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Hlavnim tématem této diplomové prace je in vitro screening novych,

potencialné antimykoticky ucinnych sloucenin.

Uvodni kapitola v teoretické ¢asti prace je vénovana epidemiologii mykotickych
infekci. Déle je uvedena klasifikace mikromycet a charakteristika eukaryotické burky
hub, zejména pak sloZeni plazmatické membrany a bunécné stény. Samostatna
kapitola se také zabyva konkrétnimi kmeny hub a nemocemi, které zpUsobuiji.
StéZzejnim tématem jsou l|é¢iva ze skupiny antimykotik, kde je zamérena vétsi
pozornost na polyenova antimykotika, jejich podrobny mechanismus Ucinku a vznik
rezistence. Nedilnou soucasti jsou i faze vyvoje novych Iéiv a seznam noveé vyvijenych
antimykotik. Zavérecna kapitola popisuje typy metod uréenych kin vitro hodnoceni

antimikrobialni aktivity sloucenin.

Experimentalni ¢ast se vénuje testovani nové syntetizovanych sloucenin
s potencionalni antimykotickou aktivitou. K hodnoceni byla pouzita kvantitativni
mikrodiluéni bujéonovd metoda, ktera je jednou z nejzdkladnéjsich metod testovani
antimikrobialni citlivosti. V zavéru prace jsou uvedeny vysledky a celkové zhodnoceni

vyzkumu.
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The main topic of this diploma thesis is in vitro screening of new, potentially

active antifungal compounds.

The introductory chapter in the theoretical part of the work is devoted
to the epidemiology of fungal infections. The classification of micromycetes and
the characteristics of the fungal eukaryotic cell are given below, focusing
on composition of the plasma membrane and the cell wall. A separate chapter also
deals with specific species of fungi and the diseases they cause. The main topic is drugs
from the group of antifungals, where more attention is focused on polyene
antifungals, their mechanism of action in detail and the emergence of resistance.
An integral part are also the stages of development of new drugs and a list of novels
developing antifungals. The final chapter describes the types of methods designed

for in vitro evaluation of antimicrobial activity of compounds.

The experimental part is devoted to screening of newly synthesized compounds
with potential antifungal activity. The microdilution broth method was used
for evaluation, which is one of the most basic methods of testing antimicrobial
susceptibility. At the end of the work are the results and overall evaluation

of the research.
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1. UVOD

Houby (mikromycety) jsou eukaryotické organismy schopné vyvolat Zivot
ohroZujici plisnové infekce. Na celém svété jimi trpi pfiblizné 1,7 miliardy jedincd.
Jednou z pficin signifikantniho narldstu morbidity i mortality je stdle vétSi mnoZstvi
patogennich hub rezistentnich vUi¢i uzivanym antimykotikim. Tomu pfispiva
napf. nadmérné uzivani Sirokospektrych antimykotik nebo chybna indikace Iéciva. Dalsi
pri¢inou maze byt pozdni diagnostika s opoZzdénou indikaci vhodného Iéku. Paradoxné
k rozvoji rezistence prispél i vyvoj mediciny, tj. moZnost transplantace organd,
chemoterapie ¢i  zavadéni katétrd. Nejvice ohroZenou skupinou jsou

imunokompromitované osoby, napt. s HIV/AIDS. (Rauseo, 2020)

V poslednich letech je klécbé plisnovych infekci dostupna Sirokd Skala
antimykotik s rGznou chemickou strukturou a odliSnym mechanismem ucinku.
Nevyhodou je vsak jejich vyrazna toxicita, casty vyskyt vedlejSich Gcinkd ¢i omezena
Ucinnost. DUllezité je také zminit, Ze se jednd prevaziné o latky k lokalnimu uziti, tzn.
k écbé kozZnich a slizni¢nich mykdz. Antimykotika pro 1é¢bu systémovych mykéz jsou
naopak zna¢né omezena. V roce 2000 bylo k dispozici pouze Sest |éCiv. V praxi vSak
byly pouzivany jen tfi z nich — amfotericin B, flukonazol a itrakonazol. (Kang, 2008)
Z tohoto dlivodu je nutny vyvoj novych sloucenin s lepSimi funkénimi mechanismy,
které budou fungicidni vac¢i houbovym patogenlm a zaroven nebudou mit nepfiznivy

vliv na zdravi pacientu.

Cilem této diplomové prace je intenzivni in vitro screening (neboli vyhledavani)
antimykoticky ucinnych latek. Kin vitro screeningu antimikrobialni aktivity sloucenin
lze pouzit celou fadu laboratornich metod, které jsou standardizovany Ustavem
klinickych a laboratornich standardd (CLSI) a Evropskym vyborem pro testovani
antimikrobidlni citlivosti (EUCAST). V této praci byla pouzita mikrodiluéni bujénova

metoda, kterou bylo otestovano celkem 54 slouéenin.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Epidemiologie mykotickych infekci

Vdnesni dobé predstavuji plisnové infekce velmi zdvainy problém.
Mikroorganismy, které je vyvolavaji, zplsobuji 4-12 % vSech nozokomialnich infekci.
Mohou byt exogenniho plvodu, tzn. primarné ziskané az v nemocni¢nim prostredi,
nebo endogenniho plvodu, kdy se infekce manifestuje u kolonizovaného clovéka.
Ve vétsiné pripadd jde o oportunni infekce doprovdzené jinym primdrnim
onemocnénim. ZpUsobuji je patogeny, které za béinych podminek kolonizuji kizi a
sliznici zdravych lidi a nezpuUsobuji zdvaind onemocnéni. Ke klinické manifestaci
dochazi pouze u jedincl s oslabenou imunitou. Jedna se zejména o déti, starsi osoby,
jedince s HIV/AIDS a pacienty, ktefi podstoupili organovou transplantaci, chemoterapii

nebo dlouhodobé uZivaji imunosupresiva.

Celosvétovy narlist morbidity a mortality je zplsoben nejc¢astéji rody Candida —
Candida albicans (60-80 %), non-albicans druhy Candida (20-30 %),
Aspergillus (15-30 %), Cryptococcus (2 %) a ojedinéle i rodem Mucorales. (Zazula,

2005; Yoon, 2014)

V roce 2009 se staly kandidy €tvrtou nejéastéjsi pri¢inou infekci krevniho rfecisté
(9 %) a zaroven treti nejcastéjsi pri¢inou spojenou s vysokou mortalitou u kriticky
nemocnych jedinc( na JIP. Divodem takto vysoké umrtnosti pacientl mize byt jednak
pomala diagnostika a s tim souvisejici opozdéné zahdjeni l1é¢by antimykotiky, a také

podcenéni rizikovych faktorl umoznujici vznik mykotické infekce. (Novak, 2009)

Pri¢inou zvysujici se incidence oportunnich systémovych mykdéz v poslednich
letech je napf. rozvoj pandemie HIV/AIDS, rozvoj obor( transplantologie, onkologie ¢i
neonatologie atd. ZlepSeni péce o tyto pacienty umozZnilo provadét napf. transplantace
u nemocnych, u kterych to bylo dfive ztechnického hlediska nemoiné, nebo
dlouhodobé Ié¢it pacienty napf. s hematologickymi malignitami. VSichni tito lidé jsou
ovsem daleko vic nachylini k rozvoji oportunni systémové i lokalni mykadzy. Kvili vysoké
umrtnosti pacientl s témito obtizemi predstavuje rozvoj léCiv ze skupiny antimykotik

klicovy faktor v moznostech vylepseni péce o kriticky nemocné pacienty. (Hordk, 2011)
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Dle studie ,Burden of serious fungal infections in the Czech Republic” z roku
2015, zabyvajici se prevalenci plisfovych infekci, bylo odhadnuto, Ze kaZdorocné
v Ceské republice trpi vaznymi plisfiovymi infekcemi asi 176 000 (1,67 %) lidi. Témto
Cisldm dominuje recidivujici vulvovaginalni kandidéza (zpUsobena C. albicans),
vyskytujici se zhruba u 152 840 ceskych Zen rocné, ndsledovand vysokym poctem
nakazenych s alergickymi respiraénimi stavy. Alergickou bronchopulmonalni
aspergilézou (ABPA) je pravdépodobné postizeno 4 739 dospélych ro¢né a dalsich
6 581 trpi zdvainym astmatem s fungdlni senzibilizaci (SAFS). Hlavnim puUvodcem
téchto nemoci je A. fumigatus. K celkovému poctu nakaZenych osob mykotickym
onemocnénim za jeden rok (176 000) nejsou stale pfipocteny kozni plisnové infekce,

které postihuji az 1,5 milionu lidi ro¢né. (Chrdle, 2015)

V 80. a 90. letech byl také zaznamenan narlst kandidovych infekci zplsobenych
zejména C. albicans. Ten byl vSak na konci 90. let ¢astecné zastaven uvedenim
antimykotika flukonazolu do klinické praxe. To mélo za nasledek nar(st incidence
kandidéz vyvolanych non-albicans kandidami (zejména C. krusei a C. glabrata, déle
C. tropicalis a C. parapsilosis) primarné rezistentnimi vici flukonazolu. Pfi nizSim
davkovani profylakticky poddvaného flukonazolu se sice potlacily kmeny C. albicans,

ale to jiz nestacilo k potlaceni méné citlivych kmenU Candida. (Mallatova, 2010)

2.2 Charakteristika houbové bunky

Mikromycety se fadi mezi heterotrofni eukaryotické organismy, které se svoji

strukturou podobaji vice savéim bunkam nez bakteriim.

Eukaryoticka burika obsahuje pravé jadro s jadernou membranou a cytoplazmu,
ktera narozdil od prokaryotickych  mikroorganismi  (bakterii)  obsahuje
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, vakuoly a mitochondrie. Dalsi dllezitou
slozkou je plazmatickd membrana, ktera je slozena z lipid(, glykoprotein(i a sterol
(ergosteroll). Ergosteroly jsou steroidni molekuly nezbytné pro spravné fungovani
plazmatickych membran. Ovliviuji jeji propustnost, fluiditu a funkci nékolika enzyma.
V houbovych bunikdch nahrazuji strukturou velmi podobny cholesterol, pfitomny

v membrdanach Zivocisnych bunék (obr. 1).
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Obrdzek 1: Strukturni vzorec cholesterolu a ergosterolu

Zdroj: Kristanc, 2019 (upraveno)

Legenda: Ergosterol se od cholesterolu lisi pouze v pritomnosti dvou dvojnych vazeb mezi uhliky
C7-8 (znaceno zelené) a C22-23 (znaceno modre) a pfitomnosti CHz skupiny na uhliku C24

Podobnosti téchto dvou latek vznika problém pfi aplikaci polyenovych
antimykotik, kdy dochazi k interakci polyend s cholesterolem ¢i dalSimi ZivociSnymi
steroly, strukturné podobnymi ergosterolu. Ndasledkem je tak, kromé fungicidniho

ucinku, toxické poskozeni lidského organismu. (Dohnal, 2008)

Velmi podstatnou slozkou houbové buriky je jeji bunécéna sténa (obr. 2). Jednd
se o dynamickou strukturu, ktera chrani burniku prfed zménami osmotického tlaku a
zarovent umoznuje burice interagovat s okolnim prostfedim. Bunécna sténa je slozena
témér vyhradné z molekul, které nejsou v lidském téle zastoupeny, ale jsou nezbytné
pro Zivotaschopnost hub. Z tohoto divodu je sténa mikromycet témér idedlnim cilem

pro vyvoj novych antimykotik pro klinické vyuZiti.

S, C—, —, C— ——, G—, ] Nanany
7
—ee

-~ </‘

——— | B-(1,6)-glukan

P——— P— B-(1,3)-glukan

> : -

]- Chitin

+ Fosfolipidova membrana

L] Chitin syntaza @ B-(1,3)-glukan syntaza

Obradzek 2: Struktura bunécné stény hub

Zdroj: Fesel, 2016 (upraveno)
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VétSina hub md spoleCnou vnitfni zdakladni vrstvu stény, sloZzenou
z rozvétveného B-(1,3)-glukanu, pB-(1,6)-glukanu a chitinu, které jsou spojeny
vodikovymi vazbami. Tyto slozky predstavuji nosnou ¢ast bunécéné stény hub, kterd
odolava vnitfnimu hydrostatickému tlaku. Casto jsou na né navazany dalsi struktury,
jako jsou napf. polysacharidy (manany) Ci glykoproteiny, diky kterym se od sebe
jednotlivé druhy hub vyrazné liSi. Jednotlivé komponenty bunécné stény jsou

kovalentné zesitovany. (Adams, 2004; Bowman, 2006; Gow, 2017)

2.3 Klasifikace mikromycet

Klasifikace mikromycet vychdzi primarné ze zpUsobu jejich rozmnozovani,
morfologie reprodukénich organl a spor, popfipadé z biochemickych vlastnosti

(zejména kvasinek).

V praxi spadd prevaina vétsina potenciondlné patogennich druhl do skupiny
pravych hub zvanych Eumycetes. Eumycota jsou €lenéna do ¢ty zakladnich trid:
Zygomycetes (houby spajivé), kam se radi napf. rod Absidia, ddle Ascomycetes (houby
vieckovytrusé), Basidiomycetes (houby stopkovytrusé) a nakonec Deuteromycetes
(houby nedokonalé), kam spadaji rody Candida (fad Blastomycetes) nebo Aspergillus a

Trichophyton (fad Hyphomycetes).

V béiné terminologii jsou mikromycety déleny na: kvasinky, plisné (neboli
vldknité houby) a dimorfni (bifazické) houby, které se nachdzi, v zavislosti na teploté,
bud ve fazi vlaknitého mycelia (pfi 20 °C), nebo ve kvasinkovém stadiu (pfi 37 °C).

(Bednar, 1996; Buchta, 1998; Melter, 2014)

2.4 Klasifikace testovanych kmeni hub

2.4.1 Rod Candida

Mikroorganismy rodu Candida jsou hlavnimi plvodci povrchovych
i systémovych endogennich mykdz. Je jich popsano vice nez 200 druhd, z nichz jen
nékolik zpUsobuje u Clovéka infekce. Jsou rozsifeny po celém svété a nejcastéji
kolonizuji kGZi a sliznice. Castym onemocnénim, které vyvolavaji, je kandidéza.

Pivodcem této infekce je hlavné Candida albicans (obr. 3). Méné ¢astymi patogennimi
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patogenni druhy jsou C. parapsilosis (obr. 4), C. tropicalis (obr. 5), C. krusei (obr. 6),

C. stellatoidea, C. glabrata, C. pseudotropicalis nebo C. guilliermondii.

Kandidy se radi mezi aerobni mikroorganismy a na kultivaci jsou malo naro¢né.
Dobfe rostou na Sabouraudové (SAB) glukézovém agaru pfi teploté 37 °C (24-48 h).
(Bednar, 1996; Votava, 2010; Loreto, 2019)

Obrazek 3: Kolonie Candida albicans (SAB glukdzovy agar, 48 h pri 37 °C)
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/Candida-albicans.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Candida albicans na SAB glukdézovém agaru — barva
krémovd, vzhled matny, textura hladkd, profil kolonie vypoukly, tvar okrouhly, okraj rovny

Candida porapsilosis

Candide albicans

Obrazek 4: Kolonie Candida parapsilosis (SAB glukozovy agar, 48 h pri 37 °C)

Zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/candida-albicans-
photos/chromogenic-candida-agar.html?fbclid=IwAR2AFmMFm-
TsnFSyf8WvV3H5XrVal3EyE1lrngl1cPPJWtPRAF67ig-L1Qn_I (upraveno)

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Candida parapsilosis na SAB glukézovém agaru —
barva krémovd, vzhled matny, textura drsnd, profil kolonie plochy a zvinény, tvar sektorovy,
okraj vinity
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Obradzek 5: Kolonie Candida tropicalis (A: SAB glukozovy agar, B: chromogenni
kandidovy agar, 48 h p¥i 37 °C)
Zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/candida-albicans-

photos/chromogenic-candida-agar-candida-tropicalis.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Candida tropicalis na SAB glukézovém agaru —
barva krémovd, vzhled matny, textura hladkd, profil kolonie vypoukly, tvar okrouhly, okraj

rovny

Obrazek 6: Kolonie Candida krusei (A: SAB glukézovy agar, B: chromogenni
kandidovy agar, 48 h pri 37 °C)

Zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/candida-albicans-
photos/chromogenic-candida-agar-growth.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Candida krusei na SAB glukézovém agaru — barva
krémovd, vzhled matny, textura drsnd, profil kolonie plochy, uprostied vyvyseny, tvar okrouhly,
kraj vroubkovany

Kvasinky jsou dimorfni houby. Kvasinkové burky (blastokonidie) jsou ovalné ¢i

kulaté, o velikosti 3-5 um. Protahlé blastokonidie tvofi tzv. retizky — pseudohyfy.
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Kandidy tvofi i pravé hyfy, sloZzené zvice bunék (obr. 7). Kvasinkové formy

se rozmnozuji pucenim.

Obradzek 7: Candida albicans: a) kvasinka jako ovdlna burika — blastokonidie,
b) pseudohyfy — protahlé blastokonidie, c) pravé hyfy

Zdroj: Kibbler, 2020
Legenda: Fdzovy mikroskop, zvétseni zdroj neuvadi
Z biochemického hlediska umi kvasinky zkvasovat rGzné cukry a této schopnosti
se vyuziva k rozliseni jednotlivych druh(. Testy k tomu uréené se nazyvaji zymogramy.
Pro identifikaci kandid se pouZzivaji asimila¢ni testy auxanogramy, u kterych se vyuziva

schopnosti utilizovat cukry a dusikaté latky. (Bednar 1996; Schindler, 2010)

2.4.2 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus obsahuje vice nez 300 popsanych druhd. Je vSak znamo, Ze jen
nékolik mdlo z nich zplsobuje onemocnéni u lidi. Nejéastéji se mlizeme setkat
s druhem Aspergillus fumigatus (obr. 8, 9, 10), dale pak s Aspergillus flavus (obr. 11,
12, 13), A. niger, A. terreus a A. nidulans. Tyto druhy patfi mezi nejvice rozsifené
mikromycety v nasem prostfedi. Vyskytuji se kosmopolitné jako saprofytické
mikroorganismy. Vzhledem k jejich ¢etnosti je mozny jejich vyskyt v dychacich cestach

bez nutnosti vzniku onemocnéni.

Aspergily jsou vldknité houby, jejichz vldkna (hyfy) jsou délena septy.
Makroskopicky uUtvar tvofeny mnohocetné rozvétvenymi hyfami se nazyva mycelium.
Dle lokalizace a funkce je slozen ze dvou ¢asti — mycelium vegetativni (bazalni), které
vrasta do kultivacniho média a Cerpa z néj Ziviny, a mycelium vzdusné (povrchové),
jenz nese organy k reprodukci. Konce vlaken jsou tvoreny dlouhymi konidiofory s trsem
konidii (sporami) — rozmnoZovacimi elementy. Ty se uvoliuji a mohou byt vdechnuty,

¢imZ je umoZnén pfenos na ¢lovéka.
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Tyto houby mohou vyvolat u clovéka infekci a intoxikaci. Nékteré kmeny
aspergilt produkuji hepatotoxické a kancerogenni mykotoxiny (= aflatoxiny), jejichz
zdrojem jsou Casto rostlinné produkty (napf. ceredlie). Infekénim onemocnénim byva
aspergildza, ktera ma nékolik forem. Casty je ohrani¢eny aspergilom, zavaind je akutni
pneumonie, u atopikli pak astma ¢i bronchopneumonie. DalSimi béznymi klinickymi
projevy jsou sinusitida, otitida, pleuritida ¢i postizeni CNS a ocnice. Déle jsou aspergily
vyznamnymi plvodci nosokomidlnich ndkaz. OhroZeni jsou zejména pacienti

s oslabenou imunitou a po transplantacich.

Pro pfimy prikaz aspergill se odebird sputum, bronchidlni vyplachy nebo
se déld biopsie tkani. Aspergily rostou na rlznych padach, nejéastéji se pouziva
Sabouraud(v agar. Doba kultivace trva vétSinou 2—4 dny pfi teploté 22—-27 °C. Barva
mikrokonidii byva vétSinou Sedozelend, zlutd nebo cernd. Pozitivni mikroskopicky a
kultivacni ndlez pro diagnézu nestaci. Rozhodujici diagnosticky vyznam maiji sérologicka

vySetteni. (Bednar, 1996; Loreto, 2019)

Obradzek 8: Kolonie Aspergillus fumigatus (SAB agar, 72 h pri 27 °C)
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/01/aspergillus-fumigatus.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Aspergillus fumigatus na SAB agaru — rychle
rostouci, modrozelené zbarvené, sametové, spodni strana vétsinou svétld nebo nazelenald
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Obrazek 9: Aspergillus fumigatus (mikroskopické zobrazeni)

Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/01/aspergillus-fumigatus.html

Legenda: porizeno digitdlnim mikroskopem DMD-108, obarveno laktofenolovou modri (LPCB);
a) zvétseni 250x; b) zvétseni 400x

Aspergillus
fumigatus

—— konidis (konidicspory)
Fialicly
mechyiek (vezikuba)

\ \ stopka [konidiofor)

Obrdzek 10: Aspergillus fumigatus — mikromorfologicky popis
Zdroj: http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/asp-fu.htm (upraveno)

Obradzek 11: Kolonie Aspergillus flavus (SAB agar, 72 h pfi 27 °C)
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/aspergillus-flavus.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Aspergillus flavus na SAB agaru — rychle rostouci,
hrubé zrnité, Zlutozelené zbarvené, spodni strana vétsinou svétld, mohou se vytvadret tmavad
sklerocia vétsinou kulovitého tvaru
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Obradzek 12: Aspergillus flavus (mikroskopické zobrazeni)

Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/aspergillus-flavus.html

Legenda: porizeno digitdInim mikroskopem DMD-108, obarveno LPCB;
a) zvétseni 250x; b) zvétseni 1000x, olejovd imerze

Aspergilius

flavus
konidie (kersdiospory)
fichay
metuby

michyrek (vezikda)

stopkn (konidfor)

Obradzek 13: Aspergillus flavus — mikromorfologicky popis
Zdroj: http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/asp-fl.htm (upraveno)

2.4.3 Rod Absidia

Rod Absidia patfi mezi vldknité mikromycety, zygomycety (houby spajivé), které
se také nazyvaji jako plisné pravé. Jednd se o saprofyty na rostlinnych substratech

(napf. na obili, ovoci) a vyskytuji se vSude na svété.

Druhy rodu Absidia zpUsobuji onemocnéni zvanad zygomykdézy (nebo téz
mukormykdzy), dale infekce tézkych popdlenin, sepse ¢i otomykdzy zevniho
zvukovodu. Clovék se mdze infikovat nejcastdji vdechnutim spdér, méné casto

alimentarni cestou ¢i koznim poranénim.

Laboratorni diagnostika se provadi ze sekrec¢niho materidlu. Pro kultivaci se
stejné jako u aspergilll pouziva nejcastéji Sabouraudlv agar. (Bednar, 1996; Votava,

2003; Juldk, 2006)
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Nedavné taxonomické revize rodu Absidia zapfiCinily premisténi tfi
termotolerantnich druhl - A. corymbifera (obr. 14, 15), A. blakesleeana a
A. hyalospora, které jsou nyni zafazeny do rodu Lichtheimia. Rod Lichtheimia
v soucCasné dobé obsahuje pét kmenl. Lichtheimia corymbifera, dfive pod ndzvem
Absidia corymbifera, je hlavnim patogenem zpUsobujicim infekce clovéka a zvitat.
Dalsimi druhy jsou napf. L. ramosa a L. ornata, které jsou také hlasené jako lidské

patogeny. (Garcia-Hermoso, 2009)

Obrazek 14: Absidia corymbifera (SAB agar, 4 dny pri 30 °C)
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/absidia-corymbifera-lichtheimia.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Absidia corymbifera na SAB agaru — rychle rostouci,
vatovité, bilé, spodni strana bez pigmentu

Obrdzek 15: Absidia corymbifera (mikroskopické zobrazeni)

Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/absidia-corymbifera-lichtheimia.html

Legenda: porizeno digitdlnim mikroskopem DMD-108, obarveno LPCB; a) zvétseni 100x;
1 —rhizoid, 2 — stolon, 3 — sporangiofor, 4 — sporangium; b) zvétseni 400x; 5 — sporangiospory
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2.4.4 Rod Trichophyton

Rod Trichophyton je jeden ze tfi rodd (dalSimi jsou Microsporum a
Epidermophyton), ktery spada do skupiny hub nazyvajici se dermatofyty. Jedna se
o tzv. keratinofilni houby, které se mnozi pouze v keratinovych vrstvach klize a jejich

adnex (vlasy, vousy, nehty).

Vyznamnou schopnosti dermatofytl je dimorfismus. V keratinové vrstvé je
mozné pozorovat hyfy a tzv. artrospory (neboli artrokonidie) — hranaté burky vzniklé

fragmentaci hyf (obr. 16).

e
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Obrdzek 16: Rod Trichophyton — artrospory
Zdroj: Mondello, 2008

Tyto patogenni houby se vyskytuji po celém svété, pricemz nékteré druhy jsou
v urcitych oblastech zastoupeny vice. Parazituji jak na ¢lovéku, tak na zvifatech. Pfenos

je mozny primym kontaktem nebo pouzivanim stejnych predméta.

Dermatofyty jsou plvodci plisnovych onemocnéni kiiZe tzv. dermatofytdz, které
zpravidla nemivaji zadvazny charakter, pouze délka IéCby byva ¢asové narocna. Infekci
mohou zpUsobovat napf. druhy T. mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans,

T. verrucosum, T. interdigitale atd. (Bendkova, 2006; Votava, 2010; Singh, 2018)

Trichophyton interdigitale (obr. 17) je antropofilni druh, ktery dfive patfil
do komplexu Trichophyton mentagrophytes, coz je béiny patogen zplsobujici
dermatofytdzy. Ten se v pribéhu evoluce odlisil a vdnesni dobé je na zakladé

molekuldrné — genetickych studii klasifikovan jako samostatny druh. (Zhang, 2019)

Kultivace se provadi ve tmé na SAB glukdézovém agaru minimalné tfi tydny
pfi pokojové teploté (20-25 °C). Kolonie maji rdznou barvu pigmentace. Povrch m{ze
byt zrnity, praskovity ¢i vatovity. Velky diagnosticky vyznam ma morfologie konidii,

ktera se u jednotlivych druht znacéné lisi. (Bednar, 1996)
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Obrazek 17: Trichophyton interdigitale (SAB glukézovy agar, 3 tydny pfi 20 °C)

Zdroj: https://www.mykologie-experten.de/pilzgalerie/articles/trichophyton-interdigitale.html

Legenda: makromorfologicky popis kolonie Trichophyton interdigitale na SAB glukézovém
agaru — pomalu rostouci, vatovité, bilé aZ lehce naZloutlé, spodni strana Zlutohnédd
s nacervenalym pigmentem

2.5 Nemoci vyvolané houbami

RozliSujeme c¢tyfi zdkladni skupiny infekci vyvolané houbami. Jsou to

mycetismy, mykotoxikdzy, mykoalergie a mykdzy.

2.5.1 Mycetismy

Mycetismy jsou zpusobovany pozitim jedovatych hub s naslednou intoxikaci
jejich toxiny, jedna se o tzv. alimentarni otravy. NejcastéjSim pUvodcem jsou
stopkovytrusné houby. U nds se vyskytuji hlavné druhy muchomirka cervena
(A. muscaria), muchoml(rka zelend (Amanita phalloides) a muchomdirka tygrovana

(A. pantherina). (Buchta, 1998; Graeme, 2014)

2.5.2 Mykotoxikozy

Pfi¢inou mykotoxikdz jsou toxiny — sekundarni metabolity produkované
mikromycetami, které jsou schopné vyvolat zdvazna onemocnéni az smrt u lidi i zvirat.
Jednd se zejména o toxiny aflatoxin, citrinin, namelové alkaloidy, fumonisiny,
ochratoxin A, patulin, trichotheceny a zearalenony. Obvykle jsou soucasti
kontaminované potravy a pfedstavuji tak pro ¢lovéka velmi vyznamny rizikovy faktor.

Mohou zpUsobit akutni a chronické toxikdzy. Jejich ucinek muze byt nefrotoxicky,
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hepatotoxicky, imunosupresivni, estrogenni, hemoragicky, teratogenni i karcinogenni.
Mezi hlavni producenty mykotoxin( se radi vlaknité houby rodu Aspergillus, Penicillium

a Fusarium. (Bednar, 1996; Buchta, 1998; Bennett, 2003)

2.5.3 Mykoalergie

Mikromycety mohou také zplUsobovat mykoalergickd onemocnéni, kterd
predstavuji precitlivélou reakci imunitniho systému hostitele na plisfové antigeny
vyvolanou houbovym alergenem (nejcastéji se jednd o spory). Citlivi jedinci jsou
spérami alergizovani pfi vdechnuti, ¢imZz dochazi k podrazdéni dychacich cest.
Mezi alergické nemoci vyvolané houbami patfi alergicka rhinitis, alveolitis, astma ¢i
chronicka bronchitis. K nejfrekventovanéjsim alergennim houbdm vyvolavajici tato
onemocnéni se fadi napf. rody Cladosporium, Aspergillus, Alternaria, Helmithosporium,

Epicoccum, Fusarium, Penicillium atd. (Buchta, 1998; Ostry, 1998)

2.5.4 Mykozy

Mykdzy jsou nemoci probihajici ve tkdnich nebo télnich tekutinidch hostitele,
ktery je nejprve kolonizovan, nasledné probéhne proliferace s pfipadnou diferenciaci a
sporulaci, a to ma za nasledek jeho poskozeni. Pfitomnost patogenniho agens muze
také zpusobit intoxikaci ¢i vyvolat hypersenzitivni reakci hostitele. Pfenos houbové
nakazy je mozny tfemi zdkladnimi zplsoby — inhalaci (vdechnutim) houby, kontaktem
(dotykem) snemocnym clovékem, zvifetem ¢i zdravym nosicem a traumatem
(poranénim) kuize ci sliznice, ¢imz dojde k naruseni pfirozené bariéry. (Bednar, 1996;

Buchta, 1998)

Mykdzy muizeme klasifikovat jako povrchové (superficialni), kozni (kutanni),
podkozni (subkutdnni) nebo hluboké (systémové) infekce v zavislosti na typu a stupni

postizeni tkané (obr. 18). (Walsh, 1996)
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Obrazek 18: Lokalizace hlubokych mykoz ve srovndni s povrchovymi, koZnimi a
podkoznimi mykoézami

Zdroj: Walsh, 1996 (upraveno)

2.5.4.1 Povrchové mykozy

Povrchové mykdzy jsou ze vsech mykdz nejbéinéjSi a zaroven zpUsobuji
ve svété nejvice rozSitena onemocnéni kUzZe, vlast, nehtl a sliznic. Nepronikaji
do hlubsich tkani, jsou lokalizovdny pouze v nejsvrchnéjsi ¢asti kize (stratum corneum)
a kutikule vlast. Postihuji jak zvitata, tak lidi, u nichz kolonizuji k(izi a Stépi keratin.
Povrchové mykozy zahrnuji nasledujici plisriové infekce a jejich etiologické plvodce:
cerna piedra (Piedraia hortae), bild piedra (Trichosporon beigelii), pityriasis versicolor
(Malassezia furfur) a tinea nigra (Phaeoannellomyces werneckii). DalSimi patogeny
mohou byt kvasinky. Vétsinou se jedna o druhy Candida, zvlasté pak Candida albicans.
Kvasinkové infekce jsou prevdiné endogenni, prenaseji se vSak i pohlavnim stykem.

(Vosmik, 1995; Bednar, 1996)

2.5.4.2 Kozni mykozy

Kozni mykdzy postihuji keratinizované vrstvy kize, vlasové folikuly a nehty.
Mohou byt klasifikovany jako dermatofytdézy nebo dermatomykézy. Dermatofytozy
jsou zpUsobeny pavodci rodl Epidermophyton, Microsporum a Trichophyton.
Dermatomykdzy jsou kozni infekce zplisobené jinymi houbami, z nichZ nejcasté;jsi jsou

kandidy, aspergily a kryptokoky. (Walsh, 1996; Buchta, 1998)

2.5.4.3 PodkozZni mykozy

ees

Subkutanni mykdzy jsou vyvoldvany mikromycetami, které Ziji saprofyticky
v pudé nebo na rozkladajicich se rostlinach ¢i dievé. Tyto houby jsou malo invazivni a
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onemocnéni vznika pouze, pokud jsou mykoticka agens zanesena pfimo do podkozi
traumatizované tkané. Postizeny jsou i hlubsi vrstvy kiZe, popf. i kosti. Existuji tfi
zakladni typy subkutannich mykdz: chromoblastomykdza (vyvolava napf. Cladosporium
carrionii), mycetom (napft. Allescheria boydii) a sporotrichdza (pivodcem je Sporothrix

schenckii). (Bednar, 1996; Walsh, 1996; Peutherer, 1999)

2.5.4.4 Hluboké mykozy

Hluboké mykdzy jsou zplsobovany bud primarnimi ¢i oportunnimi houbovymi
patogeny. Primdrni patogenni houby jsou schopné vyvolat infekci u zcela zdravého
hostitele. Do organismu se obvykle dostavaji prostfednictvim dychacich cest.
Mezi primarni  systémové patogeny patfi Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis a Paracoccidioides Brasiliemi. Oportunni
patogeny vyZaduji naopak imunitné oslabeného hostitele, aby ho dokazali
intravaskularné skrze dychaci cesty nebo zazivaci trakt infikovat. Hlavnimi mykotickymi
agens jsou Cryptococcus neoformans, Candida spp., Aspergillus spp., Penicillium
marneffei, Zygomycetes, Trichosporon  beigelii a Fusarium spp. (Walsh, 1996;

Kodousek, 2003)

2.6 Antimykotické latky vyuzZivajici se v terapii

V dnesni dobé je stale lékova skupina antimykotik podstatné pocetné chudsi
skupinou oproti antibiotiklim, navzdory nar(istu prevalence zavaznych systémovych
mykotickych infekci a vzniku multirezistentnich mykotickych patogent. Vyznamnym
vlivem se na tomto faktu podili, kromé kratSiho ¢asu vyzkumu na poli antimykotik,
i slozitéjsi struktura organismu hub. Mikromycety jsou vicebunééné eukaryotni
mikroorganismy, a proto je podstatné tézsi nalézt klicovou cilovou strukturu pro zasah
|éCiva tak, aby nebyla zasaZena i struktura hostitele — ¢lovéka. Vidy je nutné zajistit,
aby toxicita léku byla pro buriky patogennich hub vyrazné vyssi neZ toxicita pro buriky

pacienta. (Lincova, 2007)

Mechanismem téchto léciv je cilené plsobeni na syntézu bunécné stény,
ergosterolu, nukleovych kyselin ¢i zvySovani permeability membrany. Jejich Gcinky jsou

fungistatické, ¢imz je zamezeno rlstu a mnoZeni houbovych bunék, az fungicidni, kdy
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dochazi k usmrceni plisnovych bunék. V praxi je mozné se setkat s témito skupinami
antimykotik — nespecifickd (u¢inna dezinficiencia a antiseptika) a specifickd (polyeny,
antimetabolity, azoly, echinokandiny a ostatni antimykotika). Z hlediska indikaci jsou
antimykotika rozdélena k Ié¢bé systémovych a lokdlnich mykdz (tab. 1). Léciva jsou
dostupna v nékolika formach, napf. v lokalni formé (gel, mast nebo sprej), ordini
(tobolka, tableta nebo tekuty lék), intravendzni (injekce) nebo ve vagindlni formé

(mékké tablety, globule). (www.nhs.uk; Vosmik, 1995; Lepesheva, 2011; Horak, 2011)

Tabulka 1: Rozdéleni antimykotik

Polyenova Systémova Amfotericin B
antimykotika

Lokalni Nystatin
Natamycin (Pimaricin)

Antimetabolity Systémové Flucytosin

Azolova Systémova Ketokonazol
antimykotika Mikonazol
Flukonazol
Itrakonazol
Vorikonazol

Lokalni Ekonazol
Tiokonazol
Klotrimazol
Terkonazol
Fentikonazol
Oxikonazol
Bifonazol

Echinokandiny Systémové Kaspofungin
Anidulafungin

Mikafungin
Ostatni Systémova Griseofulvin
antimykotika Terbinafin
Lokalni Ciklopirox olamin

Zdroj: Lincova, 2007
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2.6.1 Polyenova antimykotika

Polyeny patfi k jedném z nejstarSich skupin antimykotik. Mezi tyto specifické
latky radime amfotericin B, natamycin a nystatin, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou
amfotericin B (AmB) a nystatin (Nys). Jednd se o IéCiva pouzivand k lokalni |écbé,
v pfipadé AmB, i pro systémovy ucinek, a to zejména u imunokompromitovanych
pacientld a nékterych parazitdz, jako je leishmanidza a trypanozomidza. Nejzdsadnéjsi
vyhodou polyent jsou jejich Sirokospektré ucinky proti mykotickym patogen(im, které
jsou vlc¢i nim jen zfidka kdy rezistentni. Nevyhodou polyenl je Spatnd biologicka
dostupnost pfi ordlnim podani, z divodu nedostatecné absorpce v GIT, spolu s vysokou
toxicitou, postihujici zejména ledviny, srdce, jatra a cervené krvinky. Proto je vhodné je

podavat parenteralné. (Lincova, 2007)
e Amfotericin B

Amfotericin B je makrocyklické polyenové antimykotikum, poprvé izolované
z kmene Streptomyces nodosus roku 1955. Do klinické praxe bylo zavedeno o 3 roky
pozdéji. Jednd se o nejucinnéjsi antimykotikum se Sirokym spektrem ucinku
a nejmensim vyskytem rezistenci. Z |ékarsky vyznamnych hub jsou na amfotericin B
citivé kmeny Aspergillus fumigatus, Candida albicans, C. krusei, C. glabrata,
Cryptococcus neoformans a Fusarium oxysporum. AmB je indikovan pouze k |é¢bé Zivot
ohrozujicich plisfnovych infekci, jako jsou napt. aspergildza, blastomykdza, kandiddza,
kokcidioidomykdza a kryptokokdza. Obvykle se podava intravendzné s pouizitim
lipozomalni formy, ¢imz je sniZzena celkova toxicita |éCiva. Amfotericin B je velmi znamy
pro své zavaziné vedlejsi ucinky, kterymi jsou predevsSim vysoké horecky, zimnice,
hypotenze, nevolnost, bolest hlavy ¢i dusnost, které se dostavi kratce po jeho podani.
Dalsim nezadoucim ucinkem je poskozeni ledvin, avsak u lipozomalnich pfipravka, jako
je Amphotec (ABCD), AmBisome (AmBi) nebo Abelcet (ABLC), byla hlasena mensi
nefrotoxicita, a tak se staly preferovanéjsi formou AmB u pacientl. (Clemons, 1998;

Ali, 2018)
e Nystatin

Nystatin je prvni polyenové antimykotikum pouzZité k lécbé plisfiovych infekci.
Poprvé byl izolovan roku 1951 z kmene Streptomyces noursei. Je indikovan pfti lokalni

29



lé¢bé kandidéz kiiZze a sliznic. U&inkuje hlavné proti roddm Candida, Rhodotorula,
Torulopsis, Trichosporon a na mikromycety rodu Aspergillus. (Vosmik, 1995; Lincova,

2007)
e Natamycin

Natamycin, také znamy jako pimaricin, je antimykotikum s lokanim uzitim.
Jedna se o latku poprvé izolovanou z kmene Streptomyces natalensis. Vyuziva se
k lécbé keratitidy, konjunktivitidy, kandiddzy ustnich koutkl nebo kandidové vulvitidy.

Je ucinny zejména proti druhGm Aspergillus, Candida a Fusarium. (Horak, 2011)

2.6.1.1 Mechanismus ucinku polyenovych antimykotik

Princip mechanismu polyenovych antimykotik spocivad v navazani na ergosterol
a nasledné tvorbé poérd v membrdné fungalnich bunék. Tim je zhorSena bariérova

funkce membrany, zvysena jeji permeabilita a burika odumira.

Molekula polyend ma amfipaticky (amfifilni) charakter. Struktura polyen( je
sloZzena ze tfi podjednotek (obr. 19), jsou to — hydrofobni polyenovy (znaceno zelené) a
hydrofilni polyolovy retézec (znaceno modre), jenz spolecné tvofi makrolidovy kruh.
Treti a posledni slozkou je mykosaminovy kruh (znaceny hnédé). Vlastnosti téchto latek
je Spatnd rozpustnost ve vysoce polarnich a nepolarnich rozpoustédlech, kde tvofri

agregaty. (Kristanc, 2019)

Vzorce amfotericinu B a nystatinu maji velkou strukturdlni podobnost, lisi se
pouze vrozloZzeni hydroxylovych skupin v polyolovém fretézci a v preruseni

konjugovanych dvojnych vazeb (v ptipadé nystatinu) v polyenovém retézci.
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Obrdzek 19: Struktura AmB a Nys
Zdroj: Kristanc, 2019

V zavislosti na velikosti makrolidového kruhu rozdélujeme polyeny do dvou
podskupin: nepodrotvorné polyeny (natamycin — obr. 20) a pdrotvorné polyeny

(amfotericin B, nystatin).

HO

HOOC CH;

Obrdzek 20: Struktura natamycinu

Zdroj: Kristanc, 2019

Legenda: makrolidovy kruh natamycinu je ve srovndni s Nys nebo AmB relativné krdtky, a proto

nemd(Ze vytvdret transmembrdnové pory.
Prvnim krokem v mechanismu plsobeni polyenl je vazba molekuly
antimykotika na ergosterol (obr. 21). To je umoinéno elektrostatickou interakci

(vodikovou vazbou) mezi hydroxylovymi skupinami ergosterolu a mykosaminového
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kruhu (napf. AmB), ktery je vazdn na uhliku C19 na AmB. Hydroxylovad skupina
na uhliku C35 je podstatna k ukotveni antimykotika k jedné strané lipidové dvojvrstvy.

(Brajtburg, 1990; Gray, 2012)
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Obrazek 21: Vazba amfotericinu B na ergosterol

Zdroj: Gray, 2012

Ill

Interkalaci polyenového antimykotika do membrany je vytvoren ,kanal”, ktery

svou strukturou presahuje membranu (obr. 22).

Obrazek 22: Vclenéni antimykotika do bunééné membrdny

Zdroj: Gray, 2012

Péry mohou byt tvoreny dvéma zpUsoby — konformacni zménou membrany
nebo tandemovym vloZenim antimykotika do lipidové dvojvrstvy (obr. 23). Vznik
jednoduchého ¢i dvojitého ,kanalu” je zavisly na tloustce hydrofobni ¢asti plazmatické
membrany hub — &im tendi, tim je vétsi pravdépodobnost vzniku jednoduchého péru a

naopak. (Lepesheva, 2011)
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Legenda: A: jednoduchy , kandl”, B: dvojity ,,kandl”

Oba typy transmembranovych ,kandld“ maji stejnou strukturu. Polyenové
fetézce sméruji k lipidovému prostredi (k fosfolipidiim) a dutina pérd je tvorena
hydrofilnimi polyolovymi fetézci s OH skupinami (obr. 24). (Ghannoum, 1999)
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Obrazek 24: Transmembrdnovy "kandl" tvofeny amfotericinem B

Zdroj: Kristanc, 2019
Pérotvorna aktivita polyen( zpuUsobuje, Ze jednomocné a dvojmocné ionty
(napt. sodné, draselné, vapenaté, chloridové ionty) unikaji z buniky ven (obr. 25). Slozky
podilejici se na tvorbé péra se lisSi svymi rozméry, to ovliviuje celkovou Sitku
transmembranového ,kanalu”“ a prochazet tedy mohou jen molekuly o pfislusné

velikosti. Zatimco nystatin tvofi mensi pdry, které jsou propustné pouze pro ionty
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do velikosti 0,36 nm, amfotericin B tvofi péry o velikosti 0,46 nm, které umoznuji

prachod molekuldm o velikosti sachardzy. (Ketllyn, 2016; Kristanc, 2019)

Ergosterol

Bun&&na membrana {

Navazani ergosterclu, \ Cat* Ca® =
interkalace do bunééné membrany Na*

Obrazek 25: Cytoplazmatickd membrdana hub — unik intraceluldrnich kationti

Zdroj: https://drfungus.org/knowledge-base/antifungal-pharmacology/ (upraveno)

Unikem intraceluldrnich iontd se ni¢ elektrochemicky gradient. To ma
za nasledek zvySeni permeability cytoplazmatické membrany a naruseni bunécéné

homeostdzy. Cely tento proces vede k bunééné smrti. (Shapiro, 2011)

K dalSimu naruseni bunécné homeostazy mlize také prispét tvorba reaktivnich

forem kysliku (ROS), které zpUsobuji oxidativni poskozeni bunék hub.

Nékteré studie prokdazaly, Ze polyeny mohou mit pfimy inhibi¢ni ucinek
na funkci membranovych transportér urcitych aminokyselin a glukézy, a tim by tak
mohly pfispét k naruseni biochemickych procest v burice hub. Mechanismus inhibice

neni vSak dosud znam. (Kristanc, 2019)

2.6.2 Antimetabolity

Jedinym zastupcem antimetabolitl je flucytosin (5-fluorocytosin, 5-FC). Jde
o systémové antimykotikum s udzkym spektrem Ucinku. Strukturou se jedna
o fluorovanou pyrimidinovou bazi. Mechanismus ucinku flucytosinu spociva v inhibici
jak DNA, tak RNA syntézy za pomoci enzymu adenosindeaminazy, kterd 5-FC

deaminuje na vlastni Ucinnou latku 5-fluorouracil. Problémem zde je &asty vyskyt
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rezistenci na tento Iék. Proto se flucytosin jen zfidka kdy pouziva samostatné. Klinicky
nejvyhodnéjsi synergickou interakci je vzajemné plsobeni s amfotericinem B, kterd se
indikuje k 1écbé kryptokokové meningitidy a rdznym typlim systémovych mykdz
zpUsobenych rodem Candida. Zneiddoucich ucinkli je zdsadni hlavné
granulocytopenie, prechodné zvyseni jaternich testl ¢i projevy intolerance rliznych

sloZzek potravy. (Lillmann, 2002; Ali, 2018)

2.6.3 Azolova antimykotika

Tato skupina latek se zacala pouZivat od 60. let minulého stoleti a dnes patfi
mezi nejpocetnéjsi skupinu antimykotik. Jeji zastupci maji strukturu zaloZenou
na imidazolu, novéjsi prepardty na triazolu. PouZivaji se bud topicky, k Iécbé
povrchovych dermatofytickych a kvasinkovych infekci, nebo se indikuji pfi zavaznych

systémovych plisfiovych infekci.

2.6.3.1 Systémova azolova antimykotika

Do této skupiny léciv se fadi imidazolovd (mikonazol, ketokonazol) a triazolova
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol) antimykotika. Jejich mechanismus Ucinku spociva
v inhibici lanosin 14-alfa-demetyldzy, enzymu odpovédného za preménu lanosinu
na ergosterol. Nizké mnozstvi ergosterolu zhorsuje fluiditu plazmatické membréany a
funkénost enzym( na ni navazanych. Azolovd antimykotika maji Siroké spektrum

ucinku proti dermatofytim, kvasinkam i plisnim.
¢ Imidazolova antimykotika — mikonazol, ketokonazol

Jednd se o nejstarsSi azolova antimykotika, nahrazovand dnes uZ novéjsimi
derivaty, jako je flukonazol a itrakonazol. Ketokonazol se nej¢astéji indikuje u infekci
kGize, vlast, nehtd a sliznic vyvolanych dermatofyty ¢i kvasinkami. U mikonazolu byl
kromé antimykotického Uc¢inku prokdzan i efekt na nékteré grampozitivni bakterie a

na Helicobacter pylori.
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e Triazolova antimykotika — flukonazol, itrakonazol, vorikonazol

VSechna tyto latky se fadi mezi novéjsi druhy systémovych antimykotik. Indikuji
se zejména u aspergilovych infekci, v nékterych pripadech i vyvolanych rodem Candida.

Vyhodou je zde mensi mnoZstvi nezadoucich ucinkl a Iékovych interakci.

2.6.3.2 Lokalni azolova antimykotika

Jedna se o léciva syntetického plvodu. Predstavuji skupinu latek s obdobnym
principem mechanismu jako u pfedchozi skupiny, a tedy i s podobnym klinickym
pouzitim. Vyjimku predstavuje bifonazol, ktery inhibuje biosyntézu ergosterolu
na dvou rGznych urovnich, ¢imZz dochazi k funkénim a strukturalnim porucham

v cytoplazmatické membrané.

V praxi se tato antimykotika vyuzZivaji zejména v |é¢bé dermatologickych obtizi,
resp. hlavné v gynekologii. Jsou dostupnd v rliznych lokdlnich Iékovych formach, coz

umoznuje lékafi zvolit optimalni Iék odpovidajici danému onemocnéni.
e Bifonazol

Bifonazol je Sirokospektré antimykotikum, plsobici hlavné na dermatofyty, kvasinky a

plisné. Uréené pouze pro lokalni aplikaci ve formé krému ¢i roztoku.
¢ Ekonazol, Klotrimazol

Antimykotika ekonazol a klotrimazol puUsobi fungistaticky az fungicidné
na proliferujici houby, kvasinky a plisné. Neplsobi na spory. Na vétSinu

grampozitivnich bakterii u€inkuji bakteriostaticky.
e Fentikonazol

Fentikonazol je indikovan klokalni |écbé dermatomykdéz a ke smiSenym
mykotickym a bakteridlnim koznim infekcim. (Vosmik, 1995; Lillmann, 2002; Lincova,

2007)
e Tiokonazol, Oxikonazol, Terkonazol

Tato tfi antimykotika jsou uréend vyhradné k lé¢bé kandidovych vulvovaginitid.

(Sliva, 2010)
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2.6.4 Echinokandiny

Echinokandiny jsou posledni skupinou antimykotik, ktera se zacala pouzivat
pocatkem 21. stoleti. Jedna se o Sirokospektra antimykotika uzivand vyhradné k léc¢bé
zavainych systémovych mykdz. Patfi mezi nejnovéjsi skupinu latek s vyraznym
fungicidnim ucéinkem a zdroven velmi dobrou toleranci. K dispozici jsou 3 zastupci této
skupiny — kaspofungin, anidulafungin a mikafungin. Jednotlivé preparaty se od sebe lisi
strukturou postranniho retézce, kterd je zdsadni pro antifungalni aktivitu. Pasobi
hlavné na kandidy a aspergily, histoplazmata a ¢astecné i na Pneumocystis carinii.
Mechanismus pusobeni echinokandini spociva v inhibici syntézy B-D-(1,3)-glukanu,
vyznamné slozky bunécné stény hub. Tim se zcela liSi od ostatnich skupin antimykotik.
Odlisuji se i cestou biotransformace, kterd probiha jen z¢asti v jatrech. To umozniuje
jejich kombinovani s ostatnimi druhy antimykotik. S tim souvisi i minimalni organova
toxicita a jen nevyznamné Iékové interakce. Hlavni prekazkou v jejich SirSim uzivani je

vysoka pofizovaci cena. (Haber, 2008; Rozsypal, 2008; Horak, 2011)

2.6.5 Jina antimykotika
e Griseofulvin

Griseofulvin, ziskany z kmene Penicillium griseofulvum, je antimykotikum
svelmi uzkym spektrem Ucinku. Plsobi pouze na dermatofyty. Mechanismus
fungistatického ucinku griseofulvinu spociva v denaturaci mikrotubularniho aparatu
buiky hub. To ma za nasledek nemoZnost bunécného déleni. Z morfologického

hlediska se jedna o inhibici rlstu vldknitych vybézkd — hyf.
e Terbinafin

Terbinafin je allylaminové antimykotikum s fungicidnim Gcinkem. PUsobi
na dermatofyty, kvasinky, plisné, dimorfni houby a parazity. Je vhodny predevsim
k 1é¢bé tinei, kvasinkovych infekci vyvolanych rodem Candida a onychomykodz

(houbovych infekci nehtd). Jako Iék je dostupny v perordlni i lokdlni formé.
e Ciklopirox olamin

Lokalni antimykotikum pouZivané klécbé plisnovych infekci nehtd a vlasu.
Ciklopirox vykazuje fungistatickou a fungicidni aktivitu proti Sirokému spektru
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fungdlnich mikroorganism, jako jsou dermatofyty, kvasinky, dimorfni houby,
eumycety a aktinomycety. Kromé toho také plsobi protizanétlivé a antibakteridlné
proti mnoha grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. (Diamantova, 2003; Lincova,

2007; Buchta, 2009)

2.6.6 Nespecificka antimykotika

Nespecificka antimykotika narozdil od specifickych nezasahuji v urcitém misté
metabolismu hub, ale maji fungistaticky a obvykle i bakteriostaticky uc¢inek. VétSinou
ovliviiuji permeabilitu bunécné membrany, zplsobuji denaturaci bilkovin nebo vedou
ke zméné kyselosti. V Iékarnach je lze volné zakoupit ve formé masti, spreje nebo
roztoku. Indikovany jsou pfi lécbé koZznich mykéz i kombinovanych kandidovych a
bakteridlnich infekci. Mezi nespecificka antimykotika patfi napf. kyselina benzoov3,
salicylovd, formaldehyd, organickd barviva, fenoly, halogeny, antiseptika a dalsi.

(Hendrychova, 2011)

2.7 Vyzkum novych antimykoticky ucinnych Ilatek

Vyvoj novych antimykotik je nejen velmi finanéné nakladny, ale i casové
narocny proces. Obvykle od pocéatku vyzkumu, az po uvedeni vysledného léku na trh,
uplyne vice nez 10 let. Cely vyvojovy proces léku je zalozen ze ¢tyr na sebe navazujicich
fazi (obr. 26). Prvni fazi je faze zakladniho vyzkumu, kterd zahrnuje screening novych,
potencialné antimykoticky ucéinnych latek. Po vybéru nové, ucinné latky se prechazi
k dalsi fazi vyzkumu. Druhou fazi je faze preklinickd, jenz zahrnuje in vitro experimenty,
u kterych se testuje (napf. na izolovanych burkdach, tkanich, ¢i organech) toxicita,
mechanismus ucéinku a farmakologické vlastnosti zkoumané latky. Poté se provadi
invivo experimenty, u nichZ se vyuzZivaji zvifeci modely, na kterych se jako
na komplexnim Zivém organismu ovéruje bezpecnost a ucinnost nového léku. Pokud
probéhne vse v porfadku a latka je vyhodnocena jako dostatecné bezpecnd, je moiné
pristoupit k dalsi fazi vyvoje. Tou je faze klinicka, jenZ trva v priméru 5 let a sklada se
ze tfi casti klinického hodnoceni: faze I. — prvni podani Iéciva nékolika zdravym
dobrovolnik(im, faze Il. — prizkumné podani lé¢iva mensi skupiné nemocnych, faze Ill.

— potvrzovaci podani léciva velkému poctu pacientl. Pokud hodnoceny Iék Uspésné
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projde obéma stadii vyvoje (preklinickou i klinickou fazi), tzn. ma dostatecny ucinek a
mira vedlejSich Gcinkl je pfijatelna, je moiné zazadat o registraci tohoto |écCiva.
Potvrzenim registrace se jeji drzitel zavazuje, Ze nové |écivo je dostatecné bezpecné,
kvalitni a acinné. Poté je moiné uvedeni léku na trh. Posledni casti vyvoje je
postregistracni klinické hodnoceni (faze IV). Zde se hodnoti vyskyt nezadoucich tGcinkd
pfi dlouhodobém uzivani léku, interakce s jinymi IéCivy, nebo zda ovliviiuje kvalitu a

délku Zivota pacientd. (Souckova, 2015)
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Obrdzek 26: Faze vyvoje nového léciva

Zdroj: https://op.europa.eu/webpub/eca/special-reports/amr-18-2019/cs/index.html
(upraveno)

2.7.1 Pfehled novych antimykotickych sloucenin v raznych fazich vyvoje

V soucasnosti je ve vyvoji nékolik novych antifungdlnich sloucenin, které oproti
stdvajicim antimykotikim maji lepsi U¢innost, nizsi toxicitu, vykazuji méné lékovych
interakci, ¢i plisobi na odlisSnou cilovou strukturu fugalni buriky (obr. 27).

V tabulkach €. 2, 3 a 4 je uveden prehled soucasného vyvoje antimykoticky

ucinnych latek. Rozdéleni téchto sloucenin je zaloZzeno na odliSnosti cilové struktury.
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Obrdzek 27: Cilova mista novych antimykotik

Zdroj: Rauseo, 2020

Tabulka 2: Pfehled novych antimykotik ve vyvaji, jejichZ cilovou strukturou je

bunééna sténa

Rezafungin Echinokandiny Inhibice syntézy - Candida spp. 3. faze
(CD101) (1,3)-glukanu Aspergillus spp. klinického
Pneumocystis spp. vyvoje
Ibrexafungerp | Terpenoid Candida spp. 3. faze
(SCY078) Aspergillus spp. klinického
Pneumocystis spp. vyvoje
Lomentospora
prolificans
Paecilomyces variotii
Fosmanogepix | N-fosfonooxy- Inhibice Candida spp. 2. faze
(APX001) -methylové glykosylfosfatidyl- C. neoformans klinického
prolécivo -inositolu (GPI) C. immitis vyvoje
Aspergillus spp.
Mucorales
Fusarium
Nikkomycin Z Antibiotikum Inhibice syntézy C. immitis Pferuseny
na bazi uridinu chitinu Histoplasma VYVOj
capsulatum (dokonce-
Blastomyces -na
dermatitidis 1. faze
vyvoje)

Zdroj: Rauseo, 2020
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Tabulka 3: Prehled novych antimykotik ve vyvoji, jejichZ cilovou strukturou je

bunécna membrana

Sloucenina Trida Mechanismus ucinku Spektrum aktivity | Faze

vyvoje

Aureobasidin Cyklické Inhibice syntézy Saccharomyces Preklinicka

A depsipeptidové | inositolfosforylceramidu | cerevisiae faze

antibiotikum (IPC) Candida spp. vyvoje
Cryptococcus spp.
Amfotericin B | Polyeny Kochleat je pevna Candida spp. 2. faze
Kochleat lipidova dvojvrstva ve Aspergillus spp. klinického
tvaru spiraly, ktera Cryptococcus spp. | vyvoje
chrani AmB pted
degradaci v GIT.
Lék je uvolfiovan
interakci kochleatu s
cilovymi burikami v
pfitomnosti nizkych
intracelularnich
koncentraci vapniku.
Poté mUze dojit k vazbé
na ergosterol a tvorbé
membranovych pora.
VT-1129 Tetrazoly Inhibice enzymu Cryptococcus spp. | Preklinicka
lanosterol-14-a- Candida spp. faze
demethyldzy vyvoje
VT-1161 Candida spp. 3. faze
(Otesekonazol) Coccidioides spp. | klinického
Trichophyton spp. | vyvoje
Rhizopus arrhizus
var. arrhizus

VT-1598 Candida spp. 1. faze
Aspergillus spp. klinického
Coccidioides spp. vyvoje
Blastomyces
Histoplasma

Zdroj: Rauseo, 2020
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Tabulka 4: Prehled novych antimykotik ve vyvoji pisobicich na intraceluldrni

struktury fungalni bunky

Sloucenina Trida Mechanismus tcinku Spektrum Faze
aktivity vyvoje
Olorofim Orotomidy Inhibice dihydroorotat- Aspergillus spp. | 2. faze
(F901318) -dehydrogenazy (DHODH), Histoplasma klinického
inhibice produkce pyrimidinu | Blastomyces vyvoje
Fusarium spp.
L. prolificans
Scopulariopsis
brumptii
VL-2397 Siderofor Cilova struktura je neznama, | C. glabrata Ukonceny
(ASP2397) pfijem do buriky pomoci C. kefyr vyzkum
transportéru Zeleza C. neoformans | ve 2. fazi
Aspergillus spp. | vyvoje
Trichosporon
asahii
T-2307 Arylamidin Neznamy mechanismus Candida spp. 1. faze
Ucinku, pravdépodobné Aspergillus spp. | klinického
zpUsobuje mitochondridlni C. neoformans | vyvoje
kolaps Malassezia
furfur
Fusarium solani
AR-12 Protinddoro- | Inhibice acetyl-CoA Candida spp. Ukoncena
-vy derivat syntetdazy C. neoformans | 1. faze
celecoxibu Blastomyces klinického
Histoplasma vyvoje
Coccidioides
Fusarium
Mucor
Lomenstospora
Trichophyton
rubrum
MGCD290 Nezndma Inhibice histondeacetylazy Candida spp. 2. faze
struktura (HDAC) Aspergillus spp. | klinického
Mucor vyvoje
Fusarium

Zdroj: Rauseo, 2020

42




2.8 Antifungalni rezistence

Mikrobidlni patogeny jsou hlavni pfi¢inou imrtnosti lidi na celém svété. Jednou
z pfi€in je jejich schopnost zmafit terapeutické cile rychle se vyvijejici rezistenci

na antimikrobialni latky.

Antimykotickd  (antifungalni) rezistence milze byt definovdna jako
mikrobiologicka nebo klinicka rezistence. Z klinického hlediska predstavuje rezistence
na lék pretrvavani ¢i progresi infekce, navzdory vhodné pouzité Iékové terapii. Zavisi
zde na radé faktor(, jako je imunitni stav hostitele, farmakokinetika antimykotika a
druh infikujici houby. Jedna se o stav, ve kterém je patogen inhibovan antimikrobidlni
koncentraci, kterd je vyssi, nez by bylo moziné bezpecné dosahnout pfi normalnim
davkovani. V. mnoha pfipadech nemusi rezistence souviset s minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC), ale se selhdanim antifungdlniho cinidla proniknout do infikované
tkané.

Z hlediska laboratorniho je rezistence na lé¢iva stanovena pomoci
mykotického agens. Presto, Ze tyto testy poskytuji informaci o tom, jak bude patogen
reagovat na lé¢bu Ié¢ivem, nejsou vidy pfesnymi indikatory reakce in vivo. Nevyhodou
zde je, Ze neni zohlednéna farmakokinetika, interakce mezi hostitelem a patogenem,

mikrobidlni interakce a faktory prostredi, které ovliviiuji rezistenci a klinické vysledky.

Rezistenci in vitro |ze dale rozdélit na primarni a sekundarni. K primarni neboli
vnitfni rezistenci dochdzi bez expozice antimykotik. Vyskytuje se u tzv. ptirozené
rezistentnich bunék, které jsou v populaci pfitomné v malém poctu. Tyto burky
produkuji modifikované steroly, které vykazuji nizsi afinitu k polyendm. Jedna se napf.
o plisné P. boydii, rod Scopulariopsis a Fusarium, nebo kvasinky T. beigelii, C. lusitaniae

a C. guilliermondii vykazujici primarni rezistenci na amfotericin B.

Naopak sekundarni (ziskand) rezistence se vyviji béhem lécby, az po podani
terapeuticky uc¢inného léciva. Zjisténa byla napf. u kvasinek zpUsobujicich infekce
u imunokompromitovanych pacient(i, zejména u osob s rakovinou. K dalSimu rozvoji

sekundarni rezistence muizZe prispét drivéjsi expozice azolovymi antimykotiky, coz
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rve

zapficini  strukturalni zménu bunélné membrany. Prikladem je rezistence

na amfotericin B u Candida spp. a Cryptococcus neoformans.

Ke vzniku antimykotické rezistence pfispiva rada faktor(. Jednim z nich jsou
klinické faktory znemoznujici Uspésnou lécbu refrakterniho onemocnéni, zavislé
na imunitnim stavu pacienta, farmakologii [éCiv ¢i stupni/typu fungaini infekce. Dale to
jsou bunécné faktory, které mohou zpusobit nahrazeni citlivého kmene kmenem i
druhem rezistentnéjsim vici antimykotickému lécivu. Také mlze dojit k mutaci nebo
genové expresi endogenniho kmene na rezistentni fenotyp. Kwvyvoji rezistence
prispivaji i molekularni faktory, které zahrnuji napf. nadmérnou expresi/mutaci
cilového enzymu (i dalSich enzymU stejné biosyntetické drahy), nebo nadmérnou

expresi efluxnich pump. Obecné lze fict, Ze ovliviuji rezistenci bunécného fenotypu.

2.8.1 Bunécné mechanismy antimykotické rezistence

K pfitomnosti rezistentniho kmene u pacienta miZze vést fada faktord. Jak uz
bylo vyse uvedeno, plisnové infekce se vyskytuji pfedevSim u osob s oslabenou
imunitou. Tito pacienti jsou také velmi ¢asto spojovani s vyskytem infekci endogenniho
plvodu, zplsobené kmeny, které jsou soucdasti mikrofléry. U téchto kmenl muze dojit
ke vzniku rezistence hned z nékolika pfi¢in. Jednou z mozZnosti je vyskyt pfirozené
rezistentnich kmenUd nebo nahrazovani zprvu citlivého kmene kmenem rezistentnim —
vznik primarni rezistence. Po dlouhodobé expozici antimykotickych latek muaze dojit
k indukci rezistence sekundarni. Na jejim vzniku se podili mimo jiné i genetické

alterace.

Dalsim mechanismem vzniku rezistence je schopnost nékterych kmen( (napf.
Candida spp.) se stat prechodné rezistentnimi na podavané |écivo. Jednd se o tzv.
epigenetickou rezistenci. V praxi to znamend, Ze bunka zméni svdj fenotyp,
pravdépodobné prostrednictvim prechodné genové exprese, a stava se rezistentni.

Jakmile je vsak tlak |éCiva odstranén, rezistentni fenotyp se opét muze stat citlivym.

Jedineénym mechanismem vzniku rezistence je schopnost nékterych
mykotickych agens zménit svou morfologii. Jedna se o tzv. fenotypové prepnuti, kdy je
mozné u urcitého kmene pozorovat vice bunécnych forem, jenz se lisi v citlivosti
na podané antimykotikum. Typickym pfikladem je C. albicans, u které je béiny

44



dimorfismus (tzn. schopnost prejit z kvasinkové formy do formy vldknité a naopak).

Zmény ve fenotypu byly objeveny i u jinych kmen( rodu Candida.

2.8.2 Molekularni mechanismy polyenové rezistence

Polyenova antimykotika, jako je amfotericin B a nystatin, se pouzivaji v klinické
praxi uz vice nez 30 let, a presto je u nich vznik rezistence spiSe vzacny. Rezistence byla
zjiSténa prevainé u druhG non-albicans Candida — C. tropicalis, C. glabrata, C.

lusitaniae, C. parapsilosis, C. guilliermondii atd.

K vyvoji rezistence na polyenova antimykotika pfispiva mnoho rlznych
mechanismul. Rezistence nejcastéji vznikd nasledkem kvantitativnich zmén, resp.

inhibici syntézy ergosterolu dojde ke snizenim obsahu ergosterolu v burice.

Dale krezistenci pfrispivaji zmény kvalitativni, jako je napf. substituce
ergosterolu jinymi biosyntetickymi prekurzory (fekosterolem, episterolem), které maiji

horsi afinitu k polyenovym antimykotikim.

Rozvoj rezistence miize zplsobit i reorientace ¢i maskovani ergosterolu
v bunécné membrané, ¢imz je znemozZnéno navazani polyend, protoZe vazba je stericky

nebo termodynamicky nevyhodna.

Nékdy je vyvoj rezistence prisuzovan zméné propustnosti bunééné stény hub.
Zde hraje vyznamnou roli faze ristu, ve které se bunka pravé nachazi. Bylo zjiSténo, ze
v tzv. exponencidlni fazi rlistu dochazi k vy$si mife rozpadu a syntézy bunécné stény a
AmB ma tak lepsi pristup k ergosterolim v bunécné membrané. Naopak je zde i tzv.
stacionarni faze rastu, kdy je rychlost rozkladu a syntézy pomalejsi, coz zhorsuje

pristup polyent k membrané a burnka se mlze stat rezistentni.

Vyvoj rezistence muze také byt zprostfedkovan zvySenou kataldzovou aktivitou
se snizenou citlivosti na oxidacni poskozeni. To zpUsobuje napf. rozvoj rezistence

na amfotericin B.

Dalsi mozZnosti je mutace genu, které kéduji enzymy, podilejici se na syntéze
ergosterolll. Jednim z genl je gen Erg-2, ktery kéduje aktivitu enzymu A-7,8-isomerazy,
jenz se podili na preméné fekosterolu na episterol. Druhym dulezitym genem je gen

Erg-3 koédujici enzym A-5,6-desaturazu, ktera katalyzuje preménu episterolu
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na ergosterol. Jakakoli mutace ¢i defekt téchto dvou gend, uUcastnicich se biosyntézy
ergosterolu, mlzZe vést ke vzniku rezistence vici polyenim. Napriklad defekty v genu
Erg-3 vedou k akumulaci dalSich sterold ve fungalni membrané. V dlsledku toho maji
izolaty rodu Candida a Cryptococcus relativné nizky obsah ergosterolu v membranég,

ve srovnani s izolaty citlivymi na polyeny.

Jednim z dlleZitych aspektli, ktery je tfeba mit na paméti pfi zkoumani
molekularnich mechanism( rezistence vici antimykotikiim, je moznost vzniku zkfizené
rezistence na polyeny, zejména na amfotericin B. AmB je zlatym standardem
pro antimykotickou terapii a je proto dulezité peclivé monitorovat izolaty z dlivodu
zkfizené rezistence na tento lék. Jakakoli terapie nebo lék, ktery by byl nachylny
ke vzniku zkfizené rezistence s amfotericinem B, by méla negativni ucinky na nasi

schopnost |éCit plisnové infekce. (White, 1998; Shapiro, 2011)

2.9 Testovani antimykotické aktivity in vitro

Antimykotickd rezistence stdle roste a vyviji se, ¢imz zaroven komplikuje 1é¢bu
pacientl, a to i pres zavedeni novych antimykotik v klinické praxi. S ohledem
ke zvySujici se incidenci zavaznych plisfiovych infekci bylo nutné vyvinout metody,
urcéené k testovani citlivosti/rezistence klinického izolatu vici latkdm s antimykotickym

ucinkem, které budou standardizované a poskytnou klinicky uzite¢né vysledky.

V dnesni dobé jsou k dispozici dva nezavislé standardizované postupy
pro mikrodilu¢ni bujénovou metodu k testovani citlivosti kvasinek a vlaknitych hub,
které byly schvdleny Evropskym vyborem pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(EUCAST — The European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing) a Ustavem
klinickych a laboratornich standard( (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute)
se sidlem ve Spojenych statech americkych (dfive znamym pod nazvem Narodni vybor
pro klinické a laboratorni standardy, National Commitee of Clinical Laboratory

Standards — NCCLS).

Pfestoze americka i evropskd standardizovana mikrodiluéni metoda vyuziva
k urceni citlivosti stejny princip postupu, existuji zde vsak jisté rozdily, které je od sebe

odlisuji, a které jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.
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Tabulka 5: Porovndni metodiky standardizované mikrodilu¢ni metody schvdlené
institucemi EUCAST a CLSI

CLSI EUCAST
Denzita inokula 0,5 - 2,5 x 103 cfu/ml 0,5 - 2,5 x 10° cfu/ml
Mnozstvi glukézy v médiu 0,2 % 2,0%
Tvar jamek v mikrotitracni desticce | Kulaté dno Rovné dno
Doba inkubace 24248 h 24 h
Odecitani MIC Vizualné Spektrofotometricky

Zdroj: Mallatova, 2011

Legenda: CLSI — Ustav klinickych a laboratornich standardi; EUCAST — Evropsky vybor
pro testovdni antimikrobidlini citlivosti; cfu — jednotky tvorici kolonie; ml — mililitr; h — hodina;
MIC — minimdlni inhibiéni koncentrace

Vyvoj standardizovanych metod uréenych k testovani citlivosti mykotickych
agens vyrazné zaostdval oproti testovani citlivosti bakterii vici antibiotickym latkam.
Teprve v roce 1982 wvznikla v USA (v ramci tehdejsiho NCCLS) subkomise
pro antimykotické testovani citlivosti, ktera v roce 1992 zvefejnila prvni dokument
M27-A3 popisujici metodiku a doporuceny postup pfi testovani citlivosti kandid
pomoci kvantitativni mikrodilu¢ni bujénové metody. Poté vznikly dalsi tfi dokumenty —
M38 pro testovani vlaknitych hub pomoci mikrodiluéni metody, M44 a M51
pro stanoveni kvasinek a hyfomycet (vyjma dermatofyt) diskovou difuzni metodou.
Roku 1997 byla v Evropé zalozena nova organizace pod ndzvem EUCAST (Evropska
komise pro testovani antimikrobialni citlivosti), kterd vydala dva dokumenty zamérené
na testovani citlivosti fermentovanych kvasinek a vlaknitych hub. (Mallatova, 2011;

Pfaller, 2012)

2.9.1 Interpretace aktivity lé¢iva pomoci klinickych breakpointt

Ke zjisténi aktivity antimykotika neboli zkracené k vyhodnoceni citlivosti jsou
k dispozici dva systémy, které stanovuji tzv. klinické breakpointy (mezni hodnoty,
hrani¢ni koncentrace) antimykotik — EUCAST a CLSI. Hlavnim zamérem EUCAST je
zharmonizovani breakpointl vramci Evropy a uréeni meznich hodnot u novych
antimykotik. Podle EUCAST je mozné interpretaci vysledk( kategorizovat do tfi skupin,
v nichz je testovany kmen bud klinicky citlivy (S; susceptible) — aktivita léciva

predstavuje vysokou pravdépodobnost terapeutického uspéchu,
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rezistentni (R; resistant) — aktivita |éCiva predstavuje vysokou pravdépodobnost
terapeutického neuspéchu, ¢i intermediarné rezistentni (I; intermediate) — nejisty
Uspéch |écby sdanou aktivitou léciva. Kuréeni meznich hodnot je dulezita
charakteristika antimykotika in vitro, distribuce citlivosti patogen(, farmakodynamika a
farmakokinetika. DUlezZité je zminit, Ze pfi vybéru vhodného léciva je nutné brat nejen

stanovené hodnoty breakpoint(, ale i ostatni kritéria.

Prestoze EUCAST i CLSI jsou velmi uzndvané instituce, EUCAST se zda byt
v nékolika ohledech vyhodnéjsi. Na rozdil od meznich hodnot CLSI jsou breakpointy
EUCAST zdarma dostupné na internetu a aktualizace se provadi prlibézné béhem roku,
v zavislosti na vyskytu novych mechanismu rezistence. Breakpointy CLSI jsou naopak
aktualizovdny pouze 1x ro¢né, a to vidy k 1. lednu. Dostupné jsou pouze v pisemné

formé a maji prisny copyright. (Urbaskova, 2010)

2.9.2 Metody uréené ke stanoveni citlivosti patogenu VUCi

antimykotikam in vitro

Testovani citlivosti se provadi pomoci standardizovanych metod. Ty pak
na zakladé vysledkld rozdéli testované kmeny na citlivé (S), rezistentni (R) a
intermediarné rezistentni (I). Metody pouzivané pro tento ucel rozdélujeme
na kvalitativni (citlivy/rezistentni; ano — ne) a kvantitativni (citlivy/rezistentni — jak
moc; urceni konkrétni hodnoty citlivosti). Podle principu testovani se déli na difuzni a
dilucni.

Vyvoj standardnich metod v mykologii dlouhou dobu zaostaval v porovnani s
bakteriologii. Vypracovany byly o nékolik desetileti pozdéji (na prelomu milénia).
Pfi¢inou byla ¢i je odlisnd frekvence vyskytu mykotickych a bakteridlnich infekci.

(Spacek, 2013)

2.9.2.1 Difuzni agarové metody

o Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test (obr. 28) je jednou z nejstarSich metod pouzivanych
pro kvalitativni testovani citlivosti kvasinek i vlaknitych hub k antimykotik(im. Tato

metoda vyuZivd papirovych diski se standardizovanym obsahem antimykotika. Ty
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se pokladaji do Petriho misek na inokulovany Mueller-Hintonové agar (v pripadé
kvasinek MHA se 2 % glukézy a methylenovou modfi). Délka inkubace je 24 h
pfiteploté 35 °C. Antimykotikum se pozvolna uvoliuje z disku a difunduje do okoli, kde
potlacuje mnozZeni testovaného kmene. Tim vznika tzv. zéna inhibice (1Z). Podle
praméru vzniklych inhibi¢nich zén se testovany kmen fadi do kategorie citlivy (S) Ci
rezistentni (R). Velikost 1Z se méfi v milimetrech pomoci posuvného méritka nebo je
mozné vyuZzit automatizované systémy, jako je ADAGIO (BioRad Laboratories, Francie)
nebo BIOMIC (Giles Scientific, USA). Jednotlivé velikosti inhibicnich zén se pak
porovnavaji s referencnimi hodnotami (breakpointy EUCAST/CLSI). Vysledek testu
zavisi na koncentraci antimykotika v papirovém disku, na hustoté inokula a mnozstvi

agaru.

Vyhodou tohoto testu je jeho jednoduchost, finanéni nenaro¢nost a moznost
testovat na jedné plotné vice druhld antimykotik. Nevyhodou je, Ze mnoZstvi
antimykotické latky difundované do agarového média se nedd kvantifikovat.

(Otcenasek, 1990; Bednar, 1996)

Breakpoint

Inkubace
24 hod
Zona inhibice  Pomnoizeny testovany kmen
Antimykotické disky Inokulovany agar na MHA

Obrazek 28: Diskovy difuzni test

Zdroj: http://pharmwarthegame.blogspot.com/2018/11/kirby-bauer-disk-diffusion-
testing.html (upraveno)

Pokud je IZ vétsi nez referentni hodnota (breakpoint), je testovany kmen
na dané antimykotikum citlivé. Pokud je IZ mensi nez zéna breakpointu nebo

se nevytvori vlibec, je agens vici antimykotiku rezistentni.
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e E-test

E-test, neboli tzv. gradientovy difuzni test (obr. 29), je kvantitativni metoda
ur¢end ke stanoveni antimikrobidlni citlivosti mikroorganismid k urcitému
antimykotiku. Jeji princip je zaloZzen na kombinaci dvou metod — diskové difuzni
metody a diluéni metody. E-test je komercné vyrdbény inertni plastikovy prouzek,
obsahujici exponencialni gradient antimykotické latky v suchém stavu. Na jeho povrchu
je zndzornéna stupnice koncentraci odpovidajici 15x fedénému antimykotiku.
Nanesenim prouzku na inokulovany Mueller-Hintonové agar dojde k okamZzitému
uvolnéni léciva. Po 24—-48 hodindach inkubace (pfi 35 °C) protina zéna inhibice (tvarem
pfipominajici kapku) odstupriovany testovaci prouzek, pomoci niz je mozné odecist
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Podle naméfené hodnoty je mozné testovanou

latku zaradit do kategorie citlivy, intermediarni Ci rezistentni.

Obradzek 29: E-test

Zdroj: https://www.biomerieux.cz/produkty/etestr

Legenda: Testovdni citlivosti kmene Aspergillus fumigatus na antimykotikum vorikonazol.
MIC = 0,94 ug/ml

Tento test je vhodny jak pro kvasinky, tak pro viaknité houby. Vyhodou této
metody je jeji jednoduchost a rychlost provedeni, nevyhodou jsou velké finanéni
naklady. V dnesni dobé jsou dostupné E-testy se vSemi vyznamnymi antimykotiky
(tj. s itrakonazolem, flukonazolem, amfotericinem B, ketokonazolem, vorikonazolem,
flucytosinem, posakonazolem, kaspofunginem, anidulafunginem, mikafunginem).

(Mallatova, 2011; www.biomerieux.cz; www.ulbld.If1.cuni.cz)
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2.9.2.2 Dilucni metody

e Agarova dilu¢ni metoda

Princip této metody spocivd ve zredéni Zivného agarového média ridznymi
koncentracemi antimikrobialni |atky. Poté nasleduje aplikace standardizovaného poctu
bunék na povrch agarové plotny (obr. 30). Po inkubaci se odecitd hodnota MIC —

evvs

podminek inhibovala viditelny narlst mikroorganismu (v mg/I).

Vyhodou je zde moZnost otestovani vétsiho poctu kmenl k danému
antimykotiku najednou. Nevyhodou je narocnost provedeni, a proto je tato metoda

zcela neprakticka pro rutinni provoz. (Jilek, 2002; Wiegand, 2008)

Obrazek 30: Agarova dilu¢ni metoda

Zdroj: https://cit.vfu.cz/mikrob-atlas/texty/rezistence_dilucni_metoda.html

e Bujonova diluéni metoda

Bujonova dilu¢ni metoda je zaloZena na principu kvantitativniho testovani, kde
se stanovuje hodnota MIC. Jsou zde dvé mozZnosti provedeni. Jednou variantou je
makrodiluéni metoda ve zkumavkach s objemem vétSim nez 1 ml (obr. 31), druhou
moznosti je mikrodiluéni bujénovd metoda provadénd v mikrotitracnich destickach
s objemem v fadu desetin ml (obr. 32). Jako Zivné médium se pouzivda RPMI 1640
s L-glutaminem, bez bikarbonat(, obohacené o 2 % glukdzy (dle EUCAST). Pro méné
narocné provedeni a nizsi spotfebu médii, antimykotik atd. je mikrodilu¢ni bujénova
metoda Siroce rozSifena. Vtéto diplomové praci byla rovnéz wvyuzita

k experimentalnimu vyzkumu.
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Do mikrotitracni desticky, ktera obsahuje koncentracni gradient antimykotik
v Zivném bujonu, se naockuje inokulum vySetfovanych kvasinek ¢i vlaknitych hub.
Obvykle se stanovuje citlivost jednoho kmene ke 12 antimykotickym latkam
s odstupniovanou koncentraci (tzv. dvojkové fedéni). Vtomto pripadé se stanovovala
citlivost nékolika kmenl kjednomu antimykotiku. Suspenze mikromycet by méla
odpovidat 0,5 stupni dle McFarlanda. Pro zhodnoceni vysledk( je velmi dllezité zavést
pozitivni kontrolu (K), ktera predstavuje jamku bez antimikrobni Iatky a slouZi jako
vzorova jamka znacici rast mikroba. Naockovand desticka je inkubovana 24-48 h
v pfipadé kvasinek a vlaknitych hub (resp. 72—120 h v pfipadé dermatofyt(l) pti teploté
inhibovala viditelny nar(st v mikrotitracni desticce (tzn. prvni Cird jamka bez zakalu).

Vyhodnoceni MIC je moZné provadét bud' vizudlné nebo za pomoci spektrofotometru.

V praxi vSak u vétSiny antimykotik, kterd jsou fungistatickd, neni vhodné
stanovovat MIC, kterd je definovana jako 100% inhibice testované latky. Proto
se bézné stanovuji hodnoty MICso, MICgo, MICoo nebo MICgs, které udavaji koncentraci
potiebnou k potlaceni rastu 50 %, 80 %, 90 % nebo 95 % mikroorganisma v porovnani

s pozitivni kontrolou. A pravé tyto hodnoty se hodnoti pomoci spektrofotometru.

Vyhodou této metody je moznost otestovani jednoho zkoumaného kmene
na nékolik druht antimykotik soucasné. Nevyhodou je nesnadné rozpoznani pripadné

kontaminace. (Jilek, 2002)

Obrdzek 31: Bujonova makrodilucni metoda — ve zkumavkdch
zdroj: Spacek, 2013

Legenda: MIC — minimdlni inhibicni koncentrace (= 4 — prvni koncentrace, kterd inhibovala rust
mikroba; prvni zkumavka bez zdkalu), 1 aZ 8 — testované koncentrace antimykotika, K—
kontrola (médium bez antimykotika)
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Koncentracni gradient antimykotika
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Obrazek 32: Bujonovad mikrodilu¢ni metoda — mikrotitracni desticka

Zdroj: https://emerypharma.com/, 2020

Legenda: 96jamkovad desticka s odstupriovanou koncentraci antimykotika; A—H - testované
kmeny; 1-11 - klesajici koncentrace antimykotika; K — pozitivni kontrola (viditelny ndrdst); MIC
— minimadlni inhibi¢ni koncentrace, pfi které neni pozorovdn Zddny ndrast; Zluty kruh — ndrdst;
bily kruh — Cird jamka

2.9.2.3 Komercni soupravy — kvalitativni metody

e Neo-Sensitabs systém (Rosco Diaghostica, Dansko)

Neo-Sensitabs jsou tablety se standardizovanym obsahem antimykotik
(obr. 33), kterymi je mozné nahradit disky z jiz vySe zminéné diskové difuzni metody a
pouzit je tak pro semikvantitativni testovani citlivosti kvasinek a vlaknitych hub. Tyto
tablety obsahuji rizné druhy antimykotickych latek, napf. amfotericin B, flucytosin,
flukonazol, ketokonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol nebo kaspofungin.
Princip vyhodnoceni MIC je stejny jako u diskové difuzni metody. (Mallatova, 2011;

www.biovendor.cz)
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Obrdzek 33: Neo-Sensitabs

Zdroj: https://www.rosco.dk/gfx/pdf/yeasts.pdf

Legenda: testovadni citlivosti C. albicans na antimykotika: AMPHO — amfotericin B, FLUCZ —
flukonazol, CASP5 — kaspofungin, VOR1 — vorikonazol; byl pouZit Mueller-Hintonové agar s 2 %
glukézy a 0,5 ug/ml methylenové modri

2.9.2.4 Komercni soupravy — kvantitativni metody
e Fungitest (BioRad, Francie)

Fungitest (obr. 34) je metoda urcena k semikvantitativnimu stanoveni citlivosti
kvasinek a vlaknitych hub k antifungdlnim latkdm. Metoda spocivd ve vyhodnoceni
rastu mikromycet v 6 rlznych druzich antimykotik, ktera jsou pfitomna vzdy
ve 2 hrani¢nich koncentracich (obr. 35). Tim je umoZnéno zaradit testovany kmen
do kategorie citlivy/rezistentni. Hodnoceni probihda na zdkladé redukce barevného
indikatoru, kdy dojde ke zméné (v tomto pripadé) fialové barvy na rizovou. Pokud je
rist mikroorganismu potlacen, barva zlstavd nezménéna. Vzhledem k soucasné
dostupnym testim stanovujicim citlivost, neni souprava doporucena ani

pro screeningové vysetfeni. (Mallatovd, 2011; Spacek, 2013; www.bio-rad.com)
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Obradzek 34: Fungitest (ukdzka z praxe)
Zdroj: Sow, 2013

E g = T+ 2> pozitivni kontrola
SFC2 EEH
E 5FC = 5- fluorocytosin (2-32 pg/mi)
I
- AB > amfotericin B (2-8 pg/ml
] - (2-8 pg/mi)
E E MCZ © mikonazol (0,5-8 pg/mi)
s |*Ef°r=. E’ KET o ketokonazol (0,5-4 pg/mi)
2
["“1’. [ L] | ITR > itrakonazol (0,5-4 pgiml)
[ .“F"..] l!'“.‘*.‘ | FLU o flukonazol (8-64 pg/ml)
T T % ' =
K ] = | j|§|§| | T negativni kontrola

Obrdzek 35: Fungitest — schéma testovaci desticky

Zdroj: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/inserts/CDG/cs/60780_881060_CZ.pdf

e ATB Fungus 3 (Biomerieux, Francie)

ATB Fungus (obr. 36) jsou 32jamkové plastikové mikrodesticky
s turbidimetrickym  vyhodnocenim. UmoZnuji stanoveni minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) u péti antimykotik v rGznych koncentracich: 5-flucytosin (4, 16
mg/ml), amfotericin B (0,5-16 mg/ml), flukonazol (1-128 mg/ml), itrakonazol (0,125-4
mg/ml) a vorikonazol (0,06-8 mg/ml). Jednou z nevyhod této metody je, Ze Zadné
antimykotikum ze skupiny echinokandini nebylo do soupravy zarazeno. Dale je
k vyhodnoceni MIC zapotfebi turbidimetru, kvili nejednoznaénosti pfi vizudlnim

vyhodnoceni. (Mallatova, 2011; Zhang, 2014)
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Definition Score
Contrel
No reduction in growth 4
Slight reduction in growth 3
Distinct reduction in growth 2
Very weak growth 1
No growth 0

Drug SFC AMB FCA ITR YRC
Growth score 0 0 2 1 2
MIC (pg/mL) <4 <0.5 32 0.5 2

Obrdzek 36: ATB Fungus 3
Zdroj: Zhang, 2014

Legenda: 5FC, 5-flucytosin; AMB, amfotericin B; FCA, flukonazol; ITR, itrakonazol;, VRC,
vorikonazol. A) Rozpéti hodnot (0-4) k vyhodnoceni rustu testované kmene. B) ATB Fungus 3 —
odecet MIC + vysledky (u 5FC je MIC < 4 ug/ml, hodnota ristu ,,0; u AMB je MIC < 0,5 ug/m,
hodnota rdstu ,,0“, u FCA je MIC = 32 ug/ml, hodnota ristu ,2“; u ITR je MIC = 0,5 ug/ml,
hodnota ristu,,1“ a u VRC je MIC = 2 ug/ml, hodnota ristu ,,2”.

e Sensititre YeastOne

Systém YeastOne slouZi jako kolorimetricky mikrodiluéni test. Jedna se
0 96jamkovou desti¢ku obsahuijici pfislusné antimykotikum a barevny rlstovy indikator
Alamar Blue v suché formé (obr. 37). Kjeho rehydrataci dojde po pridani suspenze
kvasinek ve 100 pl RPMI média s 2 % glukdzy. Doporucuje se inkubovat pfi teploté
35 °C 24 h v pripadé kandid, 72 h v pfipadé kryptokok( a 48—72 h v pripadé aspergil(.
Vyhodnoceni ristu se testovaného kmene se provadi pomoci kolorimetrické zmény
suspenze vijamce (v tomto pripadé dojde ke zméné modré na rlzZzovou). MIC je
Vysledky mohou byt odecteny bud’ pomoci manualni ¢tecky nebo automaticky pomoci
Sensititre Vizion® systému. V soucdasnosti jsou vSechna dostupnd systémova

antimykotika zaclenéna do nejnovéjSi verze tohoto testu. Vyhodou metody je
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jednoduchost, spolehlivost a jednoznacnost pfi odectu vysledk(. (Pfaller, 2004;

Mallatova, 2011)

v

- N AT AN AT NS YR WA WA

Obradzek 37: Sensititre YeastOne
Zdroj: Mallatov4d, 2011

e VITEK 2 AST-YS (BioMérieux, Francie)

Tyto karty, od francouzské firmy BioMérieux, slouzi jako mikrodilu¢ni metoda
ke stanoveni citlivosti klinicky vyznamnych kvasinek a vldknitych hub na urcita
antimykotika (obr. 38). V dnesni dobé jsou k dispozici karty pro kaspofungin, flukonazol
nebo vorikonazol. Na karté je mozné, diky spektrofotometrickému odectu, urcit nejen
rast kvasinek a vlaknitych hub, ale zaroven identifikovat také druh (porovnanim
biochemického profilu s databazi). Vyhodou této metody je jeji plnd automatizace.
Nevyhodou je omezené spektrum antimykotik, omezeny pocet testovanych

koncentraci a nedostatecny rast nékterych kmend v tomto systému. (Mallatova, 2011)
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Obrazek 38: VITEK 2 AST-YS
Zdroj: https://hdtabsstoretext.com/search.html?key=viagra&t=ff79
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace je pomoci mikrodiluéni bujonové metody a
stanoveni MIC provést in vitro screening novych, potencidlné antimykoticky ucinnych
sloucenin. Pfi vyhodnocovani ucinnosti testovanych latek k vybranym referenénim
kmenlm kvasinek a vlaknitych hub se stanovuje, zda jsou latky schopné inhibice rlistu

¢i nikoliv.

3.2 Pouzity materidl
Pomucky:
e sterilni mikrotitraéni desticky s vicky (firma Gamedium, Ceska republika)
e mikropipety (firma Socorex, Svycarsko)
e sterilni Spicky (firma Eppendorf, Némecko)
e 12jamkovy rezervodr na médium (firma Gamedium, Ceska republika)
e ockovaci kli¢ky (firma Gamedium, Ceska republika)
e sterilni umélohmotné zkumavky (firma Gamedium, Ceska republika)
e sklenéné zkumavky
e stojanky na zkumavky
Pristroje:
e laminarni box Esco Class Il type A2 (firma Esco Technologies, USA)
e termostat Binder WTB (firma Binder, Némecko)
e denzitometr DEN-18 McFarland Biosan (firma Biosan Ltd, LotysSsko)
e vortex MS2 Minishaker (firma IKA, Némecko)
e ultrazvukova lazen

e autoklav (firma Chirana, Ceskd republika)
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Chemikalie:

e dimethylsulfoxid (DMSO) (firma Sigma-Aldrich, Némecko)

e sterilni voda (firma Ardeapharma, Ceska republika)

e hydroxid sodny (NaOH) (firma Penta, Ceskd republika)

e RPMI 1640 s L-glutaminem (presné chemicky definované 5x koncentrované

rastové médium) (firma Sigma-Aldrich, Némecko)

e glukdza (firma Sigma-Aldrich, Némecko)

e pufr MOPS (3-(N-morfolino)propansulfonovd kyselina) (firma Sigma-Aldrich,

Némecko)

3.3 Testované kmeny kvasinek a viaknitych hub

Tabulka €. 6 uvadi pouzité referencni kmeny kvasinek a vlaknitych hub, jejich

zkratku a oznaceni sbirkového kmene.

Tabulka 6: Testované kmeny kvasinek a viaknitych hub

Testovany kmen Zkratka Sbirkovy kmen
Candida albicans CA ATCC 24433, CCM 8320
Candida krusei CK ATCC 6258, CCM 8271
Candida parapsilosis cp ATCC 22019, CCM 8260
Candida tropicalis CcT ATCC 750, CCM 8264
Aspergillus fumigatus AF ATCC 204305
Aspergillus flavus AFla CCM 8363

Absidia corymbifera AC CCM 8070
Trichophyton interdigitale Tl ATCC 9533, CCM 8377

Legenda: ATCC — American Type Culture Collection, Americka sbirka typovych kultur; CCM —

Czech Collection of Microorganisms, Ceskd sbirka mikroorganismu
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3.4 Testované nové syntetizované Ilatky s potencionadlni
antimykotickou aktivitou

Vzork( s potenciondlni antimykotickou aktivitou bylo hodnoceno celkem 54.
Slouceniny byly do laboratofe dodany z katedry Farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy v krystalické podobé, proto je bylo nutné rozpustit. Jejich ucinky se testovaly
v koncentracich 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9; 1,95; 0,98 a 0,49 umol/I.

V tabulkdch 7-11 jsou latky rozdéleny podle jejich struktury. Kazda sloucenina ma svuj

pfislusny kéd, strukturni vzorec, molarni hmotnost a navazku.
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Tabulka 7: Pfehled testovanych latek (1)

Derivaty pyrazinyloxadiazoll
(Dr. Marta Kucerova)

Poradi Kod testované , . Navazka
Ia,tky Ia,tky Strukturni vzorec hmotnost [mg]
[g/mol]
v Ao
1. 0X-0b ﬁi'\"” ‘ ~ 0\ 204,23 8,5
N/
w Mo
2. 0X-0c “"” A 176,18 9,4
N
3. 0X-0d 190,21 8,8
o A=
4. 0X-0e N A < 190,21 9,0
L A
5. 0X-0f e e WY 224,22 9,1
?'I._ -:)\.\. /-:l
I /,)__,,
6. 0X-0g |[ 196,59 8,0
N-C, ey
7. 0X-15 N _/JL-LNJ’)_—’X 238,25 9,8
nNi
OCH,
¢y
8. 0X-17 Yl 268,28 12,1
|,I.— = "N
A_an
Br
/,_"_':r
¢ Y
9. 0X-18 N-Q =/ 317,15 13,6
N ‘::J"JH“‘ Nf)_
—Cl
10. 1-0X-3C o 314,77 13,0
[l | N
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Tabulka 8: Pfehled testovanych latek (2)

Derivaty thiazolidindiont
(Dr. Marta Kucerova)

Molarni

Poradi Kdd testované , Navazka
Iétky Ia,tky Strukturni vzorec hmotnost [mg]
[g/mol]
g 0
11. TAb __{'" rN~"on 263,27 10,7
.-'-:r y G'
¥
0
D
/= N\ ~NH
12. Tp =\ A 235,26 15,2
{\E\___{f
OCH,
0
tf
.-"l'___ ~MNH
13. Ta & 251,26 12,2
N /
HO 'OCH;§
s~
! |
14. Tc ”G\?__{' gt 221,23 9,8
g%__{?, e
s~
=\ _NH
15. Tm == ::; 239,67 12,1
I
N/
cl
g
i |
/= \,-NH
16. Ti N\ J 250,23 11,1
i, i
W
O,N
s~¢°
P,
17. Tt WA 206,22 8,8
L p ©
N i
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Tabulka 9: Pfehled testovanych latek (3)

Derivaty pyrazinkarboxamidt substituovanych aminokyselinami

(PharmDr. Martin Juhas)

Molarni

Poradi Kod testované , Navazka
létky latky Strukturni vzorec hmotnost [mel
[g/mol]
18. PC-D-Ser 211,18 9,10
19. PC-D-Ala 195,18 8,30
20. PC-Gly g 181,15 7,70
21. PC-MeAcr 207,19 9,60
22. PC-L-OBz-Ser ||' s . M o” 301,30 13,50
N _[ \-\__;.:- 3
o U
HO Q
o g“\“-z-"‘“‘
3 L O
23. PC-DCS N 'f"'*-l‘x"- q~'.1"~--r_/ 208,18 10,4
kon, "
0 ﬂ\ﬁ"H
) ]_L | /'Dl
24. 3Me-PC-DCS ET ':“_;’ 222,20 9,3
sl N, &
F\' 5
P ﬂ ‘\_ LOH
25. PC-L-Ala ( Y Sy g 195,18 12,0
26. B-D-Ser 209,20 10,10
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Tabulka 10: Prehled testovanych latek (4)

Derivaty pyrazinkarboxamidu substituovanych ethylestery aminokyselin (Et)

(PharmDr. Martin Juhas)

Molarni

Poradi Kod testované , Navazka
latk latk Strukturni vzorec hmotnost [m ]
y Y [g/mol] 8
27. PC-DL-Val-Et 251,29 11,00
28. PC-CPC-Et 263,30 13,50
29. PC-DL-Leu-Et ) 265,31 25,70
30. PC-DL-Phe-Et T 299,33 19,90
31. PC-Gly-Et 209,21 10,30
32. PC-L-Asp-diEt 295,30 12,70
o a3
B - N = .-J'I“-\. .-’.l.\ _,':-] e =
33. PC-L-Ala-Et I \[ N*T 223,23 9,50
5w 3 0
0 |
N .#th e
34. PC-D-Ala-Et () ™ h 223,23 11,60
ol 0
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) —
W
4'\':5_:[\' ."'\}‘ u; NHI
35. PC-L-Trp-Et \c‘“\‘—r\: Q-}_:. _JJ<I\JQ., 338,37 18,00
q i %‘- __l';'i
L] f-’!;_ ~OH
@
0 ,[;-.m}:- 3
36. PC-L-Tyr-Et dN.a;“xf,J'IxN ~ 0 315,33 13,40
I
EL;':*_,, N ! 0.4
-'~ |
2
S o
.:{L;Q-___.-;_H o
T e B e
37. PC-L-Glu-diEt HN_ O 309,32 16,70
1 I‘H 7
N
'F\-L:‘Q;__.- N 'l
5
]
.-"E!'\-\. 2 JJ'\-\. -E'\-\. 1 D - a
38. | 5CI-PC-Gly-Et “"T T 7 243,65 10,20
. ,,:»'vqr,m O
W ff}_
,‘9_{"
=\ : r}n-—-f:\ /}“"-r.a'
39. | PC-D-Trp-Et A U '\ 338,37 17,1
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Tabulka 11: Prehled testovanych latek (5)

Derivaty pyrazinkarboxamidu substituovanych methylestery aminokyselin (Me)
(PharmDr. Martin Juhas)

Poradi Kod testované , B Navazka
latky latky Strukturni vzorec hmotnost T
[g/mol]
40. | PC-DL-Ala-Me A AN, 209,21 12,60
41. PC-L-Leu-Me y B s,y 251,29 12,70
42, PC-D-Val-Me "N " : 237,26 15,10

43. PC-L-Val-Me Sy . 237,26 12,80

44. | PC-D-Leu-Me - . [ 251,29 12,60
[
45. | PC-D-Pgl-Me v | 271,28 14,50
_.-'-N._H. 4
() i Lk
-] - i o S - 2
16. [ty NTT \l o 295,34 16,60
Me 0 1‘,__:__
o~ ~o
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. -L-Thr-Me R )
47 PC-L-Thr-M N HN ; . 239,23 10,40
Q
\"\.
4
a4 a H;. .H.'f
48. | 5CI-PC-L-Ile-Me ‘N’P“*ﬁ'fu~;\’ ~ O 285,73 16,20
cl ”J"*-:H'H 1 C
s
a I
49. SCI'Pﬁl"Le“' i s L#o 285,73 12,2
g T A
o R M. o
=
3 .-'J-‘.
0 3
50. | PC-L-Met-Me o N A ,]E 0., 269,32 22,5
> 2 :
L, "o
et
PC-L-OtBu-S P Y
51 L- l\fleu- er- Py ,\LW P 281,31 19,3
TR
\:‘/,'N
o
Q x
52. PC-L-Ser-M | : 225,20 11,8
er-ile - TH\,E,A\,/DH
.
|
s} 0
o
53, PC'D'?VEE“'S”' PN JLH j\/ 281,31 13,3
»\\- /'\I
.
54. | PC-D-Ser-Me J\_i _ 225,20 7,9
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3.5 Standardy antimykotik

Jako standardy byly pouzity 2 antimykotické latky — amfotericin B a flukonazol

(firma Sigma-Aldrich, Némecko). Vtabulce ¢. 12 jsou uvedeny hodnoty MIC

pro kvasinky (CA, CK, CP, CT) a v tabulce ¢. 13 pro vldknité houby (AF, AFla, AC, TI).

Vysledky MIC byly odecitany vizualné po 24 h a 48 h (resp. po 72 h a 120 h v ptipadé Tl)

inkubace.
Tabulka 12: Hodnoty standardii antimykotik pro kvasinky
Testovana latka (kod) — MIC (ug/ml)

I((mer; Inkubacni | Amp AmB Rozmezi Flu Flu Rozmezi

kéd doba
(530 nm)* el (530 nm)* ¢l
EUCAST EUCAST

CA 24h 0,5 0,5 0,06-0,5 >32 1 32-128
CK 24h 1 1 0,125-1 >32 > 32 16-64
CcpP 24h 0,5 0,5 0,125-1 16 0,5 0,5-2
CT 24h 1 1 - 16 1 -

* - spektrofotometricky odecet pfi vinové délce 530 nm (ICso, 50% inhibice rdstu vici kontrole)

Tabulka 13: Hodnoty standardii antimykotik pro vidknité houby

Testovana latka (k6d) — MIC (ug/ml)
Kmen | Inkubacni | Amp AmB Rozmezi Flu Flu Rozmezi
(kod) doba
(530 nm)* el)> (530 nm)* tle
EUCAST EUCAST
AF 24h 1 1 0,25-1 >32 >32 -
AFla 24h 8 8 0,5-2 >32 >32 -
AC 24h 0,5 0,5 - >32 >32 -
TI 72h 2 2 - 32 16 -

* - spektrofotometricky odecet pfi vinové délce 530 nm (ICso, 50% inhibice rdstu vici kontrole)
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3.6 Metodika

3.6.1 Priprava rtistového média

Pro mikrodiluéni bujénovou metodu bylo pouZito médium RPMI 1640
s L-glutaminem, bez bikarbonatli, obohacené o 2 % glukdzy, které se fedi vhodnym

pufrem — MOPS, a pH je nutné upravit pomoci 10M NaOH na 7,040,1.

3.6.2 Priprava suspenzi testovanych kment kvasinek/vlaknitych hub

K pfipravé suspenzi bylo zapotiebi 8 sterilnich zkumavek, které bylo nutné
radné oznadit zkratkami jednotlivych testovanych kmen(. Do kazidé znich jsme
napipetovali 3 ml sterilni vody. Z kultur narostlych na Sabouraudové glukézovém agaru
jsme klickou odebrali malou ¢ast kolonie (resp. malou ¢ast konidii) a rozsuspendovali ji
ve sterilni vodé v ndmi oznacenych zkumavkach. Nasledovalo promichdni na vortexu a
méreni denzity suspenze pomoci denzitometru tak, aby hustota odpovidala stupni
1 McFarlandova zdkalového standardu. Takto pfipravené suspenze inokula vydrzi

v lednici zhruba tyden.

3.6.3 Priprava dvojkové redici rady

1. Testované latky byly dodany do laboratore spoleéné sinformaci o navaice a

molekulové hmotnosti.

Navazku jsme rozpustili v pfislusném objemu DMSO tak, aby 1. koncentrace
roztoku byla 500 umol/l a zaroven, aby vysledna koncentrace DMSO nepfesdhla

1%.

Vzorec pro vypocet objemu DMSO:

m.10°
V pmso = = X pl DMSO

c.M.100

Legenda: DMSO - dimethylsulfoxid; m - navdzka [g]; c - 1. testovand koncentrace = 500 umol/|
=0,0005 mol/l; M - moldrni hmotnost
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Pokud se latka vysrazela ¢i nerozpustila, bylo potrfeba pfidat 2. pripadné
3. ekvivalent rozpoustédla, ¢imZ se posunula 1. testovana koncentrace o 1 fedéni
dozadu (z 500 pmol/l na 250 umol/l, z 250 umol/l na 125 umol/I atd.). Pro lepsi
rozpusténi bylo mozné pouZit ultrazvukovou lazen. Pokud se latka rozpustila nebo

vytvofila homogenni suspenzi, mohli jsme pfistoupit k dalSimu kroku.

Sterilni umélohmotnou zkumavku jsme si oznacili ¢islem 1. Do ni jsme napipetovali
1,98 ml rdstového média a pridali 20 ul rozpusténé testovaci latky. Promichali
jsme pomoci vortexu a zkontrolovali, zda se latka v ristovém médiu nevysrazela.
Pokud ne, timto jsme ziskali roztok 1. testované koncentrace, ktery jsme pozdéji
premistili do 1. jamky 12jamkového rezervodru a mohli jsme pristoupit k dalSimu

kroku.

Dale jsme si do 10 sklenénych zkumavek, které jsme si popsali Cisly 2—11, pfipravili
dvojkovou redici fadu testované latky v DMSO (obr. 39). Do kazdé zkumavky jsme
napipetovali 200 pul DMSO, k tomu pridali stejny objem z dodané rozpusténé latky
a pretahovali z1. zkumavky (znacené €. 2) do druhé, treti, Ctvrté atd. aZ

do posledni zkumavky (znaCené ¢. 11). Pfetahovany roztok jsme vidy pomoci

pipety promichali.

V dalsim kroku jsme si popsali 12jamkovy rezervoar Cisly 1-11 a pismenem K
(kontrola). Do jamky ¢. 1 jsme wylili obsah jiz nachystaného roztoku
v umélohmotné zkumavce (znacené €. 1). Do jamek 2—-11 a K jsme napipetovali
1,98 ml rlstového média. Postupné jsme pfidali 20 pl nafedéné testované latky
z fedici fady (tzn. z 2. zkumavky do 2. jamky, ze 3. zkumavky do 3. jamky atd.).
Do posledni 12. jamky jsme napipetovali 20 ul samotného DMSO jako kontrolu.
Timto postupem jsme ziskali v kazdé jamce rezervoaru 2 ml pracovniho roztoku

s postupné klesajici koncentraci testované latky + kontrolu.
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Obrazek 39: Priprava dvojkové redici rady

Zdroj: Bc. Aneta Jankd

3.6.4 Pipetovani do mikrotitracnich desticek

Dvé sterilni mikrotitracni desticky bylo tfeba radné oznacit — cislem, datumem,
kéddem testované latky a pfislusnym kmenem. Prvni desticka slouzila k otestovani
citlivosti kmenQ Candida albicans, Candida krusei,
tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Absidia corymbifera, druha
desticka k otestovani kmene Trichophyton interdigitale. Divodem byla odlisSna doba
inkubace téchto kmen(. Pomoci 12kanalové pipety jsme napipetovali do viech radku
1. desticky (vyjma radku E) 200 ul zasobniho roztoku (Obr. 40) a stejné mnozstvi i
do prvniho rfadku 2. desticky (Obr. 41). Poté jsme pridali do kazdé jamky s roztokem

10 pl ptipravené suspenze testovacich kmenf.
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Obrazek 40: Pipetovdni do 1. mikrotitracni desticky

Zdroj: https://www.biologicals.cz/e-
shop/index.php?route=product/product&path=20_162_77&product_id=150 (upraveno)
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Obrazek 41: Pipetovdni do 2. mikrotitracni desticky

Zdroj: https://www.biologicals.cz/e-
shop/index.php?route=product/product&path=20_162_77&product_id=150 (upraveno)

Kazda testovana latka byla hodnocena v jiné mikrotitracni desticce (vyjma latek
testovanych na kmen TI). V kazdém rtadku byl jeden pfislusny testovaci kmen a
ve sloupcich postupné klesajici koncentrace testované latky. Posledni sloupec slouzil

jako pozitivni kontrola, kde bylo moZné pozorovat zakal (rist) na dné jamky.
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3.6.5 Inkubace

Mikrotitracni destic¢ky bylo tfeba zakryt vickem a nechat inkubovat v termostatu
pfi teploté 35 °C. Inkubace trvala 24 h a 48 h u 1. desticky a 72 h a 120 h v pfipadé TI
u 2. desticky.

3.6.6 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni se provadélo vizudlné. Vysledky byly odecteny po uplynuti
inkubacni doby. U jednotlivych latek byla stanovena hodnota MIC — minimalni inhibi¢ni
koncentrace antimykotika, pfi které nebyl patrny narlst kvasinky ¢i vlaknité houby.

V praxi se jednalo o prvni jamku, v niZ byla tekutina Cird a bez zakalu.
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4. VYSLEDKY

Celkem bylo otestovdno 54 nové syntetizovanych latek. V tabulkach 14-20 jsou

uvedeny hodnoty MIC, pfi kterych doslo ¢i nedoslo k inhibici rastu kandid a vlaknitych
hub. Byly odecitany ve dvou casovych intervalech — po 24 h a 48 h (v pfipadé
Trichophyton interdigitale po 72 h a 120 h). Znaménko ,>“ pred Cisly znamena, Ze ani
pfi nejvyssi koncentraci testované latky s potenciondlni antimykotickou aktivitou
nedoslo k potlaceni rlstu, tudiz nové syntetizovana latka neni Gcinna. V praxi se jednd

o jamky, u kterych je na jejich dnu mozné pozorovat zakal (rUst).

V tabulce €. 14 jsou uvedeny vysledné hodnoty testovanych latek ¢. 1-10.

Vétsina z nich neprokdzala Zadnou antimykotickou aktivitu, kromé latek ¢. 4, 6 a 7.

Latka €. 4 (OX-0e) inhibovala rast kvasinky CK (Candida krusei) po 24 h inkubace
pfi koncentraci 125 umol/l a po 48 h pri koncentraci 500 umol/I. Dale inhibovala rist
kvasinek CP (Candida parapsilosis) a CT (Candida tropicalis) po 24 h inkubace
pfi koncentraci 500 umol/I.

v

Latka ¢. 6 (OX-0g) pulsobila antimykoticky na vSechny testované kmeny.
Inhibovala rist kvasinek CA (Candida albicans) po 24 h a 48 h inkubace pfi koncentraci
500 umol/Il, CK (Candida krusei) po 24 h a 48 h inkubace pfi koncentraci 62,5 pumol/I,
CP (Candida parapsilosis) a CT (Candida tropicalis) po 24 h inkubace pfi koncentraci
62,5 umol/l a 48 h pri koncentraci 250 umol/I. Déle inhibovala rlst vlaknity hub AF
(Aspergillus fumigatus) po 24 h a 48 h inkubace pfi koncentraci 250 umol/l, AFla
(Aspergillus flavus) po 24 h a 48 h inkubace pfi koncentraci 500 umol/l, AC (Absidia
corymbifera) po 24 h inkubace pfi koncentraci 31,25 umol/l a 48 h pfi koncentraci
62,5 umol/I a Tl (Trichophyton interdigitale) po 24 h a 48 h inkubace pfi koncentraci
62,5 umol/I.

Latka €. 7 (OX-15) inhibovala rust kvasinky CK (Candida krusei) a CP (Candida

parapsilosis) po 24 h inkubace pfi koncentraci 500 pmol/I.
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Tabulka 14: Vysledky testovanych Idtek (1)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I"%)

Kmen | Inkubacni Derivaty pyrazinyloxadiazolti (Dr. Marta Kucerova)
(kod) doba
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500
= 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | 125 | >500 [ 62,5 | 500 | >500 | >500 | >500
- 48 h >500 | >500 | >500 | 500 | >500 [ 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 62,5 | 500 | >500 | >500 | >500
< 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500
“ 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500
= 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500
AFla
48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 [ >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500
o 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500
72 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500
b 120 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500

Legenda: 1. OX-0b, 2. OX-Oc, 3. OX-0d, 4. OX-Oe, 5.

18, 10. 1-OX-3C

OX-0f, 6. OX-0g, 7. OX-15, 8. OX-17, 9. OX-

V tabulce ¢. 15 jsou uvedeny hodnoty testovanych latek ¢. 11-17, z nichz

antimykotickou aktivitu prokazaly pouze latky 12, 13, 16, 17. U ostatnich latek nebyla

zjisténa zadna antimykoticka ucinnost. U latky ¢. 15 (Tm) byla stanovena nejvyssi

mozna koncentrace 125 umol/I z divodu nizsi rozpustnosti.
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Latka €. 12 (Tp) inhibovala rust kvasinky CK (Candida krusei) po 24 h, tak i
po 48 h inkubace pfi koncentraci 500 umol/l a také vlaknité houby TI (Trichophyton
interdigitale) po 72 h a 120 h inkubace pfi koncentraci 125 pumol/I.

Dale byla zjisténa ucinnost latky €. 13 (Ta) inhibujici rast vldknité houby TI

po 72 h inkubace pfi koncentraci 250 pmol/I, tak i po 120 h pfi koncentraci 500 umol/I.

Latka €. 16 (Ti) slabé inhibovala rist Tl po 72 h a 120 h inkubace pfi koncentraci
500 umol/l. Latka €. 17 (Tt) inhibovala rlst Tl po 72 h i po 120 h inkubace

pfi koncentraci 250 pumol/I.

Tabulka 15: Vysledky testovanych Ilatek (2)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I )
Kmen | Inkubacni Derivaty thiazolidindiont (Dr. Marta Kuéerova)
(kéd) doba 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17.
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
“ 48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 500 >500 >500 >125 >500 >500
< 48 h >500 500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
< 48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
“ 48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
o 48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
AFla
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
o 48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500 >500
72 h >500 125 250 >500 >125 500 250
! 120 h >500 125 500 >500 >125 500 250

Legenda: 11. TAb, 12. Tp, 13. Ta, 14. Tc, 15. Tm, 16. Ti, 17. Tt
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Tabulka ¢.

16 shrnuje vysledky testovanych

latek ¢.

18-26, pficemz

antimykoticky ucinné byly latky ¢. 18, 20, 23 a 25. Latka ¢. 21 (PC-MeAcr) dosahla

nejvyssi mozné koncentrace 125 umol/l, z divodu nizsi rozpustnosti.

Latky ¢. 18 (PC-D-Ser) a €. 23 (PC-DCS) vykazovaly aktivitu pfi koncentraci

500 umol/l u kmene TI (Trichophyton interdigitale) v obou ¢asovych intervalech. Latka

€. 20 (PC-Gly) je po 24 h i 48 h inkubace pfi koncentraci 500 pumol/l na kmen CK

(Candida krusei) slabé ucinnd. Latka 25 (PC-L-Ala) je ucinnd po 72 h inkubace

pfi koncentraci 500 pmol/l na kmen TI.

Tabulka 16: Vysledky testovanych Ilatek (3)

Testovana latka (k6d) — MIC (umol.I )

Kmen | Inkubaéni Derivaty pyrazinkarboxamid@ (PharmDr. Martin Juhas)
(kéd) doba | 4o | 10 | 20. | 21 | 22 | 23. | 24 | 25 | 28
A 24 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
o« 24 h >500 | >500 | 500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | 500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
cp 24 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
o 24 h >500 | >500 | >500 | »125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | >500 | »125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
AF 24 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | >500 | »125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
ARl 24 h >500 | >500 | >500 | »125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
a
48 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
AC 24 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48 h >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
- 72 h 500 | >500 | >500 | >125 | >500 | 500 | >500 [ 500 | >500
120 h 500 | >500 | >500 | >125 | >500 | 500 | >500 [ >500 | >500

Legenda: 18. PC-D-Ser, 19. PC-D-Ala, 20. PC-Gly, 21. PC-MeAcr, 22. PC-L-OBz-Ser, 23. PC-DCS,
24. 3Me-PC-DCS, 25. PC-L-Ala, 26. B-D-Ser
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Tabulky €. 17 a 18 shrnuji vysledky testovanych latek ¢. 27-39, které az na jednu

vyjimku nevykazuji Zddnou antimykotickou aktivitu.

Jednd se o latku €. 33 (PC-L-Ala-Et), kterd je po 72 h a 120 h inkubace

pfi koncentraci 500 umol/l na kmen TI (T. interdigitale) velmi slabé ucinna.

Tabulka 17: Vysledky testovanych Idatek (4)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I'%)
Kmen Inkubagni Derivaty pyrazinkar(bpc:‘x:rr:‘igrﬁ ;l:::tl::jji::;il)\ylovou skupinu (Et)
(kéd) doba .
27. 28. 29. 30. 31. 32. 33
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CA
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CP
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CT
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AFla
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AC
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
72 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 500
TI
120 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 500

Legenda: 27. PC-DL-Val-Et, 28. PC-CPC-Et, 29. PC-DL-Leu-Et, 30. PC-DL-Phe-Et, 31. PC-Gly-Et,
32. PC-L-Asp-diEt, 33. PC-L-Ala-Et
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Tabulka 18: Vysledky testovanych Iatek (5)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I%)
Derivaty pyrazinkarboxamidl obsahujici ethylovou skupinu (Et)

l((;g:? InI::)ILaacm (PharmDr. Martin Juhas)

34, 35. 36. 37. 38. 39.
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

CA
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

CK
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

CP
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

CT
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

AF
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

AFla
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

AC
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500
72 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

TI
120 h >500 >500 >500 >500 >500 >500

Legenda: 34. PC-D-Ala-Et, 35. PC-L-Trp-Et, 36. PC-L-Tyr-Et, 37. PC-L-Glu-diEt, 38. 5CI-PC-Gly-Et,
39. PC-D-Trp-Et

V tabulkach €. 19 a 20 jsou uvedeny latky ¢. 40-54, které kromé latek 40, 45, 47

a 50 nevykazuji zadnou antimykotickou aktivitu. Latka ¢. 48 (5CI-PC-L-lle-Me) dosahla

nejvyssi mozné koncentrace 250 umol/l, z ddvodu nizsi rozpustnosti.

po 24 h a 48 h pfi koncentraci 250 umol/I.
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Latka ¢. 45 (PC-D-Pgl-Me) inhibovala rlst CT (C. tropicalis) po 24 h a 48 h

inkubace pfi koncentraci 500 umol/I.

Latky ¢. 47 (PC-L-Thr-Me) a 50 (PC-L-Met-Me) inhibovaly rlst TI

(T. interdigitale) po 72 h a 120 h inkubace pfi koncentraci 500 umol/I.

Tabulka 19: Vysledky testovanych Iatek (6)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I'%)
o Inkubagni Derivaty pyrazinkarboxamidl obsahujici methylovou skupinu (Me)
m,en nikubachi (PharmDr. Martin Juhas)
(kod) doba
40. 41. 42. 43, 44, 45, 46. 47.
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CA
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h 250 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CK
48 h 250 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CcpP
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
CT
48 h >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AF
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AFla
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
AC
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
72 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500
TI
120 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500

Legenda: 40. PC-DL-Ala-Me, 41. PC-L-Leu-Me, 42. PC-D-Val-Me, 43. PC-L-Val-Me, 44. PC-D-Leu-
Me, 45. PC-D-Pgl-Me, 46. PC-L-OtBu-Thr-Me, 47. PC-L-Thr-Me

80




Tabulka 20: Vysledky testovanych Idtek (7)

Testovana latka (kéd) — MIC (umol.I"%)
Kmen Inkubaéni Derivaty pyrazmkarbc(::;mldt.[l) ol::;lah:jlcjl r::t,et;iylovou skupinu (Me)
(kéd) doba armDr. Martin Juhas

48. 49, 50. 51. 52. 53. 54,
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

CA
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

CK
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

cp
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

cT
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

AF
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

AFla
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500

AC
48 h >250 >500 >500 >500 >500 >500 >500
72 h >250 >500 500 >500 >500 >500 >500

Tl
120 h >250 >500 500 >500 >500 >500 >500

Legenda: 48. 5CI-PC-L-lle-Me, 49. 5CI-PC-L-Leu-Me, 50. PC-L-Met-Me, 51. PC-L-OtBu-Ser-Me,
52. PC-L-Ser-Me, 53. PC-D-OtBu-Ser-Me, 54. PC-D-Ser-Me
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Celkové zhodnoceni vysledkd znazorriuje graf ¢. 1, kde je uveden pocet
antimykoticky aktivnich latek v0c¢i vybranym testovanym kmenlm kvasinek a

vlaknitych hub.

Graf 1: Celkové zhodnoceni testovanych latek

M Inkubace 24h (resp. 72h)
B Inkubace 48h (resp. 120h)

Pocet latek s antimykotickou aktivitou

CA CK cP CcT AF  AFla AC Tl
Kmeny testovanych kvasinek/vlaknitych hub

Legenda: CA - Candida albicans, CK - Candida krusei, CP - Candida parapsilosis, CT - Candida
tropicalis, AF - Aspergillus fumigatus, AFla - Aspergillus flavus, AC - Absidia corymbifera, Tl -
Trichophyton interdigitale

Osa ,x“ zndzornuje jednotlivé testované kmeny kvasinek a vldknitych hub, osa
LYY mnoistvi latek, které prokazaly urcitou antimykotickou aktivitu. OranZovy sloupec
znaci pocet latek se zaznamenanou aktivitou s odec¢tem po 24 h (v pfipadé Tl po 72 h) a
Cerveny sloupec zndzornuje pocty latek s aktivitou zaznamenanou po inkubaci dlouhé

48 h (v pfipadé Tl dlouhé 120 h).

82




5. DISKUSE

Invazivni (systémové) plisfiové infekce patfi mezi nejzavainéjsi nemoci, které
Ize u lidi |éCit. Pfestoze maji nizsi vyskyt ve srovnani s povrchovymi mykotickymi
infekcemi, velkou mérou pfispivaji k narGstu morbidity a mortality. Efektivni 1é¢bu
téchto infekci komplikuje napft. jejich obtizna diagnostika, ne zcela optimalni G¢innost
nékterych antimykotik, ¢i jejich nadmérné uzivani, ¢imz dochazi ke vzniku rezistence
vici témto latkam. Proto, aby mohla byt do budoucna zkvalitnéna zdravotni péce
o pacienty postizené mykotickymi infekcemi, je velmi dllezité pracovat na vyvoji
spolehlivych metod, uréenych k testovani antifungalni citlivosti a zaroven na vyzkumu
novych lé¢iv, coz zahrnuje i velmi podstatny screening (vyhleddvani) novych

antimykoticky ucinnych latek. (Rauseo, 2020)

Cilem této diplomové prace bylo otestovat 54 nové syntetizovanych latek
s potencidlni antimykotickou aktivitou. Vzorky sloucenin byly do laboratofe dodany
z katedry Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy (Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy). K testovani citlivosti byly vybrany ¢étyfi kmeny
kvasinek — Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a
¢tyfi kmeny vlaknitych hub — Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Absidia
corymbifera a Trichophyton interdigitale. Dva kmeny kvasinek (CK, CP) a kmen AF byly
zaroven kontrolnimi kmeny doporuc¢ovanymi postupy EUCAST pro ovéreni validnosti

metody pfi testovani antimykotické aktivity.

Prvni skupina testovanych latek obsahovala 10 derivatl pyrazinyloxadiazolu.
Antimykotickou aktivitu vykazovaly pouze 3 slouceniny — OX-0e, OX-0g a OX-15. Latka
OX-0e byla slabé ucinna vicéi kmenlm CK, CP a CT. Stejné tak latka OX-15 prokazala
nizkou ucinnost ke kmenim CK a CP. Nejsilnéjsi antimykotickou aktivitu vykazovala
latka OX-0g, ktera inhibovala rist vSech kmen( kvasinek i vlaknitych hub. Nejucinnéjsi
byla v pfipadé kmene AC, kde doslo kinhibici po 24 h inkubace pfi koncentraci
31,25 umol/l. U této latky je velmi pravdépodobné, Ze bude podrobena dalSimu
testovani a zkoumani z dGvodu jejich vyznamnych antimykotickych Gcinkd. Tyto tfi
latky, které byly antimykoticky aktivni, se od sebe odliSuji v substituentech

na postrannim fetézci oxadiazolového kruhu. Z ddvodu nizkého poctu aktivnich
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sloucenin neni mozné zhodnotit, zda substituce alkylovym zbytkem ¢i benzenovym
jddrem ovliviuje antimykotickou aktivitu. Zda se vsak, Ze kombinace alkylového

fetézce a chloru mlze zvySovat aktivitu.

Druha skupina testovanych |atek obsahovala celkem 7 derivatd
thiazolidindionu, pficemz antimykoticky ucinné byly 4 latky — Tp, Ta, Ti a Tt. Nejsilné&jsi
antimykotickou aktivitu z nich prokazala latka Tp, kterd inhibovala rlst Tl po 72 h (resp.
po 120 h) inkubace pfi koncentraci 125 pumol/l a zdroven kmene CK pfi koncentraci
500 umol/I. Zbylé latky Ta, Ti a Tt vykazaly alespon slabou antimykotickou aktivitu vaci
kmenu TI v koncentracich bud 250 umol/l nebo 500 umol/l v obou inkubacnich
intervalech. Ze struktury téchto latek nelze posoudit, ktera substituce ma pfiznivy vliv
na jejich antimykotickou ucinnost, nebot nevykazuji prakticky Zadnou vyznamnou

antimykotickou aktivitu.

Treti a zdroven nejpocetnéjsi skupinu testovanych latek predstavuji derivaty
pyrazinkarboxamidu  substituované aminokyselinami, znichz nékteré jsou

esterifikovany (ethyl estery ¢i methyl estery).

Derivati pyrazinkarboxamidu, které neobsahovaly ethylesterovou, ani
methylesterovou skupinu, bylo celkem 9, z nichz antimykoticky aktivni byly pouze
4 slou¢eniny — PC-D-Ser, PC-Gly, PC-DCS a PC-L-Ala. Tyto latky vykazovaly inhibiéni
ucinek vaci kmendm Tl a CK, avsak pti nejvys$si mozné koncentraci 500 umol/I. V tomto
pfipadé neni opét moiné hodnotit vliv chemické struktury na aktivitu téchto latek,

nebot nevykazaly vyznamnou ucinnost.

U derivatl pyrazinkarboxamidu s ethylesterovou vazbou na aminokyseliny
vykazovala antimykotickou aktivitu (z celkem 13 sloucenin) pouze 1 latka — PC-L-Ala-Et,

ktera velmi slabé ucinkovala pfi koncentraci 500 pmol/l pouze na kmen TI.

V prfipadé  derivatl  pyrazinkarboxamidu s methylesterovou  skupinou
u aminokyselin, kterych bylo celkem 15, byly antimykoticky uéinné pouze 4 Ilatky.
Nejsilngjsi uc¢inek méla latka PC-DL-Ala-Me, ktera inhibovala rist kvasinky CK v obou
inkubacnich intervalech pfi koncentraci 250 umol/I. Latky PC-D-Pgl-Me, PC-L-Thr-Me a
PC-L-Met-Me inhibovaly naopak rlist kmenl CT a TI, avSak bylo zapotfebi pouzit

nejvyssi moznou koncentraci téchto latek. U této skupiny latek se opét nedaji
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predikovat vztahy mezi strukturou a ucinkem, jelikoz aktivita téchto sloucenin je

z klinického hlediska nevyznamna.

Z vysledk(l testovani pyrazinkarboxamidovych derivatd je zrejmé, Ze tyto
slouceniny nejsou vhodné pro vyvoj novych antimykotickych latek, z divodi jen velmi
slabého antimykotického ucinku. Na druhou stranu je toto Zadouci vysledek, jelikoz
tyto latky byly syntetizovany primarné jako antimykobakteridlné pulsobici slouceniny.

Jejich antituberkuloticka aktivita byla také prokazana. (Juhas, 2020)

Z celého vyzkumu je patrné, Ze celkem 16 latek vykazovalo antimykotickou
aktivitu. Nejvice citlivym kmenem v(ci testovanym latkdm byl kmen TI, ktery dokazalo
inhibovat po 72 h inkubace 11 antimykoticky plsobicich latek. V pripadé prodlouzené
doby inkubace (tzn. 120 h) inhibovalo rlst Tl pouze 10 sloucenin. Jako nejméné citlivé
Ize vtomto pfipadé oznacit kmeny CA, AF, AFla, AC. Nejvice ucinnou slouceninou pak
byl derivat pyrazinyloxadiazolu s oznacenim OX-0g, jehozZ aktivita byla vyznamna a bylo

by vhodné dale pokracovat s biologickym hodnocenim (napf. stanoveni cytotoxicity).

OX-0g

V zavéru diskuse je nutné zminit, Ze prdce v laboratofi vyzaduje plnou
soustfedénost a peclivost laboranta, aby se predesSlo pfipadnému vzniku chyb
pfitestovani potencidlné antimykoticky ucinnych latek, které by pak mohly vést
k faleSné negativnimu ¢i faleSné pozitivnimu vysledku. Lze tedy doporudit, aby
testovani bylo provadéno opakované, ¢imzZ se potvrdi spravnost vysledkd a zaroven

vylouéi pripadné chyby.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo otestovat 54 nové syntetizovanych,
potenciondlné antimykoticky ucinnych sloucenin, dodanych do laboratofe z katedry
Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy na Farmaceutické fakulté Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové. Samotné testovani antifungalni citlivosti probéhlo
v laboratofi katedry Biologickych a lékarskych véd (na FaF UK v HK) s pouZitim
mikrodiluéni bujénové metody, kde byly jako testovaci kmeny pouzity konkrétni druhy
kvasinek a vldknitych hub. Zcelkového hodnoceni vysledki je patrné, zZe
antimykotickou ucinnost prokdzalo celkem 16 sloucenin. Nejvice ucinna byla
latka OX-0g (derivat pyrazinyloxadiazolu), kterda jako jedina inhibovala rlst vsech
testovanych kmenU a zdroven v nizké koncentraci prokazala silny inhibi¢ni Gc¢inek vaci

kmenu Absidia corymbifera.

Vysledky experimentalni ¢asti této prace prispély k celkovému vyvoji novych
antimykoticky ucinnych latek, které aby mohly byt v klinické praxi uzivany jako léciva,

musi podstoupit dalsi velmi slozZité a nakladné faze vyzkumu.
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