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Nazev prace: Vztah mezi homeostazi kation( alkalickych kovl a rezistenci k antimykotikiim u
kvasinek rodu Candida

Rod Candida zahrnuje asi 200 druh( jednobunécnych kvasinkovych organismu, z nichz
nékolik desitek druhl je potencidlné patogennich. Candidy jsou béZnou soucasti
pfirozené lidské mikrofldry, avsak pfi oslabeni imunity mohou vyvolat lokalni zanéty i
Zivot ohrozujici systémové infekce. Mezi nejcastéjsi plavodce infekci patfi druhy
Candida albicans, C. glabrata a C. parapsilosis — pravé tyto druhy a patogenni druh
C. dubliniensis byly vcentru zdjmu nasi prace. Tyto druhy se vyznamné Iisi
halotoleranci i rezistenci k azolovym antimykotikam.

Nejpouzivanéjsi antimykotika v 1é¢bé candidos i candidémii jsou azolova antimykotika,
ktera inhibuji syntézu ergosterolu a tim posSkozuji plasmatickou membranu Candid.
Jedna z esencialnich funkci plasmatické membrany je regulace a udrZovani iontové
homeostaze. Je zndmo, Ze subinhibi¢ni koncentrace flukonazolu a NaCl zplsobuji
vyraznou inhibici rlstu flukonazol rezistentniho i flukonazol senzitivnhiho kmene
C. albicans.

Vysledky nasi prace ukazuji, Ze zatimco tolerance rdznych druhl Candid k azolim ci
solim je pomérné vysokd, kombinace subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu a chloridu
sodného silné inhibuje rist vSech ndmi zkoumanych patogennich druhd Candid. Stejny
efekt jsme pozorovali pfi pouziti dalSich azolovych antimykotik, calcofluor white a
dodecylsiranu sodného. Antimykoticka aktivita téchto latek byla nejsilnéji potencovana
ucinky toxickych sodnych iontl. Vyssi koncentrace draselnych iontl ¢i sorbitolem
zvySeny osmoticky tlak vyrazné zvysily citlivost ke vSem jmenovanym latkam jen u
druhu C. dubliniensis. Nejvyssi schopnost kompenzovat stres indukovany solemi a
antimykotiky mél druh C. glabrata.

Projekt sméfuje k lepSimu porozumeéni mechanismu Ucinku azolovych antimykotik a

vzniku rezistence u jednotlivych druhd Candid.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of
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Title of diploma thesis: Relation between alkali-metal-cation homeostasis and resistance to
antimycotics in Candida species

The family of Candida species, normally a harmless human commensal of the
gastrointestinal and genitourinary tract, can become a human pathogen under certain
circumstances. Mainly in immunocompromised patients, Candida cause a wide range
of infections and are the most prevalent pathogenic yeast. In this work we have
focused on the most common Candida species (C. albicans, C. parapsilosis and
C. glabrata) and we included C. dubliniensis as well. Candida species differ in their
resistance to azole-antimycotics and their halotolerance.

Azoles form the most important group of drugs with antifungal activity. They
destabilise plasma membrane of Candida cells. The essential function of plasma
membrane is regulation of cation homeostasis. The combination of subinhibition
concentrations of fluconazole and NaCl is known to inhibit the growth of both
fluconazole-sensitive and fluconazole-resistant) C. albicans strains.

We have found that all tested Candida species can generaly tolerate high
concentrations of fluconazole or salts separately, but the combination of both
compounds inhibites their growth effectively. Subinhibition concentrations of salts
amplified sensitivity to another cell barriers disrupting drugs (other azoles, calcofluor
white, sodium dodecylsulfate). Toxic sodium cations potentiated the activity of all
antimycotics very strongly. The higher concentration of potassium cations and higher
sorbitol-mediated osmotic pressure affected only the resistance to anitmycotics of
C. dubliniensis. The species C. glabrata was able to compensate salt- and toxic-stress
the most effectively.

Project aims to deeper understand the mechanism of action of antifungal agents and
the development of resistance to antimycotics.
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1 UVOD A CiLE PRACE

Predkladana diplomova prace se zabyva vztahem mezi homeostazi iontl alkalickych kovl a
rezistenci kvasinek rodu Candida k rlGznym antimykotikim. Rod Candida zahrnuje asi 200
druhd, z nichz nékolik desitek je povaZovano za potencialni patogeny. Candidy jsou béinou
soucasti lidské mikrofléry, ale casto vyvolavaji zanéty sliznic - candidosy. U
imunokompromitovanych pacientll mohou zpUsobit systémové, Zivot ohroZujici infekce -
candidémie. NejcastéjsSim pUvodcem kvasinkovych infekci je Candida albicans. DalSimi
vyznamnymi patogeny jsou druhy C. glabrata a C. parapsilosis, jejichz vyznam stoupa
v poslednich desetiletich. Do préce byl zarazen také C. albicans blizky, ale méné patogenni
druh C. dubliniensis. U viech druhll Candid zahrnutych v této praci je zndma sekvence genomu,

coz umoznuje v budoucnu studovat pozorované jevy na molekuldrni drovni.

Nejcastéji pouzivand léciva v terapii candidos i candidémii jsou azolovd antimykotika.
NejrozsifenéjSim systémovym azolovym antimykotikem je flukonazol, ktery vynikd predevsim
vyhodnymi farmakokinetickymi vlastnostmi a nizkou toxicitou. Nevyhodou flukonazolu je ¢asty
vyskyt rezistentnich druhl Candid. Mechanismus ucinku flukonazolu i mechanismy vzniku
rezistence jsou dnes dobfe zndmé. Flukonazol stejné jako ostatni azolova antimykotika
inhibuje 14a-demethylasu Ergll, kterd se Ucastni syntézy ergosterolu — vyznamného
stavebniho prvku plasmatické membrany houbovych organism(. Rezistence k flukonazolu
vznika vyuZitim alternativni syntetické drahy, zménou struktury cilového enzymu diky bodové
mutaci genu ERG 11, zvySenou expresi tohoto genu, nebo Ucinnym exportem flukonazolu

z buniky. Jednotlivé druhy Candid zahrnuté v do této prace se velmi lisi rezistenci k flukonazolu.

Pro vSechny buriky je esencialni udrZzovat homeostazi iontd alkalickych kovd. Draselné ionty se
Gcastni v bunice fady fyziologickych procesi a proto musi bunka udrZovat jejich
vnitrobunécnou koncentraci relativné vysokou. Na druhé strané se kazda bunka snaZi mit co
bunka tfi zakladni strategie — selektivné importovat draselné ionty, Ucinné exportovat ionty
sodné nebo je sekvestrovat do vakuol. Ktomu slouzi bunce rdzné membranové a
vnitrobunécné exportéry. Tyto exportéry jsou hlavnim predmétem zajmu Oddéleni
membranového transportu Fyziologického tstavu AV CR v.v.i., na jeho? pGdé tato diplomova

prace vznikla.
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Cile diplomové préace vychazeji z vysledkl ziskanych na témze oddéleni (Kolecka et al. 2009),
které prokazuji, Ze kombinace subinhibi¢nich koncentraci NaCl a FLC zpUsobuje silnou inhibici

rastu FLC-rezistentniho i FLC-sensitivniho kmene Candidy albicans.
Cilem nasi diplomové prace bylo:

1. Zjistit, zda kombinace subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu a chloridu sodného
inhibuje rUst nejen C. albicans, ale i dalSich patogennich druhl rodu Candida.

2. Ovérit, zda popsany efekt zplsobuje spolec¢né s NaCl jen flukonazol, nebo jestli jej
mlZeme pozorovat i pfi pouZiti subinhibi¢nich koncentraci jinych antimykoticky
aktivnich latek.

3. Objasnit zda je mechanismus uUcinku vySe popsané inhibice zaloZen na toxicité sodnych
iontl, nebo jestli je spiSe spojen s vyssi koncentraci iontd Ci jej zplsobuje obecné

zvySeny osmoticky tlak.
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2 TEORIE

2.1 ROD CANDIDA

Organismy patfici do rodu Candida jsou jednobunécné houbové mikroorganismy. K zakladnim
znaklm vsech kvasinek a tedy i Candid patfi: bunécna sténa tvorena chitinem, fermentace a
schopnost rozmnozZovat se pucenim (Soll 1992). Rod Candida patti do FiSe Fungi, ktera
zahrnuje asi 1,5 milionu druht, dale do oddéleni Eumycota a tfidy Hemiascomycetes ve které
nalezneme vsechny duleZité zastupce kvasinkovych organism(. Tato tfida se dale déli na
nékolik Fadu, z nichz nejdulezitéjsi jsou: fad Schizosaccharomycetales a rad Saccharomycetales.

Druhy jmenovany fad zahrnuje vyznamny rod Saccharomyces i rod Candida.

Do rodu Candida patti asi 200 druh(, pricemZ nékolik desitek z nich jsou potencidlnimi
patogeny. Komparativni genomika vedla k odhaleni fylogenetickych vztahll mezi jednotlivymi
druhy rodu Candida a Saccharomyces (Butler et al. 2009). Vétsina druht rodu Candida patti do
skupiny CTG, ve které je kodon CUG translatovan jako serin. U zastupct druhé skupiny (WGD),
kam patfi vS8echny druhy rodu Saccharomyces je tento kodon ¢ten jako leucin. T¥i patogenni
druhy (C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis), které byly pouZity v této praci, patii do CUG
skupiny a jsou diploidni. Ctvrty patogen C. glabrata patfi do WGD, méa haploidni genom a

fylogeneticky je blizsi S. cerevisiae nez C. albicans (Butler et al. 2009), (Obr. 1).
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100 = Candida albicans
100 L— candida dubliniensis

100 e Candida tropicalis

100 Candida parapsilosis
Candida 100 : Lodderomyces elongisporus

Diploid

/ 100 Candida guilliermondii
CTG . E'I_|— Debaryomyces hansenii Haploid
Candida lusitaniae
100 Saccharomyces cerevisiae
100 Saccharomyces paradoxus
WGD 100 Saccharomyces mikatae
\ .1 Saccharomyces bayanus
100 Candida glabrata
Saccharomyces 100 Saccharomyces castellii
100 Kluyveromyces lactis
| I Ashbya gossypii
100 Kluyveromyces waltii
Yarrowia lipolytica

0.1 substitutions/site
—

Obr. 1 Fylogeneticky strom rodd Candida a Saccharomyces. Druhy oznatené sedym podkladem byly pouZity v této

praci. Upraveno podle Butler et al. (2009)

Nékteré Candidy se vyskytuji ve dvou nebo tfech odliSnych morfologickych formach. Tento jev
se nazyva dimorfismus a je napf. pro C. albicans typicky. Buriky nékterych druh( Candid rostou
ve formé kvasinkové bunky, pseudomycelia nebo pravého mycelia (Obr. 2). Candidy mohou
béhem rlstu prejit z kvasinky do pseudomycelia, nebo mycelia. Schopnost zmény morfologie je
klicova pro virulenci Candid. Ve stadiu kvasinky jednotlivé bunky vegetuji na sliznicich nebo
kazi hostitele a nevykazuji znamky virulence. Pfi poruseni imunity pfilnou kvasinkové buriky
k epitelu a zméni morfologii na pseudomycelium ¢&i mycelium — obé morfologie Iépe adheruji

ke sliznici a jsou vice invazivni k okolni tkani (Karkowska-Kuleta et al. 2009).

Pseudomycelium je tvofeno burikami, u kterych se po rozdéleni vytvori prepazka, ale bunky se
od sebe neoddéli. Pseudomycelium muze byt tvofeno pouze nékolika spojenymi burkami,
nebo mlZe zahrnovat stovky bunék a byt bohaté vétveno. Vldkna tvorena pseudomyceliem
s nazyvaji pseudohyfy. Dalsi morfologickou formou je mycelium. Vldkno mycelia (hyfa) je
tubuldrni mnohobunécény utvar, kde jednotlivé buriky maji zachovana jadra, ale nejsou mezi

nimi vytvorené prepazky. Mycelium muzZe tvofrit rozsahlé, bohaté vétvené struktury (Soll 1992).
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Obr. 2 Morfologické formy Candid.(A) kvasinkova burka, (B) pseudomycelium, (C) mycelium. Upraveno podle

http://www.usask.ca/biology/kaminskyj/collab.html

Zména morfologie z kvasinkové formy na pseudomycelium ¢i mycelium a tedy i virulence je
ovlivnéna mnoha faktory napf. zvySenou teplotou prostfedi na 37°C, hodnota pH okolniho
prostiedi vétsi nebo rovno 7, pokles koncentrace CO, pod 5 % aj. (Karkowska-Kuleta et al.

2009).

Na sliznicich a na povrchu medicinalnich prostfedk( umisténych uvnitf téla (katétry, umélé
chlopné, dreny aj.) mohou Candidy tvofit biofilm. Vznik biofilmu probiha ve Ctyrech fazich:
adherence bunék v kvasinkové formé na sliznici, proliferace, zména morflogie na mycelium
nebo pseudomycelium (zahdjeni invaze) a maturace (produkce extraceluldrni matrix). Biofilm
tvofi kompaktni soustava bunék rlznych morfologii a extracelularni matrix. Skutec¢nost, Ze
biofilm je velmi odolny vici antimykotiklm, vyrazné stéZuje terapii candidémii (Blankenship &

Mitchell 2006).

Zastupci rodu Candida se béiné vyskytuji jako soucast lidské mikroflory kize, sliznic dutiny
Ustni a urogenitalniho traktu. Pfi oslabeni imunity hostitele zpUsobuji Candidy rGzné druhy
lokalnich infekci souhrnné nazyvané candidosy. Faktory zvysujici prevalenci candidos jsou
napf.: détsky vék, diabetes mellitus, 1é¢ba Sirokospektrymi antibiotiky ¢i dieta vedouci ke

zménam v bakterialni mikrofléfe (Trofa et al. 2008).

Pfi silném poruseni imunity mohou Candidy vyvolat systémové onemocnéni (candidémii), pfi
kterém dochdzi k invazi Candid do télniho obéhu a rychlému rozvoji Zivot ohroZujici infekce.

Vyskyt candidémii v poslednim desetileti vyrazné stoupl. Vzestup vyskytu candidémii koreluje

14



se zvysenou prevalenci imunodeficience, kterd je zplUsobena pfedevsim imunomodulacni Ci
antineoplastickou Ié¢bou. Candidémie jsou také jedny z nejcastéjsich fatalnich komplikaci pfi

transplantacich a l1é¢bé onkologickych onemocnéni (Ruhnke 2006).

Jesté pred triceti lety byl zcela dominantnim plvodcem lokalnich i systémovych infekci druh
C. albicans. Od zacatku pouzivani azolovych antimykotik v 80. letech minulého stoleti doslo
vlivem pozitivni selekce k nardstu poctu infekci vyvolanych tzv. non-albicans plvodci. Oznaceni
non-albicans zahrnuje zastupce dalsich druhl rodu Candida mimo druhu C. albicans. PGvodci
non-albicans byly ¢asto rezistentni vici azollim a brzy se u nich vyvinula rezistence i k dalSim
antimykotikm (Ruhnke 2006). Dnes je Candida albicans zodpovédna za 40-60 % candidémii.
Na druhém misté v zavislosti na regionu jsou druhy Candida glabrata a Candida tropicalis,
které jsou identifikovany jako plvodci infekci v 20-30 % z celkového poctu pripadd. Nasleduje
Candida parapsilosis s 10-20 % vyskytG. Dalsi klinicky vyznamné patogenni druhy jsou napf.

C. dubliniensis, C. krusei a C. lusitaniae (De Rosa et al. 2009).

U viech druhll Candid zahrnutych do této prace byla dokoncena sekvenace genomu (Jones et
al. 2004, Jackson et al. 2009, Butler et al. 2009, Dujon et al. 2004), coz umoznilo charakterizaci
vybranych genl pomoci heterologni exprese vS. cerevisiage a vyvoj nastroji genové

manipulace (dele¢ni kazety, auxotrofni a dele¢ni mutanti).
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2.1.1 CANDIDA ALBICANS

C. albicans je nejrozsifenéjSim a nejlépe prostudovanym druhem rodu Candida. Tento druh
objevili mezi léty 1839-1844 nezavisle na sobé tti védci: Fredrik Berg ve Stockholmu, David
Gruby v PafiZi a John Bennet v Edinburghu. Vsichni tfi oznadili novy druh za plvodce zanétu
sliznice dutiny Ustni u déti. Fredrik Berg popsal C. albicans jako vldkna rostouci mezi epitelem

sliznice (Barnett 2008).

C. albicans je béznou soucasti mikrofléry kliZe a sliznic zdravé populace. Pfi oslabeni organismu
hostitele vyvolava zanéty sliznic a také je nejcastéjsim plvodcem systémovych invazivnich

candidos.

Ve stfedu nasi pozornosti stoji dva kmeny C. albicans — laboratorni kmen SC5314 a kmen 1173
ziskany z klinického izolatu. Kmen SC5314 patfi k nejvice pouzivanym laboratornim kmen(m.
V roce 2004 byla dokoncena sekvenace genomu tohoto diploidniho kmene (Jones et al. 2004).

Velikost genomu tohoto kmene ma velikost 14,3 Mb a jeho sekvence je dostupna na adrese:
http://www.candidagenome.org/

Kmen 1173 byl ziskan v Bratislavé z klinického izolatu od pacienta trpiciho alergii (Melkusova

et al. 2004).

Dalsi dva kmeny, které se objevili v nasi praci, jsou BWP17 a BW0Z13-81. Kmen BWP17 je
derivat kmene SC5314 s auxotrofnimi mutacemi his arg ura” (Wilson et al. 1999). Z kmene
BWP17 je pak odvozen kmen BW0Z13-81. Tento kmen je homozygotni mutant s deleci genu
cnh1/cnhl. Tento kdéduje Cnhl Na*/H" antiporter, ktery se podili na regulaci homeostaze

draselnych iont(l C. albicans (Kinclova-Zimmermanova & Sychrova 2007).

2.1.2 CANDIDA DUBLINIENSIS

C. dubliniensis byla objevena v roce 1995 v izolatu z dutiny Ustni pacienta s AIDS. Jeji druhové
jméno ,dubliniensis” souvisi s mistem objevu — Dublinem (Sullivan et al. 1995). C. dubliniensis
se vyskytuje jako soucast lidské mikroflory. Nejcastéji byl tento druh izolovan z dutiny Ustni
zdravych i imunokompromitovanych pacient(l. Pravé zanéty sliznic dutiny Ustni vyvolava

C. dubliniensis nejcastéji. Jen vzacné tento druh zplsobuje zanéty urogenitdlniho traktu a
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candidémie (Sullivan et al. 2005). Vétsina klinickych izolatl C. dubliniensis je in vitro rezistentni

vUci azolovym antimykotikdim (Moran et al. 1998).

C. dubliniensis je druh velmi fylogeneticky blizky C. albicans. Oproti C. albicans je vsak
C. dubliniensis méné virulentni (Stokes et al. 2007) a méné halotolerantni (Krauke & Sychrova

2008). C. dubliniensis je schopna tvofit pravé mycelium i biofilm.

Kompletni sekvenace genomu C. dubliniensis byla dokoncena v roce 2009. Pro sekvenaci byl
vybran kmen CD36, ktery jsme zarfadili i do nasi prace. C. dubliniensis je diploidni organismus,

velikost genomu je 14,6 Mb, pocet chromozom 13 (Jackson et al. 2009).

Databaze genomu C. dubliniensis je dostupna na adrese:

http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/dubliniensis/

2.1.3 CANDIDA PARAPSILOSIS

Poprvé byl druh Candida parapsilosis izolovdn v roce 1928 v Portoriku ze stolice pacienta
trpiciho katarem gastrointestnindlniho traktu. Od tehdy jiz znamého druhu Monilia psilosis
(dnes C. albicans) se nové objeveny druh liSil neschopnosti fermentovat maltosu. Tato
odliSnost mu dala i druhové jméno (Ashford 1928). C. parapsilosis je pfirozenou soucasti lidské
mikrofldry kliZe a sliznic, ale vyskytuje se i ve volném prostiedi napf. v morské vodé (Butinar et

al. 2005).

Do roku 1940 byla C. parapsilosis povaiovdna za nepatogenni druh. Vtomto roce byla
C. parapsilosis oznacena jako plvodce fatalni endocarditidy u pacienta s porusenou imunitou
vlivem toxikomanie. Vyskyt klinickych izolatd tohoto druhu rezistentnich k azolovym
antimykotiklim je velmi vzacny, presto pocet pfipadl candidémii zplsobenych C. parapsilosis
roste. C. parapsilosis prosperuje i vemulzich uréenych pro totalni parenteralni vyzivu, coz ¢ini

z tohoto druhu nebezpeéného plivodce nosokomidlnich infekci. (Trofa et al. 2008).

C. parapsilosis neni na rozdil od jinych druhl Candid schopna tvofit pravé mycelium. Roste
pouze ve formé kvasinek nebo pseudomycelia. Absence pravého mycelia ma za nasledek mensi

pevnost a objem biofilmu tohoto druhu ve srovnani s C. albicans (Kuhn et al. 2002).
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C. parapsilosis je diploidni organismus, genom kmene C. parapsilosis CBS604, ktery byl zafazen
do této prace, byl jiz kompletné sekvenovan. Velikost genomu C. parapsilosis ¢ini 13,1 Mb a je

rozdélen do 8 chromozom( (Butler et al. 2009). Pfislusna databaze je dostupna na adrese:

http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis/

2.1.4 CANDIDA GLABRATA

Také C. glabrata je béZnou soucasti mikrofldry lidské kdze i sliznic dutiny Ustni a urogenitalniho
traktu. Jesté v poloviné minulého stoleti nebyl tento druh povazovan za vyznamného
patogena. Dnes je vzavislosti na oblasti C glabrata druhym aZz tfetim nejvyznamnéjSim
pavodcem lokalnich candidos i candidémii (Csank & Haynes 2000). K narlstu poctu vyskyt(
tohoto druhu pravdépodobné vedl selekéni tlak vyvolany azolovymi antimykotiky, ke kterym je

C. glabrata rezistentni (Fidel et al. 1999).

C. glabrata, obdobné jako C. parapsilosis, nevytvafi pravé mycelium. Roste pouze ve formé
kvasinek, nebo pseudomycelia. C. glabrata je schopna tvofit biofilm, avsak jeji virulence je

v porovnani s C. albicans mensi (Li et al. 2007).

Kmen C. glabraty ATCC2001 pouzivany i v nasi praci byl kompletné sekvenovan v ramci
projektu Génolevures. Velikost haploidniho genomu C. glabraty je 12,3 Mb. Genom je rozdélen
do 13 chromozom (Dujon et al. 2004). Analyza genomu tohoto druhu dokazala, Ze C. glabrata
je vice pfribuznd se Saccharomyces cerevisiae nez s C. albicans, a je tedy fylogeneticky
nejvzdalenéjsim patogennim druhem rodu Candida (Fitzpatrick et al. 2006). V porovnani se
S. cerevisiae nachazime u C. glabraty méné gen( spojenych s metabolismem Zivin. Tento
projev regresivni evoluce pravdépodobné souvisi adaptaci C. glabraty na komensalismus (Kaur
et al. 2005). Na druhou stranu byly u tohoto druhu objeveny geny souvisejici s virulenci, které

se vyskytuji i u dalSich patogennich druhl Candid (Butler et al. 2009).
Databaze genomu C. glabraty je k dispozici na adrese:

http://www.genolevures.org/cagl.html
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2.2 HOMEOSTAZE IONTU ALKALICKYCH KOVU

Jednou ze zadkladnich podminek Zivota vsech organismu je udrZovani stalych koncentraci iont(
uvnitf bunék. Vnitrobunécné anorganické kationty a anionty se ucastni mnoha fyziologickych
procest, véetné adaptace bunék ke zménam ve vnéjsim prostredi. VSechny buriky vynakladaji
velké mnozstvi energie na udrzovani iontové homeostaze. Klicovou roli v iontové homeostazi
hraji sodné a draselné kationty. VSechny bunky udrzuji nizkou intracelularni koncentraci
sodnych iont(, které jsou pro bunky toxické, a naopak se snazi koncentrovat uvnitf burnky ionty
draselné. Optimalni intracelularni koncentrace draselnych iontl v kvasinkach leZi vintervalu
200-300 mM, pricemz extraceluldrni koncentrace draselnych iontl je vétSinou v fadech uM
(Sychrova 2004). Draselné ionty se zapojuji do mnoha fyziologickych procesll - Ucastni se
regulace objemu a pH bunky, vyrovnavaji negativni ndboj mnoha makromolekul, jsou dllezZité

pro udrzeni membranového potencidlu, syntézu protein( aj. (Arino et al 2010).

Studium iontové homeostdze na molekuldrni Urovni umoznil rozvoj metod molekularni
biologie. Sekvenace genomu kvasinek umoznila popsat vlastnosti jednotlivych gen( ucastnici
se iontové homeostdze. Nejlépe jsou principy regulace homeostaze prozkoumané u

Saccharomyces cerevisiae.

K udrzeni fyziologického poméru koncentraci draselnych a sodnych iont0 vyuZzivaji kvasinky tfi
razné strategie. (1) Regulace vstupu kationtli do buriky - zde se uplatriuji transportéry, které
maji vyrazné vyssi afinitu k draselnym iontlm, (2) ucinny export nezadoucich kationt( z buriky
a (3) sekvestrace iontli do bunécnych kompartment( (Arino et al. 2010). Ve vSech téchto

procesech hraji dulezitou roli transportni systémy.
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2.2.1 MEMBRANOVE TRANSPORTERY

V plasmatické membrané Saccharomyces cerevisiae bylo popsano 6 transportnich systému

podilejicich se na udrZzeni iontové homeostaze (Obr. 3), (Sychrova 2004).

Na
PO,

Pho89

pH 6,8

Trk2

Obr. 3 Transportni systémy cytoplasmatické membrany S. cerevisiae upraveno podle Sychrové (2004)

H*-ATPasa

Esencidlni roli viontové homeostaze u S. cerevisiae hraje H'-ATPasa s ndzvem Pmal. Tento
transportér vyuziva energii hydrolytického $tépeni ATP k aktivnimu transportu H* ven z buriky.
Generuje tim gradient koncentrace H', ktery je podminkou pro funkci mnoha dalich
transportérli a pro tvorbu membrdnového potenidlu. Gen PMA1 je pro S. cerevisiae esencialni

(Arino et al. 2010).
Na‘/H" antiporter

Jednim ze systém( vyuZivajici protonovy gradient je Na*/H" antiporter, ktery exportuje sodné a
draselné kationty ven zburnky vyménou za protony. Podili se tedy nejen na regulaci
koncentrace iontl alkalickych kov(, ale i vnitrobunécného pH. Antiporter Nhal v S. cerevisiae
disponuje Sirokou substratovou specifitou. Je schopen prendset sodné, draselné, lithné i

rubidné ionty. (Banuelos et al. 1998, Kinclova et al. 2001).

Na’/H" antiporter C. albicans nese jméno Cnhl. Stejné jako Nhal mlZe Cnhl disponovat

Sirokou substratovou specifitou (Kinclova et al. 2002), nicméné ve fyziologii C. albicans je
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zapojen predevsim do regulace homeostaze draselnych iontl. V regulaci koncentrace iontl

sodnych hraje Cnh1 jen okrajovou ulohu (Kinclova-Zimmermanova & Sychrova 2007).

Na’/H" antiportery druht C. dubliniensis (CdCnhl) a C. parapsilosis (CpCnhl) byly
charakterizovany pomoci heterologni exprese v S. cerevisiae. CdCnhl i CpCnhl byly schopny
transportovat sodné, draselné, lithné i rubidné ionty. Mé&Fenim vystupl Na* a K" byla odhalena
rozdilnd aktivita obou antiporterl. Vétsi aktivitu vykazoval transportér CpCnhl
halotolerantniho druhu C. parapsilsos. Naopak antiporter CdCnhl halosenzitivniho druhu
C. dubliniensis vykazoval aktivitu nizsi. Aktivita Na'/H" antiporteru muze byt jednim z duleZitych

faktor( ovlivriujici halotoleranci rliznych druhl Candid (Krauke & Sychrova 2008).
Na*-ATPasa

ATPasy plasmatické membrany S. cerevisiae (Enal-4) exportuji z buniky nadbytecné kationty
s vyuZitim energie ziskané $tépenim ATP. Obdobné jako Na*/H* antiporter disponuje i Na'-
ATPasa Enal v S. cerevisiae Sirokou substratovou specifitou a prenasi sodné, draselné, lithné i
rubidné ionty (Banuelose et al. 1998). V S. cerevisiae jsou Na'-ATPasy kdédovany repetici
nékolika téméf identickych gen( a jsou to hlavni systémy pro detoxifikaci Na* (Garciadeblas et

al. 1993, Wieland et al. 1995).

Funkce Na'-ATPasy a Na'/H" antiporteru se navzdjem v S. cerevisiae doplfiuji. Na'-ATPasa je
aktivni v prostfedi svy33im pH, naopak Na‘/H" antiporter umoZfuje exportovat kationty
v prostfedi s nizSim pH a tudiz s vétsim gradientem proton( pfes membranu (Banuelos et al.

1998).
Trk1, Trk2

Pro aktivni vstup kationt(l drasliku do bunék slouzi u S. cerevisiae proteiny Trkl a Trk2. Oba
transportéry se lisi svou aktivitou. V pfitomnosti obou funkcnich gen(i prevazuje exprese genu
TRK1, ktery je povaZovan za hlavni transportér umoZfiujici vstup K* do bufiky (Arino et al.

2010).

Tok1, NSC1

Toklp je napétové fizeny kandl plasmatické membrany S. cerevisiae pro draselné kationty.

Hlavni Ulohou Tokl je exportovat draselné ionty zbunky a podilet se na regulaci
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membranového potencidlu. Za urcitych podminek se viak tok iontd mUlze obratit (Fairman et
al., 1999). Delece genu kdédujiciho Tokl vede k depolarizaci membrany (MaresSova et al. 2006).
NSC1 (non-selective cation channel) je neselektivni nizkoafinni iontovy kanal schopny
transportovat do bunék Sirokou 3kalu kationtd véetné& K', Li* a NH," (Bihler et al. 2002).
Prestoze byla aktivita tohoto kandlu detailné elektrofyziologicky popsdna, nepodafilo se dosud

nalézt gen kédujici tento transportér.

2.2.2 IONTOVA HOMEOSTAZE A OSMOTICKY STRES

V centru nasi pozornosti je schopnost Candid vyrovnat se stresem vyvolany nadbytkem iontl ci
elektroneutralnich solutl (sorbitol) v médiu, neboli schopnost reagovat na osmoticky stres.
Candidy obdobné jako ostatni jednobunécné organismy se musi neustdle prizplsobovat

zménam osmotického tlaku vnéjsiho prostredi.

Osmoticky tlak je definovan jako tlak toku rozpoustédla pronikajiciho pres semipermeabilni
membranu do roztoku, ve kterém je vyssi koncentrace rozpusténych molekul nebo iontd.
Pokud se burika dostane do prostredi s nizkou koncentraci solutd, za¢ne proudit voda do bunky
a bunka praskne. Tento jev je zndmy jako hypoosmoticky Sok. Naopak v prostiedi s vysokou
koncentraci iontd, nebo jinych solutli zacne voda z buriky unikat a dochazi k smrsténi bunky -

nastava hyperosmoticky Sok.

Ke kompenzaci hyperosmotického Soku vyuZivaji kvasinky glycerol, ktery snadno syntetizuji a
nasledné kumuluji uvnitf bunky. Produkce glycerolu a dal$i mechanismy kompenzace
osmotického stresu jsou fizeny signdlni drahou HOG (high-osmolarity glycerol pathway). HOG
kaskada je jednou z nejlépe prostudovanych signalnich drah spojenych s MAP kinasami. Tyto
drahy se ucastni regulace rlGstu bunky, proliferace, morfogeneze a odpovédi na stres

pravdépodobné u vsech eukaryotnich bunék (Hohmann 2007).

Klicovy prvkem drahy HOG je Map kinasa Hog1, ktera po aktivaci vstupuje do jadra burky a zde
ovliviluje expresi stovek genid. K aktivaci kinasy Hogldochazi az po dvou predchazejicich
fosforylacich, které mizou byt odpovédi na rlizné podnéty. Po vstupu kinasy Hogl do jadra
zacind bunka produkovat glycerol, ktery je kumulovan a pomdha vyrovnat vnéjsi osmoticky
tlak. Po dobu hyperosmotického stresu se také uzavird porin exportujici glycerol Fps 1
(Hohmann 2007). Kinasa Hog1 také reguluje aktivitu Na*/H" antiporteru, Na*-ATPasy a dalsich

transportér(, tak aby burka byla schopna udrzet iontovou homeostazi (Arino et al. 2010).
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2.3 ANTIMYKOTICKY AKTIVNI LATKY

Antimykotika jsou latky, které usmrcuji houbové organismy, zpomaluji jejich rist nebo pusobi
preventivné proti jejich rozsifeni (Rozsypal 2008). Vsechny burnky hub vcéetné kvasinek jsou
eukaryotické a ve srovnani s bakteriemi a viry jsou velmi podobné bunkam lidskym. Nejvice
rozdilné jsou u lidskych a houbovych bunék bunécéné bariéry. Houbové bunky na rozdil od
lidskych jsou obklopené bunécnou sténou, jejimz zdkladnim stavebnim kamenem je chitin.
Rozdilné je i sloZeni a struktura cytoplasmatické membrdny. Bunécna sténa a cytoplasmaticka
membrana jsou proto cilové struktury vétsSiny antimykotik. Zacileni antimykotik na bunécné
bariéry zajistuje selektivitu antimykotické aktivity. Nejvyznamnéjsimi skupinami antimykotik
poskozujici bunécné bariéry pouZivané ve farmakoterapii jsou polyenova antimykotika,

echinokandiny, allylaminy a azolova antimykotika.

Antimykotickou aktivitou se vyznacuje celd fada latek, které nejsou vyuzity ve farmakoterapii
mykoinfekci. Patfi k nim napf. rlzné desinfekcni prostredky, latky vyuZivané ve farmaceutické
technologii, fluorescencni barviva. V neposledni fadé muizZe byt odhalena antimykoticka aktivita

u latek s plivodné odlisnou indikaci. Prikladem takové latky je amiodaron (Courchesne 2002).

2.3.1 AZOLOVA ANTIMYKOTIKA

Azolova antimykotika jsou nejpouZivanéjsi |éCiva v terapii a profylaxi systémovych mykoinfekci.
Prvni azolové antimykotikum mikonazol bylo uvedeno do praxe vroce 1967. Od 80. let
minulého stoleti se zacaly prosazovat azoly, zejména ketokonazol, v terapii systémovych
mykoinfekci. Od této doby také zacdina stoupat vyskyt kmend rezistentnich vici azolovym

antimykotikdim (Rozsypal 2008).

VSechny azoly maji shodny mechanismus ucinku, jehoZ princip spociva v inhibici syntézy
ergosterolu — dulezité slozky cytoplasmatické membrany hub. Koncentrace ergosterolu
ovliviiuje fluiditu a integritu cytoplasmatické membrany. Azolova antimykotika inhibuji enzym
l4a-demethylasu, kterd je spojena scytochromem P450. U kvasinek azoly blokuji aktivni
centrum enzymu vazbou mezi dusikem imidazolového nebo triazolového kruhu a atomem
Zeleza cytochromu P450 (Odds et al. 2003). Vysledkem je kumulace nefunkénich
methylovanych prekurzorl v membrané a deplece ergosterolu, kterd vede k zastaveni rlstu

bunky (Sheehan et al. 1999).
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Azolova antimykotika interaguji nejen s cytochromem P450 bunék hub, ale i s lidskymi
cytochromy P450 podilejicich se na metabolismu xenobiotik (osatnich Iéciv). Tato interakce
muzZe vést ke zménam farmakokinetiky 1éciv, na jejichz metabolismu se cytochromy P450

podileji.

Indikace azolovych antimykotik se liSi podle jejich chemické struktury. Starsi imidazolové
derivaty nachdzeji uplatnéni v terapii dermdlnich mykoinfekcich. Triazoly jsou pak uréeny

k 1é¢bé a prevenci systémovych onemocnéni.

12.3.1.1 IMIDAZOLY

Do této skupiny patfi azolovd antimykotika s imidazolovym kruhem ve strukture. Latky prvni
generace jsou nejstarSimi azolovymi antimykotiky vibec. Pfedlohovou strukturou pro dalsi
vyvoj azol( se stal mikonazol. Mikonazol byl jiz pfekonan triazolovymi derivaty a dnes se
nevyrabi. Néktefi zastupci prvni generace imidazold vSak nachazeji dodnes uplatnéni v lé¢bé
lokalnich candidos. Jednd se predeviim o klotrimazol (Obr. 4) a ekonazol. Klotrimazol je v CR

vibec nejpouzivanéjsim topickym antimykotikem. (SUKL: spotieba lé¢iv v CR za rok 2009).

Cl

O

Obr. 4 Chemicka struktura klotrimazolu (Hartl et al. 2006)

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce imidazolovych anitmykotik druhé generace patfi ketokonazol.
Tato latka byla pouZita jako prvni peroraini systémové antimykotikum a znamenala prilom

v lécbé i profylaxi systémovych mykoinfekci (Rozsypal 2008).

12.3.1.2 TRIAZOLY

Vyménou imidazolového kruhu za triazolovy byla ziskdna v poloviné 80. let minulého stoleti
nova skupina syntetickych systémovych antimykotik. Dnes nejrozsifenéjsi systémova

antimykotika v CR (flukonazol, itrakonazol) patii pravé mezi triazoly, (SUKL: spotfeba léc¢iv v CR
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za rok 2009). Flukonazol je odvozen o struktury klotrimazolu, ale atom chloru byl nahrazen

dvéma atomy fluoru a ve strukture se jiz vyskytuji dva triazolové kruhy (Obr. 5).
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Obr. 5 Chemicka struktura flukonazolu upraveno podle Hartla et al. (2006)

Od ostatnich azolG se flukonazol lisi farmakokinetikou. Diky své hydrofilité ma nejvétsi
terapeuticky index, nejméné nezadoucich Gc¢ink( a nejnizsi interakéni potencial. Flukonazol se
dobre vstiebava z gastrointestinalniho traktu a pronikd do vsech tkani a tekutin. Nezadouci
ucinky flukonazolu jsou vétSinou mirné a zahrnuji exantém, dyspepsie a bolesti hlavy (Lincova

et al. 2007)

Itrakonazol ma ve srovndni s flukonazolem vétsi molekulu, coZz vyrazné ovliviiuje jeho
farmakokinetické vlastnosti (Obr. 6). Itrakonazol je ve vodé nerozpustny. Jeho absorpci
vyznamné ovliviuje pH Zaludku a je proto velmi nestabilni (Dolezal & Buchta 2006).
Itrakonazol disponuje silngjsi antimykotickou aktivitou a SirS§im spektrem Uucinnosti nezZ

flukonazol (Maertens & Boogaerts 2005).
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Obr. 6 Chemicka struktura itrakonazolu (Hartl et al. 2006)
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Nejnovéjsimi triazolovymi derivaty jsou vorikonazol a posakonazol. Velmi perspektivni latkou je
vorikonazol. Spektrum Uucinku této latky se podoba itrakonazolu, ale farmakokinetické
parametry se naopak blizi flukonazolu. Posakonazol je hydroxylovany derivat itrakonazolu

s vystupfiovanou antimykotickou aktivitou (Dolezal & Buchta 2006).

2.3.2  OSTATNI{ ANTIMYKOTIKA

Polyenova antimykotika jsou produkty metabolismu nékterych druhl bakterii a plisni.
Mechanismus ucinku spocivd ve vazbé polyenl na ergosterol s naslednou desintegraci
plasmatické membrany (Chen & Sorell 2007). Charakteristickym znakem struktury polyen( je
26-40 ¢lenny makrocyklicky laktonovy kruh (Hartl et al. 2006). NejvyznamnéjSim zastupcem
polyenl je systémové antimykotikum amfotericin B. Pfednostmi amfotericinu B je silna
antimykoticka aktivita proti Sirokému spektru patogent a nizky vyskyt rezistenci. Nevyhodou
amfotericinu B je predevSim jeho silnd toxicita. Amfotericin B indukuje produkci
prostaglandin(l a interleukin(, které jsou zodpovédné za projevy akutni toxicity (horecka,
bolesti hlavy, svalt a kloub(l, nauzea, alergické reakce). Amfotericin B se dale vyznacuje silnou
nefrotoxicitou. Zastupci topickych polyenovych antimykotik jsou nystatin a natamycin (Lincova

et al. 2007).

Echinokandiny patfi mezi nejnovéjsi antimykotika. Podstatou jejich fungicidniho ucinku je
blokdada syntézy 1,3 R-D glukanu vedouci k poruseni bunécné stény hub. Nezadouci ucinky
nejsou diky vysoké antimykotické specifité Ucinku Casté. Echinokandiny jsou indikovany pfi
systémovych mykoinfekcich v kombinaci samfotericinem B nebo azoly. Zaroven jsou
echinokandiny také lékem volby pfi intoleranci amfotericinu B. Ze zastupcl echinokandin(

jmenujme kaspofungin a mikafungin (Espinel-Ingroff 2009).

Nejvyznamnéjsim zastupcem allylaminl je terbinafin. Terbinafin inhibuje enzym skvalen
epoxidasu, ¢imZ blokuje syntézu ergosterolu (Odds et al. 2003). Terbinafin je silné lipofilni a
keratofilni, coz vede k jeho kumulaci v tukové tkani, v kGiZi a jejich adnexech (vlasovy folikul,
nehet). Tyto vlastnosti ho predurcuji k 1é¢bé zavaznych onychomykos, tinei a lokalnich infekci

zpUsobenych Candidami ( Lincova et al. 2007).

Antifungdlni aktivitu vykazuji i latky, jejichZz mechanismus c¢inku nespocivd v napaddani
bunécénych bariér. Do praxe se prosadil antimetabolit flucytosin, ktery je indikovan v kombinaci

s amfotericinem nebo azoly k Ié¢bé systémovych mykoinfekci. DalsSim zastupcem antimykotik
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vyuzivanych ve farmakoterapii je griseofulvin, ktery zplsobuje denaturaci mikrotubull (Lincova

et al. 2007).

2.3.3 JINE ANTIMYKOTICKY AKTIVNI LATKY

Do nasi prace jsme zaradili i antimykoticky aktivni latky, které vSak nejsou vyuZity v terapii
infekci vyvolanych houbovymi organismy. Jedna se o fluorescencni barvivo calcofluor white,
Siroce vyuzivany detergent dodecylsiran sodny a antiarytmikum amiodaron. Posledni latka, u
které nas zajimala antimykoticka aktivita, je phenytoin. Postaveni phenytoinu mezi ostatnimi
latkami zafazenymi do této prace je vyjimecné, protoZe u néj doposud nebyla prokazana

antimykotickd aktivita.

2.3.3.1 CALCOFLUOR WHITE

Calcofluor white (CFW) patfi mezi fluorescencni barviva. Jeho emisni vinova délka je 455 nm.
Specificky se vdie na chitin a celulosu, ¢imZz umoZiuje jejich vizualizaci. Chemickd struktura
CFW obsahuje rozsahly systém konjugovanych dvojnych vazeb, které jsou zodpovédné za

fluorescenci CFW (Obr. 7), (Konifova 2008).

HO

OH

Obr. 7 Chemicka struktura calcofluor white

http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/jsp/common/ChemInfo.jsp?calledFrom=lite&type= formulas

Antimykoticka aktivita CFW spociva v blokddé polymerace chitinu — zakladni stavebni slozky

bunécné stény hub. CFW se diky této vlastnosti nepouZiva jen ke zobrazeni chitinovych ¢i
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celulosovych struktur, ale i jako stresor poskozujici bunécnou sténu. CFW neprochazi
cytoplasmatickou membranou. Protoplasty péstované v izotonickém roztoku nebyly vici CFW

citlivé (Roncero & Duran 1985).

§2.3.3.2 DODECYLSIRAN SODNY

Dodecylsiran sodny (laurylsiran sodny, SDS) je latka Siroce vyuzivand ve farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu. Patfi mezi aniontové tenzidy, které ve vodném prostiedi disociuji na
objemny, povrchové aktivni aniont a mensi kationt tvofeny vétSinou alkalickym kovem. Ve
struktufe aniontu rozezndvame dlouhy alifaticky retézec tvoftici nepolarni ¢ast molekuly a silné

polarni strukturu siranu (Obr. 8).

AV

P N N N NG g /S\ — +
@) O™ Na
Obr. 8 Chemicka struktura dodecylsiranu sodného (Komarek et al. 2006)

Diky amfifilni povaze ma tato latka schopnost hromadit se na rozhrani fazi (voda — olej, voda —
vzduch), coz ve vysledku vede ke sniZzeni povrchového napéti. Tento mechanismus se uplatiuje
v technologii [ékl i kosmetiky zejména pfi smaceni a stabilizaci emulzi ¢i suspenzi (Komarek et

al. 2006).

Antimykoticky, ale i antibakteridlni a antiviroticky Uc¢inek SDS souvisi se schopnosti kumulovat
se na rohzrani fazi. SDS se koncentruje na bunécnych bariérach a méni energetické poméry na
jejich povrchu, coZz ma za nasledek destabilizaci bunécné stény i cytoplasmatické membrany.
Druhym mechanismem Gcinku SDS je iniciace denaturace membranovych proteind (Piret et al.

2000).
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2.3.3.3 AMIODARON

Amiodaron je vyznamné antiarytmikum |[ll. tfidy. Mechanismus ucéinku amiodaronu na
myokard spocivad v blokadé draselnych kandll. Blokada vystupu draselnych kationt( vede
k prodlouzeni akéniho potencidlu bunék myokardu. Amiodaron je indikovan u komorovych i
supraventrikularnich tachyarytmii. Vyznacuje se mimoradné dlouhym elimininaénim
polocasem, ktery se pohybuje v intervalu 30 — 50 dn(. Diky vysoké lipofilité molekuly (Obr. 9)
se amiodaron kumuluje v tukovych tkani, kde persistuje jesté desitky dnl po ukonceni terapie.
Zlazy, plicni fibrosa a hepatotoxicita. DalSim rizikovym faktorem |é¢by amiodaronem je jeho
vysoky interakéni potencial na Urovni jaternich cytochrom( P 450, které se podileji na eliminaci

amiodaronu (Lincova et al. 2007).

Obr. 9 Chemicka struktura amiodaronu upraveno podle http://www.drugbank.ca/drugs/DB01118

Antimykotickd aktivita amiodaronu byla objevena vroce 2001 (Courchesne 2002).
Mechanismus ucinku amiodaronu u houbovych bunék spocivd v naruseni homeostaze vapniku.
Amiodaron indukuje v zdvislosti na davce hyperpolarozaci cytoplasmatické membrany a
nasledné vtok vapenatych a vytok draselnych iontd, coZ vede k iontovému rozvratu a smrti

(Gupta et al 2003, Maresova et al. 2008).

2.3.3.4 PHENYTOIN

Phenytoin (Obr. 10) patfi mezi antikonvulsiva. Je uéinny predevsim proti tonicko-klonickym
kfecim. Hlavni mechanismus ucinku phenytoinu spociva v blokadé sodikovych kanali neuronu.
Phenytoin brani vysokofrekvenénim zménam polarity v neuronech, jez jsou typické pro

epileptické zachvaty. Riziko 1é¢by phenytoinem spociva v jeho interakénim potencidlu. Tato
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latka je silnym induktorem jaternich cytochrom( P450, coZ vede k ovlivnéni plasmatickych

hladin lé¢iv podavanych soucasné s phenytoinem.

@)

HN—

0 NH

Obr. 10 Chemicka struktura phenytoinu upraveno podle Hartla et al. (2006)

V 70. letech inulého stoleti byl phenytoin pouzivan v terapii arytmii. Podobné jako lidocain
zkracuje phenytoin trvani akéniho potencialu a refrakterni faze (Rozen & Hoffman 1973). Byla
zkoumana také antimykotickd aktivita phenytoinu (Esiobu & Hoosein 2003), ale nebylo
prokazano, Ze pfitomnost phenytoinu ma vliv na rist houbovych mikroorganismid. Do nasi
prace jsme zaradili phenytoin kvili jeho schopnosti blokovat sodné kanaly bunék myokardu a
neuronl. Predpokladali jsem, Ze pokud ma phenytoin afinitu i ke k transportérim sodnych
kationtl Candid, mohl by se jeho antimykoticky Ucinek projevit v prostiedi s vyssi koncentraci

sodnych, ¢i draselnych kationtd.
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2.4 REZISTENCE CANDID K AZOLOVYM ANTIMYKOTIKUM

Jak jiz bylo zminéné vyse, s nastupem ketokonazolu do praxe v 80. letech zacal narlistat pocet
izolovanych kmen( Candid rezistentnich k azolovym antimykotikim (Rozsypal 2008, Ruhnke
2006). Vlivem pozitivni selekce se stéle Castéji vyskytuji infekce zplsobené tzv. non-albicans
druhy, které vynikaji pravé rezistenci k azolim. Azolova antimykotika jsou pfitom v soucasnosti
nejpouzivanéjsi prostiedky v terapii povrchovych i systémovych onemocnéni vyvolanych

houbovymi mikroorganismy (Ruhnke 2006, De Rosa et al. 2009).

Vznik rezistence souvisi s mechanismem Gcinku, ktery je spoleény vSem azolovym
antimykotikim. Azoly inibuji enzym 1l4a-demethylasu, kédovanou genem ERG11. Reakce
katalyzovana timto enzymem vede k demethylaci prekursor( ergosterolu (Odds 2003). Dochazi
k hromadéni substratu lanosterolu a nedostatku ergosterolu, cozZ vede k zastaveni rlistu burnky

(Kelly et al. 1997).

Mechanism( vzniku rezistence k azolovym antimykotikim bylo posdno nékolik. Jednd se o
zménu v syntetické draze sterol, zménu struktury cilového enzymu, zvyseni exprese genu
ERG11 a zvySenou produkce systému, které umozZnuji efektivni transport azoll z bunky.
Rezistence kazolllm muze vzniknout jen jednim popsanym mechanismem, ale castéji se
uplatriuje kombinace nékolika z nich (Casalinuovo et al. 2004). Jednotlivé mechanismy budou

v nasledujicim textu popsany podrobnéji.

V pfipadé blokady 14a-demethylasy azolovym antimykotikem mohou Candidy vyuzit
alternativni cesty metabolismu, coZ vede ke vzniku rezistence. Takovy mechanismus se
uplatiiuje u kmenl snefunkénim genem ERG 3. Tento kmen kéduje enzym
sterol A*®desaturasu. Pokud je 14o-demethylasa blokovéna azolem, dochazi k hromadéni
prekurzord ergosterolu, které inhibuji rast bunky. Pokud je vSak soucasné nefunkcéni enzym
sterol A*®desaturasa, burika produkuje 14a-methylfekosterol, ktery inhibi¢né neptsobi (Kelly
et al. 1997). Priklad, kde se tento mechanismus uplatiuje, je rezistence C. dubliniensis

k itrakonazolu (Pinjon et al. 2003).

Bodové mutace genu ERG 11, ktery kdduje 14a-demethylasu, je jednou z nejcastéjSich pficin
rezistence Candid k azolim, zejména flukonazolu. Bodové mutace genu ERG 11 zpUsobuiji

zménu ve struktufe enzymu 14a-demethylasy, coZ vede k oslabeni afinity azol k tomuto
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enzymu (Casalinuovo et al. 2004). Bodové mutace genu ERG 11 jsou pficinou vzniku rezistence

mnohych izolatd C. albicans a byly pospany i u C. dubliniensis (Sullivan 2004).

Dalsi mechanismus vzniku rezistence k azollm u Candid je zvySena exprese genu ERG 11.
Pomoci tohoto mechanismu se bunky snaZi nahradit enzymy zablokované azoly a obnovit
syntézu chybéjiciho ergosterolu (Casalinuovo et al. 2004). U kmena C. albicans rezistentnich k
flukonazolu byly popsany zmnoZzené isochromosomy nesouci gen ERG 11 (Selmecki et al.
2008). Zvysend exprese genu ERG 11 byla pozorovana i u druhu C. dubliniensis (Pinjon 2003).
V pfitomnosti flukonazolu se méni exprese nejen genu ERG 11, ale i dalSich gend, které kéduji
enzymy Ucastnici se syntézy ergosterolu. Porovnani exprese riznych geni patficich do této
skupiny u klinickych izolatl C. albicans a C. dubliniensis odhalilo zmény exprese jednotlivych
genl vyvolané flukonazolem. Zmény exprese genll se u jednotlivych kmend vyrazné lisily.
Napf. u klinického izolatu C. albicans 1173, ktery je predmétem této prace, doslo v pfitomnosti
flukonazolu ke zvyseni exprese genli ERG 11 a ERG 9, ktery kéduje skvalen synthasu. (Borecka-

Melkusova et al. 2008)

Ctvrtym mechanismem, ktery se velmi ¢asto podili na rozvoji rezistence Candid k azolovym
antimykotikiim je exprese transportnich mechanism(, které dokaZou aktivnim trasportem
ucéinné snizit vnitrobunéénou koncentraci cizorodych latek. Transportéry zajistujici detoxifikaci
bunék jsou dvojiho typu. Prvni se nazyvaji ATP-Binding Cassette transporters (ABC
transportéry), které ziskavaji energii potfebnou k transportu hydrolyzou ATP. Druhou skupinu
tvofi Major Facilitators Superfamily (MSF transportéry), kterym jako zdroj energie pro

transport slouzi protonovy gradient (Casalinuovo et al. 2004).

V soucasné dobé byly popsany geny kédujici tyto transportéry u rlznych druhl Candid.
Nejlépe prostudované geny kddujici ABC transportéry jsou CDR1I a CDR2 (Candida Drug
Resistance) u druhu C. albicans. Tyto geny se podileji na vzniku rezistence v0ci rdznym
azolovym antimykotikim (Sanglard et al. 1996). Zastupcem genl kdédujici u C. albicans MSF
transportéry je gen MDR1 (Multidrug Resistance). Transportér kddovany timto genem je
zodpovédny specificky za rezistenci vici flukonazolu. Jeho exprese neovlivnila rezistenci
C. albicans k ostatnim azolim (Sanglard et al. 1995). Homology vysSe popsanych gen( byly
popsany i u druhu C. dubliniensis, u kterého podobné jako u C. albicans hraji daleZitou roli
v rezistenci k azollim (Moran et al. 1998). Pfitomnost azolovych antimykotik indukuje zvysenou

expresi genl kodujici ABC nebo MSF transportéry. U druhu C. glabrata byly pozorovany
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rozsahlé zmény genomu vedouci kvétsi produkci ABC a MSF transportérid. U kmen(
rezistentnich k flukonazolu dochdazelo k duplikaci rozsahlych ¢asti chromosomalni DNA i
k formaci chromosomU novych. Nejéastéji podléhaly zménam chromosomy nesouci geny

souvisejici s virulenci tohoto druhu a kdédujici ABC i MSF transportéry (Polakova et al. 2008).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

3.1.1 KULTIVACNI MEDIA
Pro kultivaci bunék byla pouzita média se sloZzenim:

e YPD: 1% yeast extract, 2% bacto peptone, 2% glukosa
e YNB-K': 0,17% yeast nitrogen base bez aminokyselin, 0,5% siran amonny, 2% glukosa,

obsah K" max. 15 uM

3.1.2 KMENY KVASINEK

V této praci byly pouzity nasledujici kmeny rodu Candida albicans: laboratorni kmen SC5314,
od néj odvozeny kmen BWP17 s auxotrofnimi mutacemi his arg ura , kmen 13-81 odvozeny
od kmene BWP17 s deleci genu cnh1/cnh1 a klinicky izolat 1173 rezistentni k flukonazolu. Dale
jsme pracovali sdivokym kmenem Candidy dubliniensis CD36, divokym kmenem
Candidy parapsilosis CBS604 a divokym kmenem Candidy glabrata ATCC2001. Prehled

pouzitych kmen( s genotypy a referencemi uvadi tabulka 1.

Tab. 1 Pfehled pouzitych kment kvasinek

kmen: genotyp: reference:

Candida albicans SC5314 divoky typ sbirka CBS (CBS 8758)
Candida albicans 1173 divoky typ xref(Melkusova a spol., 2004)
Candida albicans BWP17 his arg ura’ xref(Wilson&Davis,1999)
Candida albicans BWOZ BWP17;cnh1::hisG/cnh1A::hisG xref( Zimmermanova&Sychrova,
13-81 2007)

Candida dubliniensis CD36 divoky typ sbirka CBS (CBS 7987)
Candida parapsilosis divoky typ sbirka CBS

CBS604

Candida glabrata divoky typ sbirka ATCC

ATCC2001
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e CBS (The Centraalbureau voor Schimmelcultures) Sbirka mikroorganism( Akademie véd a uméni
Nizozemského kralovstvi http://www.cbs.knaw.nl/
e  ATCC (American Type Culture Collection ) http://www.atcc.org/

3.1.3 CHEMIKALIE

Pouzité chemikalie byly v pevném skupenstvi s Cistotou 299%, neni-li uvedeno jinak.

5,5-diphenylhydantoin sodium salt (phenytoin) Sigma
adenin Sigma
agar Kulich HK
amiodaron hydrochlorid Sigma
bacto peptone Imuna
Canesten roztok 20 ml (klotrimazolum drm sol 1%) Bayer
D-glukosa Sigma
Diflucan L.V. (fluconazolum inf sol 100 ml/200 mg) Pfizer
dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma
D-sorbitol Sigma
ethanol 98% (kapalina) Lachema
fluorescent brightener 28, (calcofluor white) Sigma
glycerol Cisty (kapalina) Lachema
chlorid draselny Lachema
chlorid lithny Fluka
chlorid sodny Lachema
chlorid vdpenaty bezvody Lachema
Prokanazol (itraconazolum por cps dur 4x100 mg) Pro. Med. CS. Praha a.s.
Savo Bochemie
yeast extract Serva
yeast nitrogen base (YNB) Formedium
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3.1.4 PRISTROJOVE VYBAVENI

autoklav

elektromagnetické michacky

fotoaparat

inkubatory

laminarni box

microplate reader

spektrofotometr

termoshaker

vahy

vahy analytické

vortex

vyrobnik destilované vody

2540EL, Tuttnauer

HTR 8068, Hytel Color Squid, IKA
MM4, Lavat Chotutice

CoolPix 4500, Nikon

Gallenkamp, Schoeller, INB 500,
Memmert

BHSL, Labox

EL808, Bio-Tech Instruments,INC.

BioPhotometter, Eppendorf

PST-60HL-4, Biosan

PM200, Mettler, 440-33N, Kern

2604, Sartorius

MS2 Minishaker, IKA

FIX-O-RAIL IP55-6, Vinckier
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3.1.5 OSTATNIi MATERIAL

aplikator typu "jezek" Sigma
sada automatickych pipet Gilson
Filtry membranové, primér 2,5 cm,

) . Millipore
velikost por 0,22 um
Mikrotitracni desticky pro
imunologické analyzy Elisa P-Lab

s plochym dnem jamek

Jednorazovy plastovy laboratorni material (napf. Spicky, mikrozkumavky, Petriho misky atd.)

byl vétSinou od firem Eppendorf a P-Lab.
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3.2 METODY

3.2.1 STANOVENI OPTICKE HUSTOTY (ODgoo) BUNEK

Optickd hustota (ODgq) suspenze bunék byla stanovovana pfi vinové délce 600 nm
spektrofotometrem BioPhotometter od firmy Eppendorf. Vzhledem k tomu, Ze opticka hustota
je ptimo umérna koncentraci bunék jen v Uzkém rozmezi, byla suspenze bunék pred mérenim

vhodné naredéna tak, aby mérend opticka hustota byla v rozsahu ODgy = 0,01 - 0,6.

3.2.2 PRIPRAVA KULTIVACNICH MEDII

Pouzivali jsme tekuta a pevna kultivacni média. Postup pfipravy byl v obou pfipadech obdobny,
do pevnych médii byl navic pred sterilizaci pridavan 2% agar (v pfipadé média s vysokou

koncentraci soli 2,5% agar). P¥i pfipravé vSsech médii byla pouZzita destilovana voda.
Pro kultivaci byla pouzita média YPD a YNB-K*
MEDIA S PRIDAVKEM SOLI A SORBITOLU

Nékteré soli byly pfidavany v mnozstvi, jehoZz objemovy podil v médiu nelze zanedbat ani
pfedem odhadnout. Aby byla dodrZena vysledna koncentrace soli v daném objemu média, byl
na banku predem vyznacen konecny objem média. Potom byly navaZzeny vSechny slozky média
véetné soli nebo sorbitolu a byla doplnéna destilovana voda. Napfed mnoZstvi potifebné pro
rozpusténi slozek média, potom po rysku (pred sterilizaci). Ryska na barice zaroven slouzila pro

ke kontrole objemu po sterilizaci.
MEDIA S PRIDAVKEM ANTIMYKOTICKY AKTIVNICH LATEK

Antimykoticky aktivni latky byly pridavany k médiu vidy po sterilizaci. Tento postup sniZuje
riziko rozkladu pfidanych latek vlivem plsobeni vysoké teploty béhem sterilizace. Antimykotika
jsme pridavali ze sterilnich zasobnich roztok( (uchovavanych v -18°C) u tekutych médii po
zchladnuti na pokojovou teplotu, u pevnych médii co mozna nejtésnéji pred za¢atkem tuhnuti

média (40°C).
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GRADIENTOVE MISKY

Na miskdch pro gradientové sledovani rlistu bunék na médiich s gradientem testované latky
stoupa vijednom sméru koncentrace aditiva od nuly k urcité maximalni hodnoté (C.).
Gradientové misky byly pfipravovdny postupnym nalévanim dvou vrstev média nestejného
sloZzeni (Obr. 11). Prvni vrstva média, kterd obsahovala aditivum (NaCl, KCl, LiCl, sorbitol) o
maximalni vysledné koncentraci, byla nalita do mirné naklonéné ctvercové Petriho misky. Po
ztuhnuti Sikmé vrstvy média byla miska poloZena do vodorovné polohy a nalita vrstva druh3,

slozenim odpovidajici, ale bez aditiva.

C ax
A B C
I ]

Obr. 11 Priprava gradientové misky. Prvni vrstva (A) s aditivem o koncentraci Cmax nalitd do naklonéné misky.
Druha vrstva (B) bez aditiv nalitd ve vodorovné poloze. Schéma hotové misky (C) koncentrace aditiva roste zleva
doprava.

3.2.3 ROZTOKY ANTIMYKOTIK

Pro snadnéjsi davkovani antimykotik do médii jsme pfipravovali sterilni, zasobni roztoky
uchovavané pfri teploté -18°C. Vychozi surovinou byla Cistd latka, nebo |éCivy pripravek.
Zasobni roztok amiodaronu o koncentraci 20 mM byl ptipraven rozpusténim cisté latky
v odpovidajicim mnoZstvi dimethylsulfoxidu (DMSO). Zasobni roztok phenytoinu o koncentraci

2 mg/ml byl pFipraven rozpusténim cisté latky v ethanolu.

V pripadé flukonazolu a klotrimazolu jsme jako zdsobni roztok pouzili IéCivy pfipravek Diflucan
I. V. inf sol 100 ml/200 mg. resp. Canesten roztok 20 ml (klotrimazolum drm sol 1%) Zasobni
roztok itrakonazolu o koncentraci 50 mg/ml jsme pfipravili z [é¢ivého pfipravku Prokanazol
(itraconazolum por <cps dur 4x100 mg). Obsah tobolky jsme resuspendovali

v dimethylsulfoxidu, nerozpustny oxid titani¢ity jsme odstranili filtraci.

Vliv pomocnych latek jsme vzhledem k vysledné velmi nizké koncentraci v médiu zanedbali.

Vliv rozpoustédel (DMSO, ethanol) jsme ovéfili porovnanim rlstu bunék v kontrolnim médiu
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srlstem bunék vkontrolnim médiu s pridavkem Ccistého rozpoustédla pfi kaidém

experimentu.

3.2.4 STERILIZACE MATERIALU A LIKVIDACE BUNECNYCH KULTUR

Laboratorni nadobi, nesterilni jednorazové plastové pomlcky (naptiklad Spicky k pipetam) a
média byly sterilizovany horkou parou 20 min pfi 121°C a 120 kPa v autoklavu. Zasobni roztoky
flukonazolu, itrakonazolu, klotrimazolu, amiodaronu, phenytoinu, calcofluor white a
dodecylsiranu sodného byly sterilizovany filtraci pres membranovy filtr s velikosti poru

0,22 pm.

Zbytky pouzitych kultur z pevnych médii byly likvidovany sterilizaci horkou parou 20 min pfi
121°C a 120 kPa v autokldvu. Ke kulturdm v tekutém médiu byla nejprve ptridana dezinfekce na
bazi chlornanu a poté byly tekuté kultury také sterilizovany horkou parou 20 min pfi 121°C a

120 kPa v autoklavu.

3.2.5 UCHOVAVANI BUNEK

Dlouhodobé jsme burky uchovavali vroztoku 30 % glycerolu pfi -70 °C, kdy cerstvé
napéstovana kultura byla z pevného média resuspendovana v sterilnim roztoku 30 % glycerolu

a nasledné zamrazena.

Po rozmraZeni jsme kmeny naockovali na pevné YPD médiu bohatém na Ziviny a 3 dny
inkubovali v termostatu pfi 30°C. Dale byly misky s kulturami uchovavany pfi 4°C, a to podobu
maximalné jednoho tydne. Poté byly kultury vZdy obnoveny zaockovanim bunék uchovavanych

pfi teploté -70°C na Cerstvé misky s médiem YPD.

3.2.6 PESTOVANIi BUNEK

Pfed kazdym experimentem jsme si pfipravili ¢erstvou bunécnou kulturu. Postup pfipravy
vychozi kultury byl identicky pro kapkové testy i pokusy vyuZivajici microplate reader. Jako
zdroj bunék pro pfipravu této kultury jsme pouzili buriky uchované pfi 4°C na miskach s YPD
médiem. Kmeny z téchto misek byly pfeockovany na Cerstvé misky s médiem YPD a inkubovany

24 h pfi teploté 30°C. Takto narostlou kulturu jsme pouZili k vlastnim experimentim.
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KAPKOVE TESTY

Schopnost rlstu Candid za rGznych rdstovych podminek (pfitomnost soli, antimykotika
v médiu) jsme testovali pomoci tzv. kapkovych testl na pevnych médiich YPD, nebo YNB-K" (jak
je uvedeno v textu). Buriky testovanych kmen( byly resuspendovany ve vodé na shodnou
vychozi ODg=1. Ve sterilni mikrotitracni desticce byla pfipravena série Ctyf desetindsobnych
fedéni a kapky (asi 3 ul) byly pfeneseny na Petriho misky s médiem pomoci aplikatoru typu
»jezek”. V ptipadé gradientovych misek nebylo provddéno fedéni bunécnych suspenzi. Vsechny
kapky mély vychozi ODgy=1. Cim byl kmen tolerantné&jsi vii&i testované latce, tim vice kapek v

fadé mohlo rust.

Misky byly inkubovany pti 30 °C. Po 1, 3 nebo 7 dnech (jak je uvedeno v textu) jsme potidili
cernobilé snimky digitdlnim fotoapardtem Nikon Coolpix 4500. Rlst Candid v urcitych
podminkach jsme testovali touto metodou vzdy tfikrat po sobé. S ohledem na velké mnoZstvi
testovanych kmen( v rGznych podminkach a mnozstvi opakovani jsme nékdy pro prehlednost
pouzili tabulkové vyjadreni vysledkd. Rast bunék je v tabulce popsan pomoci symbold. Symbol
,+“ oznaduje rast jedné kapky na misce. Cim vice symbold ,,+*, tim |épe kmen roste. Maximalni
pocet ,+“ je roven 4. Pfiklad porovnani ristu pomoci symboll je uveden na obr (Obr. 12), kde
je ukazano, jak koresponduje tabulkové vyjadreni s fotografii kapkového testu. Skute¢nost, Ze

kmen na misce neroste vibec, oznacuje v tabulkovém zapisu symbol ,,-“.

druh: FLC 10pug/ml
C. albicans SC5314 ++
C. albicans 1173  +++

C. dubliniensis ++++
C. parapsilosis +
C. glabrata 4+

Obr. 12 Porovnani vyjadieni vysledku kapkového testu tabulkovym zapisem a fotografii. Symbol ,+“ oznacuje rlst
jedné kapky na misce. (rGst Candid na pevném YPD médiu v pfitomnosti flukonazolu 10ug/ml, 30°C).

MERENI RUSTOVYCH KRIVEK A STANOVENi NORMOVANEHO RUSTU POMOCI
MICROPLATE READERU

Buriky jsme naockovali na pevné médium YPD a inkubovali 24 hodin pti 30°C. Poté jsme je

resuspendovali vtekutém médiu YPD nebo YNB-K' na ODg0=0,02. Do kaidé jamky
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mikrotitracni desticky typu Elisa jsme napipetovali 100 pl této suspenze a desticku prelepili
prahlednou félii, kterd brani odparovani vody z média a pfipadné vzajemné kontaminaci kultur
vlivem tfepani. Inkubace desticek probihala dle typu experimentu bud’ pfimo v readeru, nebo
inkubatoru uzplsobeném pro kultivaci bunék v mikrotitracnich destickach. Bunky byly vidy

inkubovany pfi teploté 30°C a kultury provzdusnovany tfepanim.

Pro méreni rdstovych kfivek jsme bunky kultivovali v readeru. Vinova délka méfeni OD byla
vidy 595 nm, perioda méreni 1 hodina. Pro stanoveni normovaného rilstu jsme pomoci
readeru zméfili vychozi ODsgs Cerstvé pripravené desticky. Poté byly bunky inkubovany mimo

reader a dalSi méreni ODsqs v readeru ndsledovalo po 24 nebo 36 hodinach.

Pro zpracovani vysledk( jsme pouZzili software KC4 a MS Excel. Zpusob vyhodnoceni vysledki
se lisi v zavislosti na typu experimentu. V pfipadé rustovych kfivek jsme pro kazdé podminky
méfili ODsgs 4 identickych vzork(. Vyslednd hodnota OD v urcitém case je tvorena
aritmetickym pridmérem téchto 4 hodnot. Ztéchto 4 hodnot byla vypoétena smérodatna
odchylka. Grafickym vyjadrenim vysledk( je graf zavislosti ODsgs na Case. Body jsme proloZili
krivkou. Chybové usecky nejsou zobrazeny, protoze hodnoty smérodatné odchylky nepresahuji

15 %.

Pro stanoveni normovaného rlstu jsme pro kazdé podminky méfili ODsgs4 identickych kultur
36 hodinach. Od kazdé hodnoty ODsgs v Case t jsme odecetli ODsgs zméfenou v na zacatku
experimentu (to). Z takto upravenych 4 vysledkl méreni jsme spocitali aritmeticky primér i
smérodatnou odchylku. Abychom mohli porovnavat rlst jednotlivych kmenl v pfitomnosti
raznych aditiv (soli antimykotik), bylo potfeba priimérné hodnoty ODsgs normovat na
prdmérnou hodnotu ODsgs  urcitého kmenu v kontrolnich podminkach. Kontrolnimi

podminkami rozumime rist bunék v médiu bez aditiv.
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4 VYSLEDKY

4.1 CANDIDY A SOLE ALKALICKYCH KOVU

4.1.1 TOLERANCE K SOLIM ALKALICKYCH KOVU

Prvni experimenty byly zamérené na zjisténi miry tolerance rliznych druh( Candid vici solim
alkalickych kov(. Zopakovali jsme nékteré jiz dfive ziskané vysledky (Krauke & Sychrova 2008),
které popisovaly mezidruhové rozdily v toleranci soli alkalickych kov(. Tolerance byla
sledovana pomoci tzv. kapkovych testl (kap. 3.2.6.) jako schopnost ristu bunék na pevnych
médiich v pfitomnosti rliznych koncentraci soli. Pomoci téchto Uvodnich experimentd jsme
optimalizovali podminky pro dalsi experimenty a zaroven jsme vybrali kmeny Candid, se

kterymi jsme pokracovali v praci.
Prehled druht a kmenl pouZitych v Gvodnich experimentech:

e Candida albicans SC 5314

e Candida albicans 1173

e Candida albicans BWP17

e Candida albicans BWOZ1381
e Candida dubliniensis CD36

e Candida parapsilosis CBS604
e Candida glabrata ATCC 2001

Kmeny C. a. BWP17 a C. a. BW0Z1381, které obsahuji auxotrofni mutace (kap. 3.1.2.) rostly na
kontrolnim médiu vyrazné pomaleji nez kmeny C. a. SC5314 a C. a. 1173. Tato skutecnost by
stéZovala srovnani vysledk( s ostatnimi druhy, a proto jsme kmeny BWP17 a BW0Z1381

z dalsich experimentd vyradili. Vysledky pro né ziskané neuvadime.

Usporadani, koncentrace aditiv a podminky byly shodné s vysSe citovanou praci (Krauke &
Sychrova 2008). K médiu bohatému na Ziviny YPD jsme pridali tyto soli alkalickych kov( vidy ve
dvou koncentracich: chlorid sodny 1,5 mol/I a 2,3 mol/l; chlorid draselny 2,2 mol/l a 2,7 mol/I;
chlorid lithny 0,5 mol/l a 0,9 mol/Il. Kapkové testy s nizsi koncentraci soli jsme vyhodnotili tfeti

den. Treti den jsou jiZ kolonie na kontrolni misce (médium YPD bez soli) zcela narostlé a rozdily
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v rlistu mezi tfetim a ¢tvrtym dnem jsou jiZz velmi malé. Kapkové testy s vyssi koncentraci soli

jsme vyhodnotili sedmy den, protozZe silny stres vyrazné zpomaluje rlst bunék.

Vliv soli alkalickych kov(i v médiu na rlst bunék je zndzornén na obr. 13. V pfitomnosti NaCl
nejlépe roste C. parapsilosis a C. albicans SC5314, jejiz rist je vSak castecné inhibovan vyssi
koncentraci soli. Méné tolerantni k NaCl nez kmen C. a.SC5314 je kmen C. a.1173 i
C. glabrata. Nejméné tolerantnim druhem k NaCl je C. dubliniensis, ktera roste vyrazné hlre jiz

pfi koncentraci 1,5 M NaCl a na miskach s 2,3 M NaCl neroste vibec.

Kontrola NaCl1,5M KCl2,2M LiCI0,5M

7.den

Obr. 13 Rist Candid na médiu YPD v pfitomnosti chloridu sodného, chloridu draselného a chloridu lithného pf¥i
30°C.

V pfitomnosti 2,2 M KCI je znatelné inhibovan rlst jen druhu C. dubliniensis, ktery pFi vyssi
koncentraci KCl neroste vibec. KCl v koncentraci 2,7 mol/l je letalni také pro druh C. glabrata.
Oba testované kmeny C. albicans pti vyssi testované koncentraci rostou hirfe neZ
C. parapsilosis, pficemz kmen SC5314 je vice tolerantni nez kmen 1173. Nejvice tolerantnim
druhem ke KCl je C. parapsilosis, ktery roste dobfe i v pfitomnosti 2,7 M KCI. Chlorid lithny ma
na Candidy nejsilngjsi toxické ucinky. Nejvice tolerantni je druh C. parapsilosis, kteryv
pfitomnosti 0,5 M LiCl roste nejlépe ze vsech. Vyssi koncentrace LiCl 0,9 mol/l rist
C. parapsilosis inhibuje, avSak pro ostatni druhy je tato koncentrace LiCl letalni. Poradi
ostatnich druhll Candid dle schopnosti rlst v pfitomnosti nizSich koncentraci LiCl je:

C. a. SC5314, C. glabrata, C. a. 1173.
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Z provedenych kapkovych testl jsou patrné velké mezidruhové rozdily v halotoleranci Candid.
Nejvice tolerantnim druhem je C. parapsilosis, ktery rostl nejlépe ve vsSech testovanych
podminkach. U druhu C. albicans jsme pozorovali vyznamné rozdily mezi kmeny SC5314 a
1173. Kmen SC5314 je o néco méné halotolerantni nez C. parapsilosis, ale vidy rostl |épe nez
kmen 1173. C. glabrata je k ucinklim soli podobné citliva jako kmen C. a. 1173, avsak o néco

hife nezZ tento kmen toleruje KCI. Nejméné halotolerantnim druhem je C. dubliniensis.

Ze vsech testovanych soli je pro Candidy nejvice toxicky LiCl. Druhym nejsilnéjSim inhibitorem
rastu je chlorid sodny. | sodné ionty pro Candidy toxické, presto tfikrat vyssi koncentrace NaCl
nez koncentrace LiCl nema tak silny inhibi¢ni Ucinek. Nejlépe tolerovanou soli je chlorid
draselny. Draselné ionty nemaji toxické ucinky a proto Candidy toleruji i velmi vysoké
(2,7 mol/I) koncentrace této soli. Uvedené vysledky jsou ve shodé s vyse uvedenou (Krauke &

Sychrova 2008)

4.1.2 SUBINHIBICNI KONCENTRACE SOLI ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU

Po porovnani maximalnich koncentraci soli tolerovanych jednotlivymi druhy Candid bylo
potieba stanovit subinhibi¢ni koncentrace soli - tzn. nejvyssi koncentrace soli, jejichz ucinky
jsou Candidy schopné plné kompenzovat. Pfidanim soli v subinhibi¢ni koncentraci do média
jsme chtéli indukovat stresovou situaci, kterou je burnka schopna pomoci svych regulacnich

mechanismU kompenzovat a udrZet iontovou homeostazi (2. 2.).

Uréovali jsme subinhibi¢ni koncentraci chloridu sodného, chloridu draselného, chloridu
lithného a sorbitolu. Sorbitol jsme zaradili do experimentl, protoZe je to latka neiontové
povahy, pro Candidy fyziologicky inertni, avSak ve vyssi koncentraci schopna zvysit osmoticky

tlak stejné jako soli alkalickych kov( (kap. 2. 2. 2.)

Pro odhad subinhibi¢nich koncentraci soli a sorbitolu jsme pouzili kapkové testy na miskach
s gradientem testované latky. Pozorovali jsme rist rGznych druhl Candid na pevném médiu
bohatém na Ziviny YPD sgradientem koncentrace soli ¢i sorbitolu. Oproti klasickému
kapkovému testu je vtomto usporadani pocet bunék ve vSech kapkdch stejny. Pfipravu a

usporadani gradientovych kapkovych testl podrobné popisuje kapitola 3.2.2.a 3. 2. 6.

Rlst bunék na misce s gradientem koncentrace soli jsme porovnali s rlistem bunék na kontrolni
misce s médiem YPD. Gradientové kapkové testy jsme vyhodnotili prvni, tfeti a sedmy den.

Prvni den jsme ovérovali, zda je gradient na misce dobfe rozvrien. Prvni kapka zleva na

45



gradientové misce rostla stejné, jako kolonie na kontrolni misce. Od druhé kapky byl rlst
oproti kontrole pomalejsi. Treti den jiz byly kolonie na kontrolni misce plné narostlé a na
gradientové misce bylo moziné odhadnout hranici subinhibi¢ni koncentrace. Subinhibiéni
koncentraci jsme odecitali tfeti den, protoZe nas zajimala koncentrace, kterou jsou vSechny
druhy Candid schopny kompenzovat, aniz by se vyrazné zpomalil jejich rist. Odecet ze
sedmého dne nam sloufZil pro porovnani s predchozimi kapkovymi testy. Sedmy den byly vidét
vyrazné mezidruhové rozdily v toleranci k solim, které byly shodné s vysledky kapkovych testd

popsanych v kapitole 4. 1. 1.

Od prvni do paté kapky zleva nepozorujeme zadny rozdil v rdstu (Obr. 14.). Makrokolonie v
Sesté kapce oproti paté jsou u obou kmen( C. albicans mensi, také makrokolonie C. glabraty
v Sesté kapce je mensi nez v kapce paté. Rist bunék v sedmé kapce je jiz znatelné zpomalen u
vsech druhll Candid. Pferusovana ¢ara mezi patou a Sestou kapkou oznacuje hranici, od které
smérem doleva rostou vSechny druhy Candid bez zndmek inhibice. Pro odhad koncentrace KCl
v tomto misté jsme zméfili délku celé misky (d) a délku od levého kraje misky k linii vyznacené
prerusovanou carou (d;). Pomoci pfimé uméry mezi vzdalenosti a koncentraci jsme vypocitali
subinhibi¢ni koncentraci (Cy) v misté prerusované ¢ary dle rovnice: C4=Cnax*(d:i/d) Timto
zpusobem byly odhadnuty Cg chloridu sodného, chloridu draselného, chloridu lithného a

sorbitolu.

A 3IMKCI

C. albicans SC5314 ... ‘ . .t (v 3
C. albicans 1173 ... G H s
C. dubliniensis . X X X B W

C. parapsilosis . . . . & &

C. glabrata . . . . &8 =

3. den

Obr. 14 Rist Candid na médiu YPD pfi 30°C v pfitomnosti KCl. Koncentrace KCl stoupd zleva doprava. Pferusovana
Cara oznacuje oblast, od které smérem doleva rostou vSechny druhy Candid bez znamek inhibice.

Jestli hodnoty C, ziskané zgradientovych kapkovych testd odpovidaji subinhibi¢nim
koncentracim, které neovliviiuji rlst bunék, jsme ovéfili pomoci sady klasickych kapkovych
testll. Pozorovali jsme rlst Candid na médiu YPD s pridavkem soli nebo sorbitolu v koncentraci

vypoctené z gradientovych kapkovych testl. Treti den jsme porovnavali rlist bunék na téchto
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miskdch s kontrolou. VSechny druhy Candid rostly na miskach s aditivy stejné jako na kontrolni
misce. Stanovené koncentrace tedy nemély inhibi¢ni Uc¢inek na Zadny z pouZitych druhi a Ize je
pro dalsi experimenty povaZovat za vychozi subinhibi¢ni koncentrace. Jejich prehled je uveden

v Tab. 1.

Tab. 2 Subinhibi¢ni koncentrace soli alkalickych kovu a sorbitolu

Csi [M]
NacCl 1
KCl 1,5
LiCl 0,2
Sorbitol 1,1
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4.2 FLUKONAZOL

Prvni antimykotikum, se kterym jsme pracovali, byl flukonazol (FLC). Tuto latku jsme si zvolili
kvlli ndvaznosti na dfive ziskané vysledky (Kolecka et al. 2009), které popisu;ji vliv kombinaci
subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu a chloridu sodného na FLC-senzitivni kmen C. a. SC5314
a FLC-rezistentni kmen C. a. 1173. Nejprve jsme popsané vysledky zopakovali a nasledné jsem

je rozsiFili. VyuZili jsme kapkové testy a méreni ristovych kfivek tekutém médiu (kap. 3. 2. 6.).

4.2.1 REZISTENCE CANDID K FLUKONAZOLU

RGzné druhy Candid se vyrazné lisi svou citlivosti k rldznym antimykotikim a tedy i
k flukonazolu (kap. 2.4.). Nejprve jsme testovali citlivost nami pouzivanych kmenl Candid
k této latce v nasich experimentalnich podminkach (médium, vychozi koncentrace bunék, doba

a teplota inkubace).

Kapkové testy na médiu YPD s pfidavkem flukonazolu v koncentracich 2, 16, 128 pg/ml slouzily
k porovnani citlivosti riznych druh(i Candid k flukonazolu. Rezistentni k flukonazolu byly kmeny
C. a. 1173, C. dubliniensis a C. glabrata, jejichz rist nebyl ani v pfitomnosti FLC v koncentraci
128 pg/ml inhibovan. Kmeny k flukonazolu senzitivni naopak byly C. a. SC5314, se znatelnou
inhibici rlstu FLC v koncentraci 16 ug/ml, a C. parapsilosis, ktery rostl slabéji oproti kontrole

(médium bez FLC) jiz v pfitomnost FLC v koncentraci 2 pg/ml.

4.2.2 STANOVEN| SUBINHIBICNi KONCENTRACE FLUKONAZOLU

Pro dalsi experimenty jsme potfebovali stanovit subinhibi¢ni koncentraci flukonazolu. Podobné
jako u stanoveni subinhibi¢nich koncentraci soli i v tomto pfipadé jsme hledali koncentraci FLC,
kterou jsou Candidy schopné pomoci svych regulacnich mechanisml kompenzovat. Vzhledem
k vyraznym mezidruhovym rozdillim v rezistenci Candid k flukonazolu jsme se rozhodli
nasledovat préci (Kolecka et al. 2009), ve které autofi stanovili dvé hodnoty subinhibiéni
koncentrace flukonazolu - nizsi koncentraci pro FLC-senzitivni kmen C. a. SC5314 a vyssi pro
FLC-rezistentni kmen C. a. 1173. Nasim ukolem bylo najit takové koncentrace, které by byly

vhodné pro vSechny nami testované druhy Candid.

Testovali jsme rlst Candid v médiu YPD s pfidavkem flukonazolu v koncentraci 0,5 pg/ml a
10 ug/ml pomoci kapkovych testl i mérenim rdstovych kfivek. Na kapkovém testu FLC v

koncentraci 0,5 pug/ml (Obr 15. B.2) jsme tfeti den nezaznamenali u Zadného druhu znamky
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inhibice ve srovnani s rGstem bunék na médiu bez FLC (Obr. 15. A.2). Rlstové krivky vSak
dokazuji, Ze i tak nizka koncentrace FLC v médiu vyvolava zmény v rlistu u vsech druhd Candid.
Ve srovnani s kontrolou (Obr. 15. A.1), je prabéh rdstovych kfivek v pfitomnosti FLC v
koncentraci 0,5 pg/ml (Obr. 15. B.1) zménén. Dochazi predevsim k prodlouzeni doby zdvojeni a
tedy i Casu, za ktery bunky dosdhnou stacionarni faze ristu. Ve stacionarni fazi buriky dorustaji
zhruba stejné OD jako v kontrolnich podminkach. FLC v této koncentraci rlist Candid ovliviiuje,

ale vsechny druhy jsou schopné tento stres kompenzovat.

V pfitomnosti vys$si koncentrace flukonazolu (10 pg/ml) jsou vidét rozdily v rdstu jednotlivych
druhl Candid na pevném i v tekutém médiu. Na kapkovém testu (Obr. 15. C.2) jsou dobie
patrné rozdily mezi FLC-rezistentnimi a FLC-senzitivnimi Candidami. Kmeny C. albicans 1173,
C. dubliniensis a C. glabrata rostou v pfitomnosti FLC 10 pg/ml bez znamek inhibice. Z
rastovych krivek téchto kmen je vSak vliv FLC znatelny (Obr. 15. C.1). Lag faze i exponencialni
faze rlGstu se prodluzuji. Vsechny tfi kmeny vSak dorUstaji alespori 80% ODso; kontroly ve
stacionarni fazi. U FLC-senzitivnich kmen( C. a. SC5314 a C. parapsilosis jsou patrné ucinky
flukonazolu jiz na kapkovém testu. Oba kmeny jsou FLC 10 pg/ml silné inhibovany, C. a. SC5314
méné nez C. parapsilosis. V tekutém médiu je rist téchto dvou kmen( oproti kontrole nejvice
pozménén. C. albicans dorlsta pouze 40 % ODsos kontroly ve stacionarni fazi, C. parapsilosis

neroste vibec.
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Obr. 15 Rist Candid v médiu YPD v pfitomnosti flukonazolu pfi 30°C. Kontrola bez FLC (A.1 rlistové kfivky, A.2
kapkovy test). Vliv pfitomnosti FLC v koncentraci 0,5 pg/ml (B.1. rlstové kfivky, B.2 kapkovy test) a 10 pg/ml (C.1
rGstové krivky, C.2 kapkovy test) Data tvofi kfivky proloZzené body tvofenymi primeérnou hodnotou ODsgs méfenou
v intervalu 1 hodiny. Chybové Usecky nejsou zobrazeny, protoze smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

Nepravidelnosti v rlstovych ktivkach u druhu C. glabrata jsou zplisobené flokulaci. Tento jev se
objevuje v zavislosti na podminkach od urcitého mnozstvi bunék v médiu. Burnky se shlukuji do
wvlocek”, které zkresluji méreni ODsgs. Flokulace se objevuje nejdfive v druhé poloviné
exponencialni faze. Lag fazi a dobu zdvojeni tedy u C. glabraty miZeme bez problémi
porovnat. S opatrnosti musime pristupovat k hodnoceni ODsgs ve stacionarni fazi tohoto

druhu.
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Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze koncentrace flukonazolu 0,5 pg/ml je subinhibi¢ni pro
vsechny druhy nami testovanych Candid. Druhou testovanou koncentraci flukonazolu 10 pg/ml
je mozné povazovat za subinhibi¢ni pro FLC-rezistentni kmen C. a. 1173, druh C. dubliniensis a
druh C. glabrata. Naopak pro FLC-senzitivni kmen C. a. SC5314 a druh C. parapsilosis se o této
koncentraci jako o subinhibi¢ni uvaZovat neda. Proto byly v dalSich experimentech vyuZity dvé

rizné subinhibi¢ni koncentrace FLC v zavislosti na citlivosti jednotlivych druht Candid.

4.2.3 VLIV SOLI ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU NA REZISTENCI CANDID K
FLUKONAZOLU

Po stanoveni subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu, soli alkalickych kovl a sorbitolu jsme
mohli pFistoupit k pokustm, které by ukazali souvislost mezi rezistenci rdznych druhd Candid
k flukonazolu a toleranci pfitomnosti soli v médiu. Testovali jsme schopnost Candid rlst v
prostredi se subinhibi¢ni koncentraci flukonazolu a zdroven subinhibi¢ni koncentraci chloridu
sodného, chloridu draselného a sorbitolu. VyuZili jsme kapkové testy na pevnych pldach i

sledovani rlistu v tekutém médiu (kap. 3. 2. 6.).

VLIV SUBINHIBICNICH KONCENTRACI CHLORIDU SODNEHO NA REZISTENCI
CANDID K FLUKONAZOLU

Prace (Kolecka et al. 2009), na kterou jsme navazovali, se zabyvala soubéZznym plsobenim
subinhibi¢nich koncentraci NaCl a FLC na FLC-senzitivni kmen C. a. SC5314 a FLC-rezistentni
kmen C. a. 1173. Proto i my jsme zacali pokusy s flukonazolem v kombinaci s chloridem
sodnym. Mohli jsme ovéfit dfive ziskané vysledky této prdce a rozsifit je o experimenty
s dalSimi druhy Candid. Prvnim krokem bylo provedeni série kapkovych testl. Hodnotili jsme
rast Candid v prostfedi média YPD bohatého na Ziviny v pfitomnosti FLC v kombinaci s
chloridem sodnym. Pro prehlednost jsme zvolili tabulkovy zapis vysledk(l téchto testd (Tab. 2.).
Zacali jsme testovat rast Candid v pfitomnosti FLC v koncentracich 0,5 pg/ml; 10 pg/ml
v kombinaci s 1 M NaCl, protoZe pravé tato koncentrace NaCl byla stanovena v predchozich
experimentech jako vhodna subinhibi¢ni koncentrace pro vsechny druhy Candid. Kombinace
FLC 10 pug/ml a 1M NaCl byla letdlni pro vsechny testované kmeny svyjimkou druhu

C. glabrata, ktery vtéchto podminkach slabé rostl. Kombinace nizsi koncentrace FLC
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(0,5 ug/ml) s1 M NaCl byla letalni pro C. a. SC5314, C. a. 1173 a C. dubliniensis. Velmi slabé

rostla C. parapsilosis, nejlépe C. glabrata.

Zajimalo nas, zda se silny inhibi¢ni Uc¢inek projevi i v pfitomnosti FLC a niZSich koncentracic
NaCl. Provedli jsme proto testy skoncentraci NaCl 0,6 mol/l a 0,3 mol/l vkombinaci
s flukonazolem. Ziskané vysledky jsou uvedené v Tab. 2. Obé pouZité koncentrace FLC zUstali
stejné jako u vySe popsanych experimentd. Kombinace FLC a 0,6M NaCl nejméné inhibuje
kmen C. glabrata, ktery je silnéji inhibovan kombinaci s FLC v koncentraci 10 pg/ml. Slabéji nez
tento druh roste C. parapsilosis, u kterého je také inhibice rdstu vys$si v pfitomnosti vyssi
koncentrace FLC. Velmi slabé rostou kmeny C.a. SC5314 a C.a. 1173 bez ohledu na
koncentraci FLC. Obé koncentrace FLC v kombinaci s NaCl 0,6 M jsou letalni pro kmen

C. dubliniensis.

evyvys

Nejniz$i testovana koncentrace chloridu sodného byla 0,3 mol/l v kombinaci sFLC
v koncentraci 0,5 a 10 pg/ml. V pfitomnosti 0,3M NaCl a FLC 0,5 pg/ml rostly vsechny kmeny
s vyjimkou C. dubliniensis bez zndmek inhibice. C. dubliniensis rostla vtéchto podminkach
nejhlre ze vsech testovanych kmend a kombinace 0,3 M NaCl s FLC 10 ug/ml byla pro tento
druh letalni. Vys$si koncentrace FLC 10 pg/ml s 0,3 M NaCl plsobi silnou inhibici rdstu u
C. a. SC5314 a C. parapsilosis, pouze slaby inhibi¢ni Gcinek maji tyto podminky na kmen
C. a. 1173 a druh C. glabrata. Pfi hodnoceni vysledk( je vSak tfeba mit na zfeteli, Ze pro FLC-

senzitivni kmeny je koncentrace FLC 10 pg/ml nad hranici subinhibice.
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Tab. 3 Rist Candid na médiu YPD s pfidavkem NaCl a FLC, 3. den pfi 30°C Symbol ,+“ znazorriuje rist jedné kapky
na misce. Symbol ,,-“ oznacuje misky, kde kmen nerostl vibec (kap. 3. 2. 6.).

NaCl [M]
druh: FLC (pg/ml) 0 03 06 1
0 ++++ ++++ ++++ ++++
C. albicans sc5314 0 an s SR S 5 S -
10 ++ ++ + -
0 ++++ ++++ ++++ ++++
C. albicans 1173 0,5 4+ ++++ + -
10 ++++ +++ + -
0 ++++ ++++ ++++ ++++
C. dubliniensis 0,3 ++++ ++ - -
10 ++++ - - -
0 ++++ ++++ ++++ ++++
C. parapsilosis 0,2 ++++ S —+ +
10 + + + -
0 ++++ ++++ ++++ ++++
C. glabrata 0,5 ++++ ++H++ +++ ++
10 ++++ +++ ++ +

Na zacatku nas prekvapila sila inhibi¢niho GUcinku kombinace FLC 10 pg/ml s 1 M NaCl. Méfili
jsme proto rlstové kfivky Candid v prostredi tekutého YPD média s pfidavkem 1 M NaCl a FLC
10 pg/ml. Vliv samotného 1 M NaCl na rlst Candid se projevuje prodlouzenim doby zdvojeni
(Obr. 16. B). Vliv samotného FLC 10 pg/ml byl popsan vyse (kap. 4. 2. 2.). Je patrny velky rozdil,
mezi FLC-rezistentnimi C. a 1173, C. dubliniensis, C. glabrata a FLC-senzitivnimi C. a. SC5314 a
C. parapsilosis (Obr. 16. C). Pritomnost obou latek je letalni pro vSechny druhy Candid
s vyjimkou druhu C. glabrata, ktery jediny je v téchto podminkach schopen rlstu (Obr. 16. D).

Tento vysledek se zcela shoduje s vysledky kapkovych testd.
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Obr. 16 Rust Candid v médiu YPD s pfidavkem NaCl 1 M; FLC 10 pug/ml pfi 30°C. Rlst Candid v médiu YPD (A),
v pfitomnosti 1M NaCl (B), FLC 10 pug/ml (C) a v kombinaci 1M NaCl s FLC 10 pg/ml (D). Data tvofi kFivky proloZené
body tvofenymi primérnou hodnotou ODsgs méfenou vintervalu 1 hodiny. Chybové uUsecky nejsou zobrazeny,
protoze smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

Méreni rustovych krivek jsme provadéli také v prfitomnosti: 1 M NaCl; FLC 0,5 pg/ml, a
0,6M NaCl spolu s FLC 10 ug/ml. Ve vSech pripadech pozorované inhibice ristu odpovidaly

vysledklm ziskanych z kapkovych test(.

Mezidruhové rozdily v rlstu Candid jsme pozorovali i v nejmirnéjsich testovanych podminkach
0,3 M NaCl v kombinaci s FLC 0,5 pg/ml. Vysledek kapkovych testd (Tab. 2.) ukazuje, ze
jedinym druhem, ktery je vtéchto podminkach inhibovan je kmen C. dubliniensis. Toto
pozorovani jsme ovéfili mérenim rlstovych kfivek. Zatimco vsechny Candidy rostou za téchto
podminek dobte, rlst C. dubliniensis je vyrazné inhibovan (Obr. 17.). C. dubliniensis se tak stal

evvys

a FLC.
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Obr. 17 Rust C. dubliniensis v médiu YPD s pfidavkem NaCl 0,3 M; FLC 0,5 pg/ml pfi 30°C Data tvofi kfivky
proloZzené body tvofenymi primérnou hodnotou ODsgs méfenou vintervalu 1 hodiny. Chybové usecky nejsou
zobrazeny, protoze smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

VLIV SUBINHIBICNICH KONCENTRACI CHLORIDU DRASELNEHO A SORBITOLU NA
REZISTENCI CANDID K FLUKONAZOLU

Po experimentech s kombinacemi flukonazolu a chloridu sodného nas zajimalo, jestli mizeme
vySe popsané efekty pozorovat i s pouzitim jinych latek, které by samy o sobé mély na burky
kvasinek méné toxicky efekt nez sodné ionty. Sledovali jsme proto vliv chloridu draselného a
sorbitolu na rezistenci Candid k flukonazolu. Prvnim krokem bylo provedeni série kapkovych
testl. Hodnotili jsme rast Candid na pevném médiu YPD se FLC 10 pg/ml; 0,5 pg/ml
v kombinaci se subinhibi¢nimi koncentracemi chloridu draselného a sorbitolu. Pouzité
subinhibi¢ni koncentrace chloridu draselného 1,5 mol/l a sorbitolu 1,1 mol/l jsme stanovili

v predchozich pokusech (kap. 4. 1. 2.).

Kvili prehlednosti jsme zvolili tabulkovy zapis vysledkd kapkovych testll (Tab. 3.). Pfitomnost
1,5 M KCl a FLC v koncentraci 0,5 pg/ml negativné ovliviiuje pouze kmen C. dubliniensis.
Ostatni kmeny tyto podminky zcela toleruji. KCl 1,5 M v kombinaci s vyssi koncentraci FLC (10
pg/ml) plsobi znatelnou inhibici ristu vsech testovanych druhd. Nejhlre rostou C. a. SC5314,
C. dubliniensis a C. parapsilosis, pficemz musime mit na paméti senzitivitu C. a. SC5314 a
C. parapsilosis k FLC. Lépe roste FLC-rezistentni kmen C. a. 1173. Nejlépe dané podminky

toleruje druh C. glabrata, u kterého jsme pozorovali jen slabou inhibici ristu.
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Tab. 4 Rist Candid na médiu YPD v prostfedi s FLC, KCl a sorbitolem, 3. den p¥i 30°C. Symbol ,+“ znazorfiuje rist
jedné kapky na misce (kap. 3. 2. 6.).* médium bez NaCl, KCl a sorbitolu.

druh: FLC (ug/ml)  Kontrola* KCl1,5M Sorbitol 1,1 M
0 ++H++ ++++
C. albicans 5¢5314 0 I 4+
10 ++ + ++
0 ++++ ++++
C. albicans 1173 0.5 +H++ At ++++
10 ++++  ++ ++++
0 ++++  HH++ ++++
C. dubliniensis 0,5 +H++ ++
10 ++++  + +
0 ++++  HH++ ++++
C. parapsilosis 0,5 ++++ ++++ ++++
10 + + +
0 ++H++ ++++
C. glabrata 0,5 ++++ +4+++
10 ++++  +++ ++++

Nejvyraznéjsi vliv KCl a sorbitolu na rezistenci k flukonazolu jsme pozorovali u C. dubliniensis.
Proto jsme se rozhodli vysledky pro tento kmen potvrdit stanovenim normovaného rlstu
v tekutém médiu. Experiment potvrdil, Ze samotny FLC (10 pg/ml), 1,5 M KCI ¢i 1,1 M sorbitol
rast C. dubliniensis vyrazné neovliviiuji (Obr. 18.) Rlst v pfitomnosti samotnych vyse
jmenovanych aditiv dosahuje minimalné 80 % pozitivni kontroly (ODsgs po 36 h bez aditiv).
PFfitomnost FLC (10 pg/ml) zaroven KCl 1,5M nebo sorbitolem 1,1 M zpUGsobuje velmi silnou
inhibici rlstu C. dubliniensis. Vysledky méreni normovaného rUlstu potvrzuji vysledky

kapkovych testu.
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Obr. 18 Narust C. dubliniensis v médiu YPD po 36 h pfi 30°C v pfitomnosti FLC (10 ug/ml); 1,5 M KCl; 1,1 M
sorbitolu. Data tvofi normované primérné hodnoty, chybové usecky vyjadfuji smérodatnou odchylku.

4.2.4 SOUHRN

Vysledky ziskané z pozorovani rlstu bunék na pevnych i vtekutych médii ukazuji, ze
pritomnost subinhibi¢nich koncentraci soli alkalickych kovd vyrazné zvysuje senzitivitu Candid
k flukonazolu. Nejvyraznéji ovliviiuje senzitivitu Candid chlorid sodny. Znatelné mirné;jsi ucinky
ma chlorid draselny. Nejméné rezistenci Candid k flukonazolu ovliviiuje sorbitol. Zasadné se
lisi mira inhibice jednotlivych drh( Candid. Nejvice je rezistence k flukonazolu ovlivnéna u

kmene C. dubliniensis. Naopak testované podminky nejlépe toleruje C. glabrata.
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4.3 ITRAKONAZOL A KLOTRIMAZOL

Po experimentech zkoumaijicich vliv soli alkalickych kov( a sorbitolu na rezistenci Candid
k flukonazolu jsme pristoupili k pokusim s jinymi antimykotiky. Vybrali jsme dvé latky patfici
spole¢né s flukonazolem do skupiny azolovych antimykotik. Jsou jimi systémové
antimykotikum itrakonazol (ITR) a klotrimazol (KLO). S flukonazolem je spojuje shodny
mechanismus Uc¢inku (kap. 2. 3. 1.). Chtéli jsme ovéfit, zda vyssi citlivost k flukonazolu

v pritomnosti NaCl, KCl a sorbitolu je ¢i neni specifickd jen pro toto antimykotikum.

Stejné jako v pokusech popsanych v minulé kapitole jsme provedli sérii kapkovych testd na
pevnych médiich a vybrané vysledky jsme ovéfili sledovanim ristu bunék v tekutych médiich

(kap. 3. 2. 6.).

4.3.1 CITLIVOST CANDID K ITRAKONAZOLU A KLOTRIMAZOLU

Nejprve jsme ovéfili citlivost vSech ¢tyf druhl Candid k itrakonazolu a klotrimazolu. PouZili
jsme dvé koncentrace 0,5 pg/ml a 10 pg/ml, stejné jako v experimentech s flukonazolem.
Koncentrace 0,5 ug/ml ITR nebo KLO nezplsobila u Zadné z Candid inhibici ristu, proto jsme ji
povaZovali za subinhibi¢ni pro viechny druhy Candid. Koncentrace ITR 10 pug/ml byla letalni pro
C. parapsilosis a zpUsobila silnou inhibici rastu kmenu C. albicans SC5314. Koncentrace KLO
10 pg/ml silné inhibovala kmen C. parapsilosis a C.a.SC5314. Pro tyto dva druhy neni
koncentrace itrakonazolu a klotrimazolu 10 pg/ml subinhibi¢ni. Ostatni kmeny Candid obé
latky v koncentraci 10 ug/ml zcela tolerovaly. Z vysledkl vyplyva, Ze FLC-rezistentni kmeny
C. a. 1173, C. dubliniensis a C. glabrata byly rezistentni i k itrakonazolu a klotrimazolu. FLC-
senzitivni kmeny C. a. SC5314 a C. parapsilosis byly k témto latkdm senzitivni. Koncentrace
0,5ug/ml a 10 pg/ml obou antimykotik byly vdaldich experimentech povaZzovany za

subinhibi¢ni (vysledky shrnuté v tomto odstavci nejsou graficky dokumentovany).
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4.3.2 VLIV SOL{ ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU NA REZISTENCI CANDID
K ITRAKONAZOLU
Rast Candid v pfitomnosti ITR a NaCl, KCl a sorbitolem jsme hodnotili podobné jako v pokusech

s flukonazolem.

RUST CANDID NA PEVNEM MEDIU

Pomoci kapkovych testll jsme zkoumali rist Candid na médiu YPD s pridavkem itrakonazolu v
kombinaci s chloridem sodnym (1 ; 0,6 ; 0,3 mol/l), chloridem draselnym 1,5 mol/I a sorbitolem
1,1 mol/l. Koncentrace soli a sorbitolu jsou shodné skoncentracemi pouzitymi

v experimentech s flukonazolem.

Velké mnoiZstvi provedenych kapkovych testl nas vedlo k tabulkovému vyjadreni vysledkd
(Tab. 4.). Nejsilngjsi inhibi¢ni ucinky mél na vSechny druhy Candid v kombinaci s ITR chlorid
sodny. Kombinace ITR (10 pg/ml) s 1 M NaCl byla letalni pro vsechny druhy Candid s vyjimkou
druhu C. glabrata. U tohoto druhu je rezistence k ITR vlivem NaCl oslabena nejméné - jako

jediny roste v pfitomnosti 0,3 M NaCl a ITR 10 pg/ml bez znamek inhibice.

O néco silnéji je narusena rezistence k ITR u C. a. 1173. NaCl v koncentraci 1 mol/l nebo 0,6
mol/l v kombinaci s vyssi koncentraci ITR (10 pg/ml) je pro tento kmen letélni. V pfitomnosti

0,3 M NaCl v kombinaci s ITR (10 pg/ml) je rist tohoto kmene inhibovan jen slabé.

U kmene C. a. SC5314, ktery je citlivy k ITR, jsou ucinky NaCl v kombinaci s nizsi koncentraci ITR
(0,5 ug/ml) podobné jako u kmene C. a. 1173, ktery je kITR rezistentni. Také rlst
C. parapsilosis je silné inhibovan kombinaci 0,5 pug/ml ITR s NaCl v koncentraci 1 nebo 0,6
mol/l, avsak C. parapsilosis na rozdil od C. a. SC5314 velmi dobfe roste v pfitomnosti 0,5 pug/ml

ITR a 0,3 M NaCl.

Velmi zajimavé jsou vysledky ziskané pro C. dubliniensis. Ackoliv je tento druh k ITR rezistentni,
je jeho rezistence k ITR v pfitomnosti NaCl nejvice oslabena. lJiz koncentrace ITR 0,5 pug/ml

v kombinaci se vSemi testovanymi koncentracemi NacCl je pro tento druh letdlni.

Chlorid draselny a sorbitol nemaji tak vyrazné Ucinky na rezistenci Candid k itrakonazolu jako
chlorid sodny. Nejlépe rostl v pfitomnosti ITR v koncentraci 10 pg/ml a KCl (1,5 mol/l) nebo

sorbitolu (1,1 mol/l) druh C. glabrata, u kterého jsme zaznamenali jen velmi slabou inhibici
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rastu. Velmi podobné se choval kmen C. a. 1173, ktery rostl o néco hlre v pfitomnosti ITR

(10 pg/ml) a 1,5M KCl nez C. glabrata.

Rast C. albicans SC5314 a C. parapsilosis, které jsou senzitivni k ITR, nebyl pfitomnosti ITR

(0,5 ug/ml) s 1,5 M KCl nebo 1,1 M sorbitolem nijak ovlivnén.

Nejvyraznéji ovliviiuji KCl a sorbitol rezistenci k ITR u C. dubliniensis. Tento druh roste ze vSech
nejhlre v pfitomnosti ITR 0,5 pg/ml v kombinaci s 1,5 M KCIl nebo 1,1 M sorbitolem. Jesté
vyraznéjsi inhibici rastu C. dubliniensis plsobi kombinace s KCl nebo sorbitolem s ITR ve vyssi

koncentraci (10 pg/ml).
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Tab. 5 Rust Candid na médiu YPD v pfitomnosti ITR, NaCl, KCl a sorbitolu, 3. den pfi 30°C. Symbol ,+“ zndzornuje
rist jedné kapky na misce. Symbol ,-“ oznacuje misky, kde kmen nerostl vibec (kap. 3. 2. 6.). * médium bez NaCl,
KCl a sorbitolu.

NaCl [M]
druh: ITR(ug/ml) Kontrola* KCl 1,5 M Sorbitol 1,1 M
0,3 0,6 1
0 ++++ ++++
C. albicans SC5314 0,5 ++++ .+ - ++++ ++++
10 + + - - + +
0 ++++ ++++
C. albicans 1173 0,5 ++++ 4+ - ++++ ++++
10 ++++ - - ++ +++
0 ++++ ++++
C. dubliniensis 0,5 ++++ - - - ++ ++
10 ++++ - - - + +
0 ++++ A ++++
C. parapsilosis 0,5 ++++ ++++ + - ++++ ++++
10 - - - - - -
0 ++++ ++++
C. glabrata 0,5 ++++ +H++ ++++
10 ++++ + +++ +++

RUST CANDID V TEKUTEM MEDIU

Nejprve jsme sledovali rGst Candid vtekutém médiu YPD v pfitomnost itrakonazolu
v koncentraci 10 pg/ml s 1M NaCl nebo s 1M KCl. Koncentrace KCl byla oproti kapkovym
testdm upravena na 1 mol/l, abychom mohli porovnat Géinky stejné koncentrace NaCl a KCl na

rezistenci Candid k ITR. Samotny 1 M NaCl nebo 1 M KCl ma na rUst vSech druh( Candid jen
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maly vliv (Obr. 19.). VSechny druhy rezistentni k ITR (C. a. 1173, C. dubliniensis, C. glabrata)
dosahovaly v pfitomnosti ITR (10 pug/ml) alespon 80 % rdstu bunék v kontrolnim médiu (YPD
bez aditiv). Pfitomnost ITR spole¢né s 1M NaCl méla na vSechny druhy Candid s vyjimkou
kmene C. glabrata letélni ucinek. Pfitomnost ITR v kombinaci s 1M KCl byla letdlni jen pro
druhy C. dubliniensis a C. parapsilosis. Nejlépe v téchto podminkach rostla C. glabrata. Silnéjsi
inhibici rtstu pasobil ITR s 1M KCI na kmen C. a. 1173. Jesté slabéji rostl C. a. SC5314, ktery je
k ITR citlivéjsi nez kmen 1173.

Chlorid sodny oproti chloridu draselnému ovlivnil rezistenci Candid k itrakonazolu mnohem

silnéji. Vysledky byly v souladu s vySe popsanymi kapkovymi testy.

120
100
ENaCl1M
__.80 -
Ry BKCI1M
7]
3 60 -
> TR 10pg/ml
240 -
£ H ITR 10pg/ml;
S NaCl1 M
[ = 20 -
ITR 10pg/ml;
KCl1 M
O -

C.a. SC5314 C.a. 1173 C. dubliniensis C. parapsilosis  C. glabrata

Obr. 19 Narust Candid v médiu YPD po 36 h pfi 30°C v pfitomnosti ITR, NaCl a KCI. Data tvofi normované primérné
hodnoty, chybové usecky vyjadruji smérodatnou odchylku.

K nejvyraznéjsimu ovlivnéni rezistence kITR dochazi podle vysledkli kapkovych testl u
C. dubliniensis, ktera nerostla jiz v pfitomnosti ITR (0,5 pg/ml) a 0,3 M NaCl. Ovéfili jsme tento
vysledek pomoci méreni rlstovych kfivek a porovnali jsme je svysledky kapkovych testq.
Sledovali jsme rlst C. dubliniensis vtekutém médiu YPD s pfidavkem ITR v koncentraci
0,5 ug/ml a 0,3 M NaCl. V pfitomnosti samotného ITR nebo NaCl rostla C. dubliniensis témér
stejné jako v kontrolnich podminkach (YPD médium bez aditiv), avSsak kombinace ITR a NaCl
v uvedenych koncentracich je pro tento kmen letdini (Obr. 20. B). Na kapkovém testu se

v téchto podminkach objevilo nékolik rezistentnich kolonii (Obr. 20. A).
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A C. dubliniensis
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1 = kontrola
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A 0,6
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Obr. 20 RUst C. dubliniensis v médiu v pfitomnosti ITR 0,5 pug/ml; NaCl 0,3 M. (A) rstové kiivky méFené pii 30°C.
(B) kapkovy test 3. den 30°C. Data tvofi kfivky proloZené body tvorenymi priimérnou hodnotou ODsgs méfenou
v intervalu 1 hodiny. Chybové Usecky nejsou zobrazeny, protoZe smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

4.3.3 VLIV SOLi ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU NA REZISTENCI CANDID
KE KLOTRIMAZOLU

V experimentech s klotrimazolem jsme postupovali analogicky k praci s flukonazolem a

itrakonazolem.
RUST CANDID NA PEVNEM MEDIU

Pomoci kapkovych testli jsme zkoumali rast rdznych druhd Candid na pevném YPD médiu
v pfitomnosti klotrimazolu, NaCl, KCl a sorbitolu. PouZité koncentrace klotrimazolu (0,5 pg/ml;
10 pg/ml), NaCl (1; 0,6 ; 0,3 mol/I), KCI (1,5 mol/l) a sorbitolu (1,1 mol/l) jsou stejné jako
v predchozich experimentech. Pro prehlednost jsme zvolili tabulkovy zapis vysledkd kapkovych

testll (Tab. 6).

Nejsilnéji ovlivnil rezistenci vSech testovanych druhd Candid ke klotrimazolu chlorid sodny.
V pfitomnosti 1M NaCl v kombinaci s KLO (10 pg/ml) rostla jen C. glabrata, pro ostatni druhy
byly tyto podminky letdlni. Kmen C. a. 1173, ktery je rezistentni ke KLO, rostl v pfitomnosti
vyssi koncentrace KLO a NacCl (0,6 a 0,3 mol/l) vidy hafe nez C. glabrata. V pritomnosti KLO
v niz8i koncentraci (0,5 pg/ml) a NaCl (0,6 a 0,3 mol/l) byla inhibice rdstu obou kmen(
C. albicans a C. parapsilosis srovnatelna. Nejvyraznéji byla vlivem NaCl ovlivnéna rezistence

viéi klotrimazolu u C. dubliniensis, kterd je ke KLO rezistentni. C. dubliniensis neroste
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evvs

koncentraci NaCl (0,3 mol/l) plsobi silnou inhibici ristu C. dubliniensis.

Tab. 6 RUst Candid na médiu YPD s aditivy, 3. den pfi 30°C. Symbol ,+“ znazorfiuje rist jedné kapky na misce.
Symbol ,-“ oznaduje misky, kde kmen nerostl viibec (kap. 3. 2. 6.). * médium bez NaCl, KCl a sorbitolu.

NaCl [M]
druh: KLO(ug/ml) Kontrola* 0,3 0,6 1 KCI'1,5M Sorbitol 1,1 M

0 o I = o o S o S o ++++
C. albicans

0,5 ++++ ++++  ++ - ++++ ++++

SC5314

10 ++ ++ + - ++ ++

0 ++++ A ++++
C. albicans

0,5 ++++ ++++  ++ - ++++ ++++

1173
10 ++++  +++ + - +++ ++++
0 ++++ A ++++
C. dubliniensis 0,5 ++++ ++ - - +++ +++
10 ++++  + - - + +
0 o I R o e I S S o ++++
C. parapsilosis 0,5 ++++ ++++ ++ - ++++ ++++

10 + + + - + +

0 ++++ A ++++
C. glabrata 0,5 e A I ++++ ++++

10 +H++ + +++ ++++

RUST CANDID V TEKUTEM MEDIU

Podobné jako v experimentech s itrakonazolem jsme nejprve sledovali rist Candid v tekutém

médiu v pfitomnosti KLO (10 pg/ml) s 1 M NaCl nebo 1 M KCl. Snizeni koncentrace KCl oproti
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kapkovym testim na koncentraci 1 mol/l ndm umoznila porovnat Ucinky KCl a NaCl stejné
koncentrace. Samotny 1 M NaCl nebo 1 M KCI ma na rudst vSech druhd Candid jen maly vliv
(Obr. 21.). VSechny druhy rezistentni ke KLO (C.a.1173, C. dubliniensis, C. glabrata)
dosahovaly v pfitomnosti KLO (10 pg/ml) alespori 80 % rlstu bunék v kontrolnim médiu (YPD
bez aditiv). Pfitomnost KLO spolec¢né s 1M NaCl méla na vSechny druhy Candid s vyjimkou
kmene C. glabrata letalni Gcinek. Pfitomnost KLO v kombinaci s 1M KCI byla letalni jen pro
druhy C. dubliniensis a C. parapsilosis. Nejlépe v téchto podminkach rostla C. glabrata. Silnéjsi
inhibici rlstu pusobil KLO s 1M KCI na kmen C. a. 1173. Jesté slabéji rostl C. a. SC5314, ktery je
k KLO citlivéjsi nez kmen 1173.

Podobné jako u itrakonazolu i rezistence Candid ke klotrimazolu je silnéji ovlivnéna NaCl nez
KCl. Vysledky ziskané pozorovanim rdstu Candid v tekutém médiu odpovidaji vysledkim

kapkovych test(.

120
100
ENaCl1Mm
X
7]
02 . KC|1 hﬂ
>
8
2 M KLO10 pg/ml
£
2 B KLO 10 pg/ml;
NaCl1 M
m KLO 10 pg/ml;
KCl1M

C.a. SC5314 C.a.1173 C. dubliniensis C. parapsilosis C. glabrata

Obr. 21 Nardst Candid v médiu YPD po 36 h pfi 30°C v pfitomnosti KLO, NaCl, KCI. Data tvofi normované primérné
hodnoty, chybové usecky vyjadfuji smérodatnou odchylku .

Stejné jako v pfitomnosti FLC a ITR je i rezistence ke KLO nejvice ovlivnéna v pfritomnosti NaCl

¢i KCl u druhu C. dubliniensis. Obdobné jako v pfedchozich pokusech jsme chtéli ovérit

mérenim rastovych kfivek, Ze rlst C. dubliniensis je inhibovan v pfitomnosti nizsi koncentrace

vy

0,5 pg/ml nebo 0,3 M NaCl rostla C. dubliniensis témér stejné jako v kontrolnich podminkach

(YPD médium bez aditiv), avSak kombinace KLO a NaCl v uvedenych koncentracich silné
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inhibuje rlst tohoto druhu. Vysledky kapkovych test( (Obr. 22 B) se shoduji s mérenim
rastovych krivek (Obr. 22 A).

A C. dubliniensis B
3. den
1,2
) = kontrola
£os
2 NaCl 0,3 M
wn
5 0,6 —
T 04 = KLO 0,5 pg/ml
0,2

5
NaCl 0,3 M
14 710131619222528313437 t[h]

Obr. 22 Rist C. dubliniensis v médiu v pFitomnosti KLO 0,5 ug/ml; NaCl 0,3 M. (A) ristové kiivky méfené pii 30°C.
(B) kapkovy test 3. den 30°C. Data tvori kfivky proloZené body tvofenymi primérnou hodnotou ODsq; méfenou
v intervalu 1 hodiny. Chybové Usecky nejsou zobrazeny, protoze smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

4.3.4 SOUHRN

Vysledky pokusd prezentovanych v této kapitole ukazaly, Ze vliv subinhibi¢ni koncentrace NaCl,
KCl a sorbitolu ovlivnil rezistenci Candid k itrakonazolu a klotrimazolu. Nejsilnéji oslaboval
rezistenci Candid k ITR a KLO chlorid sodny. U¢inky chloridu draselného byly mnohem mirné&;si.
Sorbitol ovlivnil rezistenci kITR a KLO pouze u C. dubliniensis. Tento druh byl nejcitlivéjsi
k plsobeni NaCl KCI ¢i sorbitolu v kombinaci s ITR nebo KLO. Naopak druh s nejvyssi rezistenci

k sou¢asnému plsobeni ITR, KLO a soli je C. glabrata.

Vliv NaCl, KCI a sorbitolu na rezistenci rliznych druhl Candid k ITR a KLO byl témér totozny
svlivem na rezistenci Candid k flukonazolu. Vysledky se liSily jen intenzitou inhibice.
Itrakonazol disponuje silnéjsi antimykotickou aktivitou nez flukonazol, ¢i klotrimazol (kap.

2. 3.1.) aproto i poruseni rezistence Candid k ITR mélo za nasledek vyraznéjsi inhibici ristu.
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4.4 CALCOFLUOR WHITE A DODECYLSIRAN SODNY

Série experimentU s azolovymi antimykotiky ukazala, Ze soli alkalickych kovl a sorbitol oslabuji
rezistenci rliznych druhl Candid k témto antimykotikim. DalSim krokem nasi prace bylo zjistit,
zda pritomnost subinhibi¢nich koncentraci soli alkalickych kov( ¢i sorbitolu ovliviiuje rezistenci
Candid jen k azolovym antimykotikim, nebo jestli podobné efekty mizZzeme pozorovat i u
dalsich latek s antimykotickou aktivitou. Vybrali jsme dvé antifungdlné aktivni latky — calcofluor
white (CFW) a dodecylsiran sodny (SDS), které se na rozdil od azolovych antimykotik
nepouZivaji ve farmakoterapii. Vybrali jsme tyto dvé latky proto, Ze stejné jako azolova
antimykotika porusuji bunécné bariéry Candid. CFW blokuje syntézu chitinu a tim i tvorbu
bunécné stény, SDS diky své povaze detergentu narusuje integritu plasmatické membranuy
bunék (kap. 2.3.2.). Zajimalo nas, jak a jestli vibec, plsobeni subinhibi¢nich koncentraci

soli alkalickych kovl a sorbitolu zméni rezistenci Candid k CFW a SDS.

Pomoci kapkovych testd jsme nejdfive stanovili subinhibi¢ni koncentrace CFW a SDS, poté jsme
provedli sérii kapkovych testl s CFW, SDS, NaCl, KCI a sorbitolem — podobné jako u pokusu s
azolovymi antimykotiky. Vybrané vysledky jsme ovéfili sledovanim rlstu Candid v tekutém

médiu.

4.4.1 STANOVENI SUBINHIBICNICH KONCENTRACI CFW A SDS

Pro stanoveni subinhibi¢nich koncentraci obou latek jsme vyuZili kapkové testy (kap. 3. 2.6.).
Sledovali jsme rust rdznych druhl Candid na médiu YPD v pritomnosti CFW a SDS v rlznych

koncentracich.

Pouzitad koncentrace CFW byla v rozmezi 20 az 50 pg/ml. V pfitomnosti CFW v koncentracich
20 pg/ml a 30 pg/ml rostly buriky vsech kment Candid stejné jako na kontrolnim médiu (YPD
bez aditiv), (Obr. 23). Koncentrace CFW 40 pg/ml a 50 pg/ml jiz plsobila na nékteré druhy
inhibicné. Nejvice citlivé k CFW byly druhy C. dubliniensis a C. parapsilosis. Lépe rostl pfi
vysSich koncentracich CFW kmen C. a. 1173. Nejvice rezistentni k CFW byly C. a. SC5314 a
C. glabrata. Nejvyssi testovana koncentrace, kterd nezpUsobila inhibici ristu u Zadného druhu
Candidy, je CFW 30 pg/ml. Tato koncentrace splnila nase podminky pro dalsi pouziti jako

subinhibi¢ni koncentrace CFW.
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Ve druhém pripadé jsme sledovali rlst Candid na médiu YPD v pfitomnosti SDS v koncentracich
100, 200, 300 pg/ml (Obr. 23). Pfitomnost SDS v médiu v koncentracich 100 a 200 pg/ml
neméla na rlst testovanych druhd Candid vliv. Zpomaleni rlistu a také Ubytek Zivotaschopnych
bunék v makrokoloniich se projevily u vSech testovanych Candid az pti koncentraci SDS

300 pg/ml. Nejvyssi subinhibi¢ni koncentrace SDS je tedy 200 pg/ml pro viechny druhy Candid.

SDS [ug/mll]

Kontrola 100

C. albicans SC5314 . o6

300

7
C. albicans SC5314
C. albicans 1173
C. dubliniensis
C. parapsilosis

C. glabrata

Obr. 23 Rist Candid na médiu YPD v pfitomnosti CFW a SDS pfi 30 °C.

4.4.2 VLIV SOLI ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU NA REZISTENCI CANDID VUCI
CALCOFLUOR WHITE

Experimenty byly zaméfeny na vliv subinhibi¢nich koncentraci NaCl, KCl a sorbitolu na
rezistenci Candid k CFW a probihaly stejné jako predchozi pokusy s azolovymi antimykotiky.
Nejprve byla provedena série kapkovych testll a vybrané vysledky téchto testl byly ovéreny
sledovanim rlstu Candid v tekutém médiu. Na rozdil od pokus( s azoly jsme netestovali vliv

NaCl v koncentraci 0,3 M.
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RUST CANDID NA PEVNEM MEDIU

Pomoci kapkovych testl jsme zkoumali rist rlznych druhl Candid na pevném YPD médiu
v pfitomnosti CFW, chloridu sodného, chloridu draselného a sorbitolu. Pouzité subinhibi¢ni
koncentrace aditiv byly: CFW 30 pg/ml, NaCl 1; 0,6 mol/l, KCl 1,5 mol/I a sorbitol 1,1 mol/I. Pro

prehlednost jsme zvolili tabulkovy zapis vysledkd kapkovych testli (Tab. 7).

Subinhibi¢ni koncentrace NaCl spolec¢né se subinhibi¢ni koncentraci CFW pUsobily inhibi¢né na
vSechny druhy Candid. Kombinace CFW s 1 M NaCl byla letdlni pro C. dubliniensis. Jen velmi
slabé rostl v téchto podminkach kmen C. a. 1173, l1épe rostly kmen C. a. SC5314, C. parapsilosis
a C. glabrata. Nizsi koncentrace NaCl (0,6 M) spole¢né s CFW byla stale pro C. dubliniensis
letalni. U ostatnich kmenU byl rist inhibovan slabéji nezZ v pfitomnosti 1 M NaCl, avsak mirna

inhibice je znatelnd u vSech druhi Candid.

Pfitomnost 1,5 M KCI spolecné s CFW v médiu inhibovala rist Candid méné nez NaCl. Nejhlre
rostl v téchto podminkach druh C. dubliniensis, o néco lépe kmen C. a. 1173. Jen malé zhorseni
rastu oproti kontrole (rdst na médiu YPD bez aditiv) jsme pozorovali u kmenu C. a. SC5314 a

C. parapsilosis. Naopak rlst druhu C. glabrata nebyl kombinaci CFW a KCl inhibovan.

Soucasna pritomnost sorbitolu a CFW v médiu méla inhibi¢ni vliv pouze na kmen C

dubliniensis. Ostatni kmeny Candid rostly stejné jako na kontrolnim médiu (Tab. 7).
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Tab. 7 Rist Candid na médiu YPD s CFW, SDS, NaCl, KCI a sorbitolem 3. den pfi 30°C. Symbol ,+“ znazorfiuje rist
jedné kapky na misce. Symbol ,-“ oznacuje misky, kde kmen nerostl viibec (kap. 3. 2. 6.). * médium bez NaCl, KCl a
sorbitolu.

NaCl [M] :
druh: CFW(ug/ml) Kontrola* KClI1,5M Sorbitol 1,1 M
0,6 1

0 ++++ ++++
C. albicans SC5314

30 ++++ 4+ +++ ++++

0 ++++ ++++
C. albicans 1173

30 ++++  ++ + ++ ++++

0 ++++ ++++
C. dubliniensis

30 ++++ - - + ++

0 ++++ ++++
C. parapsilosis

30 ++++ +++ ++++

0 ++++ At ++++
C. glabrata

30 ++++ ++++ ++++

RUST CANDID V TEKUTE MEDIU

Pro ovéreni vybranych vysledkd kapkovych testll jsme stanovenim normovaného rlstu
hodnotili rast Candid v tekutém médiu v  CFW 30 pg/ml, 1M NaCl a 1M KCl. Koncentrace CFW
a NaCl je stejna jako u kapkovych testll. Koncentrace KCl je oproti kapkovym testlim nizsi,

protoze jsme chtéli porovnat Ucinky NaCl a KCl stejné koncentrace.

Potvrdili jsme, Ze pouzita koncentrace CFW je subinhibicni, protoZe vSechny kmeny Candid
dorUstaji alespon 80 % rlstu kontroly (rlst bunék v médiu YPD bez aditiv), (Obr. 24). Vyrazné
silnéj$i ucinky na rezistenci Candid k CFW ma oproti chloridu draselnému chlorid sodny.
Pritomnost NaCl v médiu spolecné s CFW je letalni pro C. dubliniensis. Velmi silné je zpomalen
rast kmen( C. a. 1173 a C. parapsilosis. Lépe roste C. a. SC5314, nejméné je inhibovan je kmen

C. glabrata. Chlorid draselny spolec¢né s CFW inhibuje vSechny testované kmeny méné, nez
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chlorid sodny ve stejné koncentraci. Neh(fe roste v pritomnosti KCl a CFW C. dubliniensis,

naopak C. glabrata roste témér stejné jako v kontrolnim médiu bez aditiv.

120
100
ENaCl1M
80
X EKCI1IM
2 60
o3
‘E H CFW 30 pug/ml
3 40
£ B CFW 30 pg/ml;
2 20 NaCl1 M
m CFW 30 pg/ml;
0 KCI1M

C.a.5C5314 C.a.1173 C. dubliniensis C. parapsilosis C. glabrata

Obr. 24 Narust Candid v médiu YPD po 36 h pfi 30°C v pfitomnosti CFW, NaCl a KCI. Data tvofi normované
primérné hodnoty, chybové Usecky vyjadfuji smérodatnou odchylku.

4.4.3 VLIV SOLi ALKALICKYCH KOVU A SORBITOLU NA REZISTENCI CANDID
K DODECYLSIRANU SODNEMU

Pfi praci s dodecylsiranem sodnym (SDS) jsme postupovali obdobné jako u pokusl s CFW.
Sledovali jsme vliv subinhibi¢nich koncentraci NaCl, KCl a sorbitolu na rezistenci Candid k SDS.
Nejprve byla provedena série kapkovych testl a vybrané vysledky téchto testli byly ovéreny

sledovanim rlstu Candid v tekutém médiu (kap. 3. 2. 6.).

RUST CANDID NA PEVNEM MEDIU

Pomoci kapkovych testli jsme zkoumali rdst rlznych druhd Candid na pevném YPD médiu
v pfitomnosti SDS, chloridu sodného, chloridu draselného a sorbitolu. PouZité subinhibi¢ni
koncentrace aditiv jsou: SDS 200 pg/ml, 1 M nebo 0,6 M NaCl, 1,5 M KCl a 1,1 M sorbitol. Pro
prehlednost jsme zvolili tabulkovy zapis vysledk( kapkovych testl (Tab. 8).

Stejné jako v pokusech s ostatnimi antimykoticky aktivnimi latkami je rezistence Candid k SDS

nejsilnéji oovlivnéna plsobenim chloridu sodného. SDS spolecné s NaCl inhibuji rist vsech
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testovanych druhl. C. dubliniensis v pfitomnosti SDS a 0,6 M NaCl neroste viibec. Kmeny
C. a.5C5314, C. a. 1173 a C. parapsilosis jsou schopné slabé rist v pfitomnosti SDS a NacCl.
Nejméné je rlst ovlivnén u druhu C. glabrata. Kombinace SDS a 1 M NaCl sice plsobi vyrazné

inhibi¢né i na tento kmen, avsak pfi nizsi koncentraci NaCl tento efekt sldbne.

Chlorid draselny v koncentraci 1,5 mol/l vkombinaci sSDS inhibuje nejsilnéji opét
C. dubliniensis. Lépe rostou kmeny C. a. SC5314, C. a. 1173 a C. parapsilosis. Kmen C. glabrata

roste v téchto podminkdach bez znamek inhibice.

Vliv sorbitolu (1,1 mol/l) v kombinaci s SDS 200 ma nepfiznivy vliv na rist jen u kmene

C. dubliniensis (Tab. 8).

Tab. 8 Rust rtiznych druhl Candid na médiu YPD s SDS, NaCl, KCl a sorbitolem, 3. den p¥i 30°C. Symbol ,+“
znazornuje rast jedné kapky na misce. Symbol ,,-“ oznacuje misky, kde kmen nerostl vibec (kap. 3. 2. 6.). * médium
bez NaCl, KCl a sorbitolu.

NaCl [M
druh: SDS(ug/ml) Kontrola* (M] KCl1,5M Sorbitol 1,1 M
0,6 1
0 ++++ ++++
C. albicans SC5314

200 ++++ ++ + +++ ++++

0 ++++ ++++
C. albicans 1173

200 ++++ ++ + +++ ++++

0 ++++ A+ At ++++
C. dubliniensis

200 4+ - - + ++

0 ++++ A+ At ++++
C. parapsilosis

200 ++++ ++ + +++ ++++

0 ++++ A+ At ++++

C. glabrata 200 +H++ +++ ++ ++++ ++++
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RUST CANDID V TEKUTEM MEDIU

Pro ovéreni vybranych vysledk( kapkovych testl jsme hodnotili rlist Candid v tekutém médiu a
stanovili jsme normovany rdst v médiu YPD s SDS v koncentraci 200 pg/ml, 1 M NaCl a 1 M KCl.
Koncentrace KCl je podobné jako u pokust s CFW oproti kapkovym testim nizsi, protozZe jsme

chtéli porovnat ucinky NaCl a KCl o stejné koncentraci.

Stanovenim normovaného rlstu jsme ovérili, Ze koncentrace SDS 200 pug/ml je subinhibiéni,
protoze vSechny kmeny Candid dorlstaly alespon 80 % rlstu kontroly (rlst bunék v médiu YPD
bez aditiv (Obr. 25). Vyrazné silnéjsi ucinky na rezistenci Candid k SDS méla oproti chloridu
draselnému chlorid sodny. Pfitomnost NaCl v médiu spolecné sSDS byla letadlni pro
C. dubliniensis. Velmi silné byl zpomalen rlst kmen0 C. a. SC5314, C. a. 1173 a C. parapsilosis,
které dosahovaly zhruba 17 % rlstu bunék v kontrolnim médiu. Nejméné byl inhibovan druh
C. glabrata. Inhibi¢ni Gcinky KCl v kombinaci s SDS byly ve srovnani s NaCl témér zanedbatelné.

s vyjimkou C. dubliniensis, u které kombinace SDS a KCl vyvolala silnou inhibici ristu.

120
100
—_ ENaCl1M
X 80
-
3 60 EKCI1M
z
% 40 m SDS 200 pg/ml
£
e m SDS 200 pg/ml;
20 NaCl 1M
m SDS 200pg/ml;
0 KCl 1M

C. a.5C5314 C.a.1173  C. dubliniensis C. parapsilosis C. glabrata

Obr. 25 Nardst Candid v médiu YPD po 36 h pfi 30°C v pfitomnosti SDS, NaCl a KCl. Data tvofi normované
pramérné hodnoty, chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
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4.4.4 SOUHRN

Vysledky predstavené v této kapitole dokazaly, Ze antimykoticky aktivni latky calcofluor white a
dodecylsiran sodny v kombinaci se NaCl vyvolaly silnou inhibici ristu u vsech testovanych
druh@ Candid. Inhibi¢ni plsobeni KCl v kombinaci s CFW nebo SDS bylo oproti NaCl mnohem
slabsi. Obdobné jako v pfipadé azolovych antimykotik je i rezistence k SDS a CFW nejsilnéji
ovlivnéna u C. dubliniensis. Naopak nejlépe rostl v prostfedi s CFW nebo SDS a se solemi druh

C. glabrata.
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4.5 REZISTENCE CANDID K ANTIMYKOTIKUM V PROSTREDI S MINIMALNI
KONCENTRACI DRASELNYCH KATIONTU

Experimenty zahrnuté v této kapitole mély za ukolu objasnit, jak a zdali vibec, hraje limitné
nizka koncentrace draselnych iont0 roli v rezistenci Candid k riznym antimykoticky aktivnim
latkam. Predchozi experimenty zkoumaly, jak vys$si koncentrace soli alkalickych kovi a
sorbitolu ovliviiuji rezistenci Candid k rGznym antimykoticky aktivnim latkam. ProtoZe vSechny
buriky musi udrZovat vysokou vnitrobunéénou koncentraci K* (kap. 2. 2.), zajimalo nas, jak a
jestli vibec, bude narusena rezistence Candid k antimykoticky aktivnim latkam v prostredi
s velmi omezenym mnozstvim K*. Z doposud testovanych latek jsme si pro nasledujici pokusy
vybrali flukonazol jako zdstupce azolovych antimykotik, calcofluor white a dodecylsiran sodny.
Vyuzili jsme kapkové testy na pevnych padach i méreni rlstovych kfivek a stanoveni
normovaného rlstu v tekutych médiich (kap. 3. 2. 6.). PouZili jsme syntetické rlstové médium

YNB-K*s velmi nizkou koncentraci K* (15 uM), (kap. 3. 1. 1.).

4.5.1 RUST CANDID V PROSTREDI S MINIMALNT KONCENTRACI DRASELNYCH
IONTU

Nejprve jsme zjistovali, jak jsou rGzné druhy Candid schopny rist v médiu s riznou koncentraci
draselnych iontl. Sledovali jsme rGst Candid na pevném médiu YNB-K* s koncentraci
draselnych iontl jen 15 pM a vtomtéZz médiu do kterého byl pfidan KCI do konecné
koncentrace 50 uM a 1mM (Obr. 26). V prostfedi s limitné nizkou koncentraci KCl rostou
vSechny druhy Candid, i kdyZz pomaleji nez v pfitomnosti vyssi koncentrace KCI. Jediny kmen,
ktery roste hirfe nez ostatni je C. glabrata. Pfi koncentraci KCl 50 uM v médiu rostou Candidy
srovnatelné, jako bez pfidaného KCI. Pfidavek 1 mM KCI zpUsobi zlepSeni rlstu vSech druhd,
makrokolonie jsou ve srovndni s podminkami s nizsi koncentraci KCl vétsi. Nejvétsi rozdil
v rlistu jsme zaznamenali u kmene C. glabrata, ktery v prostiedi s 1 mM KCI roste stejné dobfe
jako ostatni druhy Candid. O trochu hlre v téchto podminkach roste kmen C. parapsilosis.
Tento rozdil mdZe byt zpGsoben nizkym obsahem Zivin v médiu. YNB-K" oproti bohatému

médiu YPD.
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C. albicans 1173
C. dubliniensis
C. parapsilosis

C. glabrata

Obr. 26 Riist Candid na médiu YNB-K" 3. den, p¥i 30°C bez ptidaného KCl a s pridavkem 50 uM, 1 mM KCl.

N&sledné jsme hodnotili rist Candid v tekutém médiu YNB-K* pomoci méfeni rastovych k¥ivek.
Stejné jako v experimentech na pevnych pddach jsme sledovali rist Candid v samotném médiu
YNB-K* s limitné nizkou koncentraci draselnych iontli a vtomtéZ médiu s pfidanym KCl o

vysledné koncentraci 50 umol/l a 1 mmol/I (Obr. 27).

V samotném médiu YNB-K" nebyl schopen rdstu Zadny druh Candidy (Obr. 27 A). Tento
vysledek je v rozporu s kapkovymi testy. Rdst na pevném médiu YNB-K* umoZfiuje Candiddm

zfejmé pridany agar, ktery obsahuje malé mnozZstvi draselnych iontd.

V ptitomnosti 50 uM KCl v médiu YNB-K* rostou viechny druhy Candid, jejich rast je viak
vyrazné pomalejsi neZ v pfitomnosti vyssich koncentraci KCl. Nejhlife roste v téchto
podminkach stejné jako na miskach C. glabrata (Obr. 27 B). 1 mM KCl v médiu umoziuje
normalni rdst Candid a dosaZeni vyssi OD ve stacionarni fazi. V pfitomnosti vyssi koncentrace
KCl, stejné jako v pfipadé kapkovych testl roste o néco hlre nez ostatni druhy C. parapsilosis

(Obr. 27 C).
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Obr. 27 Rast Candid médiu YNB-K" pfi 30°C bez ptidaného KCI (A), s KCI v koncentracich 50 pM (B) a 1 mM (C).
Data tvofi kFivky proloZené body tvofenymi primérnou hodnotou ODses méFenou v intervalu 1 hodiny. Chybové
usecky nejsou zobrazeny, protoZe smérodatna odchylka nepresahla 15 %.

4.5.2 VLIV LIMITNE NiZKE KONCENTRACE DRASELNYCH IONTU NA REZISTENCI
CANDID K ANTIMYKOTIKUM

Po sérii pokusu, které byly zamérené na rist Candid v prostiedi s limitné nizkym obsahem
draselnych iontd, jsme pfistoupili k pokusiim s antimykoticky aktivnimi latkami. Cilem bylo
zjistit, jak se méni rezistence jednotlivych druhl Candid k rlznym latkdm s antifungdini
aktivitou v prostredi s nizkym obsahem draselnych iontd. Pro nasledujici experimenty jsme
vybrali z azolovych antimykotik flukonazol (FLC) 10ug/ml, dale jsme pouzili calcofluoro white
(CFW) 30pg/ml a dodecylsiran sodny (SDS) 200ug/ml. Vysledky z kapitoly 4. 5. 1. ukazaly
rozdily v rdstu Candid na médiu YNB-K" s agarem a v médiu tekutém. Vybrali jsme si takové
podminky, pfi kterych byly Candidy schopné rlist na pevném i v tekutém médiu. Antimykoticky

aktivni latky jsme ptidavali do média YNB-K" spoleéné s 50 uM a 1 mM KCl. PoufZité subinhibiéni
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koncentrace antimykotik jsou shodné s drivéjSimi pokusy (kap. 4. 2. 2., kap. 4. 4. 1.). Provedli
jsme sérii kapkovych testl na pevnych puddach a vybrané vysledky jsme ovéfili stanovenim

normovaného rastu v tekutych médiich (kap. 3. 2. 6.).

Pomoci kapkovych testt jsme hodnotili rist Candid na pevném médiu YNB-K* v prostiedi
s pfidanym 50 uM nebo 1 mM KCl v kombinacich s FLC (10 ug/m), CFW (30ug/ml) a
SDS (200ug/ml). Pritomnost flukonazolu v médiu nejvice oslabila rist FLC-senzitivniho kmene
C. a. SC5314 a FLC-rezistentniho druhu C. dubliniensis. Mira inhibice se pfilis neliSila v prostredi
s rozdilnou koncentraci draselnych iontl. O néco lépe rostly vtéchto podminkiach FLC-
rezistentni kmen C. a. 1173 a FLC-rezistentni kmen C. parapsilosis. U kmene C. a. 1173 byl
rozdil vrlstu v prostiedi snizsi, ¢i vyssi koncentraci KClI v kombinaci s FLC minimalni.
C. parapsilosis |épe tolerovala pfitomnost FLC v prostfedi s nizsi koncentraci KClI v médiu. FLC-
rezistentni C. glabrata rostla srovnatelné s kontrolou v pfitomnosti FLC v kombinaci s obéma

koncentracemi KCI (Obr. 28).

Vliv CFW 30 pg/ml na rast Candid v médiu s riznou koncentraci KCI byl minimalni. Rast byl
inhibovan v prostfedi s nizkou koncentraci draselnych iontl a s CFW pouze u druhu C. glabrata

(Obr. 28).

Nejvyraznéji ovlivnila rist Candid pfitomnost SDS 200 pg/ml v médiu. V médiu s koncentraci
50 uM i 1 mM KCl a SDS je inhibovan rist vSech druhl Candid. Koncentrace SDS 200 pg/ml
neni tedy pro Candidy v prostiedi média YNB-K" subinhibi¢ni (Obr. 28).
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Obr. 28 Rist Candid na médiu YNB-K' 3. den pfi 30°C v pfitomnosti KCI, FLC. CFW a SDS.

Pomoci stanoveni normovaného rlstu jsme sledovali rist Candid v tekutém médiu YNB-K*
v pfitomnosti FLC 10 pg/ml a 50 uM nebo 1 mM KCl. Primérnou ODses zméfenou po 36 h
inkubace jsme normovali na primérnou ODsgs bunék, které rostly v médiu YNB-K* s 50 uM
nebo 1 mM KCI (Obr. 29). Ve shodé s vysledky kapkovych testd rostl i v tekutém médiu YNB-K*
v pfitomnosti FLC nejhdfe FLC-rezistentni druh C. dubliniensis. Kmen s druhym nejslabsim
koncentrace pfidaného KCl jsou zanedbatelné. FLC-rezistentni kmen C.a. 1173 dorlsta
v pfitomnost FLC zhruba 60 % ristu bunék v kontrolnim médiu (médium bez FLC) v prostfedi s
vyssi koncentraci KCl v médiu roste o trochu slabéji nez pfi koncentraci nizsi. Nejvétsi rozdil
vrlstu vzavislosti na koncentraci KCl v médiu jsme pozorovali u kmene C. glabrata.
Pfitomnost FLC 10 pug/ml v médiu s 50 uM KCl dorlsta tento kmen necelych 60 %, avsak

v pfitomnosti 1 mM KCI neni inhibi¢ni vliv FLC na tento druh znatelny.
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Obr. 29 Narist Candid v YNB-K* médiu po 36 h, pfi 30°C s 50 puM a 1 mM KCl, FLC 10 pg/ml. Data tvoii normované
pramérné hodnoty, chybové usecky vyjadfuji smérodatnou odchylku

4.5.3 SOUHRN

V prostiedi s limitné nizkou koncentraci draselnych iontd roste nejhire druh C. glabrata. Tento
druh byl také jediny, u kterého se projevila inhibice rlstu v prostfedi s nizkym obsahem
draselnych iont( a s calcofluor white. Koncentrace dodecylsiranu sodného, kterd je v médiu
bohatém na ziviny YPD subinhibi¢ni pro vSsechny testované druhy Candid inhibuje v médiu YNB-
K" r@ist vdech testovanych druh(i a nedd se proto povaZovat vtomto médiu za subinhibiéni.
Rezistence k flukonazolu byla nejvice ovlivnéna u C. dubliniensis, avsak bez souvislosti

s obsahem K'v médiu — rezistence k FLC toho druhu je ovlivnéna pravdépodobné samotnym

médiem YNB-K".
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4.6 AMIODARON A PHENYTOIN

V pfedchozich experimentech jsme zkoumali, jak subinhibi¢ni koncentrace soli alkalickych kovu
ovliviuji rezistenci rGznych druhl Candid k antimykoticky aktivnim latkam, které poskozuji
bunécné bariéry. Pracovali jsme s azolovymi antimykotiky (flukonazolem, itrakonazolem a
klotrimazolem), které ovliviiuji sloZeni plasmatické membrany Candid. Dale jsme pouzivali
calcofluor white, ktery poskozuje bunécnou sténu, a dodecylsiran sodny, jehoz amfifilni

charakter narusuje predevsim plasmatickou membranu Candid.

Zajimalo nas, jestli pfitomnost subinhibi¢nich koncentraci soli v médiu ovlivni rezistenci Candid
i k antimykoticky aktivnim latkam, které neposkozuji bunééné bariéry. Pro dalsi pokusy jsme
vybrali amiodaron (AMD), ktery ma prokazané antifungalni ucinky (kap. 2. 3. 3.). Druhou latkou
zarazenou do této série experimentl je antiepileptikum phenytoin (PH) (kap. 2. 3. 3.). Dodnes
nebyla prokazana antifungaini aktivita této latky. Do nasi prace jsme zaradili phenytoin kvali
jeho schopnosti blokovat sodné kandly bunék myokardu a neuronl. Predpokladali jsme, Ze
pokud ma phenytoin afinitu i ke k transportéridm sodnych kationtl Candid, mohl by se jeho

antimykoticky ucinek projevit v prostiedi s vy$si koncentraci sodnych, ¢i draselnych kationta.

Pro sledovani vlivu soli alkalickych kovi a sorbitolu na rezistenci Candid k AMD a PH jsme
vyuzili stanoveni normovaného ristu vtekutém médiu (kap. 3. 2. 6.). Kapkové testy na
pevném YPD médiu jsme vyloucili, protoZe jsme v literature nenasli pfipad pouziti AMD nebo

PH v pevném médiu.

4.6.1 STANOVENI SUBINHIBICNICH KONCENTRACI AMIODARONU A PHENYTOINU

Pozorovali jsme rdst Candid v tekutém médiu YPD v pritomnosti AMD nebo PH. Koncentrace
AMD lezely vintervalu 40 — 80 pg/ml. Horni hranice tohoto intervalu byla limitovana
rozpustnosti AMD, ktery se v koncentraci nad 80 pg/ml v médiu srazi. Pouzité koncentrace PH
(10 - 100 pg/ml) jsme prevzali z prace (Esiobu & Hoosein 2003), kterad se zabyvala potencidlni
antimykotickou aktivitou phenytoinu. VSechny druhy Candid rostly v pfitomnosti obou latek

v nejvyssi testované koncentraci bez znamek inhibice.

Pro dalsi pokusy jsme pro vSechny druhy Candid pouZzivali subinhibi¢ni koncentraci AMD

(80 pg/ml)a PH (100 pg/ml).
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4.6.2 VLIV SOLi ALKALICKYCH KOVU NA REZISTENCI CANDID K AMIODARONU A
PHENYTOINU

Experimenty byly zaméreny na vliv subinhibi¢nich koncentraci NaCl, KCl na rezistenci Candid
kAMD a PH a mély podobny pribéh jako predchozi pokusy s ostatnimi antimykoticky
aktivnimi latkami. Sledovali jsme rlst Candid vtekutém médiu YPD v pfitomnosti AMD

(80 pg/ml) a PH (100 pg/ml) s 1 M NaCl a 1 M KCl.

Pritomnost phenytoinu v kombinaci s NaCl nebo KCl neméla vliv na rlst Zddného druhu Candid.
Rozhodli jsme se, Ze v této praci nebudeme testovat vliv vyssich koncentraci na rist Candid a

pokusy s phenytoinem jsme ukondili.

Soucasna pritomnost AMD (80 pug/ml) a 1 M NaCl ¢ 1 M KCl neméla zadny vliv na rist obou
kmen( C. albicans, a proto jsme pokusy opakovaly jen se zbyvajicimi druhy Candid. U
C. parapsilosis opakované doslo jen k mirné inhibici rdstu v prfitomnosti s AMD a NaCl. Naproti
tomu pro C. dubliniensis byly tyto podminky letalni. Kombinace subinhibi¢nich koncentraci
AMD a KClI neméla na C. dubliniensis tak silny inhibi¢ni vliv jako kombinace s NaCl.
C. parapsilosis rostla v pfitomnosti AMD a KCI srovnatelné s buikami v kontrolnim médiu

(médium YPD bez aditiv), (Obr. 30).

Prekvapujici byl vysledek pozorovani rlstu druhu C. glabrata. Tento druh byl jen mirné
inhibovan pritomnosti AMD a NaCl. Opakované vsak byl jeho rist ovlivnén pfitomnosti AMD a
1 M KCl v médiu. pple to jediny ndami pozorovany ptipad, kdy KCl v kombinaci s antimykoticky

aktivni latkou zpUsobil silnéjsi inhibici rGstu nez NaCl (Obr. 30).
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Obr. 30 Narust Candid v médiu YPD pfi 30°C v pfitomnosti NaCl, KCl a AMD. Data tvofi normované primérné
hodnoty, chybové usecky vyjadfuji smérodatnou odchylku.

4.6.3 SOUHRN

U amiodaronu i phenytoinu se nam nepodafilo stanovit koncentraci, pfi niz by se projevil
antimykoticky ucinek téchto latek. U AMD jsme byly omezeni rozpustnosti amiodaronu

v médiu.

U phenytoinu se ndm nepodafilo prokazat, Ze ve spojeni s NaCl, nebo KCl ma antimykotickou
aktivitu. V testovanych podminkdch rostly vSechny druhy Candid v pfitomnosti phenytoinu s

NaCl ¢i KCl bez znamek inhibice.

Vliv soli alkalickych kov(i na rezistenci Candid k amiodaronu jsme pozorovali v tekutém médiu.
Oba testované kmeny C. albicans rostly v téchto podminkach bez znamek inhibice. Nejsiln&jsi
bylo ovlivnéni rezistence kAMD u C. dubliniensis v pfitomnosti NaCl 1M. U kmenl
C. parapsilosis a C. glabrata jsme pozorovali v téchto podminkach jen mirnou inhibici rastu.
Nejzajimavéjsim poznatkem je, Ze u kmene C. glabrata zpUsobil silnéjsi poruseni rezistence
k AMD chlorid draselny 1M, neZ chlorid sodny ve stejné koncentraci. Na ostatni kmeny nemél

KCl v kombinaci s AMD vyraznéjsi vliv nez NaCl.
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5 DISKUZE

5.1 VZTAH MEZI HOMEOSTAZI IONTU ALKALICKYCH KOVU A REZISTENCI CANDID
K FLUKONAZOLU

Nase prace navazuje na dfive publikované vysledky (Kolecka et al. 2009), ze kterych vyplyva, Ze
subinhibi¢ni koncentrace flukonazolu a NaCl spole¢né vyrazné inhibuji rist FLC-senzitivniho i
FLC-rezistentniho kmene C. albicans. My jsme vysledky této prace zopakovali a poté rozsifili o
pozorovani vlivu subinhibi¢nich koncentraci FLC a NaCl na rUst dalsich tfi patogennich druht
Candid. Déle nas zajimalo, zda rezistenci k FLC ovliviiuje i pfitomnost subinhibi¢ni koncentrace
chloridu draselného ¢i sorbitolu — coz by mohlo napovédét, zda potenciaci citlivosti Candid
k FLC vyvolava spiSe toxicky ucinek sodnych iontd, vyssi koncentrace iontl obecné nebo

zvyseny osmoticky tlak generovany latkou neiontové povahy.

Z nasich pozorovani rGstu Candid na pevnych i vtekutych ptdach vyplyva, Ze pritomnost
subinhibi¢nich koncentraci FLC a NaCl inhibuje rist vsech testovanych druh(l Candid, a to i
druht k FLC i solim relativné rezistentnich (kap. 4. 2. 3.). Subinhibi¢ni koncentrace KCl a FLC
mély vliv na rdst jen u nékterych druhl Candid, pficemz mira inhibice byla ve srovnani s NaCl
vyrazné mensi. Subinhibiéni koncentrace FLC a sorbitolu ovliviiovaly rist jen u druhu
C. dubliniensis (kap.4.2.3.). Zuvedeného vyplyva, Ze nejvyssi synergismus je mezi
antimykotickym ucinkem flukonazolu a toxickymi Gcinky sodnych iontd. Vyssi koncentrace
netoxickych draselnych iontd a zvyseny osmoticky tlak (s vyjimkou druhu C. dubliniensis)

ovliviiuji rezistenci Candid k FLC jen velmi slabé nebo viibec.

1.1.1 CANDIDA ALBICANS

Oba kmeny C. albicans (FLC-senzitivni SC5314 a FLC-rezistentni 1173), se kterymi jsme
pracovali byly pouZity i ve vyse zminéné praci (Kolecka et al. 2009). Ve shodé s autory této
prace jsme pozorovali, Ze pro oba kmeny je pfitomnost subinhibi¢ni koncentrace FLC a
NaCl 1 mol/I letalni. My jsme dale uréily koncentrace NaCl, které v kombinaci se subinhibi¢ni
koncentraci FLC umoziiuji obéma kmendm ruast (NaCl 0,6 mol/l) a pfi které rostou kmeny bez

vyraznéjsich znamek inhibice (0,3 mol/l), (kap. 4. 2. 3.).

Mira inhibice FLC a vyssich testovanych koncentraci NaCl byla u FLC-senzitivniho i FLC-

rezistentniho kmene stejna — rezistence k FLC v prosttedi s optimalni koncentraci NaCl tedy
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nijak nechrani buriky pred spole¢nym plsobenim FLC a NaCl. Urcity rozdil v ristu obou kmen(
rezistentni kmen 1173 rostl slabéji nez FLC-senzitivni kmen SC5314. Pticinou slabsiho ristu
kmene 1173 v téchto podminkach muze byt jeho mensi halotolerance, protozZe, v prostredi se
subinhibi¢ni koncentraci FLC a NaCl dochazi ke zvySeni vnitrobunééné koncentrace sodnych
iontd u obou kmen C. albicans (Kolecka et al. 2009), dochazi k poruseni iontové homeostaze,
coz muze byt jednou z hlavnich pficin popsanych inhibi¢nich efektld. Méné halotolerantni kmen
1173 po priniku sodnych iontl do bunky zfejmé neni schopen tak efektivni detoxifikace jako

kmen SC5314.

Pfitomnost subinhibi¢nich koncentraci KClI a FLC zpUsobila inhibici rlstu jen u méné
halotolerantniho kmene 1173 (kap. 4. 2. 3.). Je to dal$i ndznak, Ze pti souc¢asném plsobeni FLC

a soli hraje u C. albicans vyznamnéjsi ulohu halotolerance nez rezistence k FLC.

1.1.2 CANDIDA DUBLINIENSIS

C. dubliniensis je zaroven velmi FLC-rezistentnim a nejvice ndmi testovanym halosenzitivnim
druhem z nami testovanych druhd Candid (kap. 4. 1. 1., kap. 4. 2. 1.). Subinhibi¢ni koncentrace
FLC a NaCl u tohoto druhu zpUsobily nejsilnéjsi inhibici ristu. Ackoliv je C. dubliniensis FLC-
rezistentni, subinhibi¢ni koncentrace FLC (10 pg/ml) v kombinaci se vsemi testovanymi
koncentracemi NaCl méla letalni ucinek. C. dubliniensis nerostla ani v pfitomnosti subinhibi¢ni
koncentrace FLC pro FLC-senzitivni kmeny (0,5 pg/ml) v kombinaci s1 M a 0,6 M NaCl. Slaby
rast jsme zaznamenali jen v pfitomnosti FLC 0,5 ug/ml a NaCl 0,3 M. V téchto podminkach

rostly vSechny ostatni druhy bez znamek inhibice (kap. 4. 2. 3.).

U C. dubliniensis staci pro inhibici rdstu poloviéni koncentrace NaCl a 20 x nizsi koncentrace
FLC, nez u podobné FLC-rezistentniho kmenu C. albicans 1173. Tento fakt si vysvétlujeme
halosenzitivitou C. dubliniensis. Autofi Krauke a Sychrovd (2010) oznacuji za dlvody
halosenzitivity C. dubliniensis mensi schopnost exportovat sodné ionty z bunky, nebo je
sekvestrovat do vakuoly. Pfi poruseni iontové homeostaze vlivem FLC v pfitomnosti vyssi
koncentrace Na® by mohla byt nizkd schopnost detoxifikace hlavni pfi¢inou pozorovanych
inhibi¢nich efektl. Také odlisna stavba plasmatické membrany C. dubliniensis by mohla hrat
urcitou rolu v iontové homeostazi, coz mlze ¢aste¢né vysvétlovat zaroven vysokou rezistenci

tohoto druhu k FLC (mensi fyziologické zastoupeni ergosterolu) i halosenzitivitu zaroven.
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Na rozdil od ostatnich testovanych druhl Candid byl rGst C. dubliniensis vyrazné inhibovan i
v pfitomnosti subinhibi¢ni koncentrace FLC, draselnych iontl a sorbitolu, ackoliv ve srovnani
s Ucinky NaCl je tato inhibice daleko slabsi (kap. 4. 2. 3.). Tolerance FLC C. dubliniensis je tedy
silné porusena nejen toxicitou sodnych iont(, ale i pfitomnosti vyssi koncentrace netoxickych
iontd draselnych i obecné zvysenym osmotickym tlakem. Tato skutecnost naznacuje, Ze
podobné jako u C. albicans neni u C. dubliniensis v pfitomnosti FLC a sole rozhodujici vlastnosti

rezistence k FLC, ale relativni halo- a osmosenzitivita.

1.1.3 CANDIDA PARAPSILOSIS

C. parapsilosis je nejvice halotolerantni a zaroven FLC-senzitivni druh (kap. 4. 1. 1., kap. 4. 2.
1.). | u tohoto druhu jsme pozorovali inhibi¢ni Ucinky v pfitomnosti subinhibi¢ni koncentrace
FLC a NaCl. Na rozdil od C. dubliniensis nebo C. albicans vsak tyto ucinky nebyly pro
C. parapsilosis letalni. Zcela bez znamek inhibice rostl tento druh v prostfedi s FLC a KCI nebo
sorbitolem. Mechanismy, které jsou zodpovédné za efektivni kompenzaci stresu vyvolaného
FLC a solemi u C. parapsilosis pravdépodobné souviseji s halotoleranci tohoto druhu. Vysoka
uginnost exportu Na* z buriky a efektivni sekvestrace Na* do vakuol (Krauke & Sychrova 2010,
Krauke & Sychrovd 2008) mohou pomahat kompenzovat poruseni iontové homeostaze

indukované flukonazolem.

1.1.4 CANDIDA GLABRATA

C. glabrata je FLC-rezistentni druh, ktery je o néco méné halotolerantni nez C. albicans, ale vice
halotolerantni nez C. dubliniensis (kap. 4. 1. 1., kap. 4. 2. 1.). | u tohoto druhu jsme zaznamenali
inhibi¢ni plsobeni subinhibi¢nich koncentraci FLC a NaCl. Podobné jako u C. parapsilosis vsak
nebyla kombinace FLC s NaCl pro tento druh letalni. Na rozdil od C. parapsilosis je pro kmen
C. glabrata subinhibi¢ni koncentrace FLC 20 x vy$si (10 pg/ml). Kombinace FLC s KCl nebo
sorbitolem nemély na ridst tohoto druhu vyrazny inhibi¢ni ucinek. C. glabrata je jedinym

druhem, ktery byl schopen rlistu ve vSech ndmi testovanych podminkach.

Mechanismy, které umoznuji tomuto druhu rist v pfitomnosti FLC i soli alkalickych kovd, jsou
pro nas zatim neznamé. Dlvod odliSného chovani C. glabraty od ostatnich druh( Candid se

muze skryvat ve fylogenetickém fazeni tohoto druhu.
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5.2 VZTAH MEZI HOMEOSTAZi IONTU ALKALICKYCH KOVU A REZISTENCi CANDID
K ITRAKONAZOLU A KLOTRIMAZOLU

Stejné jako flukonazol patfi i itrakonazol (ITR) a klotrimazol (KLO) do skupiny azolovych
anitmykotik. Maji stejny mechanismus ucinku, avsak lisi se svou antimykotickou aktivitou,
farmakokinetikou i indikaci (kap. 2. 3. 1). S itrakonazolem a klotrimazolem jsme provedl|i témér
totozné experimenty jako s flukonazolem. Chtéli jsme ovéfit, Ze subinhibi¢ni koncentrace ITR a
KLO v kombinaci se subinhibi¢nimi koncentracemi NaCl, KCI ¢i sorbitolu budou plsobit na

rGzné druhy Candid podobné jako FLC.

Vysledky experimentd, které hodnotily rlst Candid v pfitomnosti subinhibi¢ni koncentrace ITR
a KLO v kombinaci se subinhibi¢nimi koncentracemi NaCl na pevnych i v tekutych padach, byly
témeér totoiné s vysledky z experimentd s FLC (kap. 4. 3. 2., kap. 4. 3. 3.). Nejlépe rostla ve
vSech testovanych podminkach C. glabrata, nejhlre C. dubliniensis. Ve shodé s experimenty
s FLC dopadly i pokusy zkoumajici soucasné pusobeni ITR nebo KLO s KCl a sorbitolem. Druhem
nejvice citlivym ke kombinaci ITR nebo KLO sKCl ¢i sorbitolem je i vtomto pfipadé

C. dubliniensis.

Jedinym rozdilem mezi Ucinky FLC, KLO a ITR v kombinaci se solemi ¢i sorbitolem, ktery jsme
pozorovali je mira inhibice. Ve viech experimentech s itrakonazolem jsme zaznamenali silné&jsi
inhibi¢ni ucinek, nez pfi pouZiti FLC nebo KLO. Tato skutecnost ziejmé souvisi s vy3si
antimykotickou aktivitou itrakonazolu (Terrell 1999). Z vyse uvedeného vyplyva, ze subinhibicni
koncentrace zejména NaCl vyrazné ovliviiuje rezistenci Canid ke vSem ndmi testovanym

azolovym antimykotik{m.

87



5.3 VZTAH MEZI HOMEOSTAZi IONTU ALKALICKYCH KOVU A REZISTENCi CANDID
K CALCOFLUOR WHITE A DODECYLSIRANU SODNEMU

Po experimentech sazolovymi antimykotiky jsme si poloZili otdzku, zda subinhibi¢ni
koncentrace soli ¢i sorbitolu mohou snizit rezistenci Candid i k jinym antimykoticky aktivnim
[atkdm. Vybrali jsme si proto dvé antimykoticky aktivni latky, které obdobné jako azoly porusuji
bunécéné bariéry, a zkoumali vliv subinhibi¢nich koncentraci téchto latek, NaCl, KCl a sorbitolu
na rast Candid. Prvni latkou je fluorescenéni barvivo calcofluor white (CFW), které blokuje
polymeraci chitinu a poskozuje tim bunécnou sténu buriky. Druhou latkou je dodecylsiran
sodny, ktery diky své amfifilni povaze narusuje integritu plasmatické membrany a iniciuje

denaturaci membranovych proteint (kap. 2. 3. 3.).

Zkoumali jsme vliv subinhibi¢nich koncentraci CFW a SDS v kombinaci se subinhibi¢nimi
kombinacemi NaCl, KCl a sorbitolu na rlst Candid na pevnych i v tekutych padach - obdobné
jako v experimentech s azoly (kap. 4. 4. 2., kap. 4. 4. 3.). Pfitomnost subinhibi¢ni koncentrace
CFW nebo SDS a subinhibi¢ni koncentrace NaCl vyvolala inhibici rdstu u vsech druhll Candid.
Nejsilnéji byl v pfitomnosti CFW nebo SDS a NaCl inhibovan druh C. dubliniensis, naopak
relativné nejlépe rostl vtéchto podminkdch druh C. glabrata. Projevil se i rozdil mezi
halotolerantnéjsim kmenem C.a. SC5314, ktery rostl v pfitomnosti CFW lépe neZz méné
halotolerantni kmen C. a. 1173. Vliv subinhibi¢nich koncentraci NaCl na rezistenci Candid k
CFW a SDS se velmi podoba ucinkiim NaCl na rezistenci vici azoldm — jen mezidruhové rozdily
nejsou v mite inhibice tak dramatické. Mnohem slabsi inhibici rlstu Candid vyvolala
pritomnost CFW ¢i SDS v kombinaci s KCl a sorbitolem. Potvrzuje se, Ze obdobné jako u azolli je
synergismus ucinku CFW nebo SDS podpofen toxicitou sodnych iontl. C. dubliniensis byla
jedinym druhem, u kterého se projevila vyrazné vyssi citlivost k CFW a SDS vlivem vyssi
koncentrace netoxickych draselnych iontd nebo vlivem zvy$eného osmotického tlaku. | toto

pozorovani je ve shodé s vysledky z pokus( s azoly.

Z uvedenych pozorovani vyplyvd, Ze poruseni homeostaze alkalickych iontll mohou vyvolat
subinhibi¢ni koncentrace latek srlznym mechanismem antimykotického ucinku. Podobné
ucinky jako azoly vyvolal dodecylsiran sodny i calcofluoro white. Vsechny tyto latky shodné
napadaji bunécéné bariéry bunky. Stejné byly i mezidruhové rozdily ve schopnosti kompenzovat
stres vyvolany soucasné antimykoticky aktivni [atkou a soli ¢i sorbitolem. Zda se, Ze schopnost

raznych druhl Candid udrzet iontovou homeostazi v pfitomnosti antimykotické latky a vyssi
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koncentrace iontl nezavisi na mechanismu uUcinku antimykotika, ale spiSe na schopnosti

Candid vyrovnat se s iontovou dysbalanci.

5.4 REZISTENCE CANDID K ANTIMYKOTICKY AKTIVNIM LATKAM V PROSTREDI
S MINIMALN{ KONCENTRACI DRASELNYCH IONTU

V predchozich ¢astech priace jsme se zabyvali rezistenci Candid k rlznym antimykoticky
aktivnim latkam v prostiedi s vyssi koncentraci iontd alkalickych kovl. V dalsi ¢asti jsme se
zaméfili na vliv antimykoticky aktivnich latek na rdst Candid v prostfedi s limitné nizkou
koncentraci draselnych kationtd, které také ovliviiuje iontovou homeostazi. Pro kazdou bunku
je esencidlni udrZovat relativné vysokou vnitrobunéénou koncentraci draselnych iontd -
v prostfedi s nizkym obsahem draselnych iontl musi buriky draselné ionty uc¢inné vychytavat
z okoli a koncentrovat uvnitf buriky. Zajimalo nas, jak a jestli vibec, subinhibi¢ni koncentrace
antimykotik s rznym mechanismem ucinku ovlivni tuto schopnost u raznych druh(l Candid.
Pro tyto experimenty jsme vybrali flukonazol (FLC) jako zastupce azolovych antimykotik,

calcofluor white (CFW) a dodecylsiran sodny (SDS).

Pro sledovani ristu Candid v prosttedi s minimalni koncentraci drasliku, jsme museli pouZzit na
rozdil od pfedchozich pokusi médium YNB-K* chudé na Ziviny s limitné nizkym obsahem
draselnych iontd. V tekutém médiu YNB-K* bez pfidavku KCI Candidy nebyly schopné rustu.
Naproti tomu na pevném médiu YNB-K" bez pfidaného KCl rostly vechny druhy Candid (kap. 4.
5. 1.). Tento rozdil je pravdépodobné zplsobeny agarem v pevném médiu, ktery patrné
obsahuje draselné ionty. VSechny druhy Candid rostou v pfitomnosti velmi nizkych koncentraci
draselnych iontd (desitky puM) lépe neZz Saccharomyces cerevisiae (nepublikovano), coz
naznaduje, Ze disponuji velmi G&innymi systémy pro transport K* do buriky. Aviak jeden z nami
testovanych druht Candid — C. glabrata rostl v prostfedi s nizkou koncentraci KCl pomaleji nez
ostatni (kap. 4. 5. 2.). Pravé C. glabrata je fylogeneticky nejvice pfibuzna S. cerevisiae
(Fitzpatrick 2006) a méné efektivni transport draselnych iontl z prostfedi by mohl byt jejich
spoleénym znakem. Na pevném i vtekutém médiu YNB-K' s pfidavkem KCl o vysledné
koncentraci 1 mmol/l rostly viechny testované druhy Candid bez zndmek hladovéni na
draselné ionty, a tuto koncentraci KCl jsme povaZovali vhodné kontrolni podminky pro dalsi

pokusy.

Abychom zjistili, jak subinhibi¢ni koncentrace antimykoticky aktivnich latek — FLC, CFW a SDS

ovliviiuji rGst Candid v prostiedi s nedostatkem draselnych iont(, hodnotili jsme rist Candid na
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pevné i vtekutém médiu YNB-K" s pfidanym 50 pM a 1 mM KCl (kontrolni koncentrace).
Pouzita koncentrace FLC v této ¢asti prace byla subinhibi¢ni pouze pro FLC-rezistentni Candidy
(C. a. 1173, C. dubliniensis, C. glabrata). Nejvyznamnéjsi vliv mél FLC pFi nizké koncentraci K na
rast C. dubliniensis. Mira inhibice vSak byla stejna v prostredi s nizkou i kontrolni koncentraci
KCI. Citlivost tohoto druhu k FLC je tedy spiSe ovlivnéna samotnym médiem chudym na Ziviny,
nez nizkou koncentraci K*. Nizka koncentrace K* v rlistovém médiu neovlivnila rezistenci k FLC

u ostatnich testovanych druht (kap. 4. 5. 2.).

Druhou antimykoticky aktivni latkou byl CFW. V prostiedi s 1 mM KCl a 30 pg/ml CFW rostly
vSechny druhy bez zndmek inhibice, Cili pouzitd koncentrace CFW byla v téchto podminkach
subinhibi¢ni pro vSechny testované druhy Candid. V prostiedi se subinhibi¢ni koncentraci CFW
a nizkou koncentraci KCl byla inhibovédna jen C. glabrata (kap. 4. 5. 2.). To potvrzuje domnénku,
Ze C. glabrata ma ze vSech testovanych druhl nejméné ucinny systém pro transport

draselnych iontl do buriky, ktery neni schopen kompenzovat stres vyvolany CFW.

Posledni testovanou latkou zafazena byl dodecylsiran sodny (SDS). Koncentrace SDS, ktera byla
subinhibi¢ni pro vsechny druhy Candid v prostfedi média bohatého na Ziviny (kap. 4. 5. 2.),
inhibovala v prostfedi média YNB-K* v3echny druhy Candid bez ohledu na koncentraci
pfidaného KCl. Je tedy zfejmé, Ze mira tolerance SDS vsemi testovanymi druhy zavisi na

rastovém médiu - tedy na dostupnosti Zivin a metabolickém stavu bunék.
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5.5 VZTAH MEZI HOMEOSTAZi IONTU ALKALICKYCH KOVU A REZISTENCi CANDID
K AMIODARONU

Amiodaron (AMD) se od predchozich antimykoticky aktivnich latek lisi mechanismem ucinku.
Azolova antimykotika, CFW i SDS poskozuji bunécéné bariéry (kap. 2. 3. 1., kap. 2. 3. 3.), naproti
tomu amiodaron ovliviiuje membrdnovy potencidl a narusuje homeostazi vapenatych a
draselnych kationtl (MareSova et al. 2008). Zajimalo nas, jestli subinhibi¢ni koncentrace soli
alkalickych kovl ovlivni rlst Candid v prostfedi se subinhibi¢ni koncentraci AMD. Rozdily
v experimentech s amiodaronem a ostatnimi antimykotiky jsou dva: hodnotili jsme rlst Candid
pouze vtekutém médiu a nepodafilo se nam kvlli Spatné rozpustnosti AMD dosahnout
koncentrace, kterd by na Candidy pusobila inhibiéné. PouZitd koncentrace AMD je vsak jiz
inhibicni pro S. cerevisiae (MareSova et al. 2008). Nejvyssi koncentrace AMD pfi které
nedochdazelo ke srazeni AMD v médiu byla 80 pg/ml. V pfitomnosti AMD v této koncentraci
rostly vSechny druhy Candid bez znamek inhibice, a proto jsme tuto koncentraci povazovali za
subinhibi¢ni. V dostupné literature se nam nepodafilo najit priklad pouziti AMD v pevné pudé a
proto jsme i my pokusy na pevnych padach s AMD vyloucili. Hodnotili jsme rast Candid

v prostredi se subinhibi¢ni koncentraci NaCl, KCl a AMD.

PFitomnost subinhibi¢ni koncentrace AMD a NaCl méla nejsilnéjsi vliv na rlst C. dubliniensis,
kterd v téchto podminkach nerostla viibec. U¢inek AMD byl silné potencovan toxicitou sodnych
iontd. Tento efekt potvrzuje domnénku, Ze C. dubliniensis je velmi citlivd ke vSem podnétim,

které vedou k poruseni iontové homeostaze.

Inhibi¢ni vliv subinhibi¢ni koncentrace AMD a KCl se v ptekvapivé mife projevil u druhu
C. glabrata. Opakované jsme porovnali vliv 1 M NaCl a 1 M KCl na citlivost tohoto druhu
k AMD. Inhibice zplsobena pritomnosti 1 M KCl byla vidy vyrazné vétsi, nez inhibice
zpUsobena 1 M NaCl. Je to jediny ptipad v nasi praci, kdy netoxické draselné ionty zpUsobuji ve
spojeni s antimykoticky aktivni latkou silné&jsi inhibici, nez toxické ionty sodné. Tato skutecnost
naznacuje, Ze transportni systémy druhu C. glabrata se vyrazné odlisuji od systém( ostatnich

druht Candid a budou pfi dal$im studiu v budoucnu stfedem naseho zajmu.
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6 ZAVERY
Ze soubora ziskanych vysledku je mozné vyvodit fadu novych a plvodnich poznatki:

e Kombinace subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu a NaCl silné inhibuji rlst vsech
druht testovanych Candid.

e Mira inhibice je u jednotlivych druhl Candid velmi rozdilnd. Nejméné se projevuje u
druhu C. glabrata, nejsilnéji u druhu C. dubliniensis.

e Vsechny inhibi¢ni efekty vyvolané kombinaci subinhibi¢nich koncentraci flukonazolu a
soli byly pozorovany i s pouzitim azolovych antimykotik itrakonazolu a klotrimazolu.

e Silnou inhibici ristu Candid zpUsobily v kombinaci se subinhibi¢nimi koncentracemi soli
i subinhibi¢ni koncentrace dalSich antimykoticky aktivnich latek - calcofluor white a
dodecylsiranu sodného.

e Mira inhibice jednotlivych druh( Candid byla velmi podobna v pfitomnosti azolovych
antimykotik, calcofluor white i dodecylsiranu sodného. Vsechny tyto latky poskozuji
bunécné bariéry.

e Antimykoticky ucinek azoll, calcofluor white i dodecylsiranu sodného byl nejsilnéji
potencovan v pfitomnosti toxickych sodnych iontl. Vyssi koncentrace draselnych
iontd ¢i neiontového solutu mély zasadni vliv na rezistenci k vySe jmenovanym latkam
jen u druhu C. dubliniensis.

e Subinhibi¢ni koncentrace NaCl a KCI ovlivnily rezistenci dvou druhd Candid
k amiodaronu - antiarytmiku s prokazanou antimykotickou aktivitou. Rlst druhu
C. dubliniensis byl silné inhibovan kombinaci NaCl a amiodaronu, zatimco rGst druhu
C. glabrata byl v kombinaci s amiodaronem silné&ji inhibovan kombinaci amiodaronu a

KCl.

Jak je patrno z vyse uvedenych jednotlivych bodd, vSechny tfi hlavni cile diplomové prace
byly splnény. Zavérem je moZno konstatovat, Ze kombinace subinhibi¢nich koncentraci soli
kationt( alkalickych kovl a fady antimykoticky aktivnich latek ma vyrazné negativni vliv na
rast Ctyr druhl patogennich kvasinek rodu Candida. Zda se jedna o poruseni homeostaze
vhitrobunécné koncentrace draselnych a sodnych kationtd na Urovni transportu kationt(
do bunky, ¢i naopak na Udrovni jejich exportu a sekvestrace, bude predmétem dalSiho

studia.
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7 SEZNAM ZKRATEK

AMD
ATCC
ATP
CBS

CFW
cps
Csi
DMSO
drm
dur
FLC

i V.
inf
ITR
KLO
OD595
ODGOO
PH
por
SDS

sol

amiodaron

American Type Culture Collection
adenosin trifosfat

Sbirka mikroorganism( Akademie véd a uméni
Nizozemského kralovstvi
calcofluor white

tobolka

subinhibi¢ni koncentrace
dimethylsulfoxid

dermalni

tvrda

flukonazol

intravenosni

infuse

itrakonazol

klotrimazol

optickd hustota mérend pfi 595 nm
opticka hustota mérena pfi 600 nm
phenytoin

peroralni

dodecyl siran sodny

roztok
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