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SEZNAM ZKRATEK

AC Absidia corymbifera

AF Aspergillus fumigatus

CA Candida albicans

CFU colony forming unit, jednotka tvofici kolonii

CG Candida glabrata

CK Candida krusei

CT Candida tropicalis

D pravotocivost

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina, nositel genetické informace
ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, analyza pomoci enzymu

vazaného na imunosorbent

L levotocCivost

M molarni hmotnost

m hmotnost v gramech

mg miligramy

MIC minimalni inhibiéni koncentrace

MOPS 3-[N-morfolino] propansulfonova kyselina

MPa megapascal

NaOH hydroxid sodny

odd. oddéleni

pH potential of hydrogen, potenciél vodiku, vodikovy exponent

RPMI 1640 5x koncentrované rustové médium

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina
F. rad

B Trichosporon beigelii

™ Trichophyton mentagrophytes
tRNA transferova ribonukleova kyselina
tF. tfida

Ml mikrolitr



ABSTRAKT

Eliska Fu€ikova

Vyhodnoceni aktivity potencialné antifungalnich latek pomoci mikrodiluéni bujonoveé
metody Il

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Cilem mé diplomoveé prace bylo otestovat potencialné antifungalni latky.
Testovali jsme celkem 10 skupin latek: anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny,
arylaminopyraziny, pyrazin-2,3-dinitrily, estery pyrazinkarboxylové kyseliny, derivaty
(2)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-onu, estery cholesterolu a alkanovych

kyselin, derivaty thiosalicylamidu, diamidy, styrylbenzoxazoly a benzoxazepin-diony.

Metody: Testovani probihalo pomoci mikrodiluéni bujonové metody.

Vysledky: Nejvyraznéjsi antifungalni aktivitu vykazovaly derivaty thiosalicylamidu, u

kterych byly hodnoty MIC velmi nizké témér u vSech testovanych kmen( hub.

Zavéry: Zjistili jsme, Ze nejvétsSi antimykoticky G¢inek se projevuje pfi substituci

halogenem, nejvice chlorem.



ABSTRACT

Eliska Fucikova

Evaluation of activity of potentional antifungal substances through the use of
microdilution broth method I

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Specialist in laboratory methods

Background: The aim of this thesis was to test substances with potential antifungal
effect. We tested a totally 10 cathegories of substances: anilides of pyrazincarboxyl
acid, arylaminopyrazines, pyrazin-2.3-dinitriles, pyrazincarboxyl acid esters,
derivatives of (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-on, cholesterol and alkane
acids esters, derivatives of thiosalicylamid , diamides, styrylbenzoxazoles,

benzoxazepin-diones.

Methods: The assesment was carried out using the microdilution broth method.
Results: The most striking antifungal activity exhibit derivatives of thiosalicylamid for
which MIC values were very low in almost all scale of concentration for all tested

fungi.

Conclusions: We found that the greatest antimycotic activity is manifested with the

substitution of a halogen, mostly by chlorine.



1 UvVOD

Se vzestupem vyskytu mykotickych onemocnéni se zvySuje asili k vyvoji novych,
méné toxickych a ucinnéjSich antimykotickych preparatd. Hlavnim ddavodem
zvySujiciho se poctu pacientl s mykézami jsou imunosuprimovani pacienti, ktefi jsou
léCeni cytostatiky, at uz z davodl transplantaci ¢i HIV infekce. Ke zvySeni incidence
myko6z pfispivaji i invazivni procedury, pouZzivani implantatd z umélych hmot a
nepfiznivé se odrazila i vysoka, vmnoha pfipadech i zbyte¢na spotieba
Sirokospektrych antibiotik.
nejCastéji kandiddzy, aspergilozy a kryptokokozy. Tyto infekce zvySuji, pfedevsim u
imunoalterovanych pacientl, mortalitu a morbiditu.

Vysetfeni citlivosti k antimykotikim se provadi za ucelem zjistit, zda vabec a do
jaké miry je kvasinka €i plisen citliva in vitro. Cilem vySetfeni citlivosti je navrh terapie
a davkovani daneho antimykotika.

V mé diplomové praci jsem se zabyvala testovanim nové syntetizovanych,
potencialné antifungalnich latek pomoci mikrodiluéni bujonové metody, tedy
v podminkéach in vitro. Tyto slouc¢eniny byly pfipravené na Katedfe anorganické a
organické chemie a na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly |éCiv Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové. Testovanych kmenu kvasinek a plisni bylo osm, jednalo se
o tyto potencialné patogenni houby: Absidia corymbifera, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis,

Trichosporon beigelii (T. asahii) a Trichophyton mentagrophytes.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kilasifikace hub — FiSe Fungi

Klasifikace hub je zaloZzena predevSim na jejich ontogenetickém vyvoji a zplsobu
pohlavniho rozmnoZzovani, které spociva ve stfidani jadernych fazi s karyogamii a s
meioitickym délenim. Dale pak na zakladé charakteru a tvaru stélek, vyznamu
jednotlivych skupin a ekologicka, evolu¢ni a fylogeneticka navaznost (Ambrozova,
2007).

Odd. Chytridiomycota - houby bunénkotvaré

TF. Chytridiomycetes

| |
-

. Chytridiales
. Spizellomycetales

u
-

. Blastocladiales

u
-

| |
-

. Monoblepharidales

Odd. Microsporidiomycota - mikrosporidie

Odd. Eumycota — pravé houby

Pododd. Zygomycotina - houby spajivé

= TF. Zygomycetes
= f. Mucorales
= . Endogonales
= F. Glomales
= . Entomophthorales
= . Zoopagales
= f. Dimargaritales
= F. Kickxellales

= TF. Trichomycetes

Pododd. Ascomycotina - houby vieckaté

= TF. Hemiascomycetes



= . Saccharomycetales

-

. Schizosaccharomycetales

-

. Protomycetales

-

. Taphrinales

= TF. Ascomycetes - houby vieckovytrusé
= . Laboulbeniales
= F. Eurotiales
= . Pezizales
= . Erysiphales
= f. Helotiales
= f. Rhytismatales
= f. Hypocreales
= F. Microascales
= . Diaporthales
= f. Ophiostomatales
= F. Sordariales
= f. Boliniales
= f. Xylariales
= . Diatrypales
= f. Phyllachorales
= . Dothideales
= F. Pleosporales
= . Lecanorales
= . Lichinales
= F. Arthoniales
= . Gyalectales
= . Ostropales

= . Verrucariales

Pomocné pododd. Deuteromycotina — houby nedokonalé (Fungi

imperfecti)

= pomocna tf. Blastomycetes
= pomocna tf. Hyphomycetes
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= pomocna tf. Coelomycetes
= pomocna tf. Agonomycetes

Pododd. Basidiomycotina - houby stopkovytrusé

= TF. Heterobasidiomycetes

» T. Uredinales

-

. Ustilaginales
. Exobasidiales

-

. Tilletiales

-

= f. Tremellales

= . Auriculariales

= F. Dacrymycetales
= TF. Homobasidiomycetes

= Podtf. Hymenomycetidae

-

. Aphyllophorales

. Cantharellales

-

-

. Polyporales

» . Russulales

| |
-

. Hymenochaetales

. Boletales

u
-

u
-

. Agaricales

| |
-

. Thelephorales

= Podtf. Gasteromycetidae

u
-

. Lycoperdales
= [. Geastrales

. Sclerodermatales

| |
-

. Nidulariales

| |
-

= . Phallales

(Sedlarova, VaSutova, 2007)

2.2 Obecna charakteristika hub
Houby mikroskopickych rozméri se nazyvaji mikromycety (Votava et al., 2003).

Jsou heterotrofni skupinou eukaryotickych organismu, nemaji chlorofyl, proto jsou
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neschopné fotosyntetické asimilace — pfijimaji tedy organické latky rostlinného nebo
zivoCiSného puvodu. Vyznaluji se prevazné saprofytickym zpasobem vyzZivy.
V pfirodé jsou pfedevSim destruenty organické hmoty. Mala Cast se adaptovala

k parazitismu.

2.3 Morfologie

Houbové burika je tvofena bunéénou sténou se vSemi organelami kromé plastida.
Tato podobnost se sav€imi burikami je také jednou s pfekazek pfi vyvoji novych,
selektivné pusobicich antifungalnich latek s nizkou toxicitou pro ¢lovéka. VétSina
antimykotik pasobi na arovni ergosterolu, coz je hlavni sterol plazmatické membrany
hub (Skalicky et al., 1991). Sténa hub obsahuje slozité sacharidy — hlavné chitin.
Diky nému se mohou na sténu vazat néktera barviva, coz je dulezité pro diagnostiku
mikromycet (Votava et al., 2003).

Zakladni morfologickou jednotkou mikromycet je blastokonidie a vlakno neboli
hyfa. Blastokonidie pfedstavuje kvasinkovity typ — ovalna burika s tendenci k puceni.
Nékteré houby maji schopnost tvofit v zavislosti na podminkdch oba morfotypy,
tomuto fenoménu se fika dimorfismus. Kvasinkovitd forma pfedstavuje vétSinou
parazitickou invazivni fazi a vlaknita forma fazi saprofytickou. Kandidy maji téz dvoji
podobu, ale ovalné blastokonidie zde predstavuji saprofytickou fazi a pseudomycelia
reprezentuji fazi parazitickou (Votava et al., 2000).

Soubor vidken se oznacuje jako mycelium. Obecné se déli na substratove
(vegetativni), které ukotvuje houbu a generativni neboli vzdusné, které nese
rozmnoZzovaci organy (Votava et al., 2003).

Zivotni cyklus hub je kombinaci nepohlavniho a pohlavniho rozmnoZovani, nékdy
jen nepohlavniho. Mezi sexualni rozmnoZovaci struktury patfi askospory (vacky, ve
kterych se tvofi sudy pocet pohlavnich bunék s diploidni sadou chromosom),
oospory (vzniklé splynutim velké, sami€i bunky a malé samci pohyblivé burky) a
zygospory (kdy dojde ke spojeni dvou stejné velkych bunék opac&ného pohlavi). U

nepohlavniho rozmnozovani hovofime o vzniku konidii.

2.4 Patogenita
O vétSiné mikromycet plati, Ze obvykle nenapadaji zdravy makroorganismus.
Mykotické infekce jsou v pfevazné vétsiné oportunni. Vyznam roste u disponovanych

jedinct — novorozenci, nemocni nad 75 let, diabetici, nemocni se solidnimi nadory
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nebo hemoblastézami, imunokomprimovani jedinci, nemocni po organové nebo
tk&nové transplantaci, dlouhodobé pouzivani kortikoidl a Sirokospektrych antibiotik,
téZce popaleni a dalSi (Votava et al., 2003).

Vyznamnym znakem patogenity hub je pfitomnost mananu v bunécéné sténé, vugi
némuz lidsky organismus postrada mechanismy nutné k jeho odstranéni (Rehany et
al., 2004).

2.5 Epidemiologie

Mikromycety se svou morfologickou rozmanitosti, adaptabilitou a schopnosti se
pfizpasobit rdznym ekologickym podminkam, vyskytuji prakticky vSude, kde je
pfitomna organicka hmota. V Zivotnim a pracovnim prostfedi ¢lovéka jsou pfitomny v
ovzdusi, pudé, vodé, na povrchu zivych a odumrfelych organismi, pfedmétd, na
plochach, v krmivech i v potravinach. V potravinarském pramyslu jsou mnohé z nich
vyuzivany napr. pfi vyrobé syrl, kyseliny citronové, ve farmaceutickém pramyslu pfi
vyrobé antibiotik i jinych IéCiv a v dalSich biotechnologiich, napf. pfi vyrobé
houbovych pfipravkl proti hmyzim Skddcdm nebo proti houbovym patogenim.
Naproti tomu mnohé mikroskopické houby mohou pusobit na ¢lovéka nepfiznivé -
rozkladem potravin a krmiv uskladnénych za nevhodnych podminek, produkci
mykotoxini do téchto produktld, zpuUsobuji alergické obtize u citlivych jedincl

vdechovanim nadmérného mnozstvi spor hub (Chumchalova et al., 2004).

2.6 Laboratorni diagnostika

2.6.1 Mikroskopie

Houby jsou asi desetkrat vétSi nez bakterie, proto jsou dobfe viditelné i v nativnim
preparatu. Daji se ale i barvit podle Grama (zejména kvasinky), barvi se modfe,
pfestoZze jejich buné&tnd sténa nema nic spole¢ného s bunéCnou sténou
grampozitivnich bakterii. PouZivaji se i specialni barveni, napf. barveni Parkerovym
inkoustem. Casteéky kiize a nehti se pfipravuji jako louhové preparaty a tekuté
materialy, jako je sputum &i mozkomiSni mok, se misi s Lugolovym roztokem.

V histologii se k prikazu hub pouziva stfibfeni dle Grocotta (Votava et al., 2000).

2.6.2 Kultivace
Zakladni diagnostickou plidou je Sabouraudlv glukézovy agar. Proti kontaminaci

bakteriemi se do agaru pfidavaji antibakterialni latky, hlavné chloramfenikol, ktery ma
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Siroké spektrum ucinku. Idealni kultivaéni teplota se jevi pfi 26 C az 37 € 2 az 7 dni
(Votava et al., 2000).

2.6.3 Biochemicka identifikace

Vyuziva se schopnosti asimilace (vyuZiti latek k rlstu jako zdroji uhliku) a Stépeni
cukri a dusikatych latek. Pouzivaji se auxanogramy, kde se zjiStuje, zda houba
vyuziva néjaky cukr a zymogramy, jestli cukr fermentativné Stépi. DalSi mozZnosti je
v dnedSni dobé pouZiti systtmu biochemické identifikace v panelu (Votava et al.,
2000).

2.6.4 Nepfimy pr ukaz
Nepfimy prukaz (prikaz specifickych protilatek) m& vyznam u systémovych
mykoéz, napf. aspergilézy. K tomuto prikazu fadime reakce typu aglutinace, vazba

komplementu, ELISA, imunoelektroforéza a dalsi.

2.6.5 P¥imy pr Gikaz
Sténa hub je sloZena z polysacharidovych proteinovych komlext. Na proteiny se
vazou polysacharidy, jako je manan nebo glukan a ty mizeme jako antigeny

prokazat.

2.7 Chorobné stavy vyvolané houbami
2.7.1 Mycetismy

Jedna se o mechanické poskozeni organismu alimentarni otravou (Buchta et al.,

v i s

v v s

jeji blizké pFibuzné. Neékteré houby vyvolavaji po poziti psychotické stavy a
halucinace — pfikladem je lysohlavka Ceska. Tyto se zamérné sbiraji a konzumuiji
jakozto droga. | zde je vSak nutné si uvédomit hrozici pfedavkovani se smrtelnymi

komplikacemi.

2.7.2 Mykotoxikozy

Mykotoxiny jsou toxické organické latky, které jsou produkovany fadou
mikroskopickych hub (plisni) po celém svété. K intoxikaci nejCastéji dochazi
kontaminovanou potravou. Konzumace zplesnivélych potravin a krmiv byla ¢asto

provazena onemocnénim a otravami lidi i hospodaFskych zvifat. Mezi mykotoxiny,
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které se nejCastéji vyskytuji v potravindch, patfi: deoxynivalenol/nivalenol,
zearalenon (produkovany plisnémi rodu Fusarium — obsazeny v cerealiich, ryzi Ci
v kukufici), ochratoxin (v obilninach), aflatoxiny (produkované plisni Aspergillus
flavus — predevsim v ofiSkach), patulin (nejznaméjsi z jable¢nych a jinych ovocnych
vyrobka).

2.7.2.1 Ug&inky mykotoxin

Maji cytotoxicky ucinek, zastavuji mitdzu a inhibuji rdst, imunosupresivni, kdy
organismus pfestava reagovat na antigenni podnéty tvorbou protilatek. Uginek
mykotoxind je vSeobecn& neurotoxicky a hepatotoxicky. Rada je potencialnimi
mutageny a teratogeny.

Na druhé strané se tyto toxiny vyuzivaji ve farmaceutickém pramyslu k vyrobé

Fady léka.

2.7.3 Mykoalergozy

Mykoalergie jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému na antigenni
stimulaci houbovym alergenem (Buchta et al., 1998). Mikromycety produkuji znacné
mnoZzstvi drobnych spor, které jsou predevSim soucasti prachu. Jsou lehké, a proto
staci slaby zavan a z narostlého a vysporulovaného mycelia se dostanou okamzité
do ovzdus$i. Uginek plisni jako alergend zavisi na poétu jejich &astic ve vzduchu,
délce pobytu Clovéka v takto kontaminovaném prostiedi a pfedevSim na jeho
dispozici a jeho imunité. Pocty spor v prostfedi kolisaji v prubéhu dne a noci, jsou
zavislé na teploté a vlhkosti vzduchu. Méni se také béhem stfidani ro¢nich obdobi.
Podle vstupu alergenu do organismu se rozliSuji alergie respiracni, kontaktni a

potravinove.

2.7.4 Mykbzy

Mykozy jsou houbové zanéty, které v dasledku zménou Zivotniho stylu a také
antibiotické lecby pfibyvaji. Podle Buchty et al., (1998) se déli lokalizatné na
povrchové, kozni, podkozni a hluboké (lokalizace v raznych organech nebo i
systémové mykozy).

U povrchovych mykéz je postizena nejsvrchnéjsi vrstva kuze. Vytvari se
pigmentové plochy, ¢asto v mistech s vlhkou zaparkou.

Kozni mykozy neboli dermatomykoézy postihuji keratinizované vrstvy kuze,

nehtova lizka a vlasoveé folikuly.
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U podkoZnich mykdz jsou poskozeny hlubSi vrstvy Skary, subkutédnni tkané a
dokonce i kosti.

Hluboké mykézy postihuji jeden nebo vice organi, mohou prerist az do
systémovych mykéz. Puvodci systémovych mykédz zpravidla nepostihuji ¢lovéka
Casto a u zdraveho Clovéka k infekci nedochazi, nebo probéhne bez pfiznakl di
mirné. Hlavnimi rizikovymi faktory vzniku mykdéz je pouZzivani Sirokospektrych
antibiotik, kortikosteroidd, nitrozilni katétry, invazivni Iékafské postupy a lidé s HIV
infekci (Nosanchuk, 2006).

2.8 Systém léka rsky vyznamnych hub

2.8.1 Zygomycetes (houby spajivé)

Ve vyskytu systéemovych mykdz se nejCastéji uplatiuji zastupci rodd Absidia,
Mucor, Rhizopus a dalSi. Tyto napadaji pfevazné pacienty s oslabenou imunitou,
jako jsou popaleni, osoby po transplantaci, lidé s AIDS. Zygomycety maji schopnost
pfilnout ke sténam velkych arterii, zde prorustaji a vytvareji v jejich lumen tromby
(Votava et al., 2000).

2.8.2 Ascomycetes (houby v Feckovytruse)

Zahrnuje zhruba polovinu vdech znamych druhti hub. Radi se sem saprofytické
druhy, parazité rostlin nebo Zivocichu a i komenzalni druhy. Mezi zndmé zastupce

patii Penicillium spp., Aspergilus sp., Claviceps purpurea, Fusarium a fada dalSich.

2.8.3 Basidiomycetes (houby stopkovytrusé)

Skupina hub s pfevazné makroskopickymi plodnicemi. Jedna se pFevazné o
saprofyty a parazity — nékteré parazituji i na ¢lovéku, napf. kvasinka Cryptococcus
neoformans se projevuje u imunosuprimovanych jedinct jako kryptokokova
meningitida. Neékteré stopkovytrusé houby Ziji v symbiéze s lesnimi dfevinami
(Buchta et al., 1998).

2.8.4 Deuteromycetes — Fungi imperfecti (houby nedo  konalé)
Jedna se o umélou, pomocnou skupinu. Radi se sem houby, u kterych je znamo

jen nepohlavni stadium nebo tvofi pohlavni stadium jen sporadicky. Usuzuje se, ze
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vétSina zastupcul jsou z fad vieckovytrusych hub. VétSina deuteromycet patogennich
pro ¢lovéka spada do 2 podtfid: Blastomycetes a Hyphomycetes.

Blastomycetes — nesporogenni kvasinky, k zastupcam patfi Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Filobasidiella neoformans a dalsi.

K zastupcum pomocné tfidy Hyphomycetes se fadi jiz dfive jmenované
vieckovytrusé houby - Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Trichophyton,

Epidermophyton, Alternaria, Fusarium (Mieslerova et al., 2006).

2.9 Prehled testovacich kmen a kvasinek a vlaknitych hub

Candida albicans (CA), Candida tropicalis (CT), Candida krusei (CK), Candida
glabrata (CG), Trichosporon beigelii (TB), Aspergillus fumigatus (AF), Absidia
corymbifera (AC), Trichophyton mentagrophytes (TM).

2.9.1 Candida albicans

V lidském materialu se vyskytuje ze vSech kvasinek nejcastéji. C. albicans je
hlavnim pavodcem kandid6z, napf. vulvovaginalnich kandid6z, Castéji je vSak
bezpfiznakovou kolonizaci zejména ve stfevé, ale i jinde. Candida albicans ma
velikost pFiblizné 2-6 x 3-9 mm (Spacek et al., 2003). Mikroskopicky, v nativnim nebo
barveném preparatu, jsou vidét eliptické bunky. C. albicans roste na krevnim agaru i
na Sabouraudové gluk6zovém agaru, ma& budto smetanové bilé, nebo Sedavé
kolonie s kvasnicovou vani (Fragner, 1984). Od ostatnich kandid lze odliSit
biochemickymi testy pomoci auxanogramd, zymogramu nebo komerénimi stripy
(Votava et al., 2000). Je odolna vi¢i nizSimu pH. Jako dimorfni houba se nachazi ve
dvou rlznych formach. Blastospory jsou fenotypem pro rozSifeni a prenos. Jsou
stalou formou, ktera miZze byt spojena s asymptomatickou kolonizaci. Druha forma je
micelarni a je schopna kliceni. Tento fenotyp muze napadat tkané, u
vulvovaginalnich kandid6z napada bunky vaginalniho epitelu a zptsobuje symptomy

onemocnéni (MaSata et al., 2001).

2.9.2 Candida tropicalis

Je velmi ¢asto izolovanou kandidou, maze vyvolat stejné potiZze jako C. albicans,
u nemocnych s leukémii je dokonce patogennéjsi (Votava et al., 2003). NejCastéji se
vyskytuje jako vSeobecny komenzal v Ustech, GIT, v plicich, ve vaginé, na pokozZce

lidi a zvifat. V kvasném primyslu se pouziva na vyrobu krmného drozdi. C tropicalis
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vytvari mékké, krémovité, hladké, kueravé az krajeckovité kolonie (Chumchalova et
al., 2004).

2.9.3 Candida krusei

Vyskytuje se jako €asty kontaminant rGznych potravin, jako je kysela kapusta,
drozdi, vino. Dobfe utilizuje etanol, proto se vyskytuje v procesu vyroby drozdi a vina
(Chumchalova et al., 2004). C. krusei ma zploStélé matné kolonie Sedé barvy
s charakteristickou acetonovou vuni (Jilek et al., 2002). Je rizikem pro pacienty se
snizenou imunitou, nebot’ se vyznacuje primarni rezistenci k flukonazolu — nej¢astéji

pouzivanému antimykotiku (Fragner, 1984).

2.9.4 Candida glabrata

Tvofi lesklé, bélavé kolonie, netvofi hyfy ani pseudohyfalni struktury (Jilek et al.,
2002). Ma typickou ovocnou vuni (Fragner, 1984). Je Casto nalézana na kizi,
v urogenitalnim traktu, dychacich cestach, GIT. Diky své snizené citlivosti
k azolovym antimykotikim se stava problémem u oslabenych jedincu, napf. jedinct
s AIDS a prevazné u hematologickych pacientd. Proto se ¢asto vykytuje na

oddélenich klinické hematologie a na gerontologické — metabolické klinice.

2.9.5 Trichosporon beigelii

T. beigelii je starSi nazev, podle nyné&jSi nomenklatury hovofime o T. asahii. Na
Sabouraudové agaru nelze presné odliSit od kolonii kandid, je nutné provést
biochemickou a mikroskopickou identifikaci. V mikroskopu jsou vidét blastokonidie
usporadané cik cak, ¢asto tvori pseudomycelium.

T. asahii zpusobuje infekce kiize i nehtll, ale prevazné se podili na infekcich
mocovych cest. Postihuje pfedevSim oslabené pacienty s defektni imunitou. Je znam
jako puvodce tzv. bilé piedry. Jedna se o mykotické onemocnéni postihujici vlasy a
vousy, kde se vytvari bilé uzliky. Toto onemocnéni se vyskytuje hlavné v tropech a
subtropech (Votava et al., 2000).

2.9.6 Aspergillus fumigatus
Rod Aspergillus tvofi vlaknité rychle rostouci mikromycety, které tvofi barevné
kolonie s pestrou Skalou pigmentu. A. fumigatus miva kolonie tmavé zelené, jemné

zrnité a smérem k okraji zelené ubyva — bélavi (Jilek et al., 2002)
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Mikroskopicky Ize pozorovat charakteristicky vzhled Fetizkovych konidii, které
pfipominaji kropici konev — proto je ¢eskym ndzvem aspergila kropidlak (Votava).

Vyskytuje se v zrni, zeleniné i ovoci a podobné (Fragner, 1984).

Aspergily jsou plvodci jak systémovych mykéz, tak i mykdéz povrchovych —
onychomykozy a otomykozy (Votava et al., 2003). Jsou respiraénimi patogeny, plicni
infekce propuka na zakladé inhalace konidii (Beyer et al., 1994). K systémovym
mykdzam se fadi endokarditidy, alergické pulmonalni aspergil6zy, ob¢as se vyskytne
ohraniCené lozisko — aspergilom (Buchta et al., 1998). Tyto klinické obrazy
pozorujeme spiSe u traumatizovanych a imunoalterovanych jedinct (Pfaller, Wenzel,
1992).

Rod Aspergillus je jednim z hlavnich producentd mykotoxini — nejznadméjsiho
aflatoxinu, ktery je karcinogenni, hepatogenni i neurotoxicky. Zdrojem aflatoxin( jsou
kontaminované potraviny, pfedevsim araSidy (Buchta et al., 1998).

A. flavus se vSak také odedavna vyuziva v Japonsku k vyrobé alkoholického

napoje, tzv. saké z ryze (Fragner, 1984).

2.9.7 Absidia corymbifera

Radi se k vlaknitym mikromycetam, jako pavodce systémovych mykéz. Napada
hlavné oslabené pacienty po transplantacich, pacienty s dlouhodobou Ié&bou
kortikoidy a nemocné s AIDS a vyvola zanéty plic, otitidy atd.

A. corymbifera ma typicky vzhled. M& charakteristické trsy sporangioford na
vrcholech stolonl, s malymi rhizoidy a Spic¢atou kolumelou s typickou apofyzou.
Povrch kultivaniho média je pokryt Sedobilym az Sedocernym myceliem, ktery ma

nadychany vzhled (Votava et al., 2003).

2.9.8 Trichophyton mentagrophytes

Kolonie na Sabouraudové agaru jsou bilé s uprostied Zlutavym nadechem
(Fragner, 1984). T. mentagrophytes se fadi k dermatofytim, coz je skupina
mikroskopickych hub, jejiz zastupci jsou nejcastéjSimi puvodci infekci kuze, vlasu,
nehtd a chlupl. Odpovidaji za asi 90% vSech onychomykéz na nohou a 50% na
rukou (Votava et al., 2003).

2.10 Antimykotika
Jsou to latky, které pusobi na kvasinky i plisné. Specificka antimykotika zasahuji

do urcitého mista metabolismu hub a nespecificka antimykotika obvykle Uc€inkuji i na
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bakterie. K 1é€bé koZnich a slizni€nich myk6z se podavaji jen lokalni antimykotika.
Pfi zasazeni celého organismu myko6zou je nutné provést celkovou, systémovou
terapii.

Antimykotika  G€inkuji  rdznymi  mechanizmy. Mohou vytvaret péry
v cytoplazmatické membrané burniky hub a ovlivnit tak permeabilitu membrany -
polyenova antibiotika. Jinou moZznosti je inhibovat syntézu ergosterolu, ktery je
nezbytnou soucasti buné&né membrany hub — azolova antimykotika (Lullmann et al.,
2004).

2.10.1 Polyenova antibiotika

Vazbou se na ergosterol zméni propustnost membrany buriky hub vytvofenim
hydrofilnich pérG. Prostfednictvim pord unikaji do prostfedi dualezité ionty a
makromolekuly s naslednym zanikem buriky — fungicidni efekt (Ldllmann et al.,
2004).

2.10.1.1 Amfotericin B

Ma Siroké spektrum ucinku, pouziti je témér vzdy provazeno nezadoucimi Ucinky.
Proto byly vyvinuty preparaty, kde je molekula amfotericinu B vazana na tukovy nosi¢
a tim se odstranilo riziko nefrotoxicity (Rozsypal, 2008). Uginek amfotericinu B je
zavisly na jeho koncentraci (Burgess et al., 2000 a Klepser et al., 1997). Je Iékem
volby u aspergilovych infekci, kandid6z, kryptokokovych infekci. V Gvahu pfichazi i
pouziti k terapii histoplazméz (Lullmann et al., 2004). PouZiva se pro téméf vSechny
systémové mykotické infekce (Martinkova et al., 2007).

K nezadoucim u¢inkim patfi vysoka horec¢ka, zimnice, arytmie, duSnost, bolesti
hlavy, zvraceni, hypotenze, selhani ledvin, neurologické poruchy, poruchy krvetvorby
(Nosanchuk, 2006). Podavanim vysokych davek NaCl se nefrotoxicita oslabuje,
stejné tak pouzitim liposomalni formy preparatu (Graybill, 1982). Amfotericin B se
podava intravendzné infazi, vaze se na krevni bilkoviny a je distribuovan do tkani. Po
nékolika dnech je vylou¢en moci. Peroralni podani je systémové neucinné (Lillmann
et al., 2004).
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Obr. 1 Amfotericin B

2.10.1.2 Nystatin a Natamycin
Jsou to lokalni antimykotika pro terapii kandid6z, gastrointestinalnim traktem se
neabsorbuji (Lullmann et al., 2004).

Obr. 2 Natamycin
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Obr. 3 Nystatin

2.10.2 Azolova antimykotika

Jsou to syntetické, pfevazné fungistatické latky, které maji totozny mechanismus
acinku. Inhibuji aktivitu enzymu cytochrom P450 — dependentni C — 14 a —
demethylasy (Borgers, et al.,, 1983), tim nedojde k pfeméné lanosterolu na
bunééné membrany patogenniho agens a inhibici rlstu (Krausova et al., 2009).

Azolova antimykotika maji bud imidazolovy, nebo triazolovy kruh.

K imidazolovym derivatim patfi: kotrimazol, ketokonazol, mikonazol, ekonazol,
oxikonazol, izokonazol, bifonazol, novéjSi krokonazol, sertakonazol, omokonazol a
fada dalSich. Imidazoly se pouzivaji hlavné lokalné na dermatofyty a kvasinky. Pfi
lokalni aplikaci se neresorbuji, proto nevyvolavaji systémove nezadouci ucinky,
mohou zpusobit pouze lokalni alergickou reakci (Lillmann et al., 2004).

Triazoly maji Sirsi spektrum G€inku a jsou dostate¢né citlivé jiz v malych davkéach.
Patfi sem: itrakonazol a flukonazol. Jsou vhodné pro systémovou terapii, a protoze

se ve stfevé dostatecné resorbuji, podavaji se peroralné.

2.10.2.1 Mikonazol

Radi se k prvni generaci azolovych antimykotik. Dfive se pouZival k systémové
lecbé Ci k leCbé plisfiovych meningitid (Deresinski et al., 1977), terapeuticky u€inek
se vSak ukazal jako nedostate¢ny a udrzeni terapeutické koncentrace bylo spojeno
s nezadoucimi toxickymi ucinky, proto se dnes jiz nepouziva (Rozsypal, 2008).
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Obr. 4 Mikonazol

2.10.2.2 Ekonazol (napf.preparat Gyno-Pevaryl )
Téz se fadi kprvni generaci azolovych antimykotik. PouzZiva se kléché

mykotickych onemocnéni kiize nebo sliznic. Je vhodny k terapii poSevni kandidozy.

(\N—CHZ—CH—O—CHZ—@CI
N=/

Cl

Cl
Obr. 5 Ekonazol

2.10.2.3 Klotrimazol (Canesten)
Dermatologikum, gynekologikum a antimykotikum. Je to moderni Sirokospektré
antimykotikum, je acinny na plisné, dermatofyty i kvasinky, navic je klotrimazol

acinny i proti riznym bakteriim, které se mohou podilet na sekundarni infekci

Ni/
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2.10.2.4 Oxikonazol (Myfungar)
Azolové antimykotikum 2. generace. Ma Siroké antifungalni spektrum zahrnujici

dermatofyty (z rodu Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton), kvasinky (v€etné
Malassezia furfur), vlidknité a dimorfni houby (napf. Aspergillus, Candida). PUsobi

také proti nékterym patogennim bakteriim.

e
N/
Cl

Cl
H
Cl

2.10.2.5 Bifonazol (Mycospor)
Antimykotikum uréené k lokalni 1é¢bé. TéZ ma Siroké spektrum G&inku zahrnujici

Obr. 7 Oxikonazol

dermatofyty, kvasinky a plisné.

DasnW,

Obr. 8 Bifonazol

2.10.2.6 Ketokonazol (Nizoral)
Je to antimykotikum 2. generace, které ma specificky GCinek proti kvasince

Malassezia furfur (Vokurka et al., 2008). Pouziva se i k 1éEbé dermatofytdéz, koznich
kandidoz a i k terapii chronické rekurentni vaginalni kandidozy.

V nékterych prfipadech, obzvlast pfi dlouhodobém uzivani, dochazi k vyskytu
téZkych poruch jater, zvySuji se jaterni enzymy a vzacné vznika nekr6za hepatocytu.
TéZz vysoké davky ketokonazolu snizuji syntézu steroidnich hormonu, napf.

testosteronu a kortizolu (Lillmann et al., 2004).
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Obr. 9 Ketokonazol

2.10.2.7 Flukonazol (Diflucan, Mycomax)

Radi se k Sirokospektrym triazolovym antimykotikdm s minimem neZadoucich
GCinka (Buchta et al., 1998). Indikaci flukonazolu jsou mykdzy vnitfnich organd
vyvolané kandidami a kryptokoky (Ldllmann et al., 2004). Je dostupny v peroralni i
intravendzni formé (Dolezal, Buchta, 2006). Patfi mezi nejastéji uZivana

antimykotika, proto se jiz vyskytuji kvasinky s primarni a sekundarni rezistenci.

OH

N
N%\ 5 ]
N—CH CH,—/N
F
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Obr. 10 Flukonazol

2.10.2.8 Itrakonazol (Sporanox)

Je ucinny proti infekcim zpusobenym dermatofyty (Trichophyton spp.,
Microsporum spp.), kvasinkami (Cryptococcus neoformans, Pityrosporum spp., C.
albicans, C. glabrata, C. krusei) a rliznymi jinymi kvasinkami. Spolu s vorikonazolem
se pouziva k 1é¢bé invazivni aspergilozy (Lass-Florl et al., 2001).

Je strukturné podobny ketokonazolu, ale neovliviuje funkci jater a syntézu

steroidnich hormond. Muze vyvolat gastrointestinalni potize (Lillmann et al., 2004).

2.10.3  Allylaminy
Jsou to syntetické latky, které jsou prezentovany terbinafinem a naftifinem. Jako

azolova antimykotika interferuji s biosyntézou ergosterolu, jen v jiném kroku - inhibuji

25



skvalenepoxidasu, kter4 katalyzuje jeden z prvnich krokl syntézy ergosterolu
(Lullmann et al., 2004).

Pusobi fungicidné na fadu druht dermatofytt roduTrichophyton a fungistaticky na
pFislusniky rodu Microsporum. Vedle toho obsahnou i rizné dalSi vidknité houby a
kvasinky (Buchta et al., 2009).

2.10.3.1 Naftifin

Je topickym lokalnim antimykotikem, které je u¢inné hlavné proti dermatofytiim
(Dolezal, Buchta, 2006). Také proti kvasinkam (Candida albicans, Malassezia furfur),
plisnim (Aspergillus spp.). Ma fungicidni a fungistaticky uc€inek. Naftifin ma také
antibakterialni ucinek proti riznym grampozitivnim a gramnegativnim organismim,

které se obyCejné vyskytuji ve spojeni s plisnovym onemocnénim.

T i
CHZ—N—CH2—|C:C©

2.10.3.2 Terbinafin

Plsobi Sirokym spektrem proti houbovym patogendm kuze, vlasu a nehtt véetné

Obr. 11 Naftifin

dermatofytd. Dosahuje vybornych vysledki pfi 1é€bé onychomykdéz. PouZzivid se

lokalné i peroralné (DoleZal, Buchta, 2006).

T i

CHZ—N—CHZ—CEZC—CEC—C (CH,),
99 H
Obr. 12 Terbinafin

2.10.4 Morfoliny
Zastupcem je Amorfolin, ktery inhibuje syntézu ergosterolu na dalSim stupni za

mistem pusobeni azolG (Lullmann et al., 2004). Dobfe pronika do nehtu, proto se
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pouziva ve formé laku na nehty pfi postizeni mykézou (Buchta et al., 1998). Pouziva
se i pro lé¢bu koznich a slizni¢nich infekci vyvolanych dermatofyty a kvasinkami,

vCetné onychomykdzy a vulvovaginalni kandidézy (Dolezal, Buchta, 2006).

H3CtojCH3
N CH,
I H [
c:HZ—Cll—CH2 Cl:—CHz—CH3

CH, CH,

Obr. 13 Amorfolin

2.10.5 Jina antimykotika

2.10.5.1 Flucytosin

Chemicky se jedna o fluorovanou pyrimidinovou bazi 5 — fluorocytosin. Jako
faleSny pyrimidinovy analog je vestaven do rRNA a tRNA, blokuje tak proteosyntézu
a zasahuje i do syntézy DNA. Flucytosin je do buriky aktivhé transportovan, 5 —
fluorocytosin se pfeméni na 5 — fluorouracil, ktery pusobi jako antimetabolit pfi
syntéze nukleovych kyselin (Lullmann et al., 2004). Uginek je fungistaticky az
fungicidni (Buchta et al., 1998).

Flucytosin pusobi na kandidy, kryptokoky a Caste¢né na aspergily. Pokud se
flucytosin poziva jako monoterapie u kvasinkovych infekci, je vysoka tendence
k rychlému rozvoji rezistence. Proto se téeméf vzdy pouziva v kombinaci s jinymi
antimykotiky (Francis, Walsh, 1992 a Hospenthal, Bennett, 1998). NejCastéji se
pouziva v kombinaci s amfotericinem B (Buchta et al., 1998).

Flucytosin spolu s tolciklatem, tolnaftatem a griseofulvinem v3ak nejsou v CR

registrovany (Buchta et al., 2009).
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Obr. 14 Flucytosin
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2.10.5.2 Griseofulvin

Je antimykotikum produkované mikroorganismem Penicillium griseofulvum.
Zasahuje do funkce intracelularnich mikrotubuld a brani tak tvorbé& mitotického
vieténka (Buchta et al., 1998). PouZziva se k terapii loké&lnich mykotickych infekci —
predevSim mykoz nehtd, zpadsobené dermatofyty. Podava se peroralné, uklada se do

keratinizovanych tkani, kde pasobi fungistaticky (Lullmann et al., 2004).
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Obr. 15 Griseofulvin

2.10.5.3 Ciklopiroxolamin

Sirokospektré antimykotikum puasobici na dermatofyty, kvasinky, trichomonady i
na fadu bakterii. Inhibuje proteosyntézu. Pfednostné se pouziva u dermatomykéz
(Buchta et al., 1998).
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Obr. 16 Ciklopiroxolamin

2.10.5.4 Tolnaftat, tolciklat

Patfi mezi thiokarbamatové derivaty. Inhibuji syntézu ergosterolu a pusobi hlavné
na dermatofyty. Indikuji se na dermatomykézy (Buchta et al., 1998). Jsou také
soucasti riznych hygienickych prostfedkd pro pravidelné oSetfovani nohou a obuvi
(Buchta et al., 2009).
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Obr. 17 Tolnaftat
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Obr. 18 Tolciklat

2.10.6 Soucasna antimykoticka Ié ¢ba

Za poslednich 20 let doSlo k vyraznému nérastu mykotickych infekci, zaroven
s tim se zvySil pocet imunosuprimovanych pacientd v populaci. Terapie hlubokych
mykéz se stala velmi obtiznou. Mezi sou€asna nova antimykotika patfi triazoly druhé
generace a echinokandiny, které maji znacny potencial rozsifit lé€ebné moznosti a
zlepsit vysledky 1é¢by invazivnich mykoz (Racil et al., 2008).

Triazolova antimykotika (3. generace)  znamenaji v soucasnosti podstatné
zdokonaleni antifungélni terapie (Buchta, Dolezal, 2006). Kromé jiZz zmifovaného
flukonazolu a itrakonazolu sem fadime i vorikonazol, posakonazol, ravukonazol.

Vorikonazol (V-fend) ma spektrum Uc€inku podobné jako itrakonazol, plsobi na
kvasinky, vC€etné flukonazol rezistentnich, dermatofyty, plisné rodu Aspergillus
(Maschmeyer, 2002) a dalSi. Vorikonazol se zaradil mezi Iéky prvni volby aspergilozy
(Herbrecht et al., 2002).

Ravukonazol je Sirokospektry derivat flukonazolu, ma velmi dobry efekt na
kvasinky, v€etné kmenu, které jsou rezistentni na flukonazol. Dale pusobi na
kryptokoky a fadu vlaknitych hub, v€etné aspergilt. Je jiz v zavérecné klinické fazi
zkouSeni.

Posakonazol (Noxafil) ma Siroké spektrum ucinku, hlavné ma vyssi ucinnost proti

aspergilim. Je hydroxylovanym analogem itrakonazolu (Buchta, Dolezal, 2006).
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Tyto novejSi azoly jsou zbaveny nékterych zavaznych nezadoucich G¢inkd, jako
je gynekomastie, oligospermie, impotence a mnohem méné plsobi na jatra
(Rozsypal, 2008).

Echinokandiny, ke kterym fadime kaspofungin (Cancidas), anidulafungin
(Ecalta) a mikafungin (Mycamine), pusobi na bunécnou sténu tim, Ze inhibuji
fungalni $-(1,3)-glukan syntetazu (Bouffard et al., 1994), coz vede k ubytku glukanu
v bunécné sténé, snizi se jeji kvalita, dojde ke ztraté ochranné funkce pro bunku a k
jeji lyze (R&cil et al., 2008). Echinokandiny brani kandidam ulpét a vytvofit biofilm na
umélych povrSich, jako jsou napf. katetry (Rozsypal, 2008).

Kaspofungin méa Siroké spektrum ucinku. Je uc€inny na kandidy (Marco et al.,
1998), aspergily (Abruzzo et al., 1997), na Saccharomyces cerevisiae a na cysty
Pneumocystis jiroveci. Anidulafungin a mikafungin jsou v zavérecnych fazich
Klinického zkouSeni. Tyto latky maji téz Siroké spektrum Uucinku, puasobici na
flukonazol rezistentni houby, oportunni druhy kvasinek a plisné (Buchta, Dolezal,
2006).

Ve vyvoji jsou dalSi latky, které inhibuji biosyntézu bunééné stény — corynecandin,
fusacandin, arthrichitin, dale selektivni inhibitory houbovych bilkovin (Dominguez et
al.,, 1998) a aminokyselin (sordariny, cispentacin, azoxybacilin) a inhibitory
biosyntézy sfingolipidd (aureobasidin, rustmicin, khafrefungin), jiné pusobi na drovni
inhibice transportu elektront v mitochondriich (Fostel, Lartey, 2000).

Aureobasidin A je cyklicky nonadepsipeptid produkovany Aureobasidium
pollulans (lkai et al., 1991), ma silnou fungicidni aktivitu proti mnoha patogennim
houbam - Candida spp., Cryptococcus neoformans a proti nékterym druhim

Aspergillus spp., ale ne proti Aspergillus fumigatus (Takesako et al., 1993).

2.11 Testovani citlivosti k antifungélnim latkam in vitro

Se vzrlstajicim vyskytem mykotickych infekci dochazi k zintenzivnéni snah po
rozSifeni palety antifungalnich latek, proto je v sou€asnosti nezbytné laboratorné
sledovat citlivost ptivodct mykoz k antimykotikim. DalSim divodem je vyskytujici se
rezistence nékterych druhd mikromycet a potfeba klinika volit nejen vhodny preparat,
ktery si zachoval in vitro uc€innost, ale také davku v zavislosti na citlivosti mikromycety

k danému antimykotiku (Otéenasek, 1990). Vzhledem k tomu, Ze laboratorni model
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nemuze nikdy prfesné napodobit Zivy organismus, jsou zavéry pouze relativni, nikoliv
absolutni.

Cilem laboratorniho testovani je urcit, zda zkoumana latka ma nebo nema
antimykotickou aktivitu in vitro, testy by se mély vyznacovat dostate¢nou citlivosti a
spolehlivosti a nemély by poskytovat faleSné pozitivni nebo faleSné negativni
vysledky (Buchta, 1993).

Antimykoticka citlivost je zavisla na velikosti inokula, médiu, pH, reak&nich ¢asech

i teplotach (Bolmstrom et al., 1993).

2.11.1 Difuzni diskova metoda

Stanovuje citlivost (rezistenci) podle velikosti zony ristové inhibice kolem disku,
které obsahuji ur€ité koncentrace antimykotik. Nejprve se musi vytvofit inokulum a to
tak, Ze se bakteriologickou klickou sebere nékolik kolonii kvasinek (nebo konidii
plisni) z povrchu agaru, na kterém vyrostly. Kolonie se suspenduji ve fyziologickém
roztoku nebo sterilni vodé& a upravi se denzita na 10° elementt ml™. Na pudu, kterd
je pfipravena pro stanoveni citlivosti, se prelije suspenze, nebo se pouZije roztérovy
tampon. Citlivost se stanovuje disky, které jsou napustény antimykotiky, tyto se
polozi na povrch agaru. Misky se inkubuiji pfi urCité teploté (nej¢astéji pfi 35 — 37 C)
po urcitou dobu (24 — 72 hodin). Po inkubaci se citlivost projevi inhibi¢ni zénou rustu,

jeji pramér se méfi v mm (Otéenasek, 1990).

2.11.2 Gradientova difuzni metoda v agaru (E —test )

Na agar se suspenzi z testované mikromycety se pfiloZzi kalibrovany prouzek
s koncentraénim gradientem antimykotika (Rex et al., 2001). Po kultivaci se vytvofi
inhibiéni zéna ve tvaru kapky. Ostry konec je v misté minimalni inhibi¢ni
koncentrace, hodnota koncentrace se odecte ze stupnice na prouzku. E — test se
ukazal byt uziteCny pro testovani amfotericinu-B a azolu proti fadé houbovych
patogent (Lozano-Chiu, et al., 1998). A zda se byt lepSi pro detekci rezistentnich
izolatd k amfotericinu B (Wanger et al., 1995). PfedevSim se ale pouziva jako

alternativa k jinak pracné mikrodiluéni metodé.

2.11.3 Diluéni metody
Tyto metody umoZzniuji kvantitativné posoudit citlivost hub k antimykotikim. Ur€uji

e

mikroorganismu. VySetfeni se provadi na agarovych nebo v bujénovych pudach,
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které obsahuji odstupriované koncentrace antimykotik. Do pud se o¢kuje standardni
inokulum testované kvasinky nebo plisné. Po pfislusné dobé inkubace se odecita
MIC (Bednér et al., 1996).

Agarova dilu €éni metoda : Schopnost rlistu se hodnoti v fadé Petriho misek, které
obsahuji odstupriované koncentrace antimykotik. Metoda je pracnd a ekonomicky
naro¢na, nehodi se pro rutinni testovani (Ferrari, Turnidge, 2003).

Bujonova dilu éni makrometoda : Inhibice rastu testované houby se sleduje
v fadé zkumavek, které obsahuji tekuté médium s rdznou koncentraci antimykotika.

Bujonova dilu €éni mikrometoda : PouZivaji se plastové mikrotitracni desticky.
Diky tomu se MIC stanovuje u vétSiho poctu antimykotik s celym souborem kmenu.

Metoda je snadna, nenaro¢na a automatizovatelna (Cormican, Pfaller, 1996).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomucky
Sterilni mikrotitraéni desti¢ky s vi¢ky, mikropipety, sterilni Spi¢ky, 12 - ti jamkovy
rezervoar na medium, sterilni zkumavky, stojanky na zkumavky, ockovaci klicky,

Birkerovy komurky.

3.2 Pristroje

Laminarni box, termostat, mikroskop, vortex.

3.3 Chemikalie
Médium RPMI - 1640 5x koncentrované (dodavatel KlinLab — Praha), MOPS (3-
[N-morfolino]propansulfonova kyselina), glukéza, DMSO (dimethylsulfoxid), NaOH,

sterilni voda.

3.4 Testovaci kmeny kvasinek a vlaknitych hub
Candida albicans CA ATCC 44859
Candida tropicalis CT 156
Candida krusei CK E28
Candida glabrata CG 20/I
Trichosporon beigelii TB 1188
Aspergillus fumigatus AF 231
Absidia corymbifera AC 272
Trichophyton mentagrophytes TM 445

V pokusu je zahrnuto osm kmenl hub. Referenéni kmen Candida albicans CA
ATCC 4859 pochazi z americké sbirky mikroorganismi ATCC (American Type
Culture Collection). Ostatni kmeny hub byly ziskany z klinickych materiald pacientd,
u kterych byla prokdzana houbova infekce. VSechny kmeny se inkubuji pfi 37 C ve
tmé. Kvasinky se inkubuji 24 hodin, plisné az 48 hodin a kmen TM az 5 dni.
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3.5 Slozeni a p fiprava médii

3.5.1 Sabouraud av glukézovy agar

Slozeni: pepton 10,09
dextroza 40,0 g
agar 15,09

destilovana voda 1000,0 ml

Jednotlivé sloZzky se smichaji, rozvafi a sterilizuji v autoklavu 15 min pfi 121 <.

3.5.2 RPMI 1640 (5x koncentrované r tstové médium) KlinLab — Praha

1000 ml média obsahuije:

dusi¢nan vapenaty tetrahydrat 0,59
chlorid draselny 20g
hydrogenfosforeénan sodny dihydrat 5015¢
siran hofe¢naty heptahydrat 0,59
chlorid sodny 30,049
L- arginin hydrochlorid 121¢
L- asparagin monohydrat 0,27 g
L- cystin 0,25¢
L- glutamin 159
Glutathion 0,005 g
Glycin 0,05¢9
L- histidin HCI H,O 0,102 g
L- hydroxyprolin 0,19
L- isoleucin 0,25¢
Kyselina L asparagova 0,19
Kyselina L- glutamova 0,19
L- leucin 0,25¢
L-lysin hydrochlorid 0,29
L- methionin 0,075 ¢
L- fenylalanin 0,075 ¢
L- prolin 0,19
L- serin 0,15¢



L-treonin 0,19
L- tryptofan 0,025 ¢
L- tyrosin 0,19
L- valin 0,1g
Biotin 0,001 g
Kyanokobalamin 0,000025 g
Cholin chlorid 0,015¢
I- inositol 0,175¢g
Kyselina listova 0,005 g
Kyselina para- aminobenzoova 0,005 g
Nikotinamid 0,005 g
D- Ca- Pantothenat 0,00125¢
Pyridoxin hydrochlorid 0,005 ¢
Riboflavin 0,001 g
Thiamid hydrochlorid 0,005 g
Glukoza 10,0 g
Fenol 0,05¢

3.6 Pfiprava MOPS (Sigma)
Definované mnozstvi morfolinpropansulfomové kyseliny se rozpusti v destilované

vodeé a sterilizuje se autoklavovanim 15 min pfi 121 € a 0,1 MPa.

3.7 Priprava r dstového média

V den pokusu se asepticky pfida k 4 dilim MOPS s 1% gluk6zou 1 dil RPMI
1640. Celkovy objem zalezi na spotfebé, respektive na poctu testovanych kmenu.
Pomoci nékolika kapek (cca 1mlI NaOH na 100ml media) 10M NaOH se upravi pH do

rozmezi 6,5 — 7,9. Pavodné Zluty roztok zméni barvu na oranZzovo — &ervenou.

3.8 Priprava suspenzi testovanych kmen & hub

8 sterilnich zkumavek se popiSe zkratkami testovacich kmenl CA, CT, CK, CG,
TB, AF, AC, TM a do kazdé se nepipetuje po 3ml sterilni vody.

Z kultury kvasinek, které narostly na Sabouraudové gluk6zovém agaru se
odebere ¢ast kolonie, ta se resuspenduje ve sterilni vodé ve zkumavce. Suspenze se

faddné promich& na vertexu. Velikost inokula se ovéfi pomoci Burkerovy komurky, do
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které se nepipetuje 12 ul suspenze. Pfi zvétSeni 200 se stanovi pocet bunék na 50
&tvercd. Hustota inokula vhodna pro testovani je 1,0 — 2,5 x 10™ cfu/ml, coZ pfi
kontrole v Burkerové komurce odpovida 25 — 50 cfu/50 ¢étvercu.

Suspenze vlaknitych hub se pfipravi shodné, jen hustota inokula by méla byt cca
100 bunék na 50 &tvercd.

Takto pfipravené suspenze hub vydrZi v lednici pfiblizné 14 dni.

3.9 Pfiprava redici Fady testovane latky — vlastni pokus
Jako standardni rozpoustédlo pro pfipravu roztokl testovacich latek bylo pouzito
DMSO.

1. Navézka testované latky se rozpusti vtakovém objemu DMSO, aby 1.
testovana koncentrace byla 500 umol.I* a zarover koncentrace DMSO
v jamce nepresahla 1%, proto se pfi pfipravé pracovnich roztokl pfidava
k rdstovému médiu (1,98 ml) jen 1% latky rozpusténé v DMSO (20 ul),
ztoho duvodu se musi pfipravit latka 100x koncentrovanéjSi, aby 1.
testovana koncentrace byla 500 umol.I"t. Promicha se na vortexu.

Vypocet objemu DMSO podle vzorce:

m - 10° (pfevod na ul)
VDMSOT =m-mmmmmmmmmm oo = x yl DMSO
c - M - 100 (zakoncentrovani)

Kde m je navaZka v gramech, c je prvni testovana koncentrace 500 pmol.I*

coZ je 0,0005 mol.I'* a M je molarni hmotnost testované latky.

2. Pokud se latka rozpusti nebo vytvofi homogenni suspenzi, mize se
pristoupit k dalSimu kroku. Pokud se ale latka vysrézi nebo nerozpusti,
pfida se 2. pfipadné 3. ekvivalent rozpoustédla. Kazdym pridanim
ekvivalentu rozpoustédla se posouva 1. testovana koncentrace o jedno
Fedé&ni dozadu (z 500 pmol.I"* na 250 pmol.I'* atd.)

3. Do sterilni zkumavky, oznacené 1, se napipetuje 1,98 ml rlistového média
a pfida se 20 ul rozpusténé testované latky a promicha se na vortexu.

4. Zkontroluje se, zda testovana latka v ristovém médiu neni vysrazena.
Pokud ne, pfistoupi se k dalSimu bodu, pokud ano, pfida se 2. pfipadné 3.

ekvivalent rustového meédia. Kazdym pfidanim ekvivalentu rustového
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média se posouva 1. testovana koncentrace o 1 Fedéni dozadu (z 500
umol.I"* na 250 pmol.I'* atd.).

5. Timto se ziska pracovni roztok 1. testované koncentrace, ten se sterilné
pfemisti do 1. jamky 12 — ti jamkového rezervoaru.

6. Do deseti sterilnich zkumavek, které jsou popsany 2 — 11, se pfipravi
dvojkovou fedici fadou testované latky v DMSO, tzn.: do kazdé zkumavky
se napipetuje 0,5 ml DMSO, do 1. zkumavky, ktera je oznaCena 2, se pfida
0,5 ml testované latky rozpusténé v DMSO (viz bod 1.), promicha se a
pfenese se 0,5 ml do zkumavky oznacené 3, opét se promicha a prenese
se 0,5 ml do zkumavky oznacené 4 atd. aZz po zkumavku 11.

7. Do jamek 2 — 12 dvanacti jamkoveho rezervoaru se napipetuje 1,98 ml
ristového média a pfida 20 pl nafedéné testované latky ze zkumavek tak,
Ze ze zkumavky 2 do jamky 2, ze zkumavky 3 do jamky 3 atd. Do posledni
12. jamky se pfida 20 yl samotného DMSO, to je kontrola.

V kazdé jamce rezervoaru se tak ziskaji 2 ml pracovniho roztoku s pfisluSnou

koncentraci testované latky a kontrola.

3.9.1 Testované koncentrace latky:
(500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977 a 0,488) pmol.I?

3.10 Pipetovani do desti ¢ky
DalSim krokem je rozplnéni nafedéné latky do sterilni mikrotitracni destiCky.
NejvysSi koncentrace latek se napipetuji do prvniho sloupce, niZsi do druhého atd.

1. Pomoci dvanacti kanalové pipety se napipetuje 200 pl pfislusného
pracovniho roztoku ze zasobniho, dvanéacti jamkového, rezervoaru do
radka A, B, C, D, E, G a H jedné mikrotitracni desti¢ky (fadek F zlstava
volny). Tzn., Ze z prvni jamky rezervoaru se prenese 200 ul roztoku do 1.
jamky na titracni desti¢ce, z druhé jamky rezervoaru se prenese 200 pl
roztoku do 2. jamky na titraCni destiCce atd. Do druhé destiCky se
napipetuje tolik jamek, kolik je testovanych latek, tzn. pro 3 testované latky
fadek A, B a C.

2. Do kazdé jamky rfadku A prvni destiCky se napipetuje 10 ul pfipravené
suspenze CA ATCC 44859.
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3. Do kazdé jamky radku
suspenze CT 156.

4. Do kazdé jamky radku
suspenze CK E28.

5. Do kazdé jamky radku
suspenze CG 20/I.

6. Do kazdé jamky Fadku
suspenze TB 1188.

7. Do kazdé jamky fadku
suspenze AF 231.

B prvni desticky se

C prvni destiCky se

D prvni destiCky se

E prvni desticky se

G prvni desticky se

napipetuje

napipetuje

napipetuje

napipetuje

napipetuje

10 pl pfipravené

10 ul pfipravené

10 pl pfipravené

10 ul pfipravené

10 pl pfipravené

8. Do kazdé jamky fadku H prvni destiCky se napipetuje 10 ul pfipravené

suspenze AC 272.

9. Do kazdé jamky druhé desti¢ky se napipetuje 10 ul pfipravené suspenze

TM 445.

10.Titracni desti¢ka se pfiklopi vickem a inkubuje v termostatu pfi 35 . Prvni
destiCka se odecita po 24 h a 48 h a druha desticka s TM 445 po 72 h a

120 h.

Po uplynuti inkubaéni doby se hodnoti nardst v jamkach. Koncentrace latky

inhibujici rdst houby odpovidala jamce, ve které doSlo k 80 % potlageni rustu

kvasinky €i plisné — MICgo.
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4 SEZNAM TESTOVANYCH LATEK

Do pokusu byly zafazeny latky syntetizované na Katedfe anorganické a organické
chemie (Prof. RNDr. Karel Waisser, DrSc., Doc. RNDr. Jarmila Vinsova, CSc., Mgr.
AleS Imramovsky) a na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly léciv (Doc.
PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D., Doc. RNDr. Veronika Opletalovd, Ph.D.)
Farmaceutickeé fakulty v Hradci Kralove.

Chemické nazvy diamidd, styrylbezoxazollli a  benzoxazepin-dionl vytvoril
program ChemDraw verze 8.0. Tento format je akceptovan Americkou chemickou
spole¢nosti (ACS).

4.1 Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny
Tab. 1 Anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny

Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol. hm.
MD 527/ N-(3-jod-4- 21,80 mg
@] methylfenyl)-5-
353,16 methylpyrazin-2-
| NH | NN karboxamid
N~

MD 548/1| Br N-(2-brom-5- 11,00 mg
O (trifluormethyl)fenyl)-
360,13 N 5-methylpyrazin-2-
)I ~ H CF; | karboxamid
—
N

MD 555/II | N-(4- 6,30 mg
(dimethylamino)fenyl)-

N
256,30 o) ™ | 5-methylpyrazin-2-
N karboxamid
N N
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4.2 Arylaminopyraziny
Tab. 2 Arylaminopyraziny

Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol.
hm.
MD H 2,6-dibrom-4-(6-methoxy- | 14,50mg
522/11 Br N N O\CH 5-methylpyrazin-2-
\[ j/\ 3 | ylamino)fenol
=
389,04 HO N
Br
MD N H N-(3-ethynylfenyl)-6- 8,10 mg
578/ N N N\ O\CH methoxy-5-methylpyrazin-
\[ I 3 | 2-amin
=
239,27 N
MD Br 3-(4-bromfenylamino)-5- 11,00
44311 kyanpyraz_ln-z- mg
karboxamid
318,13
HN N CN
T
H_N =
O
MD H 3-(4- 12,00
203/ N N\ CN bromfenylamino)pyrazin- mg
I j/ 2,5-dikarbonitril
=
300,11 Br NC N
MD 3-(3-jod-4- 15,50
441/ | methylfenylamino)pyrazin- mg
2,5-dikarbonitril
361,15
HN N CN
| X
T
NC N

40




MD
442/

429,31

3-(3-jod-4-
methylfenylamino)pyrazin-
2,5-bis(karbothioamid)

3,30 mg
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4.3 Pyrazin-2,3-dinitrily
Tab. 3 Pyrazin-2,3-dinitrily

Kod + vzorec chemicky navazka
mol. nazev
hm.
ZIP-13 | 5,6- 9,30 mg
bis(dimethyl
NC N N
216,25 X amino)pyraz
| _ in-2,3-
NC N N~ dikarbonitril
ZIP-17 NC._ _N. _CI 5,6- 9,10 mg
AN :
| dichlorpyraz
199,00 — in-2,3-
NC N Cl dikarbonitril
ZIP-20 | NC N Cl 5-[(3-chlor- 12,30 mg
= 5,6-
293,71 I /I NN dikyanpyrazi
NC N N COOH | p-2-
H yl)amino]he
xanova
kyselina
ZIP-21 5,6-bis(terc- 12,60 mg
\é butylthio)pyr
306,45 azin-2,3-
NCI N\jis dikarbonitril
—
NC N J\
ZIP-25 | 6-(5,6- 15,30 mg
dikyan-3-
354,42 (diallylamino
)pyrazin-2-
NC N\ N\/\ ylamlpo)hex
| anova
= NN kyselina
NC N H COOH

42




ZIP-26

330,39

6-(5,6-
dikyan-3-
(diethylamin
o)pyrazin-2-
ylamino)hex
anova
kyselina

13,00 mg

ZIP-31

324,43

5,6-
bis(cyklohex
ylamino)pyr
azin-2,3-
dikarbonitril

13,10 mg

ZIP-33

384,57

5,6-
bis(oktylami
no)pyrazin-
2,3-
dikarbonitril

15,20 mg

ZIP-37

274,33

5,6-
dibutoxypyr
azin-2,3-
dikarbonitril

10,70 mg

ZIP-44

418,67

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

16,90 mg

ZIP-50

338,37

3,3-(5,6-
dikyanpyrazi
n-2,3-
diyl)bis(sulfa
ndiyl)diprop
anova
kyselina

13,80 mg

ZIP-53

248,26

3-(5,6-
dikyan-3-
methylpyraz
in-2-
ylthio)propa
nova
kyselina

10,50 mg
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ZIP-59

358,45

2-(5,6-
dikyan-3-
(dipropylami
no)pyrazin-
2-
ylamino)hex
anova
kyselina

14,30 mg

ZIP-65

465,51

2,2'-(5,6-
dikyanpyrazi
n-2,3-
diyl)bis(sulfa
ndiyl)bis(N,
N-
diethylethan
amonium)-
dichlorid

18,50 mg

ZIP-74

225,17

6_
nitrochinoxa
lin-2,3-
dikarbonitril

9,00 mg

ZIP-77

313,71

4-((3-chlor-
5,6-
dikyanpyrazi
n-2-
yh)(methyl)a
mino)benzo
ova kyselina

12,70mg

ZIP-
80A

201,19

4-methyl-
3,4-dihydro-
2H-
pyrazino[2,3

b][1,4]oxazi
n-6,7-
dikarbonitril

8,70 mg




ZIP-87

482,63

5,6-bis(2,6-
diisopropylf
enoxy)pyraz
in-2,3-
dikarbonitril

19,10 mg

Z1P-99

352,49

5,6-
bis(cyklohep
tylamino)pyr
azin-2,3-
dikarbonitril

14,50mg

ZIP-
103

325,38

5-(4-
(dimethylam
ino)fenyl)-6-
fenylpyrazin
_2,3_
dikarbonitril

7,80 mg

ZIP-
109

458,53

5_
(diethylamin
0)-6-(4-(2-
(1,3-
dioxoisoindo
lin-2-
yhethyl)pipe
razin-1-
yl)pyrazin-
2,3-
dikarbonitril

13,20 mg

MUZ-
14

322,42

NC N

2,3-
bis(diethyla
mino)chinox
alin-6,7-
dikarbonitril

13,10 mg
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MUZ- 2,3-bis(terc- 14,30 mg
21 NC NS butylthio)chi
noxalin-6,7-
/ - - -
356,51 NC N >/ dikarbonitril
MUZ- 2,3- 12,70 mg
108 NC N di(neopentyl
)chinoxalin-
320,44 = 6,7-
NC N dikarbonitril
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4.4 Estery pyrazinkarboxylové kyseliny
Tab. 4 Estery pyrazinkarboxyloveé kyseliny

Kéd + vzorec chemicky navazka
mol. nazev
hm.
MD O butyl-5-terc- 1,00 mg
571/ o N & Ut 10
| S \O/\/\ u y -0- X
270,76 P chlorpyrazin- meneé
N 2-karboxylat | navazeno
MD (l)l /\)\ isopentyl-5- 12,60 mg
569/11 Cl | N C\O terc-butyl-6-
P chlorpyrazin-
284,78 N 2-karboxylat
MD O propyl-6- 16,00 mg
557/ Cl N g chlor-5-
| AN \O/\/\
208,81 P heptylpyrazin-
N 2-karboxyléat
MD |C|) isobutyl-6- 14,10 mg
562/ Cl N Co chlor-5-
YUY -
N 2-karboxyléat
MD ﬂ) benzyl-6- 17,70 mg
565/II Cl | N\ C\O chlor-5-
P heptylpyrazin-
346,85 N 2-karboxylat
MD |C|) isopropyl-6- 16,00 mg
560/ J\
Cl | N\ C\O chlor-5-
208,81 N/ heptylpyrazin-

2-karboxylat
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4.5 Derivaty (Z2)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolid  in-4-onu
Tab. 5 Derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-onu
Kod + mol. vzorec chemicky nazev navazka
hm.
RHO-aa H o) (2)-5-(2- 9,200 mg
NN (/;/ fluorbenzyliden)-2-
239,29 S :NH thioxothiazolidin-4-
Foo& on
S
RHO-cc H /(/) (2)-5-(4- 9,600 mg
Ne: fluorbenzyliden)-2-
239,29 Q)li :NH thioxothiazolidin-4-
F Q on
S
RHO-q H ') (2)-5-(4- 10,800 mg
NN (/;/ methoxybenzyliden)-
251,32 S :NH 2-thioxothiazolidin-4-
CH;0 S |on
S
RHO-x H o (2)-5-(3- 10,100 mg
NN (/;/ chlorbenzyliden)-2-
255,74 g :NH thioxothiazolidin-4-
C\\ on
cl S
RHO-y H o (2)-5-(2- 11,800 mg
NN (/;/ brombenzyliden)-2-
300,19 S :NH thioxothiazolidin-4-
Br & on
S
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4.6 Estery cholesterolu a alkanovych kyselin
Tab. 6 Estery cholesterolu a alkanovych kyselin

Kod + vzorec chemicky nazev | navazka
mol.

hm.

T 1-(6-(10,13- 10 mg
6181 dimethyl-17-(6-
Br methylheptan-2yl)-
h i 2,3,4,7,8,9, 10
eo041| N _l I 3,4,7,8,9,10,
o]

11, 12, 13, 14, 15,
16,17-
tetradekahydro-
1H-cyklopenta
[a]phenanthren-3-
yloxy)-6-
oxohexyl)-3,4-
dimethylpyridinium
bromid

T 1-(6-(10,13- 10 mg
6184 dimethyl-17-(6-
Br methylheptan-2yl)-
N 0
655,40 \@r\/\/\/u\o 2,3,4,7,8,9, 10,

11, 12, 13, 14, 15,
16,17-
tetradekahydro-
1H-cyklopenta
[a]phenanthren-3-
yloxy)-6-
oxohexyl)-4-
methylpyridinium

bromid
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4.7 Derivaty thiosalicylamidu
Tab. 7 Derivaty thiosalicylamidu

Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol.
hm.
T 5612 S N-(4-methybenzyl) 10 mg
(ij\N/\Q\ salicylthioamid
257,36 H
OH CH,
T 5617 S N-(4-fluorbenzyl) 10 mg
N/\©\ salicylthioamid
261,32 H
OH F
T 5619 S 5-chlor-N-(4- 10 mg
N fluorbenzyl)
295,75 H/\©\ salicylthioamid
OH F
Cl
T 5621 S 5-chlor-N-(3,4- 10 mg
N Cl dichlorbenzyl)
356,66 H/\©: salicylthioamid
OH Cl
Cl
T 5624 S N-(3-methylbenzyl) 10 mg
(;ﬁJ\N/\Q/CHs salicylthioamid
257,36 H
OH
T 5626 S N-benzyl-4- 10 mg
/E:ﬁj\l\l/\g methylsalicylthioamid
257,36 H
H.C OH
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T 5628 S N-(3-nitrobenzyl)-5- 10 mg
N NO, methoxysalicylthioamid
318,35 H
OH
OMe
T 5630 S N-(4-terc-butylbenzyl) 10 mg
N salicylthioamid
299,44 H
OH
T 5632 S N-(4-chlorbenzyl)-3- 10 mg
H.C methylsalicylthioamid
291,80 /\©\
OH Cl
T 6103 S 4-methyl-N-(3- 10 mg
N NO, | nitrobenzyl)
302,35 H salicylthioamid
H.,C OH
T6111 S N-(4-terc-butylbenzyl)- 10 mg
Cl 3,5-
N
368,33 H dichlorsalicylthioamid
OH
Cl
T6114 S N-(4-chlorobenzyl)-4- 10 mg
methylsalicylthioamid
291,80 /\©\
H.C OH Cl
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4.8 Diamidy

Tab. 8 Diamidy
Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol.
hm.
AIM — O _ N-((R)-1-(4- 12,5 mg
122 Cl N/YO chlorfenylkarbamoyl)ethyl)
H HN -5-chlor-2-hydroxybenzamid
353,20 OH \©\
Cl
AIM — o N-((R)-1-(4- 13,2 mg
109 Cl : e} chlorofenylkarbamoyl)-2-
H/Y methylpropyl)
381,2 OH HN\@\ -5-chlor-2-hydroxybenzamid
Cl
AIM — N-((R)-1-(4- 12,5 mg
113 chlorfenylkarbamoyl)-2-
0 fenylethyl)
429,30 : -5-chlor-2-hydroxybenzamid

Cl ' @)
N/Y
H

AIM — N-((R)-1-(4- 12,5 mg
106 bromfenylkarbamoyl)-2-

o fenylethyl)
473,75 H -5-chlor-2-hydroxybenzamid

Cl : @)
N/Y
H
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AIM — N-((S)-1-(3,4- 15,7 mg
116 dichlorfenylkarbamoyl)-2-
0 fenylethyl)
463,74 o) -4-chlor-2-hydroxybenzamid
HN Cl
cl OH \©i
Cl
AIM — 0 N-((S)-1-(4- 15,7 mg
117 J\fo chlorfenylkarbamoyl)ethyl)
N -4-chlor-2-hydroxybenzamid
353,20 | Cl OH \©\
Cl
AIM — N-((S)-1-(4- 15,9 mg
101 Q chlorfenykarbamoyl)-2-
O
methylpropyl)-
381,25 HN 4-chlor-2-hydroxybenzamid
Cl OH \©\
Cl
AIM — N-((S)-1-(4- 17,9 mg
127 chlorfenylkarbamoyl)-2-
0 fenylethyl)
429,30 /(:ﬁj\ O -4-chlor-2-hydroxybenzamid
HN
cl OH \©
Cl
AIM — 0 N-((3- 14,7 mg
124 Cl /YO chlorfenylcarbamoyl)methyl)
Cl -5-chlor-2-hydroxybenzamid
339,17 OH




AIM — O _ N-((R)-1-(3- 10,8 mg
108 of N/YO chlorfenylkarbamoyl)ethyl)

H N~ _9_ .

HN cl 5-chlor-2-hydroxybenzamid
353,20 OH \©/
AIM — N-((S)-1-(3- 12,8 mg
76 chlorfenylkarbamoyl)-2-
O fenylethyl)

429,30 | Cl o -5-chlor-2-hydroxybenzamid




4.9 Styrylbenzoxazoly
Tab. 9 Styrylbenzoxazoly

Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol.
hm.
AIM — 2-(4-(trifluormethyl)styryl) | 9,8 mg
151 ©i >_\_®7 benzo[d]oxazol
CF,
289,25
AIM — 2-(4- 8,4 mg
153 ©i >_\_®7 chlorstyryl)benzo[d]oxazol
Cl

255,70
AIM — 2-(4-methylstyryl) 8,7 mg
155 ©i >—\_®7 benzo[d]oxazol
235,28
AIM — 0 2-((E)-2-(5-ethylfuran-2- 8,6 mg
158 ©iN\ Van\ | yl)vinyl)benzo[d]oxazol
239,27 ©
AIM — \ 2-((E)-2-(1-methyl-1H- 7,2 mg
161 N imidazol-2-

N >_//_<\ ] yl)vinyl)benzo[d]oxazol
225,25 ©i > N

o
AIM — N 2-(4-(4- 8,1 mg
163 Eji W@OMe methoxyfenyl)buta-1,3-

o dienyl)benzo[d]oxazol

277,32




4.10 Benzoxazepin-diony
Tab. 10 Benzoxazepin-diony

Kod + vzorec chemicky nazev navazka
mol.
hm.
AIM — Cl 7-chlor-N-(4-chlorfenyl)- 13,3 mg
1 2,3-dihydro-2,5-dioxobenzo
[f][1,4]oxazepin-4(5H)-
365,17 o H’)g karboxamid
Cl N e)
O/g
O
AIM — Br N-(4-bromfenyl)-7-chlor- 5,2 mg
17 2,3-dihydro-2,5-
dioxobenzo[f][1,4]oxazepin-
409,6 e} HN 4(5H)-karboxamid
Cl N O
O/g
@]
AIM — Cl 8-chlor-N-(4-chlorfenyl)- 16,0 mg
12 2,3-dihydro-2,5-
dioxobenzo[f][1,4]oxazepin-
365,17 o ™ 4(5H)-karboxamid
N O
Cl O/g
O
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AIM — Br N-(4-bromfenyl)-7-chlor- 13,7 mg
84 2,3-dihydro-3-methyl-2,5-
dioxobenzo[f][1,4]oxazepin-
423,65 o Hl 4(5H)-karboxamid
Cl N O
e
O

Ac — 2-(1-(3- 16,3 mg
AIM — Q chlorfenylkarbamoyl)-2-
110 cl N © methylpropylkarbamoyl)-4-

: HN Cl | chlorofenyl acetat
423,29 ? \©/
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5 VYSLEDKY

Tucné jsou znazornény hodnoty MIC v rdmci testovaného rozmezi. Znaménko ,>"
s Cislem urcuje, ze v této nejvySSi koncentraci je latka neucinna. Odecet nardstu
v jamkach se hodnotil po 24h a 48 h a kmen TM po 72 h a 120 h.

5.1 Anilidy pyrazinkarboxylovych kyselin

Tab. 11 Stanoveni MIC anilidu pyrazinkarboxylovych kyselin

KMEN (kod) MD 527/ MD 548/l MD 555/11
CA 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
CT 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
CK 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
CG 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
B 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
AF 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
AC 24 h >125 >125 >500
48 h >125 >125 >500
™ 72 h >125 >125 >500
120 h >125 >125 >500

Skupina anilidi pyrazinkarboxylovych kyselin se jevila jako velmi malo G&inna.

Zadné z latek v daném koncentragnim rozmezi nejevila antifungalni aktivitu.
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5.2 Arylaminopyraziny

Tab. 12 Stanoveni MIC arylaminopyrazin(

KMEN MD MD MD MD MD MD
(kod) 522/l 578/ 443/ 293/ 441/ 442/
CA 24 h 125 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
CT 24 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h >500 >500 >125 >125 >125 >62,5
CK 24 h 250 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h 250 >500 >125 >125 >125 >62,5
CG 24 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h >500 >500 >125 >125 >125 >62,5
B 24 h 250 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
AF 24 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h >500 >500 >125 >125 >125 >62,5
AC 24 h 500 >500 >125 >125 >125 >62,5
48 h >500 >500 >125 >125 >125 >62,5
™ 72 h 125 >500 >125 15,62 >125 >62,5
120 h 125 >500 >125 15,62 >125 >62,5

Ze skupiny arylaminopyrazinl se jevila jako nejvice U€inna latka MD 522/Il, kdy
MIC byla dosaZena u kmene TM (MIC wp s2on = 125 pmol.I* po 72 i 120
hod), na ktery plsobila i latka MD 293/Il s niz8i hodnotou MIC a to dokonce 15,62

e

umol.I" po 72 i 120 hod.
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5.3 Pyrazin-2,3-dinitrily

Tab. 13 Stanoveni MIC pyrazin-2,3-dinitrilt

KMEN ZIP-13 | ZIP-17 | ZIP-20 | ZIP-21 | ZIP - 25 | ZIP - 26
(kod)
CA 24 h >250 >500 >500 62,5 >500 >500
48 h >250 >500 >500 125 >500 >500
CT 24 h >250 >500 >500 62,5 >500 >500
48 h >250 >500 >500 125 >500 >500
CK 24 h >250 >500 >500 125 >500 >500
48 h >250 >500 >500 250 >500 >500
CG 24 h >250 >500 >500 125 >500 >500
48 h >250 >500 >500 125 >500 >500
B 24 h >250 >500 >500 250 >500 >500
48 h >250 >500 >500 250 >500 >500
AF 24 h >250 >500 >500 >250 >500 >500
48 h >250 >500 >500 >250 >500 >500
AC 24 h >250 >500 >500 >250 >500 >500
48 h >250 >500 >500 >250 >500 >500
™ 72 h 250 250 500 >250 >500 >500
120 h >250 250 500 >250 >500 >500
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Tab. 14 Stanoveni MIC pyrazin-2,3-dinitrild (pokraCovani)

KMEN ZIP—31|ZIP-33|ZIP—37 | ZIP-44 | ZIP-50 | ZIP - 53
(kod)
CA 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
CT 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
CK 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
CG 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
B 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
AF 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
AC 24 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
48 h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
™ 72h >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
120h | >250 | >125 | >500 | >125 | >500 | >500
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Tab. 15 Stanoveni MIC pyrazin-2,3-dinitrild (pokraCovani)

KMEN ZIP-59 | ZIP-65 | ZIP-74 | ZIP - 77 ZIP — ZIP - 87
(kod) 80A
CA 24 h >500 >250 15,62 >500 >500 >125
48 h >500 >250 31,25 >500 >500 >125
CT 24 h >500 >250 62,5 >500 >500 >125
48 h >500 >250 125 >500 >500 >125
CK 24 h >500 >250 15,62 >500 >500 >125
48 h >500 >250 31,25 >500 >500 >125
CG 24 h >500 >250 125 >500 >500 >125
48 h >500 >250 125 >500 >500 >125
B 24 h >500 >250 31,25 >500 >500 >125
48 h >500 >250 125 >500 >500 >125
AF 24 h >500 >250 31,25 >500 >500 >125
48 h >500 >250 125 >500 >500 >125
AC 24 h >500 >250 >500 >500 >500 >125
48 h >500 >250 >500 >500 >500 >125
™ 72 h >500 >250 7,81 125 >500 >125
120 h >500 >250 62,5 500 >500 >125
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Tab. 16 Stanoveni MIC pyrazin-2,3-dinitrild (pokraCovani)

KMEN ZIP-99 | ZIP - ZIP — MUZ — MUZ — MUZ -
(kod) 103 109 14 21 108
CA 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

CT 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

CK 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

CG 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

B 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

AF 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

AC 24 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
48 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

™ 72 h >250 >125 >125 >125 >125 >500
120 h >250 >125 >125 >125 >125 >500

Rozsahla skupina pyrazin-2,3-dinitrilll obsahuje 24 latek, které mizeme souhrnné

oznacit jako velmi slabé ucinné. Latka ZIP — 21 ucinkovala na kmeny CA, CT, CK,
CG a TB, nejnizsi MIC doséahla slougenina u CA a CT (MICzp_p1 = 62,5 pmol.I"* po 24
hodinach). Latka ZIP — 74 plsobila na vSechny kmeny kromé& kmenu AC, na ktery

e

e

ZIP-17,ZIP -20a ZIP - 77.
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5.4 Estery pyrazinkarboxylové kyseliny
Tab. 17 Stanoveni MIC ester( pyrazinkarboxylové kyseliny

KMEN MD MD MD MD MD MD
(kod) 557/ 562/11 565/11 560/ 571/ 569/11
CA 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

CT 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

CK 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

CG 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

B 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

AF 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

AC 24 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

™ 72 h >500 >500 >500 >500 >125 >500
120 h >500 >500 >500 >500 >125 >500

PFi hodnoceni série latek, esterl pyrazinkarboxylovych kyselin, nevykazaly tyto

slou€eniny Zzadnou antimykotickou aktivitu.




5.5 Derivaty (2)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolid

in-4-onu

Tab. 18 Stanoveni MIC derivatu (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-onu

KMEN RHO -aa | RHO-cc | RHO-q | RHO —x RHO -y
(kod)
CA 24 h 125 31,25 >500 125 62,5
48 h 125 62,5 >500 >125 250
CT 24 h 125 >125 >500 >125 125
48 h 125 >125 >500 >125 250
CK 24 h >250 >125 >500 >125 >250
48 h >250 >125 >500 >125 >250
CG 24 h >250 >125 >500 >125 125
48 h >250 >125 >500 >125 250
B 24 h 125 >125 >500 >125 125
48 h 250 >125 >500 >125 >250
AF 24 h 250 >125 >500 >125 62,5
48 h 250 >125 >500 >125 250
AC 24 h 62,5 62,5 >500 125 31,25
48 h 125 125 >500 >125 62,5
™ 72h 62,5 31,25 >500 62,5 31,25
120 h 125 62,5 >500 62,5 31,25
Kromé latky RHO - q vykazaly antifungélni aktivitu vSechny sledované

slouceniny. Na vétSinu testovanych kment byla nejvice citliva latka RHO — y a RHO

hodinach).
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5.6 Estery cholesterolu a alkanovych kyselin

Tab. 19 Stanoveni MIC esterl cholesterolu a alkanovych kyselin

KMEN (kod) T 6181 T 6184
CA 24 h 62,5 >125
48 h >125 >125

CT 24 h 62,5 >125
48 h 62,5 >125

CK 24 h 31,25 >125
48 h 62,5 >125

CG 24 h 125 >125
48 h 125 >125

B 24 h 125 >125
48 h >125 >125

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

AC 24 h >125 >125
48 h >125 >125

™ 72 h 15,62 31,25
120 h 62,5 62,5

V ramci dané skupiny byly testovany pouze 2 latky, slou¢enina T 6184 byla
G¢inna pouze na kmen TM, druha sloucenina pusobila témeéf na vSechny nami
testované kmeny. Nejcitlivéji reagoval Trichophyton mentagrophytes (MIC 16181 =
15,62 pmol.I'* po 72 hodin&ch).
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5.7 Derivaty thiosalicylamidu
Tab. 20 Stanoveni MIC derivatu thiosalicylamidu

KMEN T5612 | T5617 | T5619 | T5621 | T5624 | T 6126
(kod)
CA 24 h 62,5 625 | 31,25 | 31,25 125 62,5
48 h 125 125 125 31,25 250 125
CT 24 h 125 125 62,5 | 31,25 125 125
48 h 125 250 125 62,5 250 250
CK 24 h 62,5 62,5 7,81 3,9 125 62,5
48 h 125 125 15,62 | 15,62 250 125
CG 24 h 125 125 62,5 | 31,25 125 125
48 h 125 250 125 31,25 250 250
B 24h | 31,25 | 31,25 | 7,81 3,9 31,25 | 625
48 h 62,5 625 | 1562 | 7,81 62,5 62,5
AF 24 h 125 62,5 | 31,25 3,9 62,5 62,5
48 h 250 62,5 | 1562 | 1562 | 625 125
AC 24 h 15,62 | 1562 | 15,62 3,9 62,5 7,81
48h | 31,25 | 31,25 | 1562 | 7,81 | 1562 | 31,25
™ 72h | 31,25 | 781 | 1562 | 098 | 1562 | 31,25
120h | 15,62 | 31,25 | 1562 | 098 | 1562 | 3125
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Tab. 21 Stanoveni MIC derivatu thiosalicylamidu (pokraCovani)

KMEN T5628 | T5630 | T5632 | T6103 | T6111 | T6114
(kod)
CA 24 h 125 >500 62,5 500 500 >500
48 h 250 >500 125 >500 >500 >500
CT 24 h 250 >500 125 >500 >500 >500
48 h 250 >500 250 >500 >500 >500
CK 24 h 250 >500 >500 >500 >500 >500
48 h 250 >500 >500 >500 >500 >500
CG 24 h 250 >500 >500 >500 >500 >500
48 h 250 >500 >500 >500 >500 >500
B 24 h 125 250 62,5 125 31,25 >500
48 h 250 250 62,5 500 62,5 >500
AF 24 h 250 250 62,5 >500 15,62 >500
48 h 250 >500 125 >500 15,62 >500
AC 24 h 31,25 15,62 31,25 250 3,9 >500
48 h 125 62,5 31,25 500 3,9 >500
™ 72 h 62,5 15,62 15,62 15,62 3,9 >500
120 h 62,5 15,62 15,62 62,5 3,9 >500

Derivaty thiosalicylamidu byly nejvice plsobici skupinou ze vSech latek, které
byly testovany. NejvétSi antifungalni acinek byl nalezen u derivatu T 5621, ktery
inhiboval velmi silné kmen TM (MICr 5621 = 0,98 umol.I* za 72 h i 120 h). U ostatnich
kmenu byla MIC také velmi nizka.
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5.8 Diamidy
Tab. 22 Stanoveni MIC diamidt

KMEN AIM — AIM — AIM — AIM — AIM — AIM —
(kod) 122 109 113 106 116 117
CA 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

CT 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

CK 24 h >125 62,5 >125 >500 >125 >250
48 h >125 125 >125 >500 >125 >250

CG 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

B 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

AF 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

AC 24 h >125 >125 >125 >500 >125 >250
48 h >125 >125 >125 >500 >125 >250

™ 72 h >125 62,5 125 >500 >125 >250
120 h >125 62,5 >125 >500 >125 >250
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Tab. 23 Stanoveni MIC diamidd (pokraovani)

KMEN AIM - 101 | AIM - 127 | AIM — 124 | AIM - 108 | AIM - 76
(kod)
CA 24 h >125 125 >125 >125 >125
48 h >125 125 >125 >125 >125
CT 24 h >125 125 >125 31,25 31,25
48 h >125 >125 >125 125 125
CK 24 h >125 125 >125 31,25 1,95
48 h >125 >125 >125 62,5 3,9
CG 24 h >125 >125 >125 >125 125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
B 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
AF 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
AC 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
™ 72h 781 >125 >125 >125 125
120 h 781 >125 >125 >125 >125

Ze skupiny diamidd nemélo zadnou antimykotickou aktivitu 5 sloucenin
z 11. Latka AIM — 101 ptisobila pouze na kmen TM (MICam-101 = 7,81 umol.I* za oba
C¢asové Useky). Jako slou€enina s nejlepSim antimykotickym ucinkem se jevila AIM —

e

hodnota MIC byla dosaZena u kmene CK (MICaw.76 = 1,95 pumol.I* po 24 hodinach).

70



5.9 Styrylbenzoxazoly

Tab. 24 Stanoveni MIC styrylbenzoxazolu

KMEN AIM — AIM — AIM — AIM — AIM — AIM -
(kod) 151 153 155 158 161 163
CA 24 h >250 >125 >500 500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

CT 24 h >250 >125 >500 >500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

CK 24 h >250 >125 >500 >500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

CG 24 h >250 >125 >500 >500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

B 24 h >250 >125 >500 >500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

AF 24 h >250 >125 >500 >500 >125 >125
48 h >250 >125 >500 >500 >125 >125

AC 24 h >250 >125 >500 250 >125 >125
48 h >250 >125 >500 250 >125 >125

™ 72 h >250 >125 >500 250 >125 >125
120 h >250 >125 >500 500 >125 >125

Pouze latka AIM — 158 jevila mirné antifungalni U€inky a to na kmeny AC a TM

(MICamm-1ss = 250 pmol.I* za oba &asové Useky u kmene AC). Ostatni slouc¢eniny

nevykazaly aktivitu proti sledovanym kmendm v daném koncentracnim rozmezi.
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5.10 Benzoxazepin-diony
Tab. 25 Stanoveni MIC benzoxazepin-dion(

KMEN AM-1 | AIM-12 | AIM-17 | AIM-84 | Ac— AIM
(kod) - 110
CA 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
CT 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
CK 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
CG 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
B 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
AF 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
AC 24 h >125 >125 >125 >125 >125
48 h >125 >125 >125 >125 >125
™ 72h >125 >125 >125 31,25 >125
120 h >125 >125 >125 62,5 >125

Tato série latek se jevila jako velmi malo u¢inna. Sloucenina AIM — 84 ukazala
stfedni Gginnost na kmen TM (po 72 h i 120 h). MICam.ss = 31,25umol.I"* za 72 hodin.
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6 DISKUSE

Vyvoj antibiotik, protinadorovych Iéku, pokroky v oblasti intenzivni péce, pokrok
v imunosupresivni potransplantacni terapii a virova pandemie HIV, to vSe pfispélo ke
snizeni obranyschopnosti a krozvoji invazivnich mykotickych infekci. Zjevny
zvySujici se vyskyt rezistentnich kmenu hub k nékterym antifungalnim latkdm vede
k zavedeni novych antimykotik. V disledku toho existuje vétSi potfeba opakovat in
vitro citlivosti metody jako voditko pro vybér a monitoring téchto 1ékd (Colombo et al.,
1995). Hlavnim cilem in vitro citlivosti je pfedpovédét dopad podani testovaného léku

na vysledek onemocnéni (Cormican, Pfaller, 1996).

K velké skupiné latek, kterd lze zahrnout mezi derivaty pyrazinu, patfi anilidy
pyrazinkarboxylové skupiny, arylaminopyraziny, pyrazin-2,3-dinitrily a estery
pyrazinkarboxylové kyseliny. Tyto latky jsou syntetizovany a testovany na naSi
fakulté jiz fadu let.
kruhu nebo substituce chlorem zvySuje antifungalni ucinnost (Dolezal et al., 1999,
Dolezal et al., 2000, Dolezal et al., 2002). V jedné z téchto studii se autofi zabyvali
syntézou fady heterocyklickych amidu, které byly pfipraveny substituci pyrazin—2—
karboxylové kyseliny a 2-aminothiazolu, 2-amino-4-methyl nebo 2-amino-5-
methylthiazolu, 2-bromanilinu (Dolezal et al., 2006). Cilem téchto praci bylo stanovit
vztah mezi chemickou strukturou a antifungalnim ucinkem. Vyhodnoceni in vitro
antifungalni aktivity bylo provedeno na 8 houbovych kmenech pomoci mikrodiluéni
bujonové metody. Vysledky neukazaly zadnou zajimavou ucinnost sloucenin na
vétSinu testovanych kmena, pouze latky 5-terc-butyl-6-chloro-N-(5-methyl-1,3-thiazol-
2-yl) pyrazin-2-karboxamid a 5-terc-butyl-6-chloro-N-(4-methyl-1,3-thiazol-2-yl)
pyrazin-2-karboxamid ukazaly nékteré silné in vitro antifungalni a¢innosti proti TM
(MIC = 31,25 umol.I'* po 72 h. a 62,5 pmol.I"* po 120 hod.). Tyto vysledky nedovolily
ucinit podrobné zavéry o mozném vztahu chemické struktury na uc€innosti latky
(Dolezal et al., 2006).

Studie zroku 2008 (Dolezal et al., 2008) testovala dalSi fadu derivata
pyrazinkarboxamidd (anilidy pyrazinkarboxylové kyseliny), latka s nejvySSim
antifungalnim efektem proti TM byla 5-terc-butyl-N-(3-trifluoromethylphenyl) pyrazin-
2-karboxamid (MIC = 62,5 umol.I* v obou &asech).
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Vroce 2006 byly pfipraveny 3-arylaminopyrazin-2,5-dikarbonitrily, tyto latky
ukazaly vyznamné antifungélni a antimykobakterialni Gcinky, byly analyzovany
pomoci reverzni faze vysoce Uucinné kapalinové chromatografie (RP-HPLC)
(Jampilek, Palek, Dolezal, 2006). V pfedchozi studii z roku 2005 (Palek et al., 2005)
byly testovany slou€eniny odvozené od pyrazin-2,5-dikarbonitrilu, respektive 3-
arylamino derivatu. Nejlepsi fungicidni vysledky dal 3 - [2,4-dibrom-6-nitro-
fenylamino] pyrazin-2 ,5-dikarbonitril, testy se provadély opét mikrodilu¢ni bujonovou
metodou (Espinel-Ingroff et al., 1992) na 8 testovanych kmenech hub (CA, CT, CK,
CG, TB, AF, AC, TM). MIC této latky byly: CA (1,95 pmol.I* a 15,63 pymol.I"), CT
(7,82 ymol.I'* a 7,82 pmol.I'Y), CK (3,91 pmol.I"* a 15,63 pmol.I"Y), CG (7,82 umol.I* a
15,63 pmol.I"), TB (3,91 pmol.I* a 15,63 umol.I'Y), AF (3,91 pmol.I'* a 15,63 pmol.I™"),
AC (7,81 pmol.I-1 a 31,25 pmol.I'*) a TM (15,63 pmol.I* a 15,63 pmol.I™).

Estery pyrazinkarboxylovych kyselin jsou také velmi zkoumanou skupinou latek,
zatim se jejich ucinky projevily proti mykobakteriim, napf. uc€inek latky terc-butylester
5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny prokazal 100x vétSi u€innost nez samotny

pyrazinamid proti Mycobacterium tuberculosis (Bergmann, Cynamon, Welch, 1996).

V naSem testovani se zcela neucinnou skupinou staly anilidy pyrazinkarboxylové
kyseliny (Tab. 1 a Tab. 11). Hodnoceni probihalo i v roce 2001 (Bajerova, 2001), kdy
nejaktivnéjsi latka méla substituci chlorem v poloze 6 pyrazinoveho jadra a v poloze
3" substituci metylové skupiny na fenylovém jadre. Tato latka projevila slabou aktivitu
proti vSem testovanym kmendm v obou sledovanych asech. V naSem testovani
mély vSechny latky na pyrazinovém jadfe methylové substituenty vzdy v poloze 57,
na fenylovém jadie se substituenty ménily. Pfesto nebyla Zzadna z latek aktivni.

Druhou testovanou skupinou byly arylaminopyraziny (Tab. 2 a Tab. 12). Latky MD
441/11, MD 442/1l, MD 443/l a MD 578/Il nemély Zadnou antifungalni aktivitu. Latka
MD 293/l méla stfedné acinnou aktivitu pouze na kmen TM, hodnota MIC se
nezménila ani po druhém ¢ase (120 h), mizeme hovofit o fungicidnim G&inku na
dany kmen. Slabou ucinnost jsme pozorovali u MD 522/1l, tato slou¢enina ma
v poloze 2" a 6° na benzenovém jadie bromy. Tato latka vykazovala slabou aktivitu
Trichophyton mentagrophytes.

Treti zkoumanou skupinou patfici do derivatl pyrazinu byly pyrazin-2,3-dinitrily
(Tab. 3 a Tab. 13,14,15,16). Hodnoceno bylo 24 latek s odliSnym substituentem
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v poloze 5" a 6" pyrazinového jadra. Kromé latek ZIP-21la ZIP-74 nebyly ucinné
Zzadné jiné. ZIP-21 ma v polohach 5" a 6" terc-butylthioskupinu, slou¢enina plsobila
na kmeny CA, CT, CK, CG a TB, hodnoty MIC byly nejniz8i u kment CA a CT, kde
dosahovaly hodnot 62,5 pmol.I* po 24 hodinach a 125 pymol.I* po 48 hodinéch.
Podle toho muzeme soudit, Ze latka ZIP-21 m4 slabou antifungalni aktivitu. Mnohem
vyraznéjSich hodnot bylo dosaZzeno u slou€eniny ZIP-74 (6 — nitrochinoxalin-2,3-
hodnoty MIC patfily opét ke kmenu Trichophyton mentagrophytes - 7,81 pymol.I* po
72 hodinach a 62,5 pmol.I* po 120 hodinach. Tato slougenina jako jedina z latek
obsahovala nitroskupinu.

Estery pyrazinkarboxylové kyseliny (Tab. 4 a Tab. 17) nemély zadny ucinek na
kmeny CA, CT, CK, CG, TB, AF, ACa TM.

Rhodaninovy skelet je pfitomen v mnoha tfidach biologicky aktivnich latek, fada
z nich prokazala i antifungalni aktivitu (Orchard et al., 2004). Nékteré 5-arylalkyliden-
2-thioxo-1,3-thiazolodin-4-on derivaty byly pfipraveny jako potencialni antimikrobialni
slou€eniny (Jampilek et al., 2007). Podle studie z roku 2009 (DoleZel et al., 2009)
byly nékteré derivaty [(Z5)-(arylalkyliden-4-oxo-2-thioxo-1,3-thiazolidin-3-yl)] octové
kyseliny pfipraveny jako potencialné antifungalni latky. VétSina sloucenin ale
neprokazala nijak vyraznou antifungalni aktivitu kromé latky ((Z5)-[4-oxo-5-(pyridin-2-
ylmethylidin)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-3-yl]), kter4 silné inhibovala rust CT, CK a CG.
Tyto vysledky se neshoduji s vyzkumy Sortino et al.,, 2007, ktery studoval
antifungalni vlastnosti 3-nesubstituovaného 5-arylalkylidenrhodaninu a zjistil, ze
nahrazenim benzenového kruhu za pyridinovy ma za nasledek ztratu antifungalnich
vlastnosti.

V naSi préaci byly testovany derivaty (Z)-5-arylmethyliden-2-thioxothiazolidin-4-onu
(Tab. 5 a Tab. 18) liSily se od sebe riznou substituéni skupinou na riGzném misté
benzenoveho jadra. Latka RHO-q, ktera ma v poloze 4~ methoxy — skupinu
neucinkovala na Zzadny testovany kmen. Ostatni slouCeniny mély za substituent
halogeny. NejlepSich vysledkl doséhla latka RHO-aa majici v poloze 2" fluor a RHO-
y majici v poloze 2" brom. Nejvice citlivym kmenem se ukazal byt TM. Méné citlivym
se stal kmen CG a necitlivym kmen CK. Stfedné ucinnymi latkami byly RHO-cc a
RHO-x, prvni uvedena meéla v poloze 4" fluor, druhd v poloze 3"chlor. RHO-cc

pusobila na kvasinku CA a kmen AC a TM, hodnoty MIC se pohybovaly po inkubaci
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48 hodin v hodnoté& 62,5 pmol.I" u CA a TM a v hodnoté& 125 pmol.I'* po 48 hodinach
u AC.

Studie z roku 2007 (Adamec et al., 2007) prokazala, Ze hybridni molekuly estronu
vykazaly zna¢nou biologickou aktivitu. Slouc¢eniny 1-[(17-oxo-estra-1,3,5(10)-trien-3-
yloxy)-heptyl]-pyridinium bromid, 4-Benzylsulfanyl-1-[(17-oxo-estra-1,3,5(10)-trien-3-
yloxy)-heptyl]-pyridinium bromid, 4-(4-hlorobenzylsulfanyl)-1-[(17-oxo-estra-1,3,5(10)-
triene-3-yloxy)-heptyl]-pyridinium bromid a 4-(4-Methylbenzylsulfanyl)-1-[(17-o0xo-
estra-1,3,5(10)-trien-3-yloxy)-heptyl]-pyridinium  bromid  vykazaly = vyznamnou
antifungalni aktivitu. Praimérné hodnoty MIC po 48 hod. inkubace u v3ech sloucenin
se pohybovaly v rozmezi u CA (3,9 - 7,8 umol.I'), CT (7,8 - 15,6 ymol.I"Y), CK (7,8 -
31,3 ymol.I"Y), CG (7,8 - 15,6 pmol.I'"), TB (7,8 pmol.I"), AF (7,8 - 62,5 pmol.I"), AC
(15,2 - 250 umol.I'Y) a TM po 120 hod. inkubace 7,8 — 62,5 umol.I'*. Podle t&chto
vysledkd mizeme soudit, Ze steroidni ¢ast je odpovédna za biologickou aktivitu.

V nasSi praci byly testovany 2 estery cholesterolu a alkanovych kyselin (T 6181 a T
6184). Ty se navzajem liSily tim, Ze na pyridinovém jadfe mély methylové skupiny.
Latka T 6181 ji méla v poloze 3" a 4" a latka T 6184 pouze v poloze 4°. T 6181 méla
mnohem vétsi ucinnost, pasobila na vSechny testované kmeny kromé& kmenu AC,
nejcitlivéji uc€inkovala na TM. Slou€enina T 6184 byla uc€inna pouze na kmen

Trichophyton mentagrophytes.

N-benzylsalicylthioamidy byly jiz testovany jako vysoce potencialni
antituberkulotika (Dolezal et al., 2009) a jako potencialné antibakterialni slou¢eniny
(Petrlikova et al., 2010). Bylo zjisténo, ze vysoka antibakterialni aktivita je nejspise
zpusobena pfitomnosti a ur€itou polohou substituentu na benzylaminovém jadre,
konkrétné pfitomnosti halogenu v pozici para.

NaSe obséhla skupina derivatl thiosalicylamidu byla nejvice uc¢innad ze vsech
testovanych skupin latek. Jako vychozi slou€eniny byly pouZity substituovana
kyselina salicylova a substituovany benzylamin. Jejich reakci (rozpoustédlem
chlorbenzen, pfitomnost chloridu fosforitétho, reflux 3 hodiny) vznikly N-
benzylsalicylamidy, ty dale v mikrovinném reaktoru reagovaly a doslo k thionaci —
zaméneé kysliku za siru.

NejvySSi ucinnost proti vSem testovanym kmenum projevila latka T 5621, ktera

méla v poloze pét fenolového jadra chlor a v poloh4ch 3" a 4° benzylaminového jadra
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chlory dva. Tato latka mé&la nejnizsi hodnoty MIC u kment CA (31,25 umol.I* v obou
gasech), CT (31,25 umol.I* po 24 hod.), CK (3,9 umol.I* po 24 hod.), CG (31,25
pumol.I* v obou &asech.), TB (3,9 pmol.I* po 24 hod.), AF (3,9 umol.I'* po 24 hod.) a
u derivatu T 6111 (3,9 ymol.I" po 24 hod. i 48 hod.).

Nejvyssi antimykotickou aktivitu projevovaly latky, které mély na fenolovém i
benzylaminovém jadfe za substituenty halogeny. Na benzylaminovém jadfe se
vyskytovaly halogeny pouze v poloze 4°, u latky T 5621 i v poloze 3". Na fenolovém
jadife se halogeny vyskytovaly v poloze pét a u latky T 6111 i v poloze ffi.
PrevaZzujicim halogenem byl chlor, jen derivaty T 5619 a T 5617 mély v poloze 4’
benzylaminového jadra fluor.

Ostatni latky mély za substituenty alkylovou ¢&i alkoxylovou skupinu, ty
prokazovaly niZ§i aktivitu v porovnani s halogenderivaty.

Slouéeniny T 6103 a T 5628 mély v poloze 4~ benzylaminového jadra
T 6103 u kmenu TM (15,62 po 72 hod.), v pfipadé T 5628 byla nejnizsi hodnota MIC
u kmenu AC (31,25 po 24 hod.).

Na Katedfe anorganické a organické chemie byly pfipraveny nové slouceniny,
derivaty salicylanilidu — hydroxy-N-(fenylamino)-oxo-alkyl-benzamidy (VinSova et al.,
2009). Testovano bylo 11 latek ze skupiny diamidd, z toho 5 bylo zcela neucinnych
na vSechny testované kmeny hub. Slou¢enina AIM-101 byla ucinn& pouze na kmen
™ (MIC = 7,81 umol.I''v obou &asech), latka AIM-109 byla slab& Gginna také na
kmen TM (MIC = 62,5 umol.I'* po 72 i 120 hodinéach) a stejnou hodnotu MIC po 24
hodinach méla i u kmenu CK. NejnizSi hodnota MIC u latky AIM-108 byla 31,25
pumol.I* po 24 hodindch u kmenu CT a CK. Pouze latka AIM-76 (N-((S)-1-(3-
chlorfenylkarbamoyl)-2-fenylethyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamid) vykazala silné Gc&inky
na Candida krusei (MIC = 1,95 pmol.I” po 24 hod. a 3,9 ymol.I* po 48 hod.).
Podobnou strukturu ma AIM-127 (N-((S)-1-(4-chlorfenylkarbamoyl)-2-fenylethyl)-4-
chlor-2-hydroxybenzamid), kde jsou zménéné pouze polohy substituentd — chlord,
presto tato latka nevykazala Zadné ucinky na testované kmeny hub.

Studie zroku 2009 (KlimeSova et al, 2009) hodnotila derivaty
benzylsulfanylbenzoxazolu jako potencialni antituberkulotika. Latka 2-(3,5-
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dinitrobenzylsulfanyl) benz[d]oxazol vykazala silnou aktivitu vici testovanym druhim
mykobakterii.

Styrylbenzoxazoly jsou vyuzivany k neinvazivni detekci senilnich plaka, které
predchazeji Alzheimerové chorobé, konkrétné se jednd o slouceninu 6-(2-
fluorethoxy)-2-[2-(4-methylaminofenyl)ethenyl]lbenzoxazol (Okamura et al., 2004).

V nas8i studii bylo testovano 6 latek styryl benzoxazoll, avSak zadna z nich
neprokazala vySsi G¢innost proti testovanym kmenum hub. Pouze sloucenina AIM —
158 (2-((E)-2-(5-ethylfuran-2-yl)vinyl)benzo[d]oxazol) méla velmi nizkou aktivitu vaci

kmenu AC (MIC = 250 pmol.I"* v obou &asech), coZ se zda byt zanedbatelné.

Esterifikaci salicylanilidi vznikly nec¢ekané formace novych sedmiclennych kruht
— tzv. benzoxazepiny (Imramovsky et al., 2006). Jak jiz bylo zminéno, salicylanilidy
disponuji silnou antifungalni i antimykotickou aktivitou, v nasi studii byly testovany
benzoxazepin-diony, které vSak neprokazaly Zzadnou ucinnost na testované kmeny
hub, kromé latky AIM - 84, ktera pusobila na kmen TM (MIC = 31,25 umol.I'* po 72
hodinach). Stejnou strukturu méla i latka AIM — 17, jen v pozici 3" na sedmiclenném
kruhu chybéla methylova skupina. Tato latka neprokazala Zadnou ucinnost na
testované kmeny. Zda m& methylova skupina na benzoxazepinovém kruhu vliv na
antifungalni aktivitu nemuazeme potvrdit, k dispozici jsme méli totiz jen 5 latek, z toho
pouze jedna jedind méla methylovou skupinu na sedmilenném kruhu, ostatni

slouc€eniny se liSily polohou substituentu.
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7 ZAVER

* Pomoci mikrodiluéni bujonové metody jsme vyhodnotili in vitro antifungalni
aktivitu deseti skupin chemickych slou€enin proti osmi kmenim
potencialné patogennich hub.

* NejvyrazngjSi antifungélni aktivitu vykazovaly derivaty thiosalicylamidu,
konkrétné derivat T 5621, ktery inhiboval velmi silné kmen TM (MICt 5621 =
0,98 ymol.I* za 72 h i 120 h).

e Ztestovaného souboru hub byl nejcitlivéjSim a zarovenn nejcastéji
inhibovanym kmenem dermatofyt Trichophyton mentagrophytes.

» Pro antimykoticky Gc€inek se jevila vyhodné substituce halogenem, nejvice
chlorem.

» ZdosaZzenych vysledkl nelze vyvozovat jednoznaCné zavéry, pro
potvrzeni Uc€inku téchto latek in vitro je nutné provést dalSi testovani na

druhové a kmenové Sir§im souboru houbovych organismu.
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