koznich adnex (vlasy, nehty). NejvyznamnéjSimi patogeny jsou dermatofyta, skupina
blizce piibuznych hub, které patii do tfi rodh: Trichophyton, Microsporum a
Epidermophyton (Bednat, 1996).

Mykoézy vyvolané dermatofyty se oznacuji jako dermatofytozy, protoze klinicky
nelze velmi Casto ur€it pavodce onemocnéni, pouzivame pro né nazev tinea. Podle
postizené lokality pak hovotime o tinea capitis (vlasy), tinea barbae (vousy), tinea
manuum (ruce), tinea pedum (nohy), tinea corporis (hladkd kize), tinea unguium
(nehty), atd. Podle zdroje nakazy a mista pifirozeného vyskytu mizeme dermatofyty
rozdé¢lit na tf1 skupiny:

1. Geofilni - druhy bézné Zijici v pade (Microsporum gypseum, Trichophyton ajelloi).

2. Zoofilni - rezervoarem je zvite, nejcastéji kocka, pes (Microsporum canis), hovézi
dobytek (Trichophyton verrucosum), drobni hlodavci, piedevS§im morcata
(Trichophyton mentagrophytes), zanétliva reakce je vyraznd, intenzivnéj$i nez u
hostitelského zvitete, ale s tendenci k rychlejSimu hojeni.

3. Antropofilni - primarné vazané na Clovéka (Trichophyton rubrum, Trichophyton
interdigitale, Epidermophyton floccosum), zanétliva reakce byva mald nebo zcela
chybi, onemocnéni ma sklon k chronicité (Stuchlik, 2007).

2.4.4.4 Podkozni mykoézy

cey

Jsou vyvolavany houbami, které ziji saprofyticky v ptdé, na rozkladajicich se
rostlinach a dfevé. Onemocnéni vznika pii poranéni a zaneseni mykotického agens do
rany, postiZzeny jsou hlubsi vrstvy kiize, subkutanni tkané¢, popft. také kosti. Vyskyt této

infekce je predevsim v subtropickych a tropickych oblastech. Rozsifena je predevsim
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sporotrich6za jejimz pivodcem je dimorfni houba Sporothrix schenckeii. Jedna se o
chronicky granulomatézni zanét tvorici mnohocetnd loziska, abscesy az ulcerace
(Bednat, 1996).

2.4.4.5 Hluboké (systémové) mykozy

Systémové mykdzy jsou zdvazna a Zzivot ohrozujici onemocnénim, dochazi
k poskozeni jednoho nebo vice organti anebo se jedna o diseminaci s ndslednym
nebezpecim septického stavu, zvIasté u imunoalterovanych pacienti.

RozliSujeme mykozy primarni a sekundarni. U primdrnich jsou necastéj$imi
ptvodci  dimorfni houby rodu  Blastomyces, Coccidioides,  Histoplasma,
Paracoccidioides. U zdravych jedincii ma postiZzeni témito agens asymptomaticky nebo
mirny pribé&h, nejcastéji se projevujici jako pulmondlni infekce. V jinych ptipadech
muze byt pivodcem primarnich mykéz kvasinka Cryptococcus neoformans, vétSina
infekci ma asymptomaticky prabéh, u jedinct s poSkozenim bunécné imunity vyvolava
zavazné systémoveé onemocnéni s afinitou k CNS (Buchta, 1998).

Jako sekundarni mykézy oznacCujeme infekce imunoalterovanych pacientt
zpusobené oportunnimi houbami, které pro zdravého jedince neptedstavuji realné
nebezpe€i. V nasich podminkach se setkdvame zejména s kandidami, aspergily,
kryptokoky a zygomycetami.

Kandidéza — znamo je asi 150 druhii kandid, n€které z nich se uplatiiuji jako pivodci
onemocnéni u Clovéka. Nejcastéjsimi piivodei jsou Candida albicans, déale tzv. non-
albicans kmeny C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. krusei, C. glabrata.
Kandidové infekce lze rozdé€lit na formy mukokutanni a systémové. Mukokutanni
formy se objevuji jak u imunokompetentnich, tak u imunodefektnich pacientd, kde maji
velmi tézky pribeh. Mezi nejcastéjsi infekce patii soor, oesophagitis, intestindlni
kandiddézy, vulvovaginalni, kozni, a nehtové infekce, balanitis, dermatitis. Pfi formée
systémové dochazi k izolovanému postizeni organti (jatra, plice, ledviny, CNS, kostni
dreil), diseminaci, fungémii a septikémii (Tomsikova, 2006).

Aspergiloza — nejcastéjSim pluvodcem aspergildoz jsou vldknité houby Aspergillus
fumigatus, A. flavus a A. niger. Aspergily patii k nejrozsitenéjSim houbam v prostredi,
jako bioaerosoly jsou stale piitomné v ovzdusi. Vzhledem k jejich velikosti (2,5 — 3,0
um) se dostavaji az do plicnich alveolti, kde mohou ptisobit jako saprofité, alergeny
nebo invazivni ptivodci. Podle toho Ize rozdélit klinické formy: saprofyticka aspergiloza
(aspergilom), alergickd bronchopulmondlni aspergiléza a invazivni aspergilova

pneumonie (Tomsikova, 2006).
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Zygomykoza — lékaisky nejvyznamnéj$imi zéstupci jsou plisné fadu Mucorales, tj.
rody Mucor, Rhizopus a Absidia. Clovék se infikuje nejéastdji vdechnutim spor, méné
alimentarné¢ nebo koZnim poranénim. Z infekci je nejbéznéjsi forma rhinocerebralni
s postizenim nosu, paranasalnich dutin, ocnice a mozku. Nov¢;ji tato infekce ptibyva pii
organovych transplantacich, mycelium hub rychle proristd do lumen vén a artérii, kde
vyvolava trombdzy a rozsahlé nekrozy tkané. Systémova zygomykdza ma velmi rychly

prubéh a prakticky stoprocentni smrtnost (Bednat, 1996).

2.5 Laboratorni diagnostika Iékarsky vyznamnych hub

Pro ptesné urceni etiologického agens je dilezity sprdvny odbér vzorku a
transport do laboratofe. Pfi provadi odbéru se musi postupovat tak, aby nedoslo
k sekundarni kontaminaci.

Pti vySetfeni povrchovych mykéz jsou nejvhodnéj$imi vzorky Supinky kiize,
vzorky vlasii s vlasovymi kotfinky, ¢asti nehtl. Pii podezieni na podkozni mykozy jsou
odebirany vzorky krusty, seSkrabky, aspiraty hnisu a biopticky material. Pti infekcich
sliznic se provadéji stéry zpostizeného mista a do laboratofe jsou odesilany
v transportnich ptidach. U systémovych infekcich se odbéry provadéji z co nejvétsiho
poctu mist.

Pro diagnostiku etiologického agens v infikovaném organismu slouzi pfimé a
nepiimé metody prikazu.

2.5.1 Mikroskopické vysSetreni

Pro mikroskopické vySetfeni je mozné preparaty piipravit pfimo z infekéniho
materidlu nebo z kultur. Vzorky nehtl, Supinky kize a vlasy Ize vySetfit po ¢asteCném
natraveni tkané hydroxidem sodnym nebo draselnym. V preparatech posuzujeme
houbové elementy, hodnotime jejich morfologii a pocet, sledujeme délku, silu, ¢lenéni,
tvar a uspotradani mikrostruktur.

Tekuté materidly, jako jsou sputa, punktaty, vaginalni sekrety a podobné, je
mozné pro lepsi diferenciaci struktur barvit napt. dle Grama, Giemsy nebo pouzit
fluorescen¢ni zndzornéni (Franc a Hejzlar, 1984).

Nejlepsim prosttedkem k prikazu a studiu téméf neporusenych houbovych
elementt, jejich ristu a usporadani ve tkanich slouzi histologické preparaty.Je nékolik
specifickych metod barveni, za nejvhodnéjsi se povazuje PAS (Periodic Acid Schiff) a
stiibfeni dle Grocotta (Fragner, 1984).
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2.5.2 Kultivacéni vysetreni

Univerzalni kultivaéni ptidou pro veskeré mikromycety je Sabouradiiv agar
obohaceny o glukézu piip. maltdozu. Selektivni agar pro kultivaci dermatofyti obsahuje
cykloheximid a chloramfenikol. Pfidavek antibiotik omezuje rtst saprofytickych druhd,
které¢ jako rychleji rostouci potlacuji vyvin patogenti a zpusobuji kontaminaci a
znehodnoceni kultivaci (Franc a Hejzlar, 1984). U né&kterych infekci vSak muze
ptidavek cykloheximidu vysledky zkreslovat, ponévadz je schopen potlaovat rist celé
fady vlaknitych hub a nékterych kvasinek. Proto pii podezieni na smiSené infekce
dermatofyti s kvasinkami, pfipadné jinymi houbami, uzivame soucasn¢ jak pud

s chloramfenikolem a cykloheximidem, tak i jen s chloramfenikolem (Fragner, 1984).

2.5.3 Biochemicka identifikace

Cvwr

cukr je kultura schopna asimilovat. V pozitivnim pfipadé¢ dochdzi k mléénému zakalu
kolem cukernych diskii na povrchu agaru s naockovanym kmenem.

Dusikaté auxanogramy — nam ukazuji na zdroj dusiku, ktery je kultura schopna
asimilovat.

Zymogramy — slouzi ke zjisténi kvasnych schopnosti kultur. Pouzivaji se pudy
obsahujici rizné cukry a acidobazicky indikator, zkvaseni je zaznamenano zménou
zbarveni pH indikéatoru (Fragner, 1984).

V dnesni dob¢ se Casto pouzivaji spiSe komercni stripy (ID 32, Auxacolor, atd.)
2.5.4 Sérologické testy

V poslednich deseti letech hraje sérologie systémovych mykéz vyznamnou roli
nejen v diagnostice, ale také ve sledovani pacienti b&hem terapie. Uginnost
sérologickych testl zavisi na kvalité antigennich preparati. Purifikované molekuly

Sérologické testy: imunodifuze, ELISA, imunobolling, dip-stick test, exoantigen
test pro identifikaci kultury dimorfnich hub.

Pouzitd metoda musi zjistit, zda je infekce viibec ptfitomna a zda pozitivni nélez
odrazi invazi nebo kolonizaci infekce. Dilezitd je také volba vySetfovanych vzorki.
Zavére€na diagnostika vSak stale spociva na izolaci a kultivaci agens a na histologickém

vysledku (Tomsikova, 2006).
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2.5.5 Molekularné biologické techniky

Do popiedi diagnostiky houbovych infekci se dostdva moznost vyuziti analyzy
sekvenci nukleovych kyselin u téch druhii hub, kde pouziti béznych diagnostickych
metod je problematické bud’ pro obtiznou kultivaci nebo pro zkiizené imunologické
reakce.

Sondy tvofené sekvencemi nékterych kyselin 1ze vyuzit pro diagnostiku a studium
patogeneze onemocnéni. Lze vybrat optimalni sondy komplementarni k danému tseku
nukleové kyseliny, které jsou schopné prokéazat jak jednotlivé druhy mikrobt, tak

toxigenni kmeny anebo kmeny rezistentni (Tomsikova, 2006).

2.6 Terapie mykotickych infekci

Pro ispéSnou 1é€bu houbovych onemocnéni je dilezité presné stanoveni diagnozy
na zéklad¢ klinického, mikroskopického, kultivacniho, eventudlné histologického a
sérologického vySetieni. O vhodnosti 1écby také rozhoduje v jakém stadiu je
onemocnéni zachyceno (akutni, subakutni a chronické), jeho lokalizace (vlasata ¢ést
hlavy, volna ktze, intertrigindzni lokalizace, nehty) a hloubka (Diamantova, 2003).
K 1é¢bé koznich a slizni¢nich mykéz Casto postacuje lokalni aplikace antimykotik. Pii
myotické sepsi nebo pfi napadeni vnitinich orgdni se musi pfistoupit k systémové
terapii.

Léciva pro terapii mykdz, maji rozdilné mechanismy uc¢inku. Mistem zasahu
muze byt cytoplazmatickd membrana bunky hub. Pisobenim antibiotik nystatinu nebo
amfotericinu B vznikaji hydrofilni pory, které piisobi netésnost membrany. Dalsi
moznosti ptisobeni je inhibice syntézy ergosterolu, ktery je pro bunéénou membranu
nezbytny. Mistem zasahu je také metabolizmus bunécného jadra pii podani flucytozinu
(Liillmann, 2004) nebo bunécna sténa (echinokandiny).

V praxi se setkdvame s témito skupinami 1é¢iv: polyenova antibiotika, azolova

antimykotika (imidazolové a triazolové derivaty), alylaminy, morfoliny a dalsi.
2.6.1 Latky vytvarejici pory: polyenova antibiotika

Z dostupnych antimykotik patii polenova k nejstarSim, ktera se nevstiebavaji po
peroralnim podéni. Po parenteralni aplikaci jsou znacné toxicka, Spatné pronikaji do
tkani, prestoze piisobi pouze fungistaticky, jejich antimykoticky efekt je znacny

(Suchopar, 1996).
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Mechanismus ucinku je dan schopnosti zabudovat se spole¢né s ergosterolem do
bunééné membrany takovym zplsobem, Ze vznikne hydrofilni por. Tim tyto latky maji
vlastnosti ionofort (Liillmann, 2004).

Nystatin

Antibiotikum produkované Streptomyces noursei. Pouziva se pti 1é¢bé kandidoz a
aplikuje se vyhradné lokalné. Po peroralnim podani se nevstfebava a proto se uziva pfi
terapii mykotickych nemoci gastrointestinalniho traktu. Pfi onemocnéni sliznic
dychacich cest je mozné jej podavat i ve form¢ aerosolu (Liillmann, 2004; Suchopar,

1996).

HO

Obr.1 Nystatin

Natamycin (pimaricin)
Polyenové lokalni antibiotikum se stejnymi vlastnostmi a pouzitim jako nystatin,

ziskava se ze Streptomyces natalensis (Liilllmann, 2004).
OH O

HO

Obr.2 Natamycin
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Amphotericin B

Antibiotikum se Sirokym antimykotickym spektrem uc¢inku, produktem
Streptomyces nodosus. UrCeno pouze k parenteralni aplikaci, puasobi fungistaticky, pfi
vysSich koncentracich fungicidné. Neni schopen pronikat do CNS, sklivce, slin a moci.
Vyuziva se kterapii infekci vyvolanych Cryptococcus neoformans, aspergily,
blastomycety, kandidami, histolazmaty a né€kterymi kmeny rodu Mucor a Rhisopus.
Lokalné se pouziva pouze k terapii kandidéz. Mezi nezadouci Gc¢inky po intravendzni
aplikaci dominuje poskozeni ledvin, ztidka je popisovana i porucha jaternich funkci.
Vyrazné vyssi toleranci a niz$i vyskyt nezddoucich G€inkli maji liposomdlni 1¢kové
formy, od bézné formy se bohuzel li§i vyrazné i cenou (Liillmann, 2004; Suchopar,

1996).

HO

Obr. 3 Amphotericin B

2.6.2 Inhibitory syntézy ergosterolu
2.6.2.1 Azolova antimykotika

Mezi azolova antimykotika fadime slouCeniny, které jako aktivni skupinu
obsahuji imidazolovy nebo triazolovy kruh. Obé skupiny patii mezi velmi G¢inna a
Sirokospektra antimykotika s fungistatickymi G¢inky (Hynie, 2003).

Utinek azolovych derivatd je dan schopnosti inhibovat syntézu ergosterolu,
ekvivalentu cholesterolu v bunécné membrané hub. Azolova antimykotika se vazou
v cytochromu P450 na Zelezo hemu, které je nutné pro funkci 14-a-demetylazy, a tim
zabrafiuji pfeméné lanosterolu na ergosterol (Liillmann, 2004).

Imidazolové derivaty:
Imidazolova antimykotika se pouzivaji u zdvaznych a chronickych mykotickych

infekci. Maji dobrou toleranci a relativné malé nezadouci ucinky. Z imidazolovych
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derivati prvni generace maji v soucasnosti nejvétsi vyznam ekonazol a klotrimazol,
hojn¢ jsou dnes vyuzivany v dermatologii a gynekologii. V 70. letech minulého stoleti
se pravideln¢ pouzival k terapii systémovych mykoz také mikonazol, dnes se ale tato
latka pro tfadu vedlejSich Gc¢inkl jiz nevyrabi a byla nahrazena modernéjSimi triazoly
(Dolezal, 2002; Carrillo-Munoz, 2004).

Zastupcem druhé generace imidazolovych derivati je peroralni antimykotikum
ketokonazol, vyuziva se v dermatologii a gynekologii, Ize jej také vyuzit k lécbé a
profylaxi leh¢ich forem kandid6z a endemickych mykoz (Dolezal a Buchta, 2006).
V nékterych piipadech, zvlaste pii déletrvajicim podéni se vSak vyskytly t€zké poruchy
jater. Ketokonazol inhibuje cytochrom-P450-dependentni monooxygendzu a tim i
biotransformaci raznych 1éc¢iv. Vysoké davky také vedou ke snizeni syntézy steroidnich

hormont (Liilllmann, 2004).

B
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Obr. 4 Ekonazol
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Obr. 5 Klotrimazol

27



0
NN TCH—CH—0—CH, cl

Cl cl

Cl
Obr. 6 Mikonazol

N
/
(T)
O CH,
He,C—|C1)—N N@ o— CHZ—[O ¢l

Cl
Obr. 7 Ketokonazol

Triazolové derivaty:

Triazolovd antimykotika se fadi do tieti generace azolovych derivati. Mezi
vyznamné derivaty patii itrakonazol a flukonazol, které jsou vhodné i pro systémovou
terapii. Maji Siroké spektrum uCinnosti a relativné dobfe se snéaseji. Na rozdil od
imidazolt dobfe pronikaji do CNS (Liillmann, 2004).

Itrakonazol

Siln¢ se kumuluje ve tkanich a pomalu vylucuje (t;» cca 30 hod) ve formé
metabolith vytvorenych v jatrech. Pouziva se k terapii lokalnich mykéz, miize se pouzit
1 pfi lécbeé nékterych systémovych infekci napf. pii aspergildéze, kandidoze,
kryptokokoéze ¢i histoplazméze (Liillmann, 2004). Diive byl itrakonazol dostupny jen v
peroralni formé, v soucasnosti se dostavda na trh rovnéz jeho i.v. lékovd forma

v cyklodextrinu (Dolezal a Buchta, 2006).
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Obr. 8 Itrakonazol

Flukonazol

Moznost peroralni i parenteralni aplikace, méa dlouhy biologicky poloc¢as (cca 30
hod). Vyzivd se zejména u mykéz vnitinich organti vyvolanych kandidami a
kryptokoky. Pomérn¢ dobie se snasi, mohou se vSak vyskytnout gastrointestinalni
potize a exantém (Liillmann, 2004). Siroké pouzivani flukonazolu sebou nese i riziko
vyvoje rezistence pii dlouhodobém nebo opakovaném podavani, zejména u pacientli s

AIDS trpicich chronickou orofaryngealni kandid6zou (Dolezal a Buchta, 2006).

N\ of Ns‘
\QN/N— CHy——CH,—N__ |

Obr. 9 Flukonazol

Vorikonazol
Vyznacuje se vysokou aktivitou na vétSinu druht kandid a fungicidnim t¢inkem
na aspergily. Je lékem volby u prokazanych zavaznych aspergilovych infekci a infekci

vyvolanych flukonazol rezistentnimi kandidami (Marek, 2005).

CH, R
N;\N oH OH C|H 4?—\_
— N
KN/ 2 \N—//

Obr. 10 Vorikonazol
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Posakonazol
Posakonazol je hydroxylovanym analogem itrakonazolu, jedna se o Sirokospektré
triazolové antimykotikum, zejména pak s vystupniovanou aktivitou proti aspergilim.

Navic ma i dalezity in vitro ucinek proti zygomycetim (Dolezal a Buchta, 2006).

W

OCH
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Obr. 11 Posakonazol

Ravukonazol
Ravukonazol je Sirokospektry derivat flukonazolu s velmi dobrym efektem na
kvasinky, ptisobi také na flukonazol rezistentnich kment, dale na kryptokoky a tadu

vlaknitych hub, véetné aspergilt (Dolezal a Buchta, 2006).

2.6.2.2 Allylaminy

Allylaminové derivaty jsou synteticky ziskané latky, jejichz mechanismem ucinku
je inhibice biosyntézy ergosterolu, avSak na rozdil od azolovych chemoterapeutik v
Casngjsi fazi, specificky se vdzou na skvalenepoxidazu, ktera katalyzuje jeden z prvnich
krokli biosyntézy (Dolezal, 2002).

Naftifin

Naftifin piisobi fungicidné¢ a ma Siroké antimykotické spektrum, navic plsobi
antiflogisticky. U¢inny je zejména proti dermatofytim a kandidézam véetnd
trichomykéz a onychomyko6z. Pii lokalni aplikaci neni tieba se obavat systémovych

nezadoucich u¢inkd (Liillmann, 2004).

Lo t-onon =on— )
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Obr. 11 Naftifin
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Terbinafin
Podobné¢ jako naftifin se pouziva lokaln¢, navic je vSak vhodny i pro peroralni
podani. Mize se pouzit pfi mykdzach nehti a kize vyvolanych dermatofyty a

nereagujicich na lokalni 1é¢bu (Liillmann, 2004).

CH,—N—CH,—CH ==CH—==—C(CH,),
CH,

Obr. 12 Terbinafin

2.6.2.3 Morfoliny

Amorolfin

Amorolfin je fungicidni morfolinovy derivat, ktery inhibuje syntézu ergosterolu
na dal§im stupni za mistem pUsobeni azoli. Vyuziva se pro 1é¢bu infekci vyvolanych
dermatofyty a kvasinkami, dobfe prostupuje nehtovou ploténkou a vytvaii ucinné

koncentrace 1 v nehtovém ltzku, pouziva se ve form¢ laku na nehty (Liillmann, 2004).
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Obr. 13 Amorolfin

2.6.3 Latky zasahujici do funkci bunééného jadra

Flucytozin

Diky pfitomnosti enzymu cytozindeamindzy u nékterych hub, dochazi
intracelularné k jeho konverzi na S-fluoruracil, ktery ucinkuje jako antimetabolit pfi
syntéze nukleové kyseliny. Pouziva jako antifungalni 1é¢ivo s relativné uzkym spektrem
ucinku, ptsobi predev§im na kandidy a kryptokoky, ¢astecné i na aspergily a nckteré
puvodce subkutannich mykoéz. Flucytosin mé velmi dobrou farmakokinetiku, elimina¢ni
polocas je cca 4 hod, ale bohuZel na néj ¢asto vznika sekundarni rezistence. K podani je

v peroralni formé, u akutnich, Zivot ohrozujicich mykéz Ize pouzit i intravendzni infuze.
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Pouziva se nejcastéji v kombinaci s amfotericinem B, ale v posledni dobé i s
triazolovymi chemoterapeutiky. V CR neni tento preparat registrovan (Barchiesi et al.,

2000; Liillmann, 2004).

Obr. 14 Flucytozin

Griseofulvin

Pfirozené antibiotikum produkované mikromycetou Penicillium griseofulvum.
Pisobi na dermatofyty rodu Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum.
Mechanismus uc¢inku spoc¢ivd v inhibici mitoézy, zasahuje na uwrovni mitotického
vieténka a vede k poSkozeni syntézy nukleovych kyselin s ndslednou poruchou ristu
hyfovych vldken (Borgers, 1980). Griseofulvin se po delSim uzivani kumuluje v
keratinizovanych tkédnich, kde puasobi fungistaticky. Podava se takika vyhradné v
peroralni form¢, k mistu svého plsobeni musi dospét krevni cestou, nejlépe se vstiebava
po jidle bohatém na tuky (Liillmann, 2004). Postupné je ze své pozice vytlacovan

o 24

farmakologického profilu (Dastghaib, 2005).
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Obr. 15 Griseofulvin

Ciklopirox

Lécivo s Sirokym antimykotickym spektrem, dobtfe pronikd do hlubSich vrstev
ktze a nehtl i pfi lokalnim nanaseni. M4 podobny profil jako amorolfin, ale s jinym
mechanismem Uc¢inku. Pusobi jako inhibitor proteosyntézy, tim Ze naruSuje transport
bilkovin do nitra bunék. Uginna latka se v topickych ptipravcich nachazi ve formé soli

s olaminem (Carrillo-Munoz, 2004).
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Obr. 16 Ciklopirox

2.6.4 Latky inhibujici syntézu bunééné stény (echinokandiny)

Kaspofungin

Jde o semisynteticky policyklicky polypeptid, interferuje se specifickym
enzymem hub, s 1,3-B-glukansyntazou. Latka ma Siroké antimykotické spektrum,
ptisobi na infekce vyvolané kandidami a aspergily. V klinickych studiich bylo dosazeno
dobrych vysledkii zejména u pacientii s oslabenou imunitou a invazivnimi
aspergilovymi infekcemi, kdy nebylo mozné pouzit jind antibiotika. Kaspofungin se
podava infuzi (Liillmann, 2004).

Anidulafungin

Anidulafungin je semisynteticky echinokandin, lipopeptid syntetizovany
z produktu fermentace Aspergillus nidulans. Zpisobuje inhibici tvorby 1,3-B-D glukanu,
hlavni slozky bunétné stény hub. Antimykotikum vykazuje fungicidni aktivitu proti
kandidam a aktivitu proti oblastem aktivniho bunétného rtstu hyf rodu Aspergillus
fumigatus. Farmakokinetika je charakterizovana rychlym biologickym poloCasem tj. cca
0,5 -1 hod.

Micafungin

Jedna se o antimykotikum ze skupiny echinokandinli, nekompetitivné inhibuje
syntézu 1,3-B-D glukanu. Podobné jako anidulafungin vykazuje fungicidni G¢inky proti
vétsing kvasinkam rodu Candida a vyznamné inhibuje aktivné rostouci hyfy rodu
Aspergillus. Micafungin se aplikuje intravendzné, farmakokinetika je v rozmezi dennich
davek 12,5-200 mg a 3-8 mg/kg linearni. Pii opakovaném podavani nedochéazi ke

kumulaci, ustaleného stavu se obvykle dosdhne béhem 4 az 5 dnu.
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2.7 Testovani antifungalni aktivity v podminkach in vitro

Stanoveni in vitro citlivosti mikromycet k antifungalnim latkdm nabyvd na
vyznamu se zvySujicim se vyskytem mykotickych infekci. Testovani je dulezitou
souCasti vyzkumu a vyvoje novych antimykotickych 1¢kt, vySetfovani slouzi
k vyhledavéani novych latek s potencidlni antimykotickou aktivitou. Dalsim divodem je
vyskytujici se rezistence nékterych druhi mikromycet a potieba klinika volit nejen
vhodny preparat, ale také davku v zavislosti na citlivosti mikromycety k danému
antimykotiku (Mallatova, 2007).

Vzhledem k morfologické a fyziologické variabilité¢ hub a rtiznorodosti struktury
antifungalnich latek, nelze vypracovat univerzalni metodiku testovani antimykotik in
vitro. Ptislusné testy musi spliiovat n€kolik zakladnich podminek: metoda musi byt
standardizovana, vysledky musi byt reprodukovatelné a tedy v rdmci i mimo laboratot
srovnatelné a nakonec musi existovat korelace mezi vysledkem testu in vitro a

vysledkem terapie pacienta (Buchta, 2002).
2.7.1 Standardizované postupy

Celosvétoveé respektovand Clincal Laboratory Standard Institute (CLSI diive
NCCLS) schvalila jiz v roce 1997 dokument M27-A, ktery standardizuje zpilisob
provadeéni testii citlivosti kvasinek k antimykotiklim (v platnosti je verze M27-A2 z
roku 2002) a pozdé¢ji dokument M38-A pro vlaknité mikromycety. Jednad se o metodu
kvantitativni, ktera poskytuje moznost stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) a
umoziuje dle hodnoty MIC zatadit testovany izolat do kategorie citlivy (S), citlivy v
zéavislosti na davce (SDD-Susceptible-Dose Dependent), rezistentni (R). Metodika pro
testovani citlivosti kvasinek k flukonazolu diskovou difuzni metodou, publikovana v
roce 1996 Barrym a Braunem, byla v roce 2004 uznana CLSI jako standard M44-A
(Malattova, 2007).

Tab.2 Interpretacni kritéria standardu CLSI M27 [MIC v g/ml] (Malattova, 2007)

citlivy citl. zavisla intermediarni rezistentni
o) na davce (R)
(SDD)
flukonazol <8 16-32 >64
itrakonazol <0,125 0,25-0,50 >1
vorikonazol <1 2 >4
flucytosin <4 8-16 >32
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2.7.2 Diluéni techniky

U dilu¢nich testii se testovand latka fedi pomoci tekuté pidy (bujonu) nebo
pomoci agarového média. Hodnoti se stupen zakalu dle danych kritérii. Tyto metody
umoziuji kvantitativni stanoveni citlivosti, vyjadienou jako MIC. Rovnéz lze stanovit
minimalni fungicidni koncentraci (MFC) (Buchta, 2002).

Diluéni bujénova metoda:

Provadi se ve dvou zikladnich modifikacich: zkumavkovéd makrodiluce a
destickova mikrodiluce.

Makrodilu¢ni bujonovy test — predstavuje standardni dokument M27-A2 pro
testovani kvasinek. Jednd se o zdkladni test, od kterého se odvozuji ostatni vyvijené
metody. Metoda se vyznacuje dobrou ptfesnosti, standardizaci a reprodukovatelnosti.
Pro svou naroc¢nost provedeni je metoda nevhodna pro rutinni pouziti (Buchta, 2002).

Mikrodilu¢ni bujonova metoda — je zmenSenym formatem standardu M27-A2,
test se provadi v mikrotitra¢nich destickach s plochym dnem s dvanacti sloupci a osmi
fadami. Jamky jsou plnény ristovym médiem obsahujici odstupfiované koncentrace
testované latky, posledni sloupec slouzi jako kontrola, obsahuje rdstové médium
s rozpoustédlem bez testované latky. Jako rastové médium slouzi RPMI 1640, které
muze byt obohaceno o glukézu. Poté se jamky naockuji pfipravenym inokulem
testovacich kmenii hub, po inkubaci se odecitaji hodnoty MIC vizudln€¢ anebo
spektrofotometricky (Buchta, 2002). Pro fungistatické latky je jako kritérium MIC
zvolena 80% a vys$i inhibice (ICgp) nariistu testovacich kmenil v porovnani s kontrolou .
Agarova dilu¢ni metoda:

Testovana latka o dané koncentraci je aplikovana do agaru a testované kmeny hub
jsou naockovany na povrchu agarové plotny. Metoda je relativné piesnd,
standardizovana a reprodukovatelna. Technicky, ¢asové 1 materidln€ je vSak narocna, a

proto jeji hlavni uplatnéni je v experimentalni oblasti (Buchta, 2002).
2.7.3 Difuzni agarové techniky
Diskovy diftizni test:

Je to metoda jednoduchd, levnd a spolehlivd. Je zaloZzena na principu difuze
antimykotické latky z disku do agarové pudy, kde se vytvoii koncentracni spad
testovaného antimykotika (Buchta, 2002). Podle dokumentu CLSI M44-A je pro
testovani je doporuc¢en Miiller-Hinton agar obohaceny 2 % glukézy a 0,5 g methylenové

modii, pH media by se mélo pohybovat mezi 7,2 — 7,4. Diskova difizni metoda v
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kombinaci s PC technikou umoziuje dle zény inhibice ristu vytvofené kolem disku
zaradit testovany izolat do kategorie citlivy, citlivy v zévislosti na dévce, rezistentni.
Interpretacni kritéria jsou dana pouze pro flukonazol a vorikonazol, metoda neni

standardizovana pro vlaknité mikromycety, (Mallatova, 2007).

Tab. 3: Interpretac¢ni kritéria standardu CLSI M44 [z6na inhibice v mm] (NCCLS, 2004)

citlivy citl. zavisla rezistentni
) na davce (SDD) (R)
flukonazol >19 15-18 <14
vorikonazol >17 14-16 <13

Gradientova difuzni metoda — E-test:

Jedna se o test nendro¢ny na provedeni, poskytujici reprodukovatelné vysledky se
standardem M27-A2. Principem testu je, podobné¢ jako u diskové metody, difuze
testovaného antimykotika do agaru (Buchta, 2002). Testovana latka se vSak neaplikuje
ve form¢ diskii, ale pomoci plastikového prouzku, ktery na jedné stran¢ obsahuje
exponencialni gradient koncentraci stabilizované antimikrobni latky v suchém stavu. Na
druhé stran¢ prouzku je vyznacen kod latky a kontinualni stupnice fedéni. Po inkubaci
se kolem prouzku E-testu vytvari elipsa inhibovaného rastu (Mallatova, 2007). V mist¢,
kde se zdéna inhibice dotyka prouzku, se na kalibrované stupnici odecitd hodnota MIC.
Test je mozné pouzit 1 pro vlaknité houby. Pomoci E-testu nelze stanovit MFC (Buchta,

2002).

e
SR8

2
8
6
4
3
2

Obr. 17 Diskovy difuzni test (web atlas.medmicro)  Obr. 18 E-test (web atlas.medmicro)
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2.7.4 Ostatni metody:

Kromé bézné pouzivanych dilucnich a agarovych diftznich metod byla vyvinuta
anebo se nachazi ve fazi vyvoje fada dalSich metod, jejichz cilem je piekonani
nekterych  technickych nedokonalosti. Dosud nejlépe propracovanymi jsou
kolorimetrické metody, jednd se o modifikované dilu¢ni bujénové metody, které
umoziuji jednoznacné stanovit hodnoty MIC pomoci pH indikatoru nebo na zakladé
metabolické pfemény tetrazolivovych soli. Jinym testem je napf. vyuziti pritokové
cytometrie, kdy se méfi zména membranového potencidlu kvasinky zptisobeného
antifungalni latkou. V disledku poskozeni dochazi ke zménam metabolické aktivity a
ke zménam schopnosti pfijimat a vazat specialni DNA barviva, napf. propidium jodid.
Hodnota fluorescence je nepiimo umérnd mife poSkozeni kvasinkové bunky. Dalsi
metodou je stanoveni sterolu v plazmatické membrané, tento test vychazi z méfeni
citlivosti biosyntézy ergosterolu houby v pfitomnosti testované antifungalni latky

(Buchta, 2002).

37



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pomiucky a pristroje

Sterilni mikrotitracni desticky s vicky, mikropipety, sterilni Spicky, 12ti jamkovy
rezervoar na médium, sterilni zkumavky, stojanky na zkumavky, ockovaci klicky,
Biirkerovy komurky s krycimi sklicky.

Laminarni box, termostat, lednice, mikroskop, vortex.

3.1.2 Chemikalie a média

Médium RPMI 1640 (5x koncentrované ristové médium), MOPS (3-[N-
morfolino]propansulfonova kyselina), glukéza, DMSO (dimethylsulfoxid), NaOH,

sterilni voda, Sabouradiiv gluk6zovy agar.

Sabouradiiv glukézovy agar

Pro uchovéavani a pasdzovani testovacich kmenii byl pouzivan Sabouradiv
glukézovy agar od firmy HIMEDIA (Indie), jehoZ dovozcem je Cadersky-Envitek,
Brno.

Slozeni SGA:

pepton 10,00 g/l
maltosa 40,00 g/l
- agar 10,00¢g/1

Zakladni navéazka 65g agaru na 1000 ml destilované vody se rozvatilo ve vodni ldzni a

autokladvovalo 15minut pii teploté 121°C.

Ristové médium RPMI 1640

Pfi experimentech bylo pouzivdno ristové médium RPMI 1640, které dodava
firma KlinLab — Praha. Vlastni sloZzeni média je uvedeno v tabulce (Tab. 4). Pfed vlastni
pripravou rastového média se 34,5 g MOPS rozpustilo v 1000 ml destilované vody a
sterilizovalo se autoklavovanim 15 min pfi 121 °C a 0,1 MPa. Ke ¢tyfem dilim takto
upraven¢ MOPS s 1 % glukézy byl piidan jeden dil RPMI 1640. Na zavér bylo
upraveno pH ptidavkem nékolika kapek NaOH do rozmezi 6,5 — 7,9. Plivodné razovy

roztok zménil barvu na oranzové-¢ervenou.
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Tab. 4 Slozeni rustového média RPMI 1640

SLOZENI MEDIA g/l SLOZENI MEDIA g/l
Dusi¢nan véapnaty tetrahydrat | 0,5 L- prolin 0,1
Chlorid draselny 2,0 L- serin 0,15
Hydrogen fosfore¢nan sodny 5,015 L- treonin 0,1
monohydrat
Siran hote¢naty heptahydrat 0,5 L- tryptofan 0,025
Chlorid sodny 30,0 L- tyrosin 0,1
L- arginin hydrochlorid 1,21 L- valin 0,1
L- asparagin monohydrat 0,27 Biotin 0,001
L- cystin 0,25 Cyanocobalamin 0,0000
25
L- glutamin 1,5 Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 I- inositol 0,175
Glycin 0,05 Kyselina listova 0,005
L- histidin HC1.LH20 0,102 Kyselina para- aminobenzova | 0,005
L- hydroxyprolin 0,1 Nikotinamid 0,005
L- isoleucin 0,25 D- Ca- Pantothenat 0,0012
5
Kyselina L- asparagova 0,1 Pyridoxin hydrochlorid 0,005
Kyselina L- glutamova 0,1 Riboflavin 0,001
L- leucin 0,25 Thiamid hydrochlorid 0,005
L- lysin hydrochlorid 0,2 Glukéza 10,0
L- methionin 0,075 Fenol 0,05
L- phenylalanine 0,075
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3.1.3 Testovaci kmeny

Pro experimenty bylo pouzito 8 kmenli hub patogennich pro ¢loveka. Testovaci

kmen kvasinky Candida albicans ATCC 44859 je referenénim kmenem z Ceské sbirky

mikroorganismi, ptiivodné¢ pochézejici ze sbirky Americk¢é (ATCC — American Type

Culture Collection), u ostatnich testovacich kment kvasinek a vldknitych hub se jednalo

o klinicky materiél ziskany od pacientli s prokdzanou nebo suspektni houbovou infekeci.

Testovaci kmeny byly uchovdvany ve zkumavkdch na Sikmych SGA zalité

sterilnim parafinem v tzv. konzervach, pasdzovany byly zhruba po pil roce na SGA.

Pted pouzitim byly vyockovany na SGA a kultivovany pii 35°C (kvasinky) resp. pii

27°C (vlaknité¢ houby) po dobu 24 — 48 hod, inkubace Trichophyton mentagrophytes

445 probihala az 5 dni.

Tab. 5 Testovaci kmeny kvasinek a vlaknitych hub

KVASINKY
Candida albicans ATCC 44859 CA
Candida tropicalis 156 CT
Candida krusei E28 CK
Candida glabrata 20/1 CG
Trichosporon beigelii 1188 TB
VLAKNITE HOUBY
Aspergillus fumigatus 231 AF
Absidia corymbifera 272 AC
Trichophyton mentagrophytes 445 ™
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3.1.4 Testované latky
K pokusim byly pouzity slouceniny syntetizované na Katedfe farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv (Doc. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D., Doc. RNDr. Veronika

Opletalova, Ph.D.) a na Katedie anorganické a organické chemie (Prof. RNDr. Karel
Waisser, DrSc., Mgr. Eva Petrlikovd, Doc. RNDr. Jarmila VinSova, CSc., Mgr. Ales

Imramovsky) Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Tab. 2 Seznam skupin testovanych latek

Skupiny testovanych latek zadavatel

Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny (Tab.6) Doc. PharmDr. Martin Dolezal,
Ph.D.

Arylaminopyraziny (Tab. 7) Doc. PharmDr. Martin Dolezal,
Ph.D.

Estery pyrazinkarboxylové kyseliny (Tab. 8) Doc. PharmDr. Martin Dolezal,
Ph.D.

Pyrazin-2,3-dinitrily (Tab. 9) Doc. PharmDr. Martin Dolezal,
Ph.D.

Benzoxazepin—diony (Tab.10)

Mgr. Ale§ Imramovsky
Doc. RNDr. Jarmila Vinsova, CSc.

Diamidy (Tab. 11)

Mgr. Ale§ Imramovsky
Doc. RNDr. Jarmila Vinsova, CSc.

Styrylbenzoxazoly (Tab. 12)

Mgr. Ale§ Imramovsky
Doc. RNDr. Jarmila Vinsova, CSc.

Derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-
thioxothiazolidin-4-on (Tab. 13)

Doc. RNDr. Veronika Opletalova,
Ph.D.

Derivaty esteru cholesterolu a alkanovych
kyselin
(Tab. 14)

Mgr. Eva Petrlikova
Prof. RNDr. Karel Waisser, DrSc.

Derivaty thiosalicylamidii (Tab. 15)

Mgr. Eva Petrlikova
Prof. RNDr. Karel Waisser, DrSc.
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Tab. 6 Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny

ANILIDY PYRAZINKARBOXYLOVE KYSELINY

navazka
kod vzorec chemicky nazev m. h.
[mg]
MD F N-(5-fluor-2- 245,25 13,9
526/11 0 methylfenyl)-5-
| N\j/u\N methylpyrazin-2-
H
)iN/ karboxamid
MD o /@\ N-(3- 229,23 11,3
535/ N N OMe methoxyfenyl)pyrazin-
| _ H 2-karboxamid
N
MD 5-methyl-N- 213,24 8,1
554/11 fenylpyrazin-2-

Jo et

karboxamid
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Tab. 7 Arylaminopyraziny

ARYLAMINOPYRAZINY
navazka
kod vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
MD 5-kyan-3-(3-jod-4- 379,16 13,9
439/11 methylfenylamino)
pyrazin-2-karboxamid
HN.__N.__CN
N
Oﬁl /j/
N
NH,
MD 5-karbamothioyl-3-(3- 413,24 14,5
440/11 jod-4-
methylfenylamino)
ﬁI j/k pyrazin-2-karboxamid
MD 3-(4-bromfenylamino)- 352,21 14,1
444/11 5-
karbamothioylpyrazin-
\’gz j)k 2-karboxamid
MD 3-(4-bromfenylamino) 368,28 9,2
445/11 pyrazin-2,5-
bis(karbothioamid)
\
MD N-(5-fluor-2- 247,27 8,4
577/11 methylfenyl)-6-

|

methoxy-5-

methylpyrazin-2-amin
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Tab. 8 Estery pyrazinkarboxylové kyseliny

ESTERY PYRAZINKARBOXYLOVE KYSELINY

navazka
kdd vzorec chemicky nazev m. h. (mg]
MD o isopentyl-6-chlor-5- 326,86 13,9
563/11 /\/V\CIIND)%A)\ heptylpyrazin-2-
" karboxylat
MD . oktyl-6-chlor-5- 368,94 16,5
564/11 Mc‘\:j)ko/\/\/\/\ heptylpyrazin-2-
karboxylat
MD o butyl-6-chlor-5- 312,83 15,5
561/11 N\/jINj)kO/\/\ heptylpyrazin-2-
" karboxylat
MD o N O| propyl-5-terc-butyl-6- 256,73 12,2
568/11 ﬁ:[ fow chlorpyrazin-2-
N karboxylat
MD o isopropyl-5-terc-butyl- 256,73 11,1
570/ “ | N\j/lkoj\ 6-chlorpyrazin-2-
}I N karboxylat
MD O isobutyl-5-terc-butyl-6- | 270,76 15,8
57311 \CF[N\])LOY chlorpyrazin-2-
N~ karboxylat
MD 0 oktyl-5-terc-butyl-6- 326,86 13,3
572/ \CFNDAO/\/\/\A chlorpyrazin-2-
" karboxylat
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Tab. 9 Pyrazin-2,3-dinitrily

PYRAZIN-2,3-DINITRILY

kéd

VZorec

chemicky nazev

navazka

[mg]

Z1P-1

NC N COOH
\I j/
:[ 7
NC N

2,3-dikyanchinoxalin-

6-karboxylova kyselina

224,18

9,4

ZIP-14

é

NCIN\ Ne_~
§t

NCT ONT NN

N

5,6-bis(diethylamino)
pyrazin-2,3-
dikarbonitril

272,36

11,6

ZIP-18

5,6-bis[(3-
hydroxyhexyl)amino]
pyrazin-2,3-
dikarbonitril

360,46

14,6

ZIP-23

NC N COOH

5-[(5,6-dikyan-3-
methylpyrazin-2-
yl)amino]hexanova

kyselina

273,30

11,0

Z1P-24

5-[(5,6-dikyan-3-
methoxypyrazin-2-
yl)amino]hexanova

kyselina

289,30

11,9

ZIP-28

5,6-bis(2-(2-
hydroxyethoxy)
ethylamino)pyrazin-

2,3-dikarbonitril

336,35

13,2

Z1IP-32

5,6-
bis(isopropylamino)
pyrazin-2,3-
dikarbonitril

244,30

10,3
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navazka

kod vzZorec chemicky nazev m. h
[mg]
ZIP-34 H 5,6- 272,36 11,3
NC N\ N\/\/
:[ I bis(butylamino)pyrazin
NG ONT NN : .
H -2,3-dikarbonitril
ZIP-38 NC_ Ny pyrazin-2,3- 130,11 53
:[ /j dikarbonitril
NC N
ZIP-52 NC_ Ny -NH, 5,6-diaminopyrazin- 160,14 6,3
:[ ;[ 2,3-dikarbonitril
NC N NH,
ZIP-58 5,6-bis(dipropylamino) 328,46 13,2
H pyrazin-2,3-
NC.__N.__N
I \I > dikarbonitril
NG N r\g\/
ZIP-60 4-(2-hydroxyethyl)-3,4- | 231,22 10,5
(\OH dihydro-2H-
NC:[N\:[ Nj pyrazino[2,3-
N N o b][1,4]oxazin-6,7-
dikarbonitril
ZIP-69 | 5-(diethylamino)-6-((2- | 274,33 11,3
NC N N
:[ \:E ~"S0H | hydroxyethyl)(methyl)
NG ONT NN amino)pyrazin-2,3-
k dikarbonitril
ZIP-72 K 5-(diethylamino)-6- 244,30 10,5
NCIN\ N _~ (ethylamino)pyrazin-
NN 2,3-dikarbonitril
H
ZIP-78 4-((5,6-dikyan-3- 350,38 13,9

(diethylamino)pyrazin-
2-yl)(methyl)amino)

benzoova kyselina
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navazka

kod vzZorec chemicky nazev m. h
[mg]
Z1P-82 O 5,6-difenylpyrazin-2,3- 282,31 11,6
NC_ Ny dikarbonitril
I,
NC” N O
ZIP-90 | 4-((5,6-dikyan-3- 316,37 13,4
NC.__N.__N COOH
:[ \j: ~ (diethylamino)pyrazin-
— PN .
NC™ N °N 2-yl)(methyl)amino)
k butanova kyselina
ZIP- NC N\ Br 5,6-bis(brommethyl) 315,96 12,8
100 :[ /K pyrazin-2,3-
NC™ N Br | dikarbonitril
ZIP- \ 5-(4-(dimethylamino) 326,36 13,0
N
104 o fenyl)-6-(pyridin-3-y1)
NC.__N
AN .
I pyrazin-2,3-
NeT NS dikarbonitril
N/
ZIP- 5,6- 270,38 10,3
108 N CI N di(neopentyl)pyrazin-
NG | N 2,3-dikarbonitril
MUZ-5 N7 ‘ 5,6-di(pyridin-2-yl) 284,28 11,8
NCIN\ X pyrazin-2,3-
NCT N N dikarbonitril
N~
MUZ- 2,3-bis(2,6- 539,69 21,1
16 diisopropylfenoxy)
NC Ng_-O
:@: I chinoxalin-6,7-
Ne o dikarbonitril
VLI- NC N\ 5-chlor-6- 178,58 7,6
Cl :[ I methylpyrazin-2,3-

dikarbonitril
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Tab. 10 Benzoxazepin—diony

BENZOXAZEPIN-DIONY

navazka
kdd vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
AIM-5 cl | 7-chlor-N-(4- 379,19 11,4
chlorfenyl)-3-methyl-
2,5-dioxo-2,3-
HN
N A =o dihydrobenzo[f][ 1,4]
N oxazepin-4(5H)-
O/gi karboxamid
(0]
AIM- 8-chlor-N-(3- 365,17 14,4
15 Q\ chlorfenyl)-2,5-dioxo-
Cl
o N 2,3-
\ >§o dihydrobenzo[f][ 1,4]
/g oxazepin-4(5H)-
Cl o 5 karboxamid
AIM- cr. | 7-chlor-2,5-dioxo-N-(4- | 398,72 14,0
3
22 (trifluormethyl)fenyl)-
2,3-
HN
Q o dihydrobenzo[f][1,4]
Cl
N oxazepin-4(5H)-
O/g karboxamid
e}
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Tab. 11 Diamidy

DIAMIDY
navazka
kod vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
AIM- (8)-5-Chlor-N-(1-(3- 381,25 16,0
110 \©\)L j; chlorfenylamino)-3-
\©/ methyl-1-oxobutan-2-
yl)-2-hydroxybenzamid
AIM- (8)-5-Chlor-N-(1-(4- 381,2 15,8
61 \Cj\)k \/(f chlorfenylamino)-3-
\©\ methyl-1-oxobutan-2-
¢l | yl)-2-hydroxybenzamid
AIM- (S)-5-Chlor-N-(1-(4- 429,30 17,3
62 2 /(? chlorfenylamino)-1-
Cl\@f% i ° oxo-3-fenylpropan-2-
" \©\0| yl)-2-hydroxybenzamid
AIM- (S)-N-(1-(4- 473,75 17,5
112 o bromfenylamino)-1-
C'\Q\)km © oxo-3-fenylpropan-2-
OoH HN\©\ yl)-5-chlor-2-
Br | hydroxybenzamid
AIM- Q 5-Chlor-N-(2-(3.4- 373,62 10,9
118 Cl\@\)LHAHNfO dichlorfenylamino)-2-
o \©:CI oxoethyl)-2-
¢ hydroxybenzamid
AIM- (R)-5-Chlor-N-(1-(3,4- 463,74 14,8
115 o Q dichlorfenylamino)-1-
cl N /Z\fo oxo-3-fenylpropan-2-
on M ¢ | yl)-2-hydroxybenzamid
L,
AIM- o (R)-4-Chlor-N-(1-(4- 353,20 15,1
114 ”/Yo chlorfenylamino)-1-
cl OH

2

oxopropan-2-yl)-2-
hydroxybenzamid

49



navazka

kod vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
AIM- 0o (R)-4-Chlor-N-(1-(4- 381,25 13,2
102 N /\f ° chlorfenylamino)-3-
cl OH HN\@\ methyl-1-oxobutan-2-
Cl | yl)-2-hydroxybenzamid
AIM- (R)-4-Chlor-N-(1-(4- 429,30 17,3
129 o Q chlorfenylamino)-1-
NP 0x0-3-phenylpropan-2-
o OHH HN\©\ yl)-2-hydroxybenzamid
cl
AIM- 0 (8)-5-Chlor-N-(1-(3- 353,20 14,2
128 CI\@\)kHJ\fO chlorfenylamino)-1-
OH HN\©/C| oxopropan-2-yl)-2-
hydroxybenzamid
AIM- 0 (R)-5-Chlor-N-(1-(3- 381,25 9,4
97 “ N O chlorfenylamino)-3-
OH HNO/CI methyl-1-oxobutan-2-
yl)-2-hydroxybenzamid
AIM- (R)-5-Chlor-N-(1-(3- 429,30 10,9
107 o Q chlorfenylamino)-1-

cl ‘0O
N/\f
H

HN cl
OH \©/

0x0-3-phenylpropan-2-
yl)-2-hydroxybenzamid
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Tab. 12 Styrylbenzoxazoly

STYRYLBENZOXAZOLY
navazka
kod vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
AIM- 2-styrylbenzo[d]oxazol 221,25 9,7
N
150 @[ \>_//_©
(0]
AIM- 2-(-4-phenylbuta-1.3- 247,29 11,0
152 C[N\ y / dienyl) benzo[d]oxazol
o}
AIM- 2-(4-methoxystyryl) 251,28 10,6
N /H: :FOMe
154 ) benzo[d]oxazol
o
AIM- O | 2-(2-(furan-2-yl)vinyl) 211,22 9,9
156 @[N\>_//_<\j benzo[d]oxazol
O
AIM- 2-(2-(2,3- 263,29 8,8
160 dihydrobenzofuran-5-
N / 0) .
\ yl)vinylbenzo
© [d]oxazol
AIM- 2-(4-(4- 281,74 8,5
162 >—/_//_Q ¢ | chlorophenyl)buta-1,3-
N
o\ / dienyl)benzo[d]oxazol
AIM- 2-(2-(1H-indol-3- 260,29 7,8
164 yl)vinyl)benzo
—NH | [d]oxazol
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Tab. 13 Derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on

DERIVATY (Z)-5-ARYLMETHYLIDEN-2-THIOXOTHIAZOLIDIN-4-ON

navazka
kdd vzorec chemicky nazev m. h. (me]
mg
RHO- H 0 (Z2)-5-(3- 239,29 9,8
bb X fluorbenzyliden)-2-
NH
S\( thioxothiazolidin-4-on
E S
RHO-1 H o (2)-5-(furan-2- 211,26 8,5
O X ylmethyliden)-2-
\ | NH L
S\( thioxothiazolidin-4-on
S
RHO-u H o (Z2)-5-(pyridin-3- 222,29 8,7
| XX ylmethyliden)-2-
NH . . e
N/ S\( thioxothiazolidin-4-on
S
RHO-v H o (2)-5-(pyridin-4- 222,29 9,1
| XX ylmethyliden)-2-
NH
NN~ S\( thioxothiazolidin-4-on
S
RHO- H 0 (Z2)-5-(2- 255,74 10,2
w w chlorbenzyliden)-2-
NH
3 . . —
ol \( thioxothiazolidin-4-on
S
RHO-z H o) (2)-5-(3- 300,19 12,3
X brombenzyliden)-2-
NH

Br

thioxothiazolidin-4-on
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Tab. 14 Derivaty esteru cholesterolu a alkanovych kyselin

DERIVATY ESTERU CHOLESTEROLU A ALKANOVYCH KYSELIN

kéd

VZorec

chemicky nazev

m. h.

navazka

[mg]

T6056

1-(6-(10,13-dimethyl-
17-(6-methylheptan-2-
y1)-2,3,4,7,8,9,10,11,
12,13,14,15,16,17-
tetradecahydro-1H-
cyclopentala]
phenanthren-3-yloxy)-
6-oxohexyl)pyridinium

bromid

641,38

10,0

T6170

1-(16-(10,13-dimethyl-
17-(6-methylheptan-2-
y1)-2,3,4,7,8,9,10,11,
12,13,14,15,16,17-
tetradecahydro-1H-
cyclopenta[a]
phenanthren-3-yloxy)-
16-oxohexadecyl)

pyridinium bromid

757.04

10,0
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Tab. 15 Derivaty thiosalicylamidi

DERIVATY THIOSALICYLAMIDU

navazka
kod vzorec chemicky nazev m. h.
[mg]
T5615 S N-(3,4-dichlorbenzyl) 312,22 10,0
@HUC' salicylthioamid
OH Cl
T5618 S 5-brom-N-(4- 401,12 10,0
Br
\©fl\ﬁ/\©\ brombenzyl)
OH Br | salicylthioamid
T5620 $ 5-brom-N-(3- 401,12 10,0
B Br
r\©fl\u/\©/ brombenzyl)
OH salicylthioamid
T5622 S 5-brom-N-(3,4- 391,12 10,0
B cl
@\)LHU dichlorbenzyl)
OH Cl | salicylthioamid
T5625 S N-(4-brombenzyl)-4- 356,67 10,0
/@E‘\ H/\©\ chlorsalicylthioamid
cl OH Br
T5627 3 4-methyl-N-(4- 271,38 10,0
dﬂn methybenzyl)
H,C OoH CHy| salicylthioamid
T5629 3 N-benzyl-4-methoxy 273,36 10,0
/@ju\ N /\© salicylthioamid
MeO OH
T5631 3 N-(4-methylbenzyl)-5- 302,35 10,0
ON
\Q\)LH/\@\ nitrosalicylthioamid
OH CH,
T5640 N-(3-chlorbenzyl) 277,70 10,0

S
(¢]]
@fﬁ“@( salicylthioamid
OH
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navazka

kdd vzorec chemicky nazev m. h
[mg]
T6110 S N-benzyl-5- 271,7 10,0
CI\@ju\H/\Q chlorsalicylthioamid
OH
T6113 3 N-(3-chlorbenzyl)-4- 307,80 10,0
dHUCI methoxysalicylthio-
MeO OH amid
T6115 N-(4-terc-butylbenzyl)- 313,47 10,0

S
N
Q\AH
H,C OH

4-methylsalicylthio-

amid
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3.2 Metodika

3.2.1 Priprava suspenzi testovacich kmenu hub

K pfipravé suspenzi byly pouzity kultury testovacich kvasinek a vlaknitych hub.
Z kultury kvasinek narostlych na SGA se odebrala Cast kolonie a resuspendovala do
sterilni vody v pfedem oznafené zkumavce. Po dikladném promychani se spravna
hustota inokula kontrolovala v Biirkerové komtrce. Hustota inokula vhodna pro
testovani byla 1,0 — 2.5 x 10> cfu/ml, tj. 25 — 50 cfu/50 &tverct Biirkerovy komiirky.

Pti ptipravé inokula vldknitych hub se odebrala ¢ast konidii a resuspendovala
stejnym zpisobem jako u kvasinek. Hustota suspenze odpovidala cca 100 bunck/50
¢tvercil Biirkerovy komirky.

Takto pfipravené inokula hub bylo mozné skladovat v lednici pro dalsi

experimenty po dobu cca 14 dni.

r _r v

3.2.2 Priprava fedici rady testovanych latek

Latky pouzité pfi experimentech byly rozpustény v takovém objemu DMSO, aby
prvni testovand koncentrace byla 500 umol/l a zaroven koncentrace DMSO v jamce
nepiesahla 1 %.

Vypocet objemu DMSO:

Vbmso [pl]=m . 10°/¢. M. 100

m.....navazka (g)

C......prvni testovana koncentrace = 500 umol/l = 0,0005 mol/l
M....molé&rni hmotnost

10°...pfevod na pl

100..zakoncentrovani

Testované koncentrace latek [pumol/l]:

500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813; 3, 906; 1,953; 0,977; 0,488
Pokud se latka v pfislusSném objemu DMSO nerozpustila nebo vysrazela, byl

piidan 2. ptip. 3. ekvivalent rozpoustédla. Kazdym ptidanim rozpoustédla se prvni

testovana koncentrace posunula o jedno fedéni dozadu.
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Rozpusténa latka byla ptidadna do riistového média RPMI 1640 (1,98 ml RPMI +
20 pl rozpusténé latky). Jestlize se latka v ristovém médiu vysrazela byl pfidan 2. ptip.
3. ekvivalent rastového média. Kazdym piidanim se prvni testovana koncentrace
posunula o jedno fedéni dozadu. Timto postupem byla ziskdna prvni testovana
koncentrace latky, ktera byla ndsledné steriln€ pfemisténo do prvni jamky 12ti
jamkového rezervoaru.

Dvojkovym fedénim testované latky v DMSO byla ziskana podle rozpustnosti
fada koncentraci do nejnizsi koncetrace 0,488 umol/I.

Do zbylych jamek rezervoaru bylo napipetovano 1,98 ml rstového média a
nasledné postupné pfidano 20 pl nafedéné testované latky. Do posledni jamky

rezervoaru bylo piidano 20 pl samotného DMSO (kontrola).
3.2.3 PInéni mikrotitra¢ni desti¢ky

Kazda latka byla testovana na jedné desticce proti sedmi testovacim kmentim hub.
Pro kmen Trichophyton mentagrophytes 445 byla vyc¢lenéna samostatna desticka, kvali
jeho pomalému ristu a nebezpeci prerastani a nadsledné kontaminaci ostatnich kmeni.

Pomoci 12ti kanadlové pipety bylo do jednotlivych fadki desticky (fadek F byl
ponechan volny) a do samostatné desticky pro TM napipetovano 200 pl roziedéné
testované latky s ristovym médiem. Posledni sloupec testovanou laku neobsahoval a
slouzil jako kontrola. Nakonec se do jamek naockovalo po 10 ul pfipravené suspenze
testovacich kmend.

Nasledovala inkubace v termostatu pii 35°C.

3.3 Hodnoceni vysledku

Po uplynuti inkubacni doby byly vysledky vyhodnocovany vizudlné. Doba
inkubace pro prvni desticku s kmeny CA, CT, CK, CG, TB, AF a AC byla 48 hod
(odecet po 24 hod a 48 hod), pro desticku s TM 120 hod (odecet po 72 hod a 120 hod).

Jako hodnotici kritérium MIC byla zvolena 80% a vyS$i inhibice narlstu
testovacich kment proti kontrole v poslednim sloupci desticky, tzn., Ze jako G€inna byla

jesté povazovana jamka s 20% naristem testovaciho kmene v porovnani s kontrolou.
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4 VYSLEDKY

4.1 Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny

Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny neprokazaly antimykoticky ucinek (Tab. 16),
pouze kmen Trichophyton mentagrophytes 445 vykazoval slabou citlivost na latku

MD3535/11 po 72 hod (MICMD535/H =500 umol/l)

4.2 Arylaminopyraziny

Ze skupiny arylaminopyrazinii byla zjiSténa antifungdlni ucinnost na kmen
Ttrichophyton mentagrophytes 445 pouze u latky MD440/11 (MICypaaom = 31,25 pmol/l
po 72 1 120 hod). U ostatnich derivati nebyla ucinnost prokazana, kvili vysrazeni

v ristovém médiu musela byt testovana koncentrace snizena (Tab. 17).

4.3 Estery pyrazinkarboxylové kyseliny

U této skupiny latek nebyla zjiSténa antifungéalni uCinnost (Tab. 18). Ze sedmi
testovanych latek byla zjisténa pouze slaba ucinnost u latky MDS570/II na kmen

Trichophyton mentagrophytes 445 (MICyps7om = 500 pmol/l po 72 1 120 hod).

4.4 Pyrazin-2,3-dinitrily

Skupina zahrnovala 23 latek (Tab. 19, 20), proti vSem testovacim kmenim byla
prokédzana dobrd ucinnost pouze u jedné latky. Jednalo se o latku VLI-CI,
nejcitlivéjsimi kmeny byly Candida krusei E28 a Trichophyton mentagrophytes 445 (po
prvnim odectu odpovidalo MICyy.c; = 3,9 umol/l, po druhém MICyy;.c; = 7,81 umol/l),
dobrd ucinnost byla také u ostatnich kmenl napt. Candida albicans ATCC 44859,
Aspergillus fumigatus 231 (MICyri.c; = 7,81 umol/l po 24 hod, MICyy .c; = 15,62
umol/l po 48 hod).

Druhou nejucinnéjsi byla latka ZIP-38, na tuto latku byly v obou odecetech citlivé
kmeny Candida albicans ATCC 44859, Candida krusei E28, Absidia corymbifera 272 a
Trichophyton mentagrophytes 445, pouze po prvnim odectu vykazovaly citlivost kmeny
Trichosporon beigelii 1188 a Aspergillus fumigatus 231.
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Na kmen Trichophyton mentagrophytes 445 pusobily latky ZIP-1, ZIP-18, ZIP-34,
ZIP-100, ZIP-104.

4.5 Benzoxazepin—-diony

U latek AIM-15 a AIM-22 nebyla zjiSténa antimykotickd uc¢innost (Tab. 21). U
slouceniny AIM-5 putsobil nejcitlivéji kmen Trichophyton mentagrophytes 445
(MICam.s = 15,62 umol/l v obou ¢asech), dalSimi citlivymi kmeny byly Candida krusei
E28 (MICapm.s = 62,5 umol/l po 24 hod, MICam.s = 125 umol/l po 48 hod), Absidia
corymbifera 272 (MICaps = 125 pmol/l v obou casech). U vSech latek musel byt

sniZzena max. testovana koncentrace kvuli srazeni s RPMI.

4.6 Diamidy

Ze skupiny latek diamidii nebyla ani jedna latka, kterd by pusobila proti v§em
kmentm (Tab. 22). U vétSiny latek musela byt kvili srazeni s RPMI max. testovana
koncentrace snizena. Latka AIM-97 byla UCinnd na polovinu kmend, zejména na
Candida krusei E28 (MIC .97 = 3,9 umol/l po 24 hod, MICam.97 = 7,81 pmol/l po 48
hod) a Candida tropicalis 156 (MIC .97 = 15,62 pmol/l po 24 hod, MICapm.97 = 62,5
umol/l po 48 hod).

U latky AIM-128 byla zjisténa vysokd citlivost kmene Trichophyton
mentagrophytes 445 (MICam-128 = 0,49 umol/l po 72 1 120 hod), na tuto latku byl slabé
citlivy také kmen Candida krusei E28 (MICap-128 = 125 pmol/l po 24 1 48 hod).

Vysoka citlivost kmene Candida krusei E28 byla zjisténa na latku AIM-107
(MICamm-107 = 1,95 pumol/l po 24, MICamm-107 = 3,9 umol/l po 48 hod). Latka AIM-110
pusobila na kmen Trichophyton mentagrophytes 445 (MICamn-110 = 31,25 pmol/l po 24,
MICam-110 = 125 pmol/l po 48 hod). Slaba citlivost kmene Candida tropicalis 156 byla
proti latce AIM-114 (MICap-114 = 250 umol/l v obou Casech).

4.7 Styrylbenzoxazoly

Skupina latek neprokazala antimykotické ucinky (Tab. 23), ze sedmi testovanych
latek byla zjisténa pouze slaba citlivost kmeni Candida albicans ATCC 44859 a
Candida krusei E28 na latku AIM-164 (MICam.164 = 500 pmol/l po 24 hod).
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4.8 Derivaty (Z)-5arylmethyliden-2-thioxothizolidin-4-on

Antifungalni u¢innost proti vS§em testovacim kmeniim byla zjiSténa u latek RHO-
bb, RHO-w (Tab. 24), nejcitlivéjSimi kmeny byly Absidia corymbifera 272 (MICryo-vb
= 62,5 umol/l v obou ¢asech, MICryo.w = 31,25 pmol/l po 24 hod, MICrpo.w = 125
pmol/l po 48 hod) a Trichophyton mentagrophytes 445 (MICruo-bb rHO-w = 31,25 pmol/l
v obou Casech).

Latka RHO-I ptisobila na pét kmeni, nejcitlivéjsimi byly kmeny Trichophyton
mentagrophytes 445 (MICryo. = 31,25 pmol/l po 72 hod, MICgryo. = 62,5 pmol/l po
120 hod) a Absidia corymbifera 272 (MICryo.1= 62,5 umol/l po 24 hod, MICryo.1= 125
umol/l po 48 hod). Kmen Trichophyton mentagrophytes 445 byl také citlivy na latku
RHO-z (MICgryo., = 15,62 pumol/l po 72 hod, MICryo., = 31,25 umol/l po 120 hod). U

latek RHO-u a RHO-v nebyla zjis$téna zadna antimykoticka ucinnost.

4.9 Derivaty esteru cholesterolu a alkanovych kyselin

V této skupiné byly testovany dvé latky (Tab. 25), latka T6056 byla ucinna proti
vSem kmenim. Nejvétsi citlivost byla zaznamendna u kmene Trichosporon beigelii
1188 (MICr0s6 = 7,81 pumol/l po 24 hod, MICrgps¢ = 31,25 pmol/l po 48 hod). Druha
latka T6170 nepilisobila na Aspergillus fumigatus 231 a Absidia corymbifera 272,
nejvyssi citlivost byla u kmene Candida albicans ATCC 44859 (MICrg;179 = 62,5 pmol/l

v obou Casech).

4.10 Derivaty thiosalicylamidt

Derivaty thiosalicylamidi byly velmi u¢innou skupinou latek (Tab. 26),
z dvandacti testovanych latek nebyla zjiSténa antimykoticka ucinnost pouze u latky
T6115. U kmene Trichophyton mentagrophytes 445 byla zjiSténa dobra citlivost na
latky T5620 (MICrsez0 = 1,95 pmol/l v obou casech), T5622 (MICrsg, = 0,98 pumol/l
v obou ¢asech), T5625 (MICrses = 0,98 umol/l po 72 hod, MICrses = 1,95 pumol/l po
120 hod) a T6110 (MICrg110 = 1,95 pmol/l po 72 hod, MICrg;110 = 3,9 pmol/l po 120
hod). Dobré citlivost byla také u dalSich kment Absidia corymbifera 272 na latky
T5625 (MICrseas = 0,98 pmol/l po 24 hod, MICrseps = 1,95 umol/l po 48 hod), T5618,
T5620, T5622 (MICrs618,T5620,5622 = 3,9 umol/l po 24 i 48 hod), Trichosporon beigelii
1188 na latky T5618, T5622 (MICrseis 15622 = 3,9 umol/l po 24 hod, MICrseis. 15622 =
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7,81 umol/l po 48 hod) a Candida krusei E28 (MICrse0 = 3,9 umol/l po 24 hod,
MICT5620 =7,81 Ml’l’lOl/l po 48 hOd)

4.11 Tabulkovy prehled vysledku

Hodnoty MIC v ramci testovaciho rozmezi jsou v tabulkach znazornény modie.
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Tab. 16 Vysledky MIC: Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —
MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) MD526/I1 i MD535/I1 i MD554/11
CA  24h |[>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
CT 24h [>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
CK 24h [>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
CG 24h |[>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
TB  24h  [>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
AF  124h  [>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
AC  24h [>250 >500 >250
48h  |>250 >500 >250
T™M [ 72h [>250 500 >250
120h |>250 >500 >250

Tab. 17 Vysledky MIC: Arylaminopyraziny

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) MD439/I1 | MD440/11 | MD444/I1 | MD445/11 | MD577/11
CA | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
CT | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
CK : 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
CG | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
TB | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
AF | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
AC | 24h >125 >125 >125 >125 >250
48h >125 >125 >125 >125 >250
T™M | 72h >125 31,25 >125 >125 >250
120h | >125 31,25 >125 >125 >250
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Tab. 18 Vysledky MIC: Estery pyrazinkarboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) MDS563/11 | MD564/11 : MDS561/11 : MD568/11 : MDS70/11 : MDS73/11 { MDS572/11
CA | 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CT 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK | 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CG | 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
TB 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AC | 24h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
™ | 72h >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
120h >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
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Tab. 19 Vysledky MIC: Pyrazin-2,3-dinitrily

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) ZIP-1  ZIP-14 | ZIP-18 | ZIP-23 ZIP-24 | ZIP-28 | ZIP-32 ' ZIP-34 : ZIP-38 | ZIP-52 @ ZIP-58 @ ZIP-60 ;| ZIP-69 | ZIP-72
CA | 24h | >500 : >250 @ >500 ; >500 i >500 : >500 @ >500 : >500 i 250 : >500 @ >250 i >500 : >500 ;i >250
48h | >500 i >250 i >500 . >500 : >500 i >500 i >500 . >500 : 500 . >500 i >250 | >500 i >500 | >250
CT | 24h | >500 | >250 : >500 i >500 | >500 : >500 : >500 | >500 : >500 = >500 = >250 = >500 : >500 : >250
48h | >500 | >250 @ >500 : >500 i >500 | >500 i >500 i >500 | >500 : >500 : >250 | >500 . >500 . >250
CK | 24h | >500 | >250 ; >500 : >500 @ >500 : >500 : >500 : >500 @ 500 : >500 : >250 @ >500 : >500 | >250
48h | >500 | >250 i >500 @ >500 | >500 : >500 i >500 . >500 | 500 = >500 i >250 | >500 i >500 | >250
CG  24h | >500 i >250 @ >500 @ >500 i >500 | >500 : >500 i >500 | >500 : >500 : >250 : >500 @ >500 = >250
48h | >500 | >250 @ >500 : >500 i >500 | >500 i >500 i >500 | >500 : >500 : >250 | >500 . >500 . >250
TB | 24h | >500 i >250 i >500 @ >500 : >500 i >500 i >500 @ >500 : 500 @ >500 : >250 | >500 i >500 ;| >250
48h | >500 | >250 @ >500 | >500 i >500 | >500 i >500 i >500 | >500 : >500 : >250 | >500 @ >500 = >250
AF  24h | >500 i >250 : >500 : >500 i >500 i >500 : >500 : >500 i 250 : >500 @ >250 i >500 @ >500 i >250
48h | >500 | >250 @ >500 : >500 i >500 | >500 i >500 i >500 | >500 : >500 : >250 | >500 . >500 . >250
AC | 24h | >500 @ >250 | >500 : >500 : >500 @ >500 : >500 : >500 : 250 : >500 : >250 : >500 : >500 | >250
48h | >500 i >250 i >500 . >500 : >500 i >500 i >500 . >500 : 500 . >500 i >250 | >500 i >500 : >250
TM = 72h | 500 : >250 @ 250 @ >500 i >500 : >500 @ >500 @ 125 250 | >500 © >250 i >500 | >500 i >250
120h | 500 | >250 @ 250 | >500 i >500 | >500 . >500 : 500 500 @ >500 | >250 : >500 i >500  >250

64



Tab. 20 Vysledky MIC: Pyrazin-2,3-dinitrily

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) ZIP-78 | ZIP-82 | ZIP-90 : ZIP-100 : ZIP-104 ZIP-108 | MUZ-5 MUZ-16. VLI-C1
CA | 24h | >500 | >125 @ >500 : >500 | >125 : >500 @ >500 | >125 7,81
48h | >500 | >125 | >500 @ >500 : >125 | >500 | >500 | >125 15,62
CT  24h | >500 i >125 | >500 @ >500 i >125 @ >500 i >500 @ >125 | 31,25
48h | >500 i >125 | >500 | >500 : >125 | >500 | >500 | >125 62,5
CK | 24h | >500 | >125 | >500 | >500 @ >125 | >500 | >500 | >125 3,9
48h | >500 i >125 | >500 @ >500 : >125 | >500 | >500 | >125 7,81
CG  24h | >500 i >125 | >500 @ >500 : >125 i >500 i >500 | >125 15,62
48h | >500 | >125 = >500 | >500 i >125 | >500 : >500 | >125 = 31,25
TB | 24h | >500 i >125 i >500 @ >500 ;i >125 | >500 i >500 @ >125 i 31,25
48h | >500 | >125 | >500 @ >500 : >125 | >500 | >500 | >125 62,5
AF | 24h | >500 | >125 | >500 i >500 : >125 | >500 | >500 | >125 7,81
48h | >500 i >125 | >500 | >500 : >125 | >500 | >500 | >125 15,62
AC | 24h | >500 | >125 | >500 : >500 : >125 i >500 : >500 : >125 | 31,25
48h | >500 | >125 | >500 @ >500 : >125 | >500 | >500 | >125 125
TM | 72h | >500 | >125 © >500 125 62,5 i >500 | >500 @ >125 3,9
120h | >500 | >125 | >500 250 >125 ¢+ >500 | >500 | >125 7,81
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Tab. 21 Vysledky MIC: Benzoxazepin—diony

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —
MIC/ICgy [pumol/1]

(kod) AIM-5 | AIM-15 = AIM-22
CA | 24h | >125 >125 >125
48h | >125 >125 >125

CT | 24h | >125 >125 >125
48h | >125 >125 >125
CK | 24h 62,5 >125 >125
48h 125 >125 >125
CG  24h | >125 >125 >125
48h | >125 >125 >125

TB | 24h | >125 >125 >125
48h | >125 >125 >125

AF | 24h | >125 >125 >125
48h | >125 >125 >125

AC | 24h 125 >125 >125
48h 125 >125 >125
T™ | 72h | 15,62 >125 >125
120h | 15,62 >125 >125




Tab. 22 Vysledky MIC: Diamidy

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) AIM-110 | AIM-61 | AIM-62 | AIM-112 | AIM-118 | AIM-115 | AIM-114 | AIM-102 | AIM-129 | AIM-128 ' AIM-97 | AIM-107
CA | 24h | >125 >125 | >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
CT | 24h | >125 >125 © >125 >500 >125 >125 250 >125 >125 >125 15,62 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 250 >125 >125 >125 62,5 >125
CK | 24h | >125 >125 © >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 125 3,9 1,95
48h | >125 >125 | >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 125 7,81 3,9
CG 24h >125 >125 >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 125 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 125 >125
TB | 24h | >125 >125 @ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
AF | 24h | >125 >125 © >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
AC | 24h | >125 >125 @ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
48h | >125 >125 |+ >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 >125 >125 >125
T™™ | 72h | 31,25 >125 | >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 0,49 125 >125
120h 125 >125 | >125 >500 >125 >125 >250 >125 >125 0,49 125 >125
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Tab. 23 Vysledky MIC: Styrylbenzoxazoly

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) AIM-150 | AIM-152 | AIM-154 | AIM-156 | AIM-160 | AIM-162 | AIM-164
CA | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
CT | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
CK | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
CG | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
TB | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
AF | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
AC | 24h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
48h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
T™ | 72h >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
120h | >500 >500 >250 >500 >250 >125 >500
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Tab. 24 Vysledky MIC: Derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on  ......

Tab. 25 Vysledky MIC: Derivaty esteru cholesterolu a alkanovych kys.

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) RHO-bb . RHO-1 | RHO-u | RHO-v | RHO-w | RHO-z
CA | 24h 125 500 >125 >125 125 >250
48h 250 500 >125 >125 125 >250
CT | 24h 250 >500 >125 >125 250 >250
48h 250 >500 >125 >125 250 >250
CK | 24h 250 >500 >125 >125 250 >250
48h 250 >500 >125 >125 500 >250
CG | 24h 250 >500 >125 >125 250 >250
48h 250 >500 >125 >125 250 >250
TB | 24h 250 500 >125 >125 125 >250
48h 250 500 >125 >125 250 >250
AF | 24h 125 250 >125 >125 125 >250
48h 125 250 >125 >125 250 >250
AC | 24h 62,5 62,5 >125 >125 31,25 125
48h 62,5 125 >125 >125 125 >250
T™™ | 72h | 31,25 31,25 >125 >125 31,25 15,62
120h | 31,25 62,5 >125 >125 31,25 31,25

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd)
~MIC/ICgy [pmol/l]

(kod) T6056 T6170
CA | 24h 15,62 62,5
48h 62,5 62,5

CT 24h 31,25 125
48h 62,5 125
CK | 24h 15,62 62,5
48h 62,5 125
CG 24h 15,62 125
48h 31,25 125

TB 24h 7,81 125
48h 31,25 125

AF | 24h 62,5 >125
48h 125 >125

AC 24h 125 >125
48h >125 >125
™ 72h 7,81 125
120h 62,5 125
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Tab. 26 Vysledky MIC: Derivaty thiosalicylamidi

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) -MIC/ICgy [pmol/l]
(kod) T5615 @ T5618 @ T5620 : T5622 @ T5625 : T5627 @ T5629 | T5631 T5640 @ T6110 @ Te6l113 | T6115
CA | 24h | 1562 | 1562 @ 15,62 15,62 15,62 125 62,5 500 125 62,5 125 >500
48h | 31,25 | 31,25 @ 31,25 | 31,25 31,25 250 250 >500 125 125 250 >500
CT | 24h | 31,25 | 3125 | 1562 = 3125 31,25 125 250 >500 125 62,5 125 >500
48h | 3125 | 3125 @ 625 31,25 31,25 500 250 >500 125 125 250 >500
CK | 24h | 15,62 3,9 3,9 7,81 3,9 62,5 250 >500 62,5 15,62 125 >500
48h | 3125 | 1562 @ 7,81 15,62 15,62 125 250 >500 125 31,25 125 >500
CG | 24h | 3125 31,25 @ 781 31,25 31,25 125 500 >500 125 15,62 250 >500
48h | 31,25 125 | 31,25 62,5 31,25 500 500 >500 250 62,5 500 >500
TB | 24h | 15,62 3,9 15,62 3,9 7,81 31,25 250 500 31,25 31,25 31,25 >500
48h | 15,62 7,81 | 31,25 7,81 7,81 62,5 250 500 31,25 31,25 62,5 >500
AF | 24h | 1562 | 1562 | 7,81 7,81 7,81 125 250 500 62,5 31,25 62,5 >500
48h | 3125 | 15,62 | 15,62 7,81 7,81 500 500 500 62,5 31,25 125 >500
AC | 24h 7,81 3,9 3,9 3,9 0,98 7,81 62,5 500 31,25 15,62 7,81 >500
48h | 15,62 3,9 3,9 3,9 1,95 31,25 250 500 31,25 15,62 7,81 >500
T™™ | 72h 7,81 1562 @ 1,95 0,98 0,98 15,62 62,5 62,5 7,81 1,95 15,62 >500
120h | 31,25 | 3125 | 1,95 0,98 1,95 15,62 62,5 62,5 15,62 3,9 15,62 >500
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5 DISKUZE

V poslednich desetiletich je jednim z dominantnich problému zvySujici se pocet
mykotickych infekci a vzristajici rezistence mikroorganismi k u¢inkiim antimykotik, a
to zejména u imunoalterovanych pacientl. Pfi¢inou tohoto vzriistu je paradoxné
zvysujici se uroven a pokroky v medicing, tj. zavadéni modernich chemoterapeutik pro
nadorova onemocnéni, katetrizace pacientli, rozvoj transplantatnich programu, dale
rozsahlé pouzivani Sirokospektrych antibiotik. Dal§im pfitézujicim faktorem je zvySujici
se pocet imunoalterovanych pacientll zaatkem 80. let s pandemii AIDS, zvlasté¢ u
téchto pacientli zpusobuji houbové infekce komplikovand a systémova onemocnéni,
Casto koncici fataln¢ (Dolezel a Buchta, 2006). Z tohoto divodu je intenzivné zamétfen
vyzkum na vyvoj novych a ucinnéjSich antifungalnich latek. Dtlezitou soucésti
vyzkumu je testovani u¢innosti v podminkach in vitro.

Do zacatku 90. let neexistovala zadné standardizovand metodika pro testovani
antifungalni citlivosti. Do té doby pouzivané metody prakticky vyhradné vychazely
z bakteriologie, nerespektovaly odlisnosti hub, nebyla stanovena jednotnd pravidla a
vysledky byly jen velmi tézko porovnatelné (Rex, et al., 1993; Galgiani, 1993).

Zavaznost zhorSujici se situace vedly v roce 1983 skupinu americkych védci pii
subkomisi NCCLS (nyni CLSI) k zahajeni prace na vypracovani standardu pro testovani
patogennich hub (Galgiani, 1993). V roce 1997 schvalila CLSI dokument M27-A, ktery
standardizuje zpiisob provadeéni testl citlivosti kvasinek k ATM (nyni je v platnosti
verze M27-A2 z roku 2002) a pozdéji dokument M38-A pro vlaknité mikromycety.
Jedna se o metodu kvantitativni, ktera poskytuje moznost stanovit minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) a umoziuje dle hodnoty MIC zatadit testovany izolat do kategorie
citlivy (S), citlivy v zavislosti na davce (SDD—Susceptible-Dose Dependent), rezistentni
(R) (Malattova, 2007).

Vedle tohoto standardu bylo vypracovano nékolik testli s nimi kompatibilnich,
které¢ jsou vhodné pro rutinni testovani patogennich hub v mikrobiologickych
laboratofich. V ptfipad€ kvantitativniho stanoveni citlivosti na antimykotika se zejména
jednd o gradientovou difuzni metodu E-test a mikrodiduléni bujonou metodu, ktera
predstavuje zmenseny format standardu M27-A2 pro testovani kvasinek (Buchta, 2002).

Standard CLSI M27-A2 zroku 2002 popisuje metodiku pfi testovani citlivosti

kvasinek Candida spp. a Cryptococcus neoformans. Jedna se o mikrodiluéni metodu s
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pouzitim media RPMI —1640 s glutaminem, bez bikarbonatli, obohacené 0,2 % glukozy,
hustota inokula 0,5 — 2,5 x 10° cfu/ml, inkubace pti 35°C 24 hodin pro Candida spp. a
48-72 hodin pro Cryptococcus neoformans. Hodnoti se stupen zakalu dle danych kritérii
(Malattova, 2007).

Standard CLSI M38-A urCuje postup pro stanoveni citlivosti vlaknitych
mikromycet véetné Aspergillus spp., Fusarium spp., Pseudoallescheria (Scedosporium)
spp., 1 zygomycet. Je pouzito obdobné medium jako pro testovani kvasinek, duraz je
kladen na pfipravu inokula s kontrolou density pomoci spektrofotometru. Doba
inkubace se 1i8i v zavislosti na druhu (napt. Rhizopus 24 hodin, Aspergillus a Fusarium
48 hodin) (Malattova, 2007).

Ukolem této diplomové prace bylo vyhodnotit aktivitu potencialné antifungalnich
laitek pomoci mikrodilucni bujonové metody. K pokusim byly pouzity novée
syntetizované slouceniny na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv a na
Katedie anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.
Testovani jsme provadéli na péti kmenech kvasinek a tfech kmenech vlaknitych hub
patogennich pro ¢lovéka. Kvasinky zastupovaly kmeny Candida albicans ATCC 44859,
Candida tropicalis 156, Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon
beigelii 1188 a z vlaknitych hub se jednalo o kmeny Aspergillus fumigatus 231, Absidia
corymbifera 272 a Trichophyton mentagrophytes 445.

Celkem jsme vyhodnotily 10 skupin potencialné antifungalnich latek (80 latek).
Jako nejvice uc¢innd se jevi skupina derivatd thiosalicylamidl, z dvanacti testovanych
derivatl nebyla zjiSténa antimykoticka G¢innost pouze u latky T6115, ¢aste€na ucinnost
pak u latky T5631. VSechny ostatni latky vykazovaly dobrou antimykotickou uc¢innost
proti vSem testovacim kmenim. Rozpustnost vSech laitek v DMSO i RPMI byla bez
problémt s dosazenim max. moznych koncentraci tj. 500 pmol/l.

U vétSiny latek byly jako substituenty pozity atomy chloru a brému v riznych
polohéch. U latky T5627 byla dosazena na pozici 4 methylova skupina a stejné tak i na
amidovém jadre, v porovnani t¢innosti doslo o proti ostatnim derivatim s atomy chloru
¢1 bromu k mirnému poklesu, krom¢ kmeni TB, AC a TM u kterych byla ucinnost
zachovana. U latky T5631 byla nahrazena methylova skupina na pozici 4 za
nitroskupinu do pozice 5 za zachovani methylu na amidovém jadfe, s touto zdménou
doslo k vyznamnému poklesu ucinnosti. Na kmeny CT, CK a CG latka neucinkovala
vubec, na kmen CA pouze slab¢ pii prvnim métfenim. Stejné tak doslo 1 u latky T5629

k ¢astecnému poklesu ucinnosti, tento derivat mél na pozici 4 methoxyskupinu. Pfi
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zachovani methoxyskupiny na pozici 4 a substituci chloru do pozice 3 na amidovém
jadie u latky T6113 se v porovnani s latkou T5629 Ucinnost zvysila u vSech kment,
kromé& CA u které doslo k nepatrnému pohorSeni.

Proti vSem testovacim kmeniim byla neucinna latka T6115, ktera obsahovala na
pozici 4 methylovou skupinu a na amidovém jadfe v poloze 4 terc-butyl. Naopak
nejlepsich citlivosti u vS§ech kment bylo dosazeno u latek T5615, T5618, T5620, T5622,
T5625, T5640 a T6110, u téchto latek byly jako substituenty atomy chloru a brému na
ruznych pozicich. Z toho vyplyva, ze substituce chlorem a bromem se u téchto latek jevi
pro antifungdlni wc€inek jako velmi vyhodna. Podobnou skupinou latek jsou
thiosalicylanilidy, které byly testovany jiz v diivéjSich pracich (Bajerova, 2001) a stejné
jako u thiosalicylamida u nich byla zjiS§téna vyznamna antifungalni a¢innost.

Skupina derivati esteru cholesterolu a alkanovych kyselin substituovanych
dusikatymi bazemi obsahovala pouze dvé latky T6056 a T6170, dusikatou bazi u obou
latek byl pyridin. Kvili $patné rozpustnosti v DMSO byla max. testovand koncentrace
latek 125 umol/l. Latka T6056 s 6-oxohexylovym fetézcem byla podstatné G¢innéjsi nez
pii pouziti delSiho 16-oxohexadecylového fetézce u latky T6170. U latky T6056 bylo
dosazeno vysokych citlivosti u vSech testovanych kmenil, pouze u kmene AC byl
ucinek slabsi. U latky T6170 nebyla citlivost prokdzédna u kmenit AF a AC, pfic¢inou
mohla byt §patna rozpustnost v DMSO a tim snizend vychozi. testovanéa koncentrace.

Dalsi skupinou latek jsou derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on.
V této skupiné bylo testovano Sest latek, u tfi bylo na pozici 5 dosazeno benzenové
jadro s riznymi substituenty, u dvou byl pouzit pyridin a jednou furan. Substituci atomu
fluoru na benzenové jadro na pozici 3 vznikla latka RHO-bb, pfi rozpousténi v RPMI se
slouCenina srazela, proto jeji max. testovana koncentrace byla 250 pmol/l.
Antimykoticky ucinek se projevil u vSech testovacich kmeni, nejvyssi citlivosti bylo
dosazeno u kmenit AC a TM. Zaménou substituentu atomu fluoru za brom ve stejné
poloze vznikla slou¢enina RHO-z, srazlivost s RPMI se touto zdménou nezlepsila a max.
testovana koncentrace ziistala na 250 umol/l. U kmene TM doslo ke zlepSeni citlivosti
po prvnim méfeni, u kmene AC byla citlivost slab4 pouze v prvnim odectu a u ostatnich
kmeni nebyl zjistén antifungalni efekt zadny. Latka RHO-w méla na benzenovém jadie
na pozici 2 substituovany atom chloru, jeji rozpustnost v DMSO i RPMI byla dobra,
antimykoticky ucinek byl u vSech kmenti, nejvice citlivé byly kmeny AC a TM.

Substituci pyridinu na pozici 5 vznikly latky RHO-u a RHO-v, obé¢ latky byly

velmi $patné rozpustné v DMSO, max. testovand koncentrace byla 125 pmol/l. Obé
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latky neprojevily antimykoticky G¢inek, pfi¢inou mohla byt nizka testovand koncentrace.
U posledni latky byl na pozici pét substituovan furan, nejvétsi citlivost byla u kmenti
sloucenin tvofil 5-benziliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on-3-octova kyselina. Silny
inhibi¢ni uc¢inek se projevil zdménou benzilidenu za (pyrid-2-yl)methyliden u kmenti
CT, CK, CG a TB (Nitraiova, 2009).

Ve skupiné derivati odvozenych od styrylbenzoxazolu bylo testovano celkem 7
latek. Substituci 2-(1H-indol-3-yl)vinylu do polohy 2 benzoxazolu, vznikla latka AIM-
164, u které byla zjisténa slaba citlivost kmenii CA a CK pouze po prvnim odectu. U
zadné 7z ostatnich nebyl prokazdn antimykoticky ucinek. U latky s 4-(4-
chlorophenyl)buta-1,3-dienylem na benzoxazolu byl problém s rozpousténim v DMSO
a nasledn¢ v RPMI dochazelo k opakovanému vysrazeni, proto byla testovana max.
koncentrace pouze 125 pmol/l, pii této koncentraci nebyl zaznamenan zadny
antifungélni efekt.

Dalsi testovanou skupinou byly derivaty diamidu. U této dvanacti¢lenné skupiny
byly problémy s opakovanym vysrazenim v RPMI, u vétsiny latek proto max. testovana
koncentrace dosahovala pouze hodnoty 125 pmol/l. Zéklad tvotil Hydroxy-N-
(fenylamino)-oxo-alkyl benzamid, na hydroxybenzamidovém jadie byl u vSech latek
substituovan atom chloru v poloze 4 nebo 5, na fenyl byl rovnéz navazan atom chléru a
to do pozice 3 nebo 4 (u latky AIM-112 byl pouzit brom v poloze 4), za alkyl byly
dosazeny fetézce 3-methyl-1-oxobutan-2-yl, 1-oxo-3-fenylpropan-2-yl a 1-oxopropan-
2-yl. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pfii substitucich chloru do poloh 5 a 3.

Nejvétsi citlivosti bylo dosazeno u kmene TM na latku AIM-128, u které byl
pouzit 1-oxopropan-2-yl a atomy chloru byl substituovdny na pozici 5 na
hydroxybenzamidovém jadie a 3 na fenylu. Zachovani poloh chloru a zaménou propanu
za butan u latky AIM-110 se citlivost TM snizila. Dal§im citlivym kmenem byla CK na
latky AIM-107, AIM-97 a AIM-128, ve vSech ptipadech byl atom chloru na pozici 5 na
hydroxybenzamidovém jadie a 3 na fenylu, citlivost u jednotlivych alkyll klesala: 1-
oxo-3-phenylpropan-2-yl (AIM-107) > 3-methyl-1-oxobutan-2-yl (AIM-97) > 1-
oxopropan-2-yl (AIM-128). U latky AIM-97 byla také dobra citlivost kmene CT, slabé
pak ptsobila na kmeny CG a TM. Ostatni latky se jevily jako neucinné.

Ze tii latek skupiny benzoxazepin-diont byla uc¢inna pouze sloucenina AIM-5 na
kmeny CK, AC a TM. U vsech latek byla max. testovana koncentrace 125 pumol/l kvili
srazeni s RPMI.
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Zbyvajici Ctyfi skupiny latek 1ze zahrnout mezi derivaty pyrazinu, tyto latky jsou
syntetizovany a testovany na Farmaceutické fakulté jiz nékolik let. V této diplomové
praci byla zjistovana ucinnost anilidi pyrazinkarboxylové kyseliny, arylaminopyrazint,
pyrazin-2,3-dinitril a estert pyrazinkarboxylové kyseliny.

Prakticky netc¢inné byly pfi testovani anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny, u
derivatt MD526/I1 a MDS554/I1 byla vychozi koncentrace snizena kvili Spatné
v n¢kterych ptipadech se podatilo u¢innost prokdzéna u ¢asti testovanych kmen, jen
vyjimecné u vSech (Vystejnova, 1999; Bajerova, 2001; Nitraiova, 2009).

Dalsi skupinou, u které nebyl zjistén prakticky zadny ucinek byly estery
pyrazinkarboxylové kyseliny. Pouze u latky isopropyl-5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylatu (MD570/1I) byl slab¢ citlivy kmen TM.

Nejpocetngjsi testovanou skupinou latek byly pyrazin-2,3-dinitrily. Celkem bylo
testovano 23 latek, u 16 nebyla zjiSténa zadnéd ucinnost. U pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
(Z1P-38) byla zjisténa slabsi citlivost kmeni CA, CK, AC a TM v obou méfenych
Casech a u kmenii TB a AF pouze po prvnim méfenim. Substituci atomu chloru a
methylové skupiny vznikla nejucinnéjsi latka z celé skupiny, 5-chlor-6-methylpyrazin-
2,3-dikarbonitril (VL1-C1), u které byla prokdzédna dobrd ucinnost proti vSem
testovanym kmentim, nejvyssi citlivosti bylo dosazeno u kmentt CK a TM. U ostatnim
derivatu (tj. ZIP-1, ZIP-18, ZIP-34, ZIP-100, ZIP-104) byl citlivy pouze kmen TM.

Poslednimi testovanymi derivaty byly arylaminopyraziny, u vSech latek byl
problém s opakovanym srdZzenim v RPMI, proto musela byt jejich max. testovana
koncentrace sniZzena. Citlivost byla zjiSténa pouze u kmene TM na 5-karbamothioyl-3-
(3-jod-4-methylfenylamino)pyrazin-2-karboxamid (MD 440/I). Podobné latky byly
testovana jiz diive, stejn¢ jako v nasem piipadé nastal problém s vysrdzenim v ristovém
médiu a nebyla zjiSténa vyznamna antimykotickd uc¢innost (Nitraiova, 2009).

Testovani potencidlné antifungdlnich latek probihd na nasi fakulté jiz fadu let.
Z dosavadnich zkuSenosti je dobfe znamo, ze vysledky testovani in vitro jsou
ovlivilovany mnoha faktory. V této diplomové praci byla pro testovani pouzita
standardni mikrodilu¢ni bujénova metoda, kterd vychazi z mezinarodniho standardu M-
27A2 z roku 2002.

Jednim z faktorti ovliviljici vysledek je velikost inokula, v naSem ptipad¢ byla
velikost 1,0 — 2,5 x 10° cfu/ml. Jako ristové médium bylo pouzito RPMI s glutaminem

obohaceno o 1 % glukozy, pomoci NaOH bylo pH upraveno do rozmezi 6,5 — 7,9.
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Velmi dilezitym faktorem je také teplota a délka inkubace. VSechny kmeny byly
inkubovany pii 35°C a odecitany po 24 a 48 hod. Abychom piedesli faleSné pozitivnim
vysledkiim u kmene TM, byly hodnoty MIC odecitany po 72 a 120 hod, protoze jeho
rustové optimum je pii pokojové teploté a zvySenim teploty na 35°C by mohlo dojit ke
snizovani hodnot MIC.

Jako hodnotici kritérium MIC byla zvolena 80% a vyS$i inhibice narGstu
testovacich kmenti proti kontrole v poslednim sloupci desticky, tzn., ze jako u¢inna byla
jesté povazovana jamka s 20% nariistem testovaciho kmene v porovnani s kontrolou.

U fady latek dochazelo ke Spatnému rozpousténi v DMSO nebo se nékteré latky
srazely sristovym médiem RPMI U takovych derivati musela byt vychozi
koncentrace sniZzena, coz mohlo byt hlavni pfi¢inou toho, Ze se nam u fady latek
nepodafilo zaznamenat hodnoty MIC v danych koncentracich.

Z naSich dosazenych vysledkli neni mozné vyvozovat konecné zavéry, pro
potvrzeni ucinkid in vitro by bylo nutné provést dalsi testy na $ir$i Skale druhového

spektra.
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6 ZAVER

1. Pomoci mikrodiluéni bujonové metody byl vyhodnocen antimykoticky
ucinek in vitro u 80 potencialné antifungdlnich latek rozdélenych do 10
skupin.

2. Pro testovani bylo pouzito pét testovacich kment kvasinek a tfi kmeny
vlaknitych hub.

3. Nejvyraznéjsi antifungdlni aktivitu vykazovaly derivaty thiosalicylamidd,
jako vyhodna se u téchto latek jevi substituce chlérem a bromem.

4.  Nejmén¢ ulinnymi skupinami latek byly anilidy pyrazinkarboxylové
kyseliny, arylaminopyraziny, estery pyrazinkarboxylové kyseliny a
styrylbenzoxazoly.

5. Ze vSech testovacich kmenli byl nejcitlivéjsSim a nejcastéji inhibovanym
kmenem Trichophyton mentagrophytes 445.

6. NejucinngjsSimi latkami byly z derivati thiosalicylamidi T5622, T5625,
T5620; z derivath esteru cholesterolu a alkanovych kyselin latka T6056 a
z pyrazin-2,3.dinitrilt latka VL1-CI.

7.  Zdosazenych vysledkli nelze vyvozovat konecné zavery, pro potvrzeni

ucinku in vitro by bylo tieba provést rozsahlejsi testovani.
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