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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove

Katedra biologickych a lékarskych véd

Nazev diplomové prace: Vyhodnoceni aktivity potencialné antimykotickych IéCiv
mikrodiluéni bujénovou metodou Il

Autor diplomové prace: Alena Zavielova

Vedouci diplomové prace: Mgr. Klara Konec¢na, Ph.D.

Cil: Cilem této prace, diky narUstajicimu poctu mykotickych onemocnéni
a narUstajicimu vyskytu rezistence, bylo zjistit aktivitu u potencialné
antimykoticky puUsobicich latek. Testovaly se nové syntetizované latky,
strukturné vychazejici z molekuly pyrazinamidu, coz je vyznamné
antituberkulotikum.

Metody: Testovani latek probihalo pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody
na osmi kmenech patogennich hub, tvofené péti kmeny kvasinek: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Trichosporon
asahii a tfemi kmeny vlaknitych hub: Aspergillus fumigatus, Absidia
corymbifera, Trichophyton mentagrophytes.

Vysledky: V rozsahu testovanych koncentraci, z celkového poctu ftficeti
testovanych latek, vykazovala nejvyraznéjsi antifungalni aktivitu latka 5-methyl-
6-(2-fenylhydrazinyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril. Vsechny kmeny, kromé
Trichophyton mentagrophytes, vykazovaly pomérné slibnou citlivost vUcCi
testovanym latkam. Obecné, nejcitlivéjSim kmenem byl kmen Candida krusei,
kde bylo dosazeno hodnot MIC 3,9 umol/l po 24 hodinové a 7,81 umol/l po 48
hodinové inkubaci.

Zavéry: Derivaty pyrazin-2-karboxamidu a derivaty pyrazin-2,3-
dikabonitrilu, pfedevSim 5-methyl-6-(2-fenylhydrazinyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril,
se zdaji byt velmi nadéjnymi skupinami latek. V ramci naseho skrininkového
testovani byla u téchto latek prokazana antimykoticka aktivita a minimalné

z tohoto dlvodu si tyto latky zaslouzi byt prfedmétem dalSiho vyzkumu.

KliCova slova: mykoticka onemocnéni, antimykotické latky, rezistence,

minimalni inhibicni koncentrace, mikrodiluéni bujonova metoda
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Biological and Medical Sciences

Title of thesis: Evalution of activity of potentional antimycotic substances
through the use of microdilution broth method 11|

Autor of thesis: Alena Zavfelova

Supervisor: Mgr. Klara Konecna, Ph.D.

Background: The aim of this thesis, due to the growing incidence of
fungal diseases and the growing incidence of resistance, was to determine the
activity of potentially antimycotic active substances. We tested newly
synthesized compoused, structurally based on the substance of pyrazinamide
which is significant antituberculotic.

Methods: Testing of substances was carried out using a broth
microdilution method on eight strains of pathogenic fungi consisting of five yeast
strains: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata,
Trichosporon asahii and three strains of filamentous fungi: Aspergillus
fumigatus, Absidia corymbifera, Trichophyton mentagrophytes.

Results: From the range of tested concentrations and from the total
number of the thirty tested substances, the most noticeable antifungal aktivity
was revealed in the substance of 5-methyl-6-(2-phenylhydrazinyl)pyrazine-2,3-
dicarbonitrile. All strains, except Trichophyton mentagrophytes strain, showed a
relatively promising sensitivity to the tested substances. Generally, the most
sensitive strain was Candida krusei strain, in that the MIC (minimum inhibitory
concentration) values of 3,9 umol/l after 24 hours and 7,81 umol/l after 48 hours
of incubation was achieved.

Conclusion: Derivates of pyrazine-2-carboxamide and derivates of
pyrazine-2,3-dicarbonitrile, especially 5-methyl-6-(2-phenylhydrazinil)pyrazine-
2,3-dicarbonitrile, seems to be very promising group of substances. Within our
screening testing the antifungal activity of these compounds was releaved and
at least for this reason these substances deserve to be the subject of further

research.
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inhibitory concentration, microdilution broth method
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1. Uvod

Nékteré houby u Clovéka vyvolavaji vazné az smrtelné onemocnéni.
Vyskyt mykotickych onemocnéni a pocet pacientl neustale narlista. Obecné,
k této skuteCnosti mize pfispivat fakt, ze ¢im dal vice pacientl uziva mnohdy
zcela neucelné antibakterialni Sirokospektra antibiotika a kortikoidy. Pfibyva
imunosuprimovanych pacientl uzivajicich cytostatika a ¢im dal vice zen uziva
hormonalni antikoncepci. Dal$i faktor, ktery maze mit vliv na zvySeném vyskytu
mykotickych infekci, souvisi s rostoucim poctem pacientll podstupujicich
transplanta¢ni zakroky, ¢i pacientd s AIDS (acquired immune deficiency
syndrome, syndrom ziskaného imunodeficitu) [3].

Na zvySeny vyskyt mykotickych infekci Uzce navazuje dalsi problematika
souvisejici se zvySenou spotifebou antimykoticky plsobicich 1€kl a s moznym
rozvojem rezistence antimykotik [41, 43].

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze je vice nez zadouci soustfedit pozornost
na vyvoj novych |éCebnych postupu, které také zahrnuji zavadéni novych
antimykotickych latek do klinické praxe [50]. V souCasné dobé je celkové
rezistence na antibakterialni a antimykotické latky velkym problémem, ktery se
s nejvétSi pravdépodobnosti bude navySovat i v dob& budouci. Vyskyt
rezistence vede Kkintenzivnimu vyzkumu a vyvoji novych, uc€innéjSich
antimikrobnich latek, které by bylo mozno pouzit zejména u obtizné léCitelnych
systémovych infekci, jejichz poCet obecné narusta.

Soucasti zakladniho vyzkumu je testovani citlivosti modelovych
mikrobialnich kmenl ke kandidatnim antimikrobnim latkdm, v laboratornich
podminkach in vitro, a to pomoci referencnich a nereferencnich metod [26, 40].

Cilem této diplomové prace bylo urcit antimykoticky puUsobici latky.
Slouceniny, které byly testovany, byly syntetizovany a poskytnuty Katedrou
farmaceutické chemie a kontroly |IéCiv Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové,
Univerzity Karlovy v Praze. Tyto nové nasyntentizované slou€eniny vychazeji
ze struktury pyrazinamidu a jejich antimykoticka aktivita byla testovana pomoci
mikrodiluéni bujonové metody. Pomoci mikrodilu€ni bujénové metody je mozno
ur€it minimalni inhibicni koncentraci latek. Tato metoda je zaroven povazovana

pfi testovani antimykotické aktivity novych latek za standard.
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K testovani uc€innosti nové syntetizovanych latek bylo pouzito vcelku osm
riznych mykotickych kmenu kvasinek a vlaknitych hub. Jmenovité Slo o
kvasinky: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
glabrata, Trichosporon asahii a vlaknité houby: Aspergillus fumigatus, Absidia

corymbifera, Trichophyton mentagrophytes.
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1. 1. Zadani diplomové prace a cil diplomové prace

v' ReserSe odborné literatury na dané téma — prace s odbornym textem,
s relevantnimi, recentnimi informacnimi zdroji.

v Testovani antimykotické aktivity in vitro potencialnich antimykotik na
modelovych kmenech kvasinek a vlaknitych hub pomoci mikrodilucni
metody (metoda zavedena dle mezinarodniho standardu CLSI).

v" Vyhodnoceni aktivity potencialné antimykoticky pusobicich latek

mikrodilu¢ni bujonovou metodou.
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2. Teoreticka cast

2.1. Houby — obecna charakteristika

Houby jsou velkd a rlznoroda skupina eukaryotickych heterotrofnich
organismU zahrnujicich jak saprofyty, tak parazity ¢i komenzaly. Houby tvofi
priblizné 25 % biomasy zemé&. Houby s bakteriemi jsou zodpovédné za rozklad
organické hmoty [45].

V ramci celého taxonu, fiSe hub, Ize nalézt zastupce liSici se vyrazné jak
ve velikosti, tak i v bunétné formé. Od bakterii se houby liS§i morfologicky a
chemickym slozenim. Zakladni rozdil je v odliSnosti zakladni stavebni jednotky,
tedy bunky. Houby jsou eukaryotni, bakterie prokaryotni organismy [17].

Od rostlin se houby liSi zejména tim, ze neobsahuiji chlorofyl. Na rozdil
od rostlin obsahuji ve svych bunkach slozité cukry, hlavné chitin, dale mannany,
glukany, dextrany. To jsou hlavni komponenty, které tvofi bunécnou sténu a
timto slozenim bunééné stény hub se zasadné liSi od bunék zivoCiSnych a
rostlinnych. DalSi dllezitou vlastnosti hub je pfitomnost steroidnich alkohol(
v cytoplazmatické membrané. Sterol, typicky pro cytoplazmatickou membranu
hub a nezbytny pro zdarny zivot hub, je ergosterol [17, 51].

Patogenni houby schopné vyvolavat infekéni onemocnéni jak u zvirat,
tak i u Clovéka délime vzasadé do dvou skupin, na plisné (vlaknité
mikromycety) a kvasinky. Strukturnim zakladem téla hub jsou viakna neboli
hyfy. Tato vlakna, tedy hyfy, tvofi spletitou hmotu zvanou mycelium. Mycelium
muze byt dvojiho typu, a to septované (tvofené vyrazné oddélenymi burikami) a
neseptované. Plisné se rozmnoZuji sexualni reprodukci pomoci spér nebo
nepohlavnim délenim. Pro kazdy druh vlaknité mikromycety je specificky urcity
zpusob tvorby spor a typ spér [17]. Zajimavou vlastnosti hub je schopnost
stfidat pohlavni a nepohlavni zplsoby rozmnozovani [51]. Kvasinky jsou
zejména jednobunélné organismy, mnozZici se VvétSinou nepohlavné.
Nepohlavni mnozZeni je oznaCovano jako puceni. Jde o proces, pfi kterém se na

burice vytvofi stale se zvétSujici vyCnélek, ktery se nakonec oddéli. Nékteré
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kvasinky jsou schopné vytvaret nepravé mycelium, tzv. pseudomycelium, jehoz

zakladem jsou jednotlivé pucici buriky fetizkovité usporadané [17].
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2.2. Infekce vyvolané houbami

Houby obecné mohou u Clovéka vyvolavat Sirokou Skalu onemocnéni.
Napfiklad, po poziti plodnic jedovatych hub muze dojit k otravé organismu
(mycetismu). Po poZziti potravin kontaminovanych toxickymi produkty
sekundarniho metabolismu vlaknitych mikromycet muze rovnéz dojit k Zivotu
ohrozujicimu onemocnéni (mykotoxikéze) [17].

Predevsim vlaknité houby mohou stat za rozvojem alergického
onemocnéni dychacich cest (mykoalergdzy), které se rozviji pfedevSim po
opakované inhalaéni expozici spérami téchto hub [17].

DalSim typem infekéniho onemocnéni jsou mykozy, na kterych se podili
jak fakultativné patogenni houby (Candida, Aspergillus), tak i primarné
patogenni houby (dimorfni houba Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, dermatofyt Trichophyton mentagrophytes) [17].

Infekce vyvolané houbami tvofi velmi pestrou a rdznorodou skupinu.
Infekce obvykle délime do 4 skupin [3]:

1. Mykdzy

2. Mykoalergdzy
3. Mycetismy
4. Mykotoxikdzy

2.2.1. Mykoézy

Mykozy Ize fadit, co dulezitosti se tyCe, z vySe zminénych onemocnéni
na prvni misto. Ze vSech mykdz jsou nejCastéjSi a nejrozSifenéjSi onemocnéni
kGze, neht(, vlasu a sliznic [17].

Mezi nejCastéjSi puvodce patfi houby vieckaté (vieckovytrusné, fad:
Ascomycetes), vyjimecné stopkovytrusné (fad: Basidiomycetes). Spolehlivé
dolozenou skutecnosti je, ze pocCet pfipadd mykdz neustale roste. PFiciny
rostouciho poctu infekci jsou rizné a mohou byt jak pfimé, tak nepfimé [3].

PFfimé pfiCiny jsou ovlivnény nékolika nasledujicimi faktory. Lze mezi né
fadit pasivni pfenos puvodcu, tykajici se zejména mykéz s endemickym

vyskytem na velkych vzdalenostech. Ur€itou roli hraje podobnost ekologickych
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podminek nové lokality s puvodni lokalitou. Ovlivnéni iatrogennimi faktory je téz
velmi Casté, zejména u etylik(, Zen uzivajicich hormonalni antikoncepci, €i pfi
uzivani antibakterialnich Sirokospektrych antibiotik, cytostatik, €i kortikoidu.
latrogenni faktory mohou souviset s transplantaénimi zakroky & mykotickymi
nakazami u diabetikl a pacientdl s AIDS. Svou roli zde hraje pusobeni
ekologickych faktort, zejména vnéjsSiho prostfedi. Mozna pficina maze pramenit
ze znecCisténého ovzdusi, naruSeni pfirodni rovnovahy, technického pokroku,

kontaminace potravin patogennimi houbami, apod. [3].

2.2.1.1. Povrchové (kozni) mykézy

Povrchové mykoézy patfi mezi nejCastéjsi formy mykoz. Tyto mykdzy jsou
vyvolané predevsim vilaknitymi mikromycetami, dermatofyty, které napadaji
stratum corneum vlasU, nehtd a kize. Tyto infekce se nazyvaji dermatofytézy
neboli lat. tinea s pfidomkem urcujici postizenou strukturu nebo ¢ast téla, napf.:
tinea capitis — infekce vlasu vyvolana dermatofyty, tinea pedis — infekce
vyskytujici se nejcastéji na prstech, meziprsti nohou nebo na chodidlech, tinea
unguinum - infekce nehtt [3, 17].

Mezi klinicky dulezité rody skupiny hub, dermatofytl, patfi Trichophyton,
Microsporium, Epidermophyton [3].

Dermatofyty mohou infikovat jak Clovéka, tak zvife. K nakaze dochazi
bud pfimym kontaktem nebo nepfimym kontaktem s nakazenou osobou,
zvifetem nebo stykem s kontaminovanou plochou. Dochazi tak k pronikani
dermatofytd do keratinu. K nepfimému pfenosu muize dojit na podlaze sprch,
vefejnych koupalist, pouzitim neosobnich rucnikd, hfebend. Dermatofyty
prezivaji dlouho a k nakaze, kromé infekéniho agens, je zapotiebi ,porusena“
epidermis, drobné poranéni nebo slabé olupovani vrchni vrstvy ktze [17].

Mezi dalSi Casté puvodce povrchovych mykéz jsou fazeny kvasinky,
které napadaiji sliznice ust, pochvy, kazi &i nehty. NejrozSifenéjsi kvasinkovou
mykozou je povrchova kandidoza zplsobena kvasinkami rodu Candida, kde za
80-90% vSech kvasinkovych kandidovych infekci stoji druh Candida albicans
[3,17].
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DalSim Castym puvodcem kozZnich kvasinkovych infekci je kvasinka
Malassezia furfur. Infekce zpusobena touto kvasinkou se nazyva pytiriasis
versicolor. Na kuzi postizené infekci touto kvasinkou zUstavaji depigmentové
skvrny. Jina kvasinka, Trichosporon beigelii, zpusobuje kozni infekci nazyvanou
bila piedra. Takzvanou Cernou piedru, ktera se projevuje vznikem tmavych
nodul v kstici nebo ochlupenych mistech, zpusobuje vilaknitd houba Piedraia
hortae [3, 17].

2.2.1.2. Subkutanni (podkozni) mykézy

Subkutanni mykdzy vznikajici zanesenim patogennich hub, které se
bézné vyskytuji v puadé ¢i na rostlinach, pfimo do podkozi. Proces onemocnéni,
vznikajici zanesenim mikrobl z pudy nebo rostlin do podkozi, je velmi pomaly.
NejcCastéji k tomuto pfenosu dochazi pfi poranéni [3, 17].

Vyskytuji se hlavné v tropickych a subtropickych oblastech Afriky, Asie,
Stfedni Ameriky [3].

Vyznamnou podkozni mykézou je sporotrich6za, chronické hnisavé
onemocnéni kuze a podkozi, vyvolané dimorfni houbou Sporothrix schenckii.
DalSimi pfiklady podkoznich mykoéz jsou chromoblastomykdzy (chromomykozy).
Jedna se o chronické infekce kize s charakteristickymi bradavi¢natymi lézemi
pokrytymi strupy. Pdvodcem chromomykdzy jsou napfiklad Fonsecaea pedrosoi
¢i Phialophora verrucosa [17].

DalSim pfikladem subkutanni mykdzy je rhinosporidiéza, chronicka
granulomatozni infekce sliznic nosu nebo spojivky spojena s tvorbou polypu,

vyvolana Rhinosporidium seeberi [17].

2.2.1.3. Systémové mykozy

Na systémovych mykotickych infekcich se mize podilet Siroka Skala
patogennich hub.

Pfikladem mohou byt dimorfni houby, jako jsou Blastomyces dermatitidis
(vyvolava onemocnéni zvané blastomykdza), Coccidioides immitis (vyvolava

onemocnéni zvané kokcidioidomykdza), €i Histoplasma capsulatum (vyvolava

16



onemocnéni zvané histoplazméza). K pfenosu infekce dochazi vdechnutim
spor, které se vyskytuji v pudé a na rostlinach. Blastomykéza je chronické
onemocnéni plic, ke kterému dochazi vdechnutim spér. Sifi se do tkani, hlavné
na kuzi a do kosti. Kokcidiomykdéza mize mit Casto asymptomaticky raz, ktera
muze ale rovnéz vyustit v progresivni sekundarni smrtelnou infekci.
Histoplazméza je onemocnéni, vétSinou bez pfiznakl nebo relativné mirné
plicni onemocnéni, které samo odezni. Vdechované spoéry jsou nejCastéji
obsazené v pta€im a netopyfim trusu [17].

DalSimi velmi &astymi puUvodci mykdz jsou zastupci rodd Candida,
Aspergillus €i Cryptococcus. Infekce vyvolané témito plvodci se objevuji
pfedevSim u osob se snizenou imunitou, ke které muze dochazet jednak
v dusledku nemoci (vrozené imunodeficity, ziskané imunodeficity, napfiklad
infekce vyvolané virem HIV, human immunodeficiency virus, virus lidské
imunitni nedostatecnosti, hematologické poruchy) ¢i imunosupresivni leéCby [3].

Kandidoza, jejiz puvodcem jsou kvasinky rodu Candida, patfi mezi
nejCastéjSi systémové mykdzy. Zavaznost téchto infekci v posledni dobé
vzrusta. Onemocnéni se objevuje u osob se snizenou imunitou nebo osob
oslabenych jinym onemocnénim. V posledni dobé se ale objevuje i u zdravych
lidi, ktefi jsou infikovany vysoce virulentnimi kmeny Candida albicans [3].

Aspergiléza je infek&ni onemocnéni postihujici hlavné dychaci cesty.
Rod Aspergillus ohrozuje ¢lovéka nejen infekci, ale i intoxikaci, pfi které nékteré
kmeny aspergilt produkuji kancerogenni a hepatotoxické aflatoxiny [3].

Kryptokokdza je onemocnéni, které narusta hlavné u pacient s AIDS. U
téchto pacientd je hlavnim pdvodcem mykotickych komplikaci pravé
Cryptococcus neoformans. Postizeny byvaji hlavné plice, ale rozsifit se muze

do dal$ich organu [3].

2.2.2. Mykoalergoézy

Mykoalergdzy predstavuji stavy precitlivélosti na Castice mykotického
charakteru, zejména tedy spory, ale i na metabolické produkty hub. Tato alergie
se podoba alergiim, které byly vyvolany jinymi alergeny. Projevuji se pfedevSim

astmatickymi zachvaty doprovazenymi nej¢astéji bronchokonstrikci. Od
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béznych alergickych reakci mohou spéry hub zpusobovat ale i jina onemocnéni,
jako napriklad alergickou bronchopulmonalni mykézu, alergicky zanét
vedlejSich  nosnich dutin, hypersenzitivni pneumonitidu, ¢i atopickou
dermatitidu. Mykoalergézu vyvolavaji razné typy spor, jako jsou napfiklad

konidie €i artrospory [3, 44].

2.2.3 Mycetismy

Mycetismus je oznaceni pro otravu houbami, ke které dochazi po poziti
plodnic, zejména vysSich makroskopickych hub produkujicich toxiny. NejCastéji
se jedna o neurotoxiny a cytotoxiny. Do skupiny neurotoxinu fadime napfiklad
muskarin, do skupiny cytotoxini Fadime napfiklad phalloidin, & amanitin.
Vyznamnymi zastupci zpUsobujici otravu houbami, nachazejici se v nasich
zemépisnych podminkach, jsou Muchomilrka zelena (Amanita phalloides),
Muchomirka ¢ervena (Amanita muscaria), Zavojenka olovova (Entoloma
lividum), €i Hfib satan (Boletus satanas) [4]. Tézké a stfedné tézké otravy
houbami se mohou nejCastéji projevovat mimo jiné zvracenim, prijmem,

zvySenym slinénim, midzou, tachykardii, ¢i halucinaci [15].

2.2.4. Mykotoxikozy

Vlastni mykotoxikézy jsou vyvolany, na rozdil od vySe zminénych
mycetisml, hlavné mikromycetami. Pfedstavuji otravy vzniklé toxickymi
metabolity hub, které jsou uvolhovany do prostfedi [3]. NejCastéji se jedna o
aflatoxiny, ochratoxiny, ¢i namelové alkaloidy. Tyto mykotoxiny jsou
charakterizovany riznym spektrem G&inku. Aflatoxiny se vyznaluji
mutagennim, kancerogennim a imunosupresivnim ucinkem. Ochratoxiny
mohou mit teratogenni, karcinogenni i nefrotoxické ucinky. Namelové alkaloidy
diky vazokonstrikci cév mohou vést k nekroze &i gangréné tkani [4, 55].

Otrava muze byt akutni, az smrtelna nebo chronicka, zpusobena
opakujicimi se otravami nizS§imi davkami mykotoxinu [3]. K otravé dochazi

nejCastéji pozfenim potravy kontaminovanou plisnémi, které produkuji pfislusné
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mykotoxiny [45]. Vyznamnymi zastupci produkujici mykotoxiny jsou vlaknité

houby rodu Aspergillus &i Penicillium [4].
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2.3. Lééba infekci vyvolanych houbami

Antimykotika jsou l|éCiva, ktera pusobi na plisné a kvasinky. PUsobi
specificky, v ur€itém misté metabolismu, anebo nespecificky. Podle chemické
stavby je lze rozdélit do &ty skupin na imidazoly, triazoly, polyenova
antimykotika a ostatni antimykotika. Pak se mohou délit jesté dle zpusobu
podavani na lokalni a systémova [52].

Mechanismus ucCinku vétSiny antimykotik spociva v naruSeni integrity
bunécné stény, kdy inhibuji funkci steroll nebo Castéji zasahuji do samotné
syntézy steroll (viz. Obr. 1). | pfes neustaly vyvoj novych antimykotik je zde ale
dlouhotrvajici problém, jimz je rezistence na antimykotické latky. Rezistence
neustale narista a to zejména u nejpouzivanéjsich, azolovych antimykotik. |
pres zavadéni novych antimykotickych latek narustajici rezistence komplikuje
efektivni 1éCbu [46].
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Obr. 1: Schématické znazornéni mechanismud ucinku vybranych antimykotik,
prevzato zz. MUKHERJEE, P. K. et al., 2005, Combination treatment of invasive

fungal infections [35] a upraveno

A} Mechanismus ucinkuazoly B) Mechanismus uéinku polyenu
FLU

Extracelulamni
prostor

Lanosterol—)(-) Zymosterol —> Ergosterol
L J

Poéry a kanaly tvofené AmB
vedou k bunééné smrti

FLU inhibuje biosyntézu ergosterolu,
coz vede k Ubytku tohoto sterolu v buné&né membrané

Buné&na membrana

Ergosterol

Cytoplazma

O Amfotericin B
@® Ergosterol

Bunééna sténa

[] Flukonazol
C) Mechanismus uéinku 5-fluorocytosinu D) Mechanismus uéinku echinokandin
Inhibice
proteinsyntazy $-(1,3)- D- glukan B-(1,6)- D- glukan
] FUMP Kandiny
Bunécna _>
cytosin / sténa P
cytosin deaminaza
5-FC =—»5FC —» 5.FU . VA .-
petiicass Bunécna —2 o Kandiny inhibuji
membrana houbovou glukan syntazu
FdUMP T Cytoplazma
iz -(1,3) - D- glukan syntaza
Bunécna membrana B B-(1.3) ¢ Y
Inhibice
DNA syntazy

Legenda: 5-FC: b5-flucytosin; 5-FU: 5-fluorouracil;, FUMP: fluorouridin
monofosfat; FAUMP: fluorodeoxyuridin monofosfat; DNA: deoxyribonucleic acid,

deoxyribonukleova kyselina
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2.3.1. Azoly

Azoly se déli dle chemické struktury na imidazolova a triazolova
antimykotika. Imidazolova antimykotika maji ve struktufe centralniho
pétiClenného heterocyklu pfitomny dva dusiky, triazolova antimykotika maji ve
struktufe centralniho péti¢lenného heterocyklu zastoupeny tfi dusiky. Atomy
dusiku pfitomné zejména v polohach 3 a 4 se ucastni vazby na atom zeleza,
ktery je soucasti enzymu. Aby tyto slouCeniny mohly snadno pronikat do
membrany, musi byt bohaté substituovany lipofilnimi skupinami [20].
Mechanismus ucinku je u obou skupin velmi podobny. Je zalozen na inhibici
syntézy ergosterolu (hlavni slozky bunéfné membrany hub) z lanosterolu,
konkrétné na inhibici enzymu lanosteroldemetylazy. V disledku této inhibice je
porusena tvorba bunééné membrany a nasledné zastaven rust bunky [5]. VySSi
selektivita tohoto procesu je u triazoll, coz se projevuje i menSim vyskytem a

mensi zavaznosti nezadoucich U€inkd nez u imidazolu [10].

2.3.1.1. Imidazolova systémova antimykotika

Mezi imidazolova antimykotika prvni generace, vyuzivana hlavné
v dermatologii a gynekologii, fadime klotrimazol, ekonazol, mikonazol a jiné. Do
druhé generace fadime ketokonazol, coz je prvni peroralni derivat této skupiny.

Po chemické strance jde o imidazoldioxolanovy derivat (viz. Obr. 2) [10].

Obr. 2: Chemicka struktura ketokonazolu - imidazolového antimykotika
prevzato z: LIANG, H., 2008, Sordarin, an antifungal agent with a unique mode

of action [31] a upraveno



Spektrum téchto antimykotik tvofi zejména dermatofyty, histoplazmy a
blastomycety, kandidy i néktefi prvoci [52].

Kromé ketokonazolu se vSechna imidazolova antimykotika pouZzivaji
lokalné, k terapii jasné ohraniCenych lozisek, nebo doplnuji celkovou terapii
jinymi antimykotiky. U chronickych forem onychomykéz byva vysoky podil
relapsu [5, 6]. Imidazolova antimykotika hraji nezastupitelnou roli v lé¢bé
koznich a sliznicnich kandidéz, endemickych mykéz, i vulvovaginalnich mykéz
[10].

2.3.1.2. Triazolova systémova antimykotika

Treti generace azolovych antimykotik patfi triazolovym derivatim [10].
Spektrum téchto antimykotik je SirSi [52]. Vyznamnymi zastupci této skupiny
antimykotik jsou flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, terkonazol
[5].

Flukonazol, fluorovany derivat odvozeny od imidazolovych derivatu (viz.
Obr. 3), je Iékem volby u infekci vyvolanych kryptokokoky. Pouziva se pfi IéCbé
vulvovaginalnich a orofaryngedlnich kandidéz. Profylakticky se podava u
pacientl s AIDS, ktefi trpi orofaryngealni kandidézou. Itrakonazol se uplatriuje
pfi l1éCbé dermatomyk6z, onychomykdz, slizniCnich kandiddéz nebo jako

alternativni |éCba u aspergiléz [10, 18].

Obr. 3: Chemicka struktura flukonazolu — triazolového antimykotika, pfevzato z:
LIANG, H., 2008, Sordarin, an antifungal agent with a unique mode of action

[31] a upraveno
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Triazolové derivaty se pouzivaji kromé terkonazolu vyhradné celkové,
peroralné u systémovych infekci nebo intravenézné. Aplikuji se u rozsahlych

postizeni kiize a sliznice [5].

2.3.2. Polyeny

Polyeny neboli polyenova antimykotika jsou latky, které maji vlastnosti
ionoforll. Zaklad struktury polyenu tvofi 26-40ti ¢lenny makrocyklicky laktonovy
kruh, ktery je slozeny z hydrofilniho polyhydroxylového fetézce a lipofilniho
,polyenoveho” fragmentu (viz. Obr. 4). Hydrofilni ¢ast ve své molekule obsahuje

glykosidicky vazany aminocukr a karboxylovou skupinu [10, 30].

Obr. 4:: Chemicka struktura amfotericinu B — makrocyklického laktonového
kruhu s obéma typy fetézcl, prevzato z: LIANG, H., 2008, Sordarin, an

antifungal agent with a unique mode of action [31] a upraveno

Mechanismus jejich ucinku spocCiva ve vazbé& na ergosterol, kde se
v dusledku toho vytvari péry a tim je ovlivnéna permeabilita bunécné stény a
cytoplazmatické membrany [52].

Mezi polyenova antimykotika patfi amfotericin B, natamycin, nystatin.
Amfotericin B se aplikuje pfi terapii Zivot ohrozZujicich mykoéz intravenozni
formou, topickd aplikace je typicka u natamycinu a nystatinu. Polyeny se
uplatiuji u koznich a slizni€nich infekci velmi malo, zejména kvili své toxicité.

Po parenteralnim podani se mohou vyskytnout velmi zavazné nezadouci
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ucinky, jimiz jsou nefrotoxicita, hepatotoxicita, anémie, pfipadné anafylakticky
Sok [10]. Vyskyt a intenzita nezadoucich uc€inkd u amfotericinu B a nystatinu
byla snizena vyvinutim IéCivych pfipravkd v lipozomalni lékové formé.
Natamycin se uplatiiuje u keratomyk6éz a zanétech vnéjSiho zvukovodu [5].
Natamycin s nystatinem se aplikuji pouze topicky a vyuziti nachazi i v 1é¢bé

posevnich infekci a selektivni dekontaminaci gastrointestinalniho traktu [10].

2.3.3. Echinokandiny

Mezi dalSi systémova antimykotika patfi echinokandiny a
pneumokandiny. Mechanismus uc€inku téchto latek spociva v inhibici syntézy
(1,3)-beta-glukanu, ktera nasledné vede k poruse syntézy bunécné stény hub
[51]. Vyznamnym zastupcem je kaspofungin, derivat mastnych kyselin a
cyklickych hexapeptidd (viz. Obr. 5). DalSimi I|éCivy této skupiny jsou

mikafungin, ¢i anidulafungin [10, 36].

Obr. 5: Chemicka struktura kaspofunginu — derivatu mastnych kyselin a
cyklickych hexapeptidl, pfevzato z: SHAPIRO, R. S. et al., 2011, Regulatory
circuitry governing fungal development, drug resistance and disease [43] a

upraveno
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U aspergiléz se vyuziva jejich fungistatického uc€inku a u kandidoz
fungicidniho ucinku [10].
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2.3.4. Antimetabolity

DalSim zastupcem systémovych antimykotik, tentokrat ze skupiny
antimetabolitd, je flucytosin. Flucytosin je analog cytosinu (viz. Obr. 6), ktery je v
burice deaminovan na 5- fluorouracil, ktery inhibuje syntézu RNA. Flucytosin je

fungistaticky lék s uzkym spektrem ucinnosti [52].

Obr. 6: Chemicka struktura flucytosinu — analogu cytosinu, prevzato z: LIANG,
H., 2008, Sordarin, an antifungal agent with a unique mode of action [31] a

upraveno

Flucytosin pusobi pfedevsim na kandidy, kryptokoky, ¢astecné aspergily
a nékteré puavodce subkutannich mykéz. Aplikuje se v peroralni, ale i

intravendzni formé v kombinaci s jinymi antimykotiky [10].

2.3.5. Allylaminy

Do skupiny allylamint patfi antimykotika jako naftifin, &i terbinafin.
Spolec¢nou charakteristikou téchto latek je naftylmethylaminové usporadani (viz.
Obr. 7) [20]. Mechanismus ucinku téchto antimykotik spociva v inhibici tvorby
ergosterolu, a to blokaci enzymu skvalenepoxidazy, coz se nasledné odrazi

v naruseni funkce bunécné stény [52].
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Obr. 7: Chemicka struktura terbinafinu — naftylmethylaminového uspofradani,
prevzato zz. GHANNOUM, M. A. et al., 1999, Antifungal agents: Mode of action,
mechanisms of resistance and correlation of these mechanisms with bacterial

resistence [16] a upraveno
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Terbinafin se uplatiuje zejména v IéEbé dermatofytéz a onychomykédz, a
to jak v peroralni, tak topické formé. Rozsahlé onychomykdzy, dermatofytdzy je

potfeba I&Cit systémové a dlouhodobé [5, 19].
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2.4. Mechanismy rezistence mykotickych agens vugci

antimykotickym latkam

Na svété je zhruba 1,5 milionu druhd hub. Nej¢astéjSimi patogennimi
houbami, které pusobi na clovéka, jsou Candida albicans, Cryptococcus
neoformans a Aspergillus fumigatus. Nejen vySe zminéné houby si postupnym
vyvojem vytvofily mnohocetné zplsoby, jak prezit v hostitelském nepfatelském
prostfedi. K témto obrannym mechanismum patfi bezesporu také rizné
zpusoby, na zakladé kterych jsou schopny odolavat pusobeni antimykotickych
latek, tedy vaci kterym odolavaji nebo se stavaji rezistentnimi [21, 43].

Vyvijejici se a Sifici se mechanismy rezistence velmi vyrazné pfispivaji
nejen k narastu poctu infekEnich onemocnéni, ale také k terapeuticky Spatné
zvladatelnému prabéhu infekce, ktera muaze konCit az smrti postizeného
jedince. S vyvojem novych antimykotik v disledku rostouci rezistence je
dulezité pochopit vlastni mechanismy rezistence na molekularni arovni [43].
K pochopeni molekularnich mechanismi muize pfispét znalost evolu€nich
mechanismu, které s molekularnimi mechanismy souvisi [7]. Mechanismu
rezistence vUci antimykotikiim je vicero (viz. Tab. 1). Pfiemz lékova rezistence

neustale narasta [39, 41].
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Tab. 1: Pfehled mechanismu rezistence a mechanismi uc€inku vybranych
antimykotik, pfevzato z: Mallatova N. et al., 2011, Testovani citlivosti mikromycet
k antimykotikim in vitro u imunosuprimovanych pacientd — doporuceni
odbornikt s podporou CELL a SLM CLS JEP [32] a upraveno

Antimykotikum Mechanismus ucinku Mechanismus rezistence
antimetabolity bunécna smrt genové podminéna
flucytosin inhibice. DNA a RNA | enzymaticka modifikace
syntézy
azoly poskozeni bunécné aktivaci efluxni pumpy
flukonazol stény (geny CDR, MDR)
itrakonazol zabrana syntézy snizeni afinity
vorikonazol ergosterolu inhibici 14 k vazebnym mistim
posakonazol alfa-demetylazy na (geny ERG11, CYP51)
cytochromu P450 zména regulace cilovych
enzymu (geny ERG11,
CYP51)

aktivace vedlejSi cesty
(geny ERG3)

echinokandiny vznik defektni bunécné bodova mutace na
anidulafungin stény genech FKS1 a FKS2
kaspofungin ruptura bunky
mikafungin inhibice beta-1,3-D-

glukansyntazy
polyeny bunécna smrt zména ve struktufe
amfotericin B zabrana tvorby ergosterolu
lipozomalni AmB ergosterolu v membrané | kumulace nefunk&nich
AmB v lipidovém oxidativni destrukce steroll v membrané
komplexu bunécné membrany
koloidni AmB

Legenda: AmB: amfotericin B; DNA: deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova
kyselina; RNA: ribonucleic acid, ribonukleova kyselina; CDR: Candida drug
resistance, Candida lékova rezistence; MDR: multi-drug resistance protein,
protein multi-lékové rezistence; ERG3: gen koédujici enzym  sterol
A5,6desaturazu; ERG11: gen kodujici 14 alfa-demetylazu; CYP51: cytochrome
P450, family 51, jedna se o enzym 14 alfa-demetylazu, ktery patfi do skupiny
cytochromu P450, rodiny 51; FKS1: gen kodujici podjednotku enzymu (3-1,3-D-
glukansyntazy; FKS2: gen kodujici podjednotku enzymu (3-1,3-D-glukansyntazy
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Rezistence k antimykotickym latkam se da obecné vysvétlit tak, Ze
infekce pfetrvava i pfes zdanlivé vhodnou léCbu antimykotiky. Z laboratorniho
hlediska rezistenci muizeme vyjadfit jako schopnost rlst a mnozit se
v pfitomnosti  antimikrobialni latky. Citlivost, ¢&i rezistenci testovaného
mikroorganismu va¢&i antimykotiku, lze urc€it pomoci fady laboratornich testd,
mimo jiné pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody [43].

Mechanismy rezistence jsou studovany na zakladé genetickych,
biochemickych a klinickych studii. Sledovani molekularnich mechanisma, které
uzce souvisi s klinickymi a bunéénymi faktory, se neustale vyviji [36].

Obecné lIze fici, ze studium a pochopeni molekularnich mechanismu
rezistence je dllezité nejen z pohledu volby vhodné terapeutické strategie, ale
také z davodu prevence vzniku a Sifeni téchto mechanismu [26].

Rezistenci vétSinou muzeme délit na primarni a sekundarni, neboli na
vrozenou a ziskanou. Primarni rezistenci lze nalézt u takovych hub, u kterych
nedoslo k pfedchozi expozici antimykotickou latkou. Sekundarni rezistenci Ize
oCekavat u takovych kmenu, které jiz byly vystaveny antimykotické latce [25].

Pfi studiu mikrobiologické rezistence je potfeba znat presné definice
rezistence na léky; prezkoumat mechanismy, kterymi pusobi aktualné
pouzivana antimykotika; pfesné a ucinné metody, kterymi mizeme testovat
citlivost antimykotik; zjistit a pochopit mechanismy, jimiz vznika rezistence hub

na antimykotické latky [41].

2.4.1. Mechanismus rezistence k azoliim

Jeden z molekularnich mechanismO rezistence v0i¢&i azolovym
antimykotikim muze vychazet z genetickych zmén na urovni genu ERG11 (viz.
Obr. 8). Tento gen koduje protein, lanosterol 14 alfa-demethylazu, coz je cilovy
enzym pro vazbu azoll. V pfipadé ERG11 se jedna hlavné o bodové mutace
[53].
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Obr. 8: Schématické znazornéni molekularnich mechanismu rezistence vudi
azollm, pfevzato z: WHITE, T. C. et al., 1998, Clinical, cellular, and molecular

factors that contribute to antifungal drug resistance [53] a upraveno
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Legenda: V pfipadé citlivych bunék azoly inhibuji enzymy kdédované genem
ERG11 (fialové kolecko) a tim blokuji syntézu ergosterolu. Rozeznavame dva
typy efluxnich pump, ABC transportér (zeleny pruh) s dvéma ABC doménami
(zelena kolecka) a MDR protein (fialovy prouzek). V pfipadé rezistentnich
bunék, v disledku bodovych mutaci (tmavé klinky ve fialovém kole€ku) genu
ERG11 a zvySené expresi je ucinnost azolu nizSi. Muze také dochazet ke
zménam jinych enzymu (tmavé klinky v modrém kolec¢ku), ¢i ke zménam steroll
v bunéné membrané (oranzova membrana). CDRs geny se zdaji byt
specifické k mnoha azolim, geny MDRs pouze k flukonazolu [53]. Vysvétlivky:

ERG 11: gen z rodiny ERG kédujici 14 alfa-demetylazu; ABC transportér: ATP
binding cassette, transportni protein vazajici ATP; MDR protein: multi-drug
resistance protein, protein multi-lékové rezistence; CDR: Candida drug

resistance, Candida lékova rezistence
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Vyzkumnymi studiemi byly napfiklad zjistény bodové mutace v ERG11 u
kmene Candida albicans, které vedly na pozici 467 k nahradé aminokyseliny
argininu za lysin. Tato mutace pravdépodobné vede ke strukturalnim a
funkénim zménam hem kofaktoru [49, 53].

DalSi mechanismus rezistence mize vychazet z bodové mutace, ktera
byla zjisténa u azol rezistentnich laboratornich kmenu Candida albicans, a to na
aminokyseliné v pozici 315 (jde o nahrazeni threoninu za alanin, mutace je
oznaCena T315A, kde T je threonin a A je alanin). Mutace T315A snizenim
enzymatické aktivity a vazbou azoll na aktivhi misto vede k rezistenci
k flukonazolu [29, 33].

Aby tyto mutace byly co nejvice efektivni, je potfeba, aby byla snizena
afinita k l1éCivu, aniz by byla poSkozena funkce buriky. Podobné mutace byly

zjistény i u kmend Candida neoformans a Aspergillus fumigatus [33].

K Iékové rezistenci u azoll mohou pfispivat také dva typy efluxnich
pump. Prvnim typem je ABC transportér (ATP binding cassette, transportni
protein vazajici ATP a druhym typem je MFS transportér (major facilitator
superfamily, nadrodina pfednich zprostfedkovatelt). ABC transportér je tvofen
Ctyfmi proteinovymi doménami, ztoho dvé jsou membranové a dvé jsou
nukleotidové vazebné domeény. VySe zminéné dvé membranové domény jsou
kazda zvlast tvofeny Sesti az sedmi segmenty. Zdrojem energie pro ABC
transportér je ATP (adenosine triphosphate, adenosin trifosfat) [34, 53].

ABC transportéry jsou kdédovany geny CDRs (Candida drug resistance,
Candida Iékova rezistence), z nichz za Iékovou rezistenci mohou stat konkrétné
dva geny, kterymi jsou CDR1 a CDR2 a rezistence je podminéna jejich
zvySenou expresi [34].

Efluxni pumpy tvofené MFS proteiny jsou tvofeny dvanacti az &trnacti
transmembranovymi segmenty a nejsou zde obsaZeny, na rozdil od ABC
transportéri, nukleotidové vazebné domény. Zdrojem energie u MFS je
protonova hnaci sila v membrané. Gen, ktery koduje MFS je gen MDR1 (multi-

drug resistance, gen kédujici protein multi-lékové rezistence) [53].

Mezi mechanismy rezistence patfi i vznik biofilmu. Biofilmy jsou tvofeny
mimo jiné extracelularni matrici a mechanismy rezistence mykotickych agens

schopnych tvofit biofilm zlstavaji dodnes zcela neobjasnéné. Mykoticka agens,
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které jsou soucasti biofilmu, ktery samy vytvafi, se vyznacuji tim, Ze jsou
rezistentni vuci vétSimu mnozstvi antimykotik, coZz znamena velky problém

tykajici se terapie [34].

Mechanismus rezistence u azolu mize souviset i se zménami v jinych

enzymech stejné ergosterolové drahy [53].

2.4.2. Mechanismus rezistence k polyenim

Rezistence na polyeny neni az tak zasadnim problémem. VétSinou je
rezistence spojena se snizenym obsahem ergosterolu v membrané. Dale
rezistence mlze byt spojovana se zménami ve struktufe membrany nebo
pomeérem steroll a fosfolipidi v membrané, dale se zaménou ergosterolu za
jiny sterol, zménou orientace, maskovanim stavajicich sterold. Na zakladé
analyz tyto zmény pravdépodobné souvisi s mutacemi genld ERG2 (gen
zrodiny ERG kédujici enzym A7,8isomerazu) a ERG3 (gen zrodiny ERG
kodujici enzym sterol A5,6desaturazu). Konkrétné rezistence k amfotericinu B je
pomérné ojedinéla, ale jsou zjiStény vrozené rezistence u Candida
guilliermondii a Candida lusitaniae [48, 53].

Rezistence vuc€i amfotericinu B muze byt navic posilena zvySenou
aktivitou katalazy (enzym katalyzujici rozklad peroxidu vodiku), nasledkem je

pak sniZzeni oxidacniho poSkozeni mykotické bunky [25].

2.4.3. Mechanismus rezistence k echinokandinim

Rezistence k echinokandinim je pravdépodobné zplsobena mutacemi
v genu, ktery koduje B-1,3-D-glukan syntazu. Mize se kupfikladu jednat o
bodovou mutaci gent FKS1 (gen kodujici podjednotku enzymu beta-1,3-D-
glukan syntazy) a FKS2 (gen kodujici podjednotku enzymu beta-1,3-D-glukan
syntazy). Tento druh rezistence byl zdokumentovan u nékolika druht kvasinky
rodu Candida, napfiklad C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. metapsilosis [33].

U C. glabrata byly prokazany mutace obou vy$e zminénych gend a s tim
souvisejicich dvou ,hot-spot” oblasti, HS1 (hot-spotl) a HS2 (hot-spot2). Tato

souvislost genu a ,hot-spot‘ oblasti, tykajici se rezistence a nizSi citlivosti
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kandid k echinokandinim, byla prokazana raznymi studiemi [37].
Rezistence k echinokandinim z hlediska mechanismu muze souviset i

s efluxnimi pumpami [25].

2.4.4. Mechanismus rezistence k 5- flucytosinu

Primarni, vrozena rezistence k 5- flucytosinu je pomérné béznym
fenoménem. Odhaduje se, Zze az 10% klinickych izolatt C. albicans je primarné
rezistentnich k 5- flucytosinu [53]. Sekundarni rezistence se vyskytuje pfiblizné
u 30 % izolatd a primarni rezistence, ktera je béZznym jevem, se vyskytuje
zhruba u 10 % izolatd kmene C. albicans. Ziskana rezistence 5- flucytosinu
muze byt zprostfedkovana nékolika mechanismy. Za timto typem rezistence
mohou byt mutace v genech kdédujicich enzymy jako je cytosin permeaza, Ci
cytosin deaminaza [25]. Za rezistenci 5- flucytosinu jsou konkrétné zodpovédné
mutace gent FCY1 a FCY2. FCY1 kdéduje cytosin deaminazu, FCY2 kéduje
cytosin permeazu [53].

Dale mulze byt rezistence vucéi 5- flucytosinu zplsobena snizenou

aktivitou enzymu uracil fosforibosyltransferazy [25].

2.4.5. Mechanismus rezistence k allylaminiim

Pfesny mechanismus rezistence vuci allylamindm u lidskych patogennich
hub nebyl prozatim objasnén, ale Ize jej pfedpokladat v dusledku zvysSujiciho se

vyuziti téchto antimykotik [17].

34



2.5. Metody pro in vitro testovani citlivosti mykotickych

agens vucéi antifungalnim latkam

Metody pro in vitro testovani citlivosti byly primarné vyvinuty za ucelem
ur€eni citlivosti klinickych izolatd vuci bézné pouzivanym antimikrobnim latkam
[39]. K dnesni dobé je dostupnych vice metod, které se liSi jednak uspofadanim
(makro vs. mikrodilu€ni uspofadani), ¢i zpusobem hodnoceni (kvalitativni vs.
kvantitativni metody). Idealné, metoda pro antifungalni testovani citlivosti, by
méla byt standardizovana, pfesna, reprodukovatelna. Cilem je dosahnout
téchto podminek a vychazet z nich pfi zkoumani rezistence k 1ékam [38, 40].

V klinické praxi se bézné vyuzZiva metod standardizovanych institucemi
jako je ,The Clinical and Laboratory Standard Institute“ (CLSI, Ustav pro klinické
a laboratorni standardy) a ,European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing® (EUCAST, Evropska komise pro testovani antimikrobialni citlivosti).
CLSI pusobi ve Spojenych Statech a EUCAST je vybor pusobici v Evropé [39].

Tyto instituce se mimo jiné zabyvaji standardizaci metod urCenych
k testovani rlznych mikrobialnich agens s cilem vytvofit, zavést a v ramci
Evropské unie, Ci celosvétové tyto metody harmonizovat. Stejné tak tyto
instituce v kontextu se standardizovanymi metodami shromazduji a uvadi
hrani¢ni hodnoty pro hodnoceni rezistence (tzv. breakpointy), které se bézné
vyuzivaji vpraxi [39, 47]. Tyto hraniéni hodnoty se vyjadfuji bud
v jednotkach mg/l, pfipadné pg/ml a jsou neustale aktualizovany na zakladé
novych studii [28, 47].

Dulezity je vztah mezi hrani¢nimi hodnotami a vlastni uc€innosti in vivo.
To vSe je tfeba neustale sledovat a tim se Fidit pfi stanoveni antimikrobialni
citlivosti referencnimi postupy, které jsou stanoveny vybory EUCAST a CLSI [8].
Testovani citlivosti antifungalnich latek prostfednictvim referenénich metod
CLSI a EUCAST je také dullezitym nastrojem pro zkoumani in vitro aktivity
novych slouc€enin a studia rezistence antimykoticky pusobicich latek [40].

Samoziejmé, jak je zminéno vySe, rovnéz pro testovani citlivosti
kvasinek, tak i vldknitych hub byly vramci organizace CLSI vytvofeny

laboratorni metodické standardy. V roce 1997 byl v USA organizaci CLSI vydan
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dokument s oznaCenim M27A, ktery popisuje stanoveni citlivosti vliaknitych hub
diluéni metodou. V roce 2002 byl vydan dalSi dokument, oznaCeny M38A, ktery
popisuje stanoveni citlivosti viaknitych hub diluéni metodou [22].

Komise EUCAST vyvinula dvé standartni metody, s ozna¢enim E. def 7
a s oznacenim E. def 9, k testovani citlivosti antifungalnich latek. Jak EUCAST,
tak CLSI zahrnuji standardizované postupy stanoveni citlivosti a interpretacni
kritéria pro jednotliva antimykotika. Az na par odliSnosti se oba dva postupy
shoduji. OdliSnosti jsou uvedeny v tabulkach (viz. Tab. 2, 3). Zakladni odliSnosti
se tykaji slozeni média, inkubacniho €asu, inokula a zptsobu hodnoceni MIC

(minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi€ni koncentrace) [14, 22].
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Tab. 2: Rozdily mezi metodickymi pfistupy, pro testovani citlivosti kvasinek k
antifungalné pusobicim latkdm, rozdily mezi CLSI a EUCAST, metodicky
pFistup CLSI M27-A3 vs. EUCAST E. def 7.2, pfevzato z: ESPINEL - INGROFF,
A. E. et al., 2013, , EUCAST and CLSI: Working together towards a

harmonized method for antifungal susceptibility testing [14] a upraveno

CLSIM 27- A3 EUCAST E. def 7.2

mikrotitracni destiCky kulaté dno ploché dno

ristové médium RPMI 1640 s 0,2% RPMI 1640 s 2%
glukdzou glukézou

velikost inokula 0,5-2,5*103 cfu/ml 0,5-2,5*10° cfu/ml

doba inkubace 24-48 hod. 24-48 hod.

teplota 35°C 35°C

odecitani vizualni spektrofotometrické
amfotericin B: nejnizsi amfotericin B: nejnizsi
lékova koncentrace lékova koncentrace

MIC kritéria zabranuijici rastu; azoly, | zabranujici rastu; azoly,
echinokandiny, echinokandiny,
flucytosin: nejnizsi flucytosin: nejnizsi
lékova koncentrace Iékova koncentrace
inhibujici rast z vice jak | inhibuje rdst z vice jak
50% 50%

Legenda: CLSI M27-A3: Clinical and laboratory standard institute, document
M27-A3, Institut pro klinické a laboratorni standardy, dokument oznaceny M27-
A3; EUCAST E. def 7.2: European committee on antimicrobial susceptibility
testing, document E. def 7.2, Evropska komise pro antimikrobialni testovani
citlivosti, dokument oznaceny E. def 7.2; cfu: colony forming unit, kolonii tvofici
jednotka; MIC: minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni

koncentrace
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Tab. 3: Rozdily mezi metodickymi pfistupy, pro testovani citlivosti viaknitych
hub k antifungalné plsobicim latkam, rozdily mezi CLSI a EUCAST, metodicky
pFistup CLSI M38-A2 vs. EUCAST E. def 9.1, pfevzato z: ESPINEL - INGROFF,
A. E.etal., 2013, EUCAST and CLSI: Working together towards a harmonized

method for antifungal susceptibility testing [14] a upraveno

CLSI M38 - A2 EUCAST E.def. 9.1

mikrotitracni destiCky kulaté dno ploché dno

ristové médium RPMI 1640 s0,2% | RPMI 1640 s 2%
glukdzou glukézou

velikost inokula 0,4-5x104 cfu/ml 2-5x10° cfu/ml

doba inkubace 24-48 hod 24-48 hod

teplota 35°C 35°C

odecitani vizualni vizualni
amfotericin B, azoly amfotericin B, azoly
MIC: nejnizSi Iékova MIC: nejnizSi Iékova

MIC kritéria koncentrace zabranujici | koncentrace zabranujici
rustu; echinokandiny: rustu; echinokandiny:
MEC, nejnizsi Iékova MEC, nejnizsi Iékova
koncentrace vedouci koncentrace vedouci
k morfologickym k morfologickym
zménam zménam

Legenda: CLSI M38-A2: Clinical and laboratory standard institute, document
M38-A2, Institut pro klinické a laboratorni standardy, dokument oznaceny M38-
A2; EUCAST E. def 9.1: European committee on antimicrobial susceptibility
testing, document E. def 9.1, Evropska komise pro antimikrobialni testovani
citlivosti, dokument oznaceny E. def 9.1; cfu: colony forming unit, kolonii tvofici
jednotka; MIC: minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni
koncentrace; MEC: minimal effective concentration, minimalni efektivni

koncentrace

V souCasné dobé jsou kromé standardnich referenénich metod
k dispozici mimo jiné nereferenCni metody, jimiz jsou napfiklad komeréné
dostupné testy (viz. Tab. 4), ¢ nové metody (viz. Tab. 5a, 5b). Kazda dalSi
vyvinuta metoda, Ci test vyzaduje porovnani s vysledky minimalni inhibi¢ni
koncentrace, které byly ziskany CLSI a EUCAST metodou. Mezi komercné
dostupné testy patfi Sensititre YEASTOne (SYO, MCS Diagnostics BV,
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Némecko), E-test (bioMérieux, Francie), Vitek 2 (bioMérieux, Francie). K
metodam a analytickym instrumentacim patfi pritokova cytometrie (FC, flow
cytometry), MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization — time
of flight mass spectrometry, laserova desorpce/ ionizace za ucasti matrice —
priletova hmotnostni spektrometrie) ¢i IMC (isothermal microcalorimetry,
izotermalni mikrokalorimetrie), 4D (4-well azole-agar dilution, 4D azol-agarova

diluéni metoda) a dalsi [40].

Tab. 4: NereferenCni komeréni testy k testovani citlivosti klinickych izolatd rodu
Candida a Aspergillus k antifungalné pusobicim latkam,

POSTERARDO, B. et al., 2014, Antifungal susceptibility testing: current role from

prfevzato z:

the clinical laboratory perspective [40] a upraveno

Charakteristika Komercni testy
SYO E-test Vitek 2
vhodné pro kvasinky a plisné kvasinky a plisné | kvasinky
technika bujénova agarova metoda | bujonova
mikrodiluce mikrodiluce
teplota 35-37°C 35-37°C pristrojovy
inkubator — 35-
37°C
doba inkubace 24-48 hod 24-48 hod 12-24 hod
hodnoceni vizualni Vizualni automaticke -
vysledku kolorimetricka
detekce
zaver MIC, MIC MIC
MEC(echinokandiny)
vyuziti pouze bézné pouze bézné pouze bézné
testovani izolatu testovani izolatl | testovani izolatl

Legenda: SYO: Sensititre YEASTone; MIC: minimum inhibitory concentration,

minimalni

inhibi€ni

koncentrace;

minimalni efektivni koncentrace
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Tab. 5a: NereferenCni nové analytické metody k testovani citlivosti klinickych
izolat rodu Candida k antifungalné pusobicim latkam, pfevzato z:
POSTERARO, B. et al., 2014, Antifungal susceptibility testing: current role from

the clinical laboratory perspective [40] a upraveno

Charakteristika Nové metody
FC MALDI-TOF MS
vhodné pro Candida albicans Candida albicans
technika bujénova diluce bujonova diluce
teplota 35°C 37°C
doba inkubace 1-4 hod 3 hod
méreni vysledku fluorescencni detekce hmotnostni
spektrometrie
hodnotici parametry MFEC CClI
rychla detekce rychla detekce
vyuziti rezistence rezistence ke
antifungalnich latek kaspofunginu (neslouzi
(neslouzi k vyuziti k vyuziti v rutinni praxi)
v rutinni praxi)

Legenda: FC: flow cytometry, prutokova cytometrie; MALDI-TOF MS: matrix-
assisted laser desorption ionization — time of flight mass spektrometry, laserova
desorpce/ ionizace za uclasti matrice — pruletova hmotnostni spektrometrie;
MFEC: minimum fluorescence enhancing concentration, minimalni
fluorescencni koncentrace; CCl: composite correlation index, sloZeny korelani

index
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Tab. 5b: NereferenCni nové analytické metody k testovani citlivosti klinickych

izolatl rodu Candida k antifungalné latkam,

POSTERARO, B. et al., 2014, Antifungal susceptibility testing: current role from

pusobicim prevzato z:

the clinical laboratory perspective [40] a upraveno

Charakteristika Nové metody
IMC 4D

vhodné pro Aspergillus sp. Aspergillus sp.

technika bujénova diluce agarova diluce

teplota 37°C 37°C

doba inkubace 48 hod 48 hod

mérfeni vysledk isotermicky vizualni
mikrokalorimetr

hodnotici parametry MHIC zadny rlst

vyuziti potencialni detekce skrinink potencialné
rezistentnich izolatd, rezistentnich izolatu
metodika v raném stadiu | k azolim, k tomu je
vyvoje potfeba potvrzeni

referenéni metodou

Legenda: IMC: isothermal microcalorimetry, izotermalni mikrokalorimetrie; 4D:
4-well azole-agar dilution, 4D agar-azolova dilu¢ni metoda; MHIC: minimal heat

inhibitory concentration, minimalni tepelna inhibic¢ni koncentrace

2.5.1. Mikrodilu€éni bujonova metoda

Zakladem této metody je prace s mikrotitraénimi destiCkami (nejCastéji
s 96 jamkovym panelem). Uvnitf jamek mikrotitracni desti¢ky dochazi k interakci
antimikrobni latky o rdznych koncentracich s testovanym mikroorganismem. Do
testu jsou vzdy zavedeny také pozitivni ristové kontroly, tj. jamky obsahujici
pouze zivné medium a testovany mikroorganismus, kde testovany
mikroorganismus neni inhibovan v ristu antimikrobni latkou [24].

V ramci této metody dochazi ke dvojkovému fedéni antimikrobnich latek.
Pouzivaji se mikrotitraéni desti¢ky, které maji bud’ konické, nebo kulaté dno. Jiz
pfipravené desticky s antimikrobni latkou Ize ziskat od vyrobce nebo ji pfipravit
v laboratofi [24].

Po urcité dobé, vétSinou po inkubaci pfes noc (tj. 16-24 hodin), pfi 35°-
37°C, se odecita hodnota MIC. Presnéji,

bud vizualné, nebo pomoci
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instrumentace (spektrofotometr, méfeni denzity) se zkouma zakal, kterym je
charakterizovan rust bunék (viz. Obr. 9). Hodnota MIC pak odpovida jamce
s nejvy$Sim fedénim antimikrobni latky (tedy prvni jamka snizujiciho se
koncentracniho sledu testované jamky), kde jiz doSlo Kk inhibici rastu
mikroorganismu, tedy ve které nebyl detekovan zakal, ktery je markerem toho,
Ze dochazi k pomnozovani mikrobialnich agens [24]. V pfipadé naSeho
experimentu se po uplynuti stanoveného C€asu vizualné odecitala prvni Cira
jamka bez zakalu, kde nic neroste. VSeobecné se rozliSoval bud zakal (jakykoliv
i mirny) nebo &iré ristové médium.

Mezi vyhody této metody patfi jednoduchost provedeni, moznost
automatizace, reprodukovatelnost, moznost standardizace, velka totoznost s
vysledky agarové diluéni metody, dlouhodobé uchovavani desticek a také
nezanedbatelné nizsi spotfeba materialu, at uz se jedna o rastové médium, Ci
se jedna o antimikrobni latky. Nevyhodou muize byt pfipadné nerozpoznani
kontaminace, vy3Si cena (pfedevSim v pfipadé komeréné dostupnych kitl) a

moznost vytvoreni chyby pfi pfipravé fedéni [24].
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Obr. 9: llustrativni snimek znazornujici vyhodnoceni mikrotitraCni destiCky
mikrodiluéni bujénovou metodou. Testovani citlivosti raznych klinickych izolatu
vlaknité mikromycety Aspergillus spp. vuci kaspofunginu, pfevzato z: ESPINEL
- INGROFF, A. E., 2003, Evalution of broth microdilution testing parameters and
agar diffusion Etest procedure for testing susceptibilities of Aspergillus spp. To

Caspofungin Acetate (MK-0991) [13] a upraveno

U jamek sloupce 9-12
nedochazi k okem
detekovatelné zméné rustu,
pricemz sloupec 12 slouzi
jako pozitivni kontrola.

o N S e N N

I Gm moO o

U jamek E-H sloupce 1-6
Jamky A a B sloupce 1 se zda byt rust castecné
se zdaji byt zcela ¢iré. potlacen.

2.5.2. Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda se vyznacuje praktiCnosti, jednoduchosti a
moznosti standardizace [24].

U této metody se vyuziva Mueller-Hintonova agaru v Petriho misce, ktery
je oCkovan modelovym kmenem, nejCastéji prelitim suspenze modelového
kmene o vhodné optické denzité a na jehoz povrch se dale aplikuji papirové
disky napusténé antimikrobidlni latkou. Inkubace probiha bézné 18-24 hodin pfi
35°-37°C . Béhem této inkubace dochazi k uvolfiovani antimikrobialni latky do
agaru a tim pozastavuje rast na danou antimikrobni latku citlivych testovanych
mikroorganisml. Dochazi ke vzniku inhibi¢énich zén, tj. vétSinou zcela
projasnény prostor okolo disku bez viditelného narGstu mikroorganismua (viz.
Obr. 10). Tyto zény se pak tabulkové porovnavaji s hrani¢nimi hodnotami. Zény

se meéfi s presnosti na milimetry. Vysledky této metody jsou kvalitativni, kdy se
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urCuje jedna ze ftfi kategorii citlivosti organismu: rezistence, stfedni
(intermediatni) citlivost, citlivost organismu [24, 27].

Hlavni vyhodou je jednoduchost nevyzadujici specialni pfistrojové
vybaveni a rychlost provedeni. DalSi vyhodou jsou nizsi naklady. Nevyhodou je

znemoznéni automatizace této metody [24].

Obr. 10: llustrativni snimek varianty diskové difuzni metody, Neo-Sensitabs
systému, prevzato z: MALLATOVA, N. et al., 2011, Testovani citlivosti
mikromycet k antimykotikim in vitro u imunosuprimovanych pacientd -
doporuéeni odborniki s podporou CELL a SLM CLS JEP [32] a upraveno

Legenda: Neo-Sensitabs systém je variantou diskové difuzni metody, kde misto
papirovych diski se vyuzivaji tablety napusténé antimykotiky. Vyrobce
poskytuje plné vypracované pracovni postupy a také interpretacni kritéria.
Naockovany kmen: Candida krusei; AMPHO - amfotericin B; VOR. 1 —
vorikonazol; POSAC — posakonazol; CASP5 — kaspofungin.
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2.5.3. Gradientova difuzni metoda — E-test

E-test je metoda, ktera kombinuje zakladni postupy diskoveé difuzni
metody a zakladni postupy diluéni metody. Jde o metodu, ktera dovoluje
kvantitativni hodnoceni. Zaklad tohoto testu tvofi plastikovy inertni prouzek, kde
na jedné strané je naimpregnovan gradient antimikrobialni latky s urcitou
koncentraci. Na druhé strané prouzku je znazornéna kontinualni stupnice, ktera
slouzi k odecitani MIC. Princip této metody spocliva vtom, Ze nejdfive se
Mueller-Hintonovlv agar prelije suspenzi modelového kmene o vhodné optické
denzité a poté se na disk klade prouzek napustény antimikrobni latkou.
Nasledné dochazi kdifuzi antimikrobni latky zprouzku do agaru
v koncentracnim gradientu. Inkubace bézné probiha pfes noc. Po inkubaci se
kolem prouzku vytvofi inhibi¢ni zéna ve tvaru elipsy (viz. Obr. 11). MIC se pak
vyhodnocuje v misté, kde elipsa vytvafi prasecik se stupnici prouzku [24].

Vyhodou metody je jednoduchost a diky podobnosti s diskovou difuzni
metodou slouzi k upfesnéni vysledkl. Za nevyhody této metody Ize povazovat
vysokou cenu a dulezitd je presna pfiprava hustoty suspenze modelovych

mikrobialnich kmena [2, 24].
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Obr. 11: llustrativni snimek gradientové difuzni metody — E-testu, pfevzato z: :
MALLATOVA, N. et al., 2011, Testovani citlivosti mikromycet k antimykotikdm in
vitro u imunosuprimovanych pacientt — doporuceni odbornikd s podporou CELL
a SLM CLS JEP [32] a upraveno

Legenda: naoCkovany kmen Candida albicans na Mueller-Hintonové agaru,
kladené E-test prouzky: AP- amfotericin B; IT- itrakonazol; VO- vorikonazol; CS-

kaspofungin; FL- flucytosin

46



2.6. Pyrazinamid a jeho derivaty

VétSina testovanych latek je odvozena od derivatl pyrazinu. Derivaty
pyrazinu se vyznacuji Sirokym spektrem ucinkd. Mohou puUsobit diureticky,
analgeticky, hypnoticky, antivirové, protirakovinotvorné, antibakterialng, ale
hlavné antimykoticky, antimykobakterialné. Pocet |éCiv na pyrazinové bazi
roste, zkoumaji se latky jako takové a jejich biologicka aktivita [12]. Dochazi tak
k Castym modifikacim pyrazinamidové struktury. Nejcastéji je substituovano

pyrazinove jadro, ale i samotné benzenové jadro (viz. Obr. 12).

Obr. 12: Modifikace pyrazinamidové struktury, moznosti substituce
pyrazinového jadra (R, R?), moznosti substituce benzenového jadra (RS3).
Pyrazinamidova &ast je zbarvena &ervend, prevzato z: DOLEZAL, M. et al.,
2009, Substituted N-Phenylpyrazine-2-carboxamides:  Synthesis and

antimycobacterial evaluation [11]

O A s
R N R
R
| H
R27 N7

Konkrétné pyrazinamid byl objeven pfi nalézani novych antituberkulotik z
derivatl nikotinamidu, coz je analog pyrazinamidu. Mechanismus uc€inku
pyrazinamidu pravdépodobné souvisi s kyselinou pyrazinkarboxylovou, ktera
vznika z pyrazinamidu. Tato kyselina naruSuje energii membran a funkci
membranoveého transportu. Samotny ucinek je zavisly na pH vnéjSiho prostfedi,
kdy aktivita pyrazinkarboxylové kyseliny se projevuje pfi pH 5,5. Pfi tomto pH je
aktivita pyrazinkarboxylové kyseliny nejvy8Si. Pokud je pH neutralni, je
neaktivni [11].
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Pyrazinamid je diky svému antimykobakterialnimu ucinku velmi ucinné
antituberkulotikum, které ma ale i své nevyhody. Hlavni nevyhody vychazi
z jeho moznych nezadoucich u€inkl - z pomérné vysokého vyskytu jaternich
dysfunkci a hyperurikémie. DalSi nevyhodou je to, ze je neucinny proti
Mycobacterium avium komplexu [54].

Tuberkuloza je stale jedna z hlavnich pficin umrti nejen v rozvojovych
zemich, ale i vyspélych zemich. Proto se neustale syntetizuji nové derivaty
pyrazinu a pyrazinamidu. Hledaji se nova léCiva, ucinngjsi léCiva nez je
pyrazinamid, |éCiva u€inna proti Mycobacterium tuberculosis, ale i
Mycobacterium avium komplexu. U nové syntetizovanych latek na bazi
pyrazinamidu se, mimo jiné, testuje antimykobakterialni aktivita in vitro. Hledani
novych |éCebnych alternativ je dulezité také z pohledu toho, Zze dochazi
k robustnimu nardstu nozokomialnich infekci a v duisledku toho také k
nardstajici multirezistenci mykobakterialnich kmenu tuberkulézy [54].

Rezistence mykobakterii na pyrazinamid vznika v disledku mutace genu
pncA, ktery koduje enzym pyrazinamidazu. Pyrazinamidaza je enzym, ktery se
uCastni metabolizace pyrazinamidu na pyrazinkarboxylovou kyselinu [11].

Situace je alarmujici, proto je nezbytné vyvijet nové prostiedky, které
budou ucginné proti rezistentnim bakterim a budou disponovat jinym
mechanismem uc€inku, nez stavajici antimykotika, na jejichz efekt se jiz
mykobakterie dokazaly adaptovat [11].

Antimykotické vlastnosti se objevuji jak u pfirodnich derivatd
pyrazinamidu, tak i u derivatl pfipravenych synteticky. Nadéjnymi derivaty jsou
napf.: terc-butylester-5-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny nebo arylsulfanyl-5-
chlorpyrazin-2,3-dikarbonitril [9].

Pfedmétem zkoumani jsou napfiklad derivaty N-benzylpyrazin-2-
karboxamidu [42], derivaty N-fenylpyrazin-2-karboxamidu [11], derivaty 5-
amino-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu [23].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material

3.1.1. Pomucky

sterilni mikrotitraéni desticky s viéky — P-Lab a.s., Ceska republika
mikropipety zn. Socorex a Eppendorf - P-Lab a.s., Ceska republika
sterilni $piky - P-Lab a.s., Ceska republika

12- ti jamkovy rezervoar na médium - P-Lab a.s., Ceska republika
sterilni zkumavky - P-Lab a.s., Ceska republika

stojany na zkumavky - P-Lab a.s., Ceska republika

ockovaci klicky - P-Lab a.s., Ceska republika

Biirkerovy komurky - P-Lab a.s., Ceska republika

3.1.2. Pristroje

laminarni box ESCO class Il type 2 — Dynex laboratories, s.r.o., Ceska republika
termostat Binder — Fisher Scientific s.r.o., Ceska republika
mikroskop Olympus BX 40 — Olympus Czech Group s.r.0., Ceska republika

vortex — Dynex laboratories, s.r.o., Ceska republika

3.1.3. Chemikalie

RPMI 1640 — Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska republika

MOPS (3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina) — Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska
republika

DMSO (dimetylsulfoxid) — Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska republika

glukdza — Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska republika

NaOH (hydroxid sodny) — Sigma-Aldrich s.r.o., Ceska republika

sterilni voda — pfiprava z MilliQ deionizované vody autoklavovanim
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3.1.4. Modelové kmeny kvasinek a vlaknitych hub

Testovani potencialni antimykotické aktivity se provadélo na 8 kmenech

kvasinek a vlaknitych hub (viz. Tab. 6).

Tab. 6: Modelové kmeny hub, jejich sbirkové kédy a zavedené zkratky

MODELOVY KMEN KOD ZKRATKA
Candida albicans ATCC 44859 | CA
Candida tropicalis 156 CT
KVASINKY Candida krusei E28 CK
Candida glabrata 20/1 CG
Trichosporon asahii 1188 TA
Aspergillus fumigatus 231 AF
VLAKNITE Absidia corymbifera 272 AC
HOUBY
Trychophyton mentagrophytes | 445 ™

3.1.5. Testované latky

V ramci své diplomové prace jsem testovala tficet latek poskytnutych
Katedrou farmaceutické chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy v Praze. Testované latky byly odvozeny od derivatu
pyrazin-2-karboxamidu a derivatu pyrazinu-2,3-dikarbonitrilu. Jejich chemicka
struktura, molekulova hmotnost, a také kod, pod kterym byly vramci
experimentl vedeny, je uvedena v nasledujicich tabulkach (viz. Tab. 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14).
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Tab. 7: Derivaty N-benzyl-6-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu

KOD
CHEMICKY NAZEV

STRUKTURA

MOLEKULOVA
HMOTNOST

BS 78

N-benzyl-6-
(butylamino)pyrazin-
2-karboxamid

0
C'H'/“\E “\j/“\H
N/

284,36

BS 79

N-benzyl-6-
(pentylamino)pyrazin-
2-karboxamid

H
N N
Can/ ‘ \\
s
N

:

298,38

BS 80

N-benzyl-6-
(hexylamino)pyrazin-
2-karboxamid

H
N N
C,H;;/ ' \\ ﬂ
=
N

312,41

BS 81

N-benzyl-6-
(heptylamino)pyrazin-
2-karboxamid

C?HTS/H\Il/N\ H = N
\F |

326,44

BS 82

N-benzyl-6-
(octylamino)pyrazin-
2-karboxamid

8]
N N
CaHy 1/ = N
| H
L
N

340,46
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Tab. 8: Derivaty N-benzyl-5-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu

KOD
CHEMICKY NAZEV

STRUKTURA

MOLEKULOVA
HMOTNOST

BS 83

N-benzyl-5-
(butylamino)pyrazin-
2-karboxamid

(o]
N
/[ \j’)kh‘/\@
| H
CqHy
\N N/
H

284,36

BS 84

N-benzyl-5-
(pentylamino)pyrazin-
2-karboxamid

o
N
/[ \j/LN/\O
| H
CEHH
\H ~/

298,38

BS 85

N-benzyl-5-
(hexylamino)pyrazin-
2-karboxamid

o)
N
/[ \j/u\N/\ij
| H
CgHy3
\H Z

312,41

BS 86

N-benzyl-5-
(heptylamino)pyrazin-
2-karboxamid

(o]
/E"\j/u\ﬁ/\g
CrHys \N N/ N
H

326,44

BS 87

N-benzyl-5-
(octylamino)pyrazin-
2-karboxamid

(o]
N
JORAS
CegHyz
31\H N/

340,46
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Tab. 9: Derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu I.

KOD STRUKTURA MOLEKULOVA
CHEMICKY NAZEV alieiNe
LSIMD/II o
N
| N il 228,25
3-amino-N-benzyl |
pyrazin-2-karboxamid NZ NH,
MD706/Il
o
. 3'amin0-N-[3' N\ NH CFs 296,25
(trifluormethyl)benzyl] [
pyrazin-2-karboxamid N SN,
MD707/
o
3-amino-N-(4- M i 242,28
methylbenzyl) pyrazin- [
2-karboxamid 7 NH, CH,
MD708/l
0
3-amino-N-(4- N\ 258,28
methoxylbenzyl) [ kaH/\Q\
pyrazin-2-karboxamid N7 NH, OCH,4
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Tab. 10: Derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu II.

KOD STRUKTURA MOLEKULOVA
CHEMICKY NAZEV HMOTNOST
MD709/I ” OCH,
3-amino-N-(2,4- N 297,14
dimethoxylbenzyl) [
pyrazin-2-karboxamid N7 SNH OCH,
MD710/1
3-amino-N-(3,4- Cl 288,30
dichlorbenzyl) pyrazin- [ /\@
2-karboxamid
MD711/
3-amino-N-(2- 242,28
methylbenzyl) pyrazin- [
2-karboxamid
MD712/l
3-amino-N-[4- 296,25
(trifluormethyl)benzyl] [
pyrazin-2-karboxamid




Tab. 11: Derivaty 3-aminopyrazin-2-karboxamidu

KOD STRUKTURA MOLEKULOVA
CHEMICKY NAZEV HMOTNOST
0J 34 i
N\ N ci
3-[(3,4- [ :[ \CE 283,11
dichlorfenyl)amino] —
pyrazin-2-karboxamid N CONH, cl
0J 36
H
N\ N OH
3-[(3- [ I \O/ 230,22
hydroxyfenyl)amino] i
pyrazin-2-karboxamid N CONH,
0J41 N\ :
3-[(2- , 230,22
hydroxyfenyl)amino] P i
pyrazin-2-karboxamid N CONH,
0J 42 N "
3-{[4- [ j: \O\ 282,22
(trifluormethyl)fenyl] g
amino}pyrazin-2- N CONH, CFs
karboxamid
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Tab. 12: Derivaty 5-alkyl-6-alkylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

KOD STRUKTURA MOLEKULOVA
CHEMICKY NAZEV HMOTNOST
0J 80 "
NC N\ N\
5-methyl-6- j e 173,17
(methylamino)pyrazin- 5

2,3-dikarbonitril e X CHs
0Js8l

5-(ethylamino)-6- 187,20

methylpyrazin-2,3-
dikarbonitril

NC N N
NC N/ CHy
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Tab. 13: Derivaty 3-hydrazinylpyrazin-2-karboxamidu

KOD
CHEMICKY NAZEV

STRUKTURA

MOLEKULOVA
HMOTNOST

OJ 75

3-[2-(2-chlorfenyl)
hydrazinyl]pyrazin-2-
karboxamid

CONH,

N
X cl
| :
N/ N
H

263,68

OJ 76

3-[2-(3-chlorfenyl)
hydrazinyl]pyrazin-2-
karboxamid

N
i

| :
N/ u/

CONH,

o

263,68

QJ 77

3-[2-(4-chlorfenyl)
hydrazinyl]pyrazin-2-
karboxamid

N

(L

N

CONH,

N [ ]
H
Cl

263,68

0J 78

3-[2-(2-nitrofenyl)
hydrazinyl]pyrazin-2-
karboxamid

N

CONH,

I

X NO,
| :
N/ N

274,24

0J 79

3-[2-(2,4dinitrofenyl)
hydrazinyl]pyrazin-2-
karboxamid

319,23

0J 16

3-(2-fenylhydrazinyl)
pyrazin-2-karboxamid

229,24
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Tab. 14: Derivat 5-alkyl-6-hydrazinylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

KOD STRUKTURA MOLEKULOVA
CHEMICKY NAZEV HMOTNOST
0J 15 NC N
X
5-meth_y|-6-(2- _ I I H 250,26
fenylhydrazinyl)pyrazin- 7

2,3-dikarbonitril
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3.2. Pracovni postup

3.2.1. Priprava rustového média

Ristové médium pfipravime tak, Ze k 4 dilim pufru MOPS s 2% glukézy
pfidame 1 dil média RPMI 1640 (napf. 80 ml MOPS + 20ml RPMI). Celkovy
objem pak zalezi na spotfebé, respektive na po¢tu modelovych kmenu. Poté se
pomoci né&kolika kapek 10 M NaOH upravi pH do rozmezi 6,5 — 7,9. Upravou
pH dojde ke zméné barvy roztoku z plvodni Zluté na oranzovo-Cervenou. RPMI
1640 je 5x koncentrovany rustovy bujén, ktery obsahuje L-glutamin a 2%

glukézu. Pufr MOPS je 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina.

3.2.2. Priprava suspenzi modelovych kmenu

8 sterilnich zkumavek popiSeme zkratkami modelovych kmenu: CA, CT,
CK, CG, TA, AF, AC, TM.

Do kazdé zkumavky se napipetuje po 3 ml sterilni vody. Poté se
z jednotlivych kultur kvasinek, které narostly na Sabouraudové glukbézovém
agaru, odebere mala Cast kolonie a resuspenduje se do sterilni vody ve
zkumavce. Suspenze se promicha na vortexu. Do Birkerovy komuarky se
napipetuje 12 pl této suspenze a urCuje se pocCet bunék na 100 C&tvercu pfi
zvétSeni 200x. Vhodna hustota inokula je 1,0 — 2,5 x 10° cfu/ml, coz v
Burkerové komdrce Cini 25 — 50 bunék na 50 ¢tvercl. U vlaknitych hub je to
podobné, jen vhodna hustota inokula je 50 — 100 bunék na 100 &tvercl. Takto

pfipravené suspenze vydrzi v lednici asi tyden.

3.2.3. Priprava redici rady testované latky

Pro pfipravu fedici fady je nezbytné dodani testované latky spolu
s informaci o navazce a molekulové hmotnosti dané latky. Jako rozpoustédlo
pro pfipravu roztoku testovanych latek se pouzil dimethylsulfoxid (DMSO).

Vlastni postup je takovy, Ze navazka testované latky se rozpusti

v pfislusném objemu DMSO, tak aby cilova koncentrace Cinila 500 pmol/l.
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Do prvni zkumavky se napipetuje 1,98 ml RPMI ristového média a 20 ul
rozpusténé testované latky o koncentraci 500 ymol/l, a vSe se fadné promicha
se na vortexu. Timto se vytvorfi roztok o koncentraci testované latky 100 krat
koncentrovangjSi, ktery je nasledné fedén dvojkovym fedénim v DMSO za
ucelem ziskani roztokl v koncentra¢nim sledu: (500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977; 0,488) umol/l.

Pokud dojde v nékterém z krokl k vysrazeni nebo se latka nerozpusti,
pfidava se 2. pfipadné 3. ekvivalent rozpoustédla. Pfidanim ekvivalentu
rozpoustédla se pak v konecné fazi prvni testovana koncentrace posune o
jedno fedéni dozadu, z 500 pymol/l na 250 ymol/l apod.

Tento roztok se pfemisti do 1. jamky 12- ti jamkového rezervoaru. Do
dalSich deseti zkumavek popsanych Cisly 2 — 11 se napipetuje DMSO o objemu
0,5 ml. Z prvni jamky rezervoaru, kde je roztok testované latky, se odpipetuje
0,5 ml, pfenese do zkumavky €.:2 a vSe se fadné promicha na vortexu. Ze
zkumavky C.: 2 se nasledné prenese 0,5 ml roztoku do zkumavky €.: 3, opét se
v8e promicha na vortexu a v tomto trendu pokraCujeme az ke zkumavce C.: 11
(viz. Obr. 13).
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Obr. 13: Schéma pfipravy dvojkoveé fedici fady

05 05 05 05 05 05 05 05 05 (ml

LTINS Sy el ey
€1 &2 €3 ¢4 €5 €6 ¢€7 €8 &9 ¢&10 &1 €12

<: pozitivni

kontrola

DMSO 20 pl

— RPMI 1,98 ml

500 250 125 625 31,25 1563 7,81 391 195 098 0,49 (umoll)

3

—DMSO 05 mi ‘ —— rozpusténa testovana latka 0,5 ml
do zkumavky €. 2
— RPMI 1,98 ml }
L —rozpusténa testovana latka 20 pl et RO Etiare

Legenda: DMSO: dimethylsulfoxid; RPMI: ristové médium

Jamky rezervoaru, které zbyly, se naplni 1,98 ml ristového média a do
jednotlivych jamek se pfida po 20 ul pfislusné koncentrace testované latky, tedy
do jamky rezervoaru ¢€.:2 se pfida po 20 pl ze zkumavky €.:2 atd.

Do posledni jamky rezervoaru se k ristovému médiu pfidava pro kontrolu
jen 20 yl DMSO.

V kazdé jamce rezervoaru se ziskaji 2 ml roztoku s pfislusnou
koncentraci (jamky €.: 1-11) a kontrola (jamka €.: 12), (viz. Obr. 14).
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Obr. 14: Schéma 12- ti jamkového rezervoaru a jeho obsah

20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.1 (500 umol/l)

20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢€.2 (250 pmol/l)
20 pl naredéné testované latky ze zkumavky €.3 (125 pmolll)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.4 (62,5 pmol/l)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.5 (31,25 pmol/l)

20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.6 (15,63 pmol/l)

20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.7 (7,81 pmol/l)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.8 (3,91 pmol/l)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.9 (1,95 pmol/l)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.10 (0,98 pmol/l)
20 pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢.11 (0,49 pmol/l)

} ﬂ}20 pl DMSO

e, ——y

Ak

po 1,98 ml RPMI do kazdé

=

&1 &2 &3 &4 &5 €6 &7 &8 &9 &10 &11 &2

Legenda: DMSO: dimethylsulfoxid; RPMI: ristové médium

Objem potfebny pro vytvofeni zasobniho roztoku lze vypocCist dle
nasledujiciho vzorce: Vomso=m x 106/ ¢ x M x 100 = x ul DMSO, kde
m - navazka testované latky (g), ¢ - 1. testovana koncentrace (500 uymol/l), M -
molarni hmotnost testované latky x 10° (pfevod na ul), 100 — koeficient

zakoncentrovani

3.2.4. Naplnéni mikrotitraénich desticek

Nakonec se provede samotné pipetovani do dvou mikrotitracnich
destiCek. Druha desti¢ka slouzi pro testovani Trychophyton mentagrophytes,
tento dermatofyt se pro svou citlivost testuje zvIast.

Radky desti¢ek jsou oznadeny pismeny A, B, C, D, E, G, H. Desticka je
tvofena 12 sloupci. Do kazdého fadku, kromé fadku F, se pfenese z 12- ti
jamkového rezervoaru pomoci multikanalové pipety po 200 pl pfisluSného

roztoku. Tedy, vzdy ve v8ech jamkach sloupce €. 1 je roztok testované latky o
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cilové koncentraci 500 ymol/l, v jamkach sloupce €. 2 je 250 ymol/l, v jamkach

v

sloupce €. 3 je 125 ymol/l, v jamkach sloupce €. 4 je 62,5 pymol/l, v jamkach
sloupce €. 5 je 31,25 umol/l, v jamkach sloupce €. 6 je 15,625 ymol/l, v jamkach
sloupce €. 7 je 7,813 pmol/l, v jamkach sloupce €. 8 je 3,906 pmol/l, v jamkach
sloupce €. 9 je1,953 ymol/l, v jamkach sloupce €. 10 je 0,977 ymol/l, v jamkach
sloupce €. 11 je 0,488 pmol/l (viz. Obr. 15).

Obr. 15: Schéma pipetaze prvni mikrotitracni desticky

po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 500 pmol/l
po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 250 pmol/l

po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 125 pmol/l
po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 62,5 pmol/l
po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 31,25 pmol/l
po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 15,63 pmol/l
22 po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 7,81 pmol/l
po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 3,91 umol/l

po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 1,95 pmol/l

po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 0,98 pmol/l

po 200 pl roztoku testované latky o koncentraci 0,49 pimol/l
{I}pozitivni kontrola

4 5 6 7 8 9 10 1 12

< —Ipo 10 pl suspenze Candida albicans

< — po 10 pl suspenze Candida tropicalis
=_—1po 10 pl suspenze Candida krusei
<" —1po 10 pl suspenze Candida glabrata
1 po 10 pl suspenze Trichosporon asahii

<1 po 10 pl suspenze Apergillus fumigatus

I @ m m O O W >»

< po 10 pl suspenze Absidia corymbifera

U druhé destiCky pocet naplnénych fadkd je zavisly na poctu
testovanych latek, napf.: pokud se testuiji tfi latky, pini se fadky A, B a C.

Prvni sloupec kazdé destiCky je sloupec s testovanou latkou o nejvyssi
sloupec slouzi pro kontrolu ristu testovaného mikroorganismu.

Poté se pfidavaji suspenze modelovych kmenu hub. Aby nedoslo
k pfertstani plisni, nechava se mezi plisnémi a kvasinkami volny fadek.

VSechny pfipravené suspenze se pipetuji v mnozstvi po 10 pl.
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Do kazdého rfadku A se pfida suspenze Candida albicans, CA, ATCC
44859; fadku B suspenze Candida tropicalis, CT, 156; fadku C suspenze
Candida krusei, CK, E28; fadku D suspenze Candida glabrata, CG, 20/I; fadku
E suspenze Trichosporon asahii, TB, 1188; fadku G suspenze Aspergillus
fumigatus, AF, 231; fadku H suspenze Absidia corymbifera, AC, 272. Do Fadku
druhé destiCky se pipetuje po 10 pl suspenze Trichophyton mentagrophytes,
TM, 445. Po napipetovani se destiCcky uzaviou vickem a nechaji se inkubovat
v termostatu pfi teploté 35°C. Prvni destiCka se necha inkubovat 48 hodin,
druha desticka se necha inkubovat 120 hodin. Vysledky u prvni destiCky se
vizualné odecitaji za 24 — 48 hodin, u druhé destiCky se vysledky vizualné
odecitaji za 72 — 120 hodin. Po uplynuti inkubacéni doby se vizualné porovnava

rust v jamkach s rstem v jamce, ktera obsahuje jen samotné DMSO.

3.2.5. Vyhodnoceni

Po uplynuti stanoveného Casu se vizualné odecitala prvni Cira jamka bez
zakalu, kde jiz nic neroste. Je dobré mit na paméti, Zze vizualni hodnoceni
nabizi spiSe odhad a pfesnéjSiho stanoveni bychom mohli dosahnout pomoci

denzitometrického odectu zakalu v jamkach spektrofotometrickym méfenim.
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4. Vysledky

Ze skupiny derivatd N-benzyl-6-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu
vykazovaly antifungalni aktivitu latky v nami testovaném koncentraénim rozmezi
pouze latky s pracovnim oznac¢enim BS78 a BS79. Prvni latka, N-benzyl-6-
(butylamino)pyrazin-2-karboxamid (BS78), byla uc€inna na modelovych
kmenech Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera, a to pfi nejnizsi
koncentraci, ktera se rovnala 500 pmol/l. Tato koncentrace byla stejna pfi
odecitani jak za 24 hodin, tak za 48 hodin. Trichophyton mentagrophytes
vykazoval po odectu po 72 a 120 hodinové inkubaci stejnou citlivost vaci BS78
jako vySe zminéné kmeny.

Druha latka, N-benzyl-6-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid (BS79),
projevila aktivitu na kmenech Absidia corymbifera a Trichophyton
mentagrophytes. U Absidia corymbifera po 24 hodinové inkubaci &inila MIC 250
mol/l, u Trichophyton mentagrophytes po 72 hodinové inkubaci €inila MIC 125
pmol/l. DalSi latky z této skupiny nevykazovaly Zadnou antifungalni aktivitu (viz.

Tab. 15).

65



Tab. 15: Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatd N-benzyl-6-
(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) BS78 | BS79 | BS80  |BS81 | BS82
CA 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CT 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CK 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CG 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
TA 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
AF 24 h 500 >500 >500 >500 >500
48 h 500 >500 >500 >500 >500
AC 24 h 500 250 >500 >500 >500
48 h 500 >500 >500 >500 >500
™ 72 h 500 125 >500 >500 >500
120 h 500 >500 >500 >500 >500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
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U skupiny derivatd N-benzyl-5-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu zadna
latka v rozsahu testovanych koncentraci neprojevila antimykotickou aktivitu (viz.
Tab. 16).

Tab. 16: Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatd N-benzyl-5-

(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) BS83 |BS84 |BS85 |BS86 |BS87
CA 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CT 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CK 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
CG 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
TA 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
AF 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
AC 24 h >500 >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500 >500
™ 72 h >500 >500 >500 >500 >500
120 h >500 >500 >500 >500 >500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibiéni koncentrace
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U vSech latek ze skupiny derivatl 3-amino-N-benzylpyrazin-2-
karboxamidu, kromé latky MD 710/ll, byla pozorovana urcita antimykoticka
aktivita (viz. Tab. 17a, 17b).

Latka 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamid (LS1MD/Il) vykazovala
aktivitu pfi interakci s houbovymi kmeny Candida albicans, Candida tropicalis,
Trichosporon asahii a Trichophyton mentagrophytes. MIC 500 pmol/l byla
stanovena u Candida albicans jak po 24, tak i 48 hodinové inkubaci. Stejna
hodnota MIC byla stanovena u Candida tropicalis a Trichosporon asahii po 48
hodinové inkubaci a u Trichophyton mentagrophytes po 72 a 120 hodinové
inkubaci. U Candida tropicalis a Trichosporon asabhii Cinila hodnota MIC po 24
hodinové inkubaci 250 umol/l.

Latka 3-amino-N-[3-(trifluormethyl)benzyl]pyrazin-2-karboxamid
(MD706/1l) vykazovala antifungalni aktivitu pfi interakci s houbovymi kmeny
Candida krusei, Trichosporon asabhii, Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera
a Trichophyton mentagrophytes. NejniZSi koncentrace, ktera se rovnala 500
pmol/l byla stanovena u Trichosporon asahii, Aspergillus fumigatus po 24
hodinové inkubaci, u Absidia corymbifera po 24 a 120 hodinové inkubaci. Po 24
hodinové inkubaci u Candida krusei 250 umol/l, této hodnoty MIC bylo
dosazeno i u Trichophyton mentagrophytes po 72 hodinové inkubaci, po 120
hodinové inkubaci u tohoto kmene byla stanovena MIC 62,5 umol/I.

Latka  3-amino-N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-karboxamid  (MD707/1I)
projevila antimykotickou aktivitu s houbovymi kmeny Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Trichosporon asahii, Aspergillus
fumigatus a Trichophyton mentagrophytes. Hodnota MIC 500 pmol/l byla
stanovena u Trichosporon asahii po 24 hodinové inkubaci a u Trychophyton
mentagrophytes po 120 hodinové inkubaci. U Candida albicans a Candida
tropicalis po 24 a 48 hodinové inkubaci Cinila hodnota MIC 250 pmol/l, tato
koncentrace byla stejna i u kmenud Candida krusei, Candida glabrata,
Aspergillus fumigatus a Trichophyton mentagrophytes po 24 hodinové inkubaci.

Latka 3-amino-N-(4-methoxybenzyl)pyrazin-2-karboxamid (MD708/Il)
byla antimykoticky uc¢inna na modelovych kmenech Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida glabrata, Trichosporon asahii a Aspergillus fumigatus, a to pfi
koncentraci, ktera se rovnala 500 pmol/l po 24 hodinové inkubaci, Trichophyton

mentagrophytes vykazoval po 72 a 120 hodinové inkubaci stejnou citlivost.

68



Latka 3-amino-N-(2,4-dimethoxybenzyl)pyrazin-2-karboxamid (MD709/I)
projevila slabou antimykotickou aktivitu v nami testovaném koncentracnim
rozmezi na kmeni Candida krusei pfi koncentraci 500 umol/l po 24 hodinové
inkubaci.

Latka 3-amino-N-(2-methylbenzyl)pyrazin-2-karboxamid (MD711/1l) byla
u¢inna na modelovych kmenech Candida krusei, Aspergillus fumigatus a
Absidia corymbifera , a to pfi koncentraci, ktera se rovnala 500 pmol/l po odectu
po 24 hodinové inkubaci. Trychophyton mentagrophytes vykazoval stejnou
citivost po 120 hodinové inkubaci. U Trichophyton mentagrophytes po 72
hodinové inkubaci ¢inila MIC 250 pymol/l. U Trichosporon asabhii €inila MIC 125
pmol/l jak po 24, tak po 48 hodinové inkubaci.

Latka 3-amino-N-[4-(trifluormethyl)benzyl]pyrazin-2-karboxamid
(MD712/1l) v nami testovaném koncentracnim rozmezi projevila antimykotickou
aktivitu. MIC 500 umol/l byla stanovena u Trichosporon asahii, Aspergillus
fumigatus a Absidia corymbifera po 24 a 48 hodinové inkubaci, stejnou citlivost
vykazovala Candida krusei pouze po 48 hodinovém odectu a stejnou citlivost
vykazoval i Trichophyton mentagrophytes po odec¢tu po 120 hodinové inkubaci.
U Trychophyton mentagrophytes po 72 hodinové inkubaci Cinila hodnota MIC
125 ymol/l. MIC 250 umol/l byla stanovena u Candida krusei po 24 hodinové

inkubaci.
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Tab. 17a: Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatd 3-amino-N-

benzylpyrazin-2-karboxamidu I.

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) LS1IMD/Il | MD706/Il | MD707/Il | MD708/I
CA 24 h 500 >500 250 >500
48 h 500 >500 250 >500
CT 24 h 250 >500 250 500
48 h 500 >500 250 >500
CK 24 h >500 250 250 500
48 h >500 >500 >500 >500
CG 24 h >500 >500 250 500
48 h >500 >500 >500 >500
TA 24 h 250 500 500 500
48 h 500 >500 >500 >500
AF 24 h >500 500 250 500
48 h >500 >500 >500 >500
AC 24 h >500 500 >500 >500
48 h >500 500 >500 >500
™ 72 h 500 62,5 250 500
120 h 500 250 500 500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibicni koncentrace
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Tab. 17b: Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatd 3-amino-N-
benzylpyrazin-2-karboxamidu II.

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) MD709/ll | MD710/ll | MD711/l | MD712/Il
CA 24 h >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500
CT 24 h >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500
CK 24 h 500 >500 500 250
48 h >500 >500 >500 500
CG 24 h >500 >500 >500 >500
48 h >500 >500 >500 >500
TA 24 h >500 >500 125 500
48 h >500 >500 125 500
AF 24 h >500 >500 500 500
48 h >500 >500 >500 500
AC 24 h >500 >500 500 500
48 h >500 >500 >500 500
™ 72 h >500 >500 250 125
120 h >500 >500 500 500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
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Ze skupiny derivatu

3-aminopyrazin-2-karboxamidu  Trichophyton

mentagrophytes vykazoval po odectu po 72 a 120 hodinové inkubaci vici OJ 36

a OJ 41 (viz. Tab. 18), hodnota MIC c€inila 500 umol/I.

Tab. 18: Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatd 3-aminopyrazin-2-

karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) 0J 34 0J 36 0J 41 0J 42
CA 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
CT 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
CK 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
CG 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
TA 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
AF 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
AC 24 h >125 >500 >500 >125
48 h >125 >500 >500 >125
™ 72 h >125 500 500 >125
120 h >125 500 500 >125

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;

CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:

Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibiéni koncentrace
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U této skupiny derivatu 5-alkyl-6-alkylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu latky
nevykazovaly zadnou antifungalni aktivitu, v rozsahu testovanych koncentraci

nedoslo k vyrazné inhibici rastu (viz. Tab. 19)

Tab. 19: Vysledky minimalni inhibiéni koncentrace derivatd 5-alkyl-6-

alkylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kod) 0J 80 0J 81
CA 24 h >500 >500
48 h >500 >500
CT 24 h >500 >500
48 h >500 >500
CK 24 h >500 >500
48 h >500 >500
CG 24 h >500 >500
48 h >500 >500
TA 24 h >500 >500
48 h >500 >500
AF 24 h >500 >500
48 h >500 >500
AC 24 h >500 >500
48 h >500 >500
™ 72 h >500 >500
120 h >500 >500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
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Ze skupiny derivatd 3-hydrazinylpyrazin-2-karboxamidu vykazovaly
antifungalni aktivitu latky v nami testovaném koncentranim rozmezi pouze
latky s pracovnim oznacenim OJ 75, OJ 76, OJ 16 (viz. Tab. 20).

Prvni latka 3-[2-(2-chlorfenyl)hydrazinyl]pyrazin-2-karboxamidu (OJ 75)
byla u¢inna na modelovych kmenech Candida krusei, Candida glabrata,
Trichosporon asabhii, Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera, a to pfi
koncentraci 500 pymol/l po odectu po 24 hodinové inkubaci, stejnou citlivost
vykazovala Absidia corymbifera i po 48 hodinové inkubaci. | Trychophyton
mentagrophytes vykazoval stejnou citlivost a to jak po 72, tak 120 hodinové
inkubaci.

Slaba in vitro aktivita se projevila u latky  3-[2-(3-
chlorfenyl)hydrazinyl]pyrazin-2-karboxamidu (OJ 76) na modelovych kmenech
Candida albicans a Candida krusei, a to pfi koncentraci 500 ymol/l po 24
hodinové inkubaci, stejna hodnota MIC byla stanovena u Trichophyton
mentagrophytes po odectu jak po 72, tak po 120 hodinové inkubaci. U
Aspergillus fumigatus Cinila MIC po 24 hodinové inkubaci 250 umol/l. MIC 125
pmol/l byla stanovena u Absidia corymbifera po 24 hodinové inkubaci.

Latka 3-(2-fenylhydrazinyl)pyrazinu-2-karboxamid byla u€inna v naSem
testovaném koncentraénim rozmezi pfi koncentraci 500 pmol/l u modelového
kmene Trichosporon asahii po 24 a 48 hodinové inkubaci, u Absidia
corymbifera se projevila stejna citlivost po 24 hodinové inkubaci. Stejnou

citlivost projevil Trychophyton mentagrophytes po 72 a 120 hodinové inkubaci.
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Tab. 20: Vysledky minimalni inhibiéni koncentrace derivata 3-hydrazinylpyrazin-
2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kéd) 0J75 |0J76 |0J77 |0OJ78 |0J79 |OJ16
CA 24 h 500 500 >250 >125 >500 >500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
CT 24 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
CK 24 h 500 500 >250 >125 >500 >500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
CG 24 h 500 >500 >250 >125 >500 >500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
TA 24 h 500 >500 >250 >125 >500 500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 500
AF 24 h 500 250 >250 >125 >500 >500
48 h >500 >500 >250 >125 >500 >500
AC 24 h 500 125 >250 >125 >500 500
48 h 500 250 >250 >125 >500 >500
™ 72 h 500 500 >250 >125 >500 500
120 h 500 500 >250 >125 >500 500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:

MIC: minimum

Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes;

inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
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Nejvyraznéjsi antimykotickou aktivitu vykazovala u kvasinek a vlaknitych
hub soucCasné latka 5-methyl-6-(2-fenylhydrazinyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (viz.
Tab. 21). Tato latka byla uc€innd na vSech modelovych kmenech v nami
testovaném koncentraCnim rozmezi. Trichophyton mentagrophytes vykazoval
vuci této latce z téchto modelovych kmenu nejnizsi citlivost, hodnota MIC cinila
po 72 a 120 hodinové inkubaci 500 pmol/I.

U Candida tropicalis, Trichosporon asahii a Candida glabrata cinila
hodnota MIC 62,5 pmol/l po 24 hodinové inkubaci, Candida glabrata vykazovala
stejnou citlivost i pfi 48 hodinové inkubaci. V pfipadé Candida tropicalis, druha
stanovena hodnota MIC po 48 hodinové inkubaci Cinila 250 umol/l a v pfipadé
Trichosporon asahii druha stanovena hodnota MIC Cinila 125 pmol/I.

Latka byla rovnéz ucCinna na modelovych kmenech Candida albicans,
Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera , a to v koncentraci 31,25 ymol/l po
24 a 48 hodinové inkubaci, Candida albicans vykazovala stejnou citlivost po 48
hodinové inkubaci, Aspergillus fumigatus stejné citlivosti nabyl po 24 hodinové
inkubaci. V pfipadé Candida albicans hodnota MIC po 24 hodinové inkubaci
Cinila 15,62 umol/l a v pfipadé Aspergillus fumigatus hodnota MIC po 48
hodinové inkubaci Cinila 52,5 pmol/I.

Nejvyraznéjsi antimykotickou aktivitu v nami testovaném koncentracnim
rozmezi jevila tato latka vici Candida krusei a to v koncentraci, ktera se rovnala
3,9 umol/l po 24 hodinové inkubaci a po 48 hodinové inkubaci hodnota MIC
¢inila 7,81 pmol/I.
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Tab. 21: Vysledky minimalni inhibiéni koncentrace derivata 5-alkyl-6-
hydrazinylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol/l)
(kéd) 0J 15
CA 24 h 15,62
48 h 31,25
CT 24 h 62,5
48 h 250
CK 24 h 3,9
48 h 7,81
CG 24 h 62,5
48 h 62,5
TA 24 h 62,5
48 h 125
AF 24 h 31,25
48 h 52,5
AC 24 h 31,25
48 h 31,25
™ 72 h 500
120 h 500

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei;
CG: Candida glabrata; TA: Trichosporon asahii; AF: Aspergillus fumigatus; AC:
Absidia corymbifera; TM: Trichophyton mentagrophytes; MIC: minimum

inhibitory concentration, minimalni inhibicni koncentrace
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5.Diskuze

Obecné se u mikroorganismu postupné vyvinuly a neustale vyvijeji
mnohocetné zpusoby, kterymi dokazi prezit v hostitelském prostfedi. Svymi
obrannymi mechanismy jsou tak schopné odolavat pusobeni antimikrobialnich
latek. Tyto mikroorganismy se pak stavaji rezistentnimi ¢i odolnymi [43].

Se zvysujicim se pocCtem mykotickych onemocnéni a zvySujicim se
pouzivanim antimykotickych léCiv stoupa problém rezistence k antimykotickym
latkam. Skutecnost, Ze rezistence narusta i k nejpouzivanéjSim antimykotikim,
konkrétné azolovym, dosti komplikuje situaci, jak dosahnout efektivni |éCby
mykotickych onemocnéni [46]. Rezistence klékim se neustale stupnuje.
Rozvoj rezistence se neda potlacit, ale mnohdy se da alespori trochu ovlivnit.

Z tohoto dlvodu je zde neutuchajici vyzva pfivést na trh a do klinické
praxe dalSi latky, které by byly dostate¢né ucinné v terapii mykoinfekci. Je tedy
nezbytné a Zadouci vénovat se vyzkumu a zaroven testovani novych
antimykoticky pusobicich latek, které by se daly pouzit hlavné u obtizné
|éCitelnych systémovych infekci.

Kazda nové nasyntetizovana latka je urCena k testovani a pro kazdou
takovouto latku existuje vhodna skrininkova metoda, kterou se testuje jeji
aktivita a ucinnost. Pfikladem takovéto metody je bujonova mikrodiluCni
metoda. Jde o metodu, kterou se stanovuje antimykoticka aktivita in vitro
potencialné antimykotickych latek na standartnich kmenech kvasinek a
vlaknitych hub. Mikrodiluéni metoda je kvantitativnim testem, ktera dovoluje
urcit minimalni hodnotu koncentrace, vUici které je dany mikroorganismus citlivy.
Testovani probiha za standartnich presné definovanych podminek, kdy po
dostatec¢né dlouhé inkubaci se ur€uje inhibice ristu mikroorganismu, ktery je
vystaven plasobeni antimikrobni latky v urCitém sledu [43]. | ja jsem vyuzila tuto
metodu k testovani antimykotické aktivity u nové syntetizovanych latek.

Nové nasyntetizované latky byly poskytnuty Katedrou farmaceutické
chemie a kontroly |éCiv Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy v Praze, ve spolupraci s prof. PharmDr. Martinem Dolezalem, Ph.D.,
Mgr. Ondfejem Jandourkem a Mgr. Barborou Servusovou. Nové

nasyntetizované latky poskytnuté k testovani mély charakter derivatl pyrazin-2-
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karboxamidu a derivatd pyrazin-2,3-dikarbonitrilu, ale Uplny zaklad téchto latek
vychazi z molekuly pyrazinamidu, antituberkulotika 1. linie. Od konce 50. let
dvacatého stoleti je struktura pyrazinamidu velmi c¢asto pouzivanou
predlohovou latkou [9]. Jedna se totiz o Ilatku s Sirokym spektrem
uCinku.  Pyrazinamid je charakterizovan svym antimykobakterialnim,
antimykotickym, antibakterialnim, antivirovym, analgetickym, hypnotickym, Ci
diuretickym ucinkem [12].

Vyvoji latek na pyrazinamidové bazi se vénuje tym vedeny prof.
PharmDr. Martinem DolezZalem (dolezalm@faf.cuni.cz) z Katedry farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze a troufam si fici, Zze velmi
uspésne. Tyto latky jsou neustalym pfedmétem vyzkumu, pfinejmensim proto,
ze testovanim rGzné substituovanych derivatd pyrazinamidu se jiz zjistilo, ze
maiji potencial byt Uu€innymi antimykoticky pusobicimi latkami. O tom svédci
vydani nékolika publikaci vénovanych tomuto tématu [11, 23, 42]. | ja osobné
jsem se mohla presvédcCit o tom, Ze derivaty pyrazin-2-karboxamidu a derivaty
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu vychazejici z pyrazinamidové struktury, jsou velmi
nadéjnou skupinou latek a antimykotickou aktivitou.

Zminila bych zejména jednu latku, ktera ma velky potencial stat se
novym a uc€innym léCivem. Jedna se o latku s nazvem 5- methyl-6-(2-
fenylhydrazinyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril s pracovnim oznaenim OJ15. Tato
latka jevila vyraznou antimykotickou aktivitu ke vSem modelovym kmenum, kde
bylo dosahovano velmi zajimavych a velmi slibnych hodnot MIC. Nejucinnéjsi
tento derivat byl na modelovém kmeni Candida krusei, nejméné na modelovém
kmeni Trichophyton mentagrophytes. Dale bych zminila dalSi latky, které
vykazovaly pomérné slibnou antimykotickou aktivitu v rozsahu nami
testovanych koncentraci. Kupfikladu latka s pracovnim oznaenim MD706/I|
projevila vyraznéj§i antimykotickou aktivitu na kmeni Trichophyton
mentagrophytes. Za zminku stoji i latka s pracovnim oznacenim MD711/1l, ktera
byla uc€inna pro zménu na kmeni Trichosporon asabhii.

Tyto latky si vzhledem ke zjisténym vysledkim zaslouzi dalSi pozornost.
Jejich aktivita by méla byt i nadale testovana v ramci pokrocilejSiho studia, nez
je pouze zakladni skrinink jejich antimykotické aktivity pomoci mikrodiluéni
bujbnové metody. Latky s vyraznéjSi antimykotickou aktivitou jisté budou

v brzké dobé dle mého nazoru publikovany.
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6. Zaver

Pomoci mikrodilucni bujénové metody se u tficeti latek, syntetizovanych
prof. PharmDr. Martinem Dolezalem, Ph.D., Mgr. Ondfejem Jandourkem a Mgr.
Barborou Servusovou na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly IéCiv
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze, testovala
antimykoticka aktivita na osmi modelovych kmenech hub. K testovani bylo
pouzito pét kmenl kvasinek: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida glabrata, Trichosporon asahii a tfi kmeny vlaknitych hub:
Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera a Trichosporon mentagrophytes.

Testovanymi latkami byly substituované derivaty pyrazin-2-karboxamidu
a pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.

Konkrétné derivaty N-benzyl-6-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu
(BS78, BS79) a derivaty 3-aminopyrazin-2-karboxamidu (0J36, OJ41) projevily
v nami testovaném koncentranim rozmezi jistou antimykotickou aktivitu vaci
modelovym kmenum.

U derivatd N-benzyl-5-(alkylamino)pyrazin-2-karboxamidu a u derivata 5-
alkyl-6-alkylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu nebyla v nami testovaném koncentracnim
rozmezi zaznamenana zadna antimykoticka aktivita.

Nékteré latky (0OJ75, 0OJ76, 0J16) ze skupiny derivatd 3-
hydrazinylpyrazin-2-karboxamidu v nami testovaném koncentracnim rozmezi
projevily slabou in vitro antimykotickou aktivitu va¢i modelovym kmenum.

Derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu, mimo jedné latky
(MD710/ll), vykazovaly slabou antimykotickou aktivitu v nami testovaném
koncentraénim rozmezi téméfr ke vSem modelovym kmenum.

Nejucinnéjsi latkou byla latka ze skupiny pyrazin-2,3-dikarbonitrilu,
konkrétné 5-methyl-6-(2-fenylhydrazinyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (OJ15). Tato
latka v rozsahu testovanych koncentraci (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625;
7,813; 3,906; 1,953; 0,977; 0,488) pmol/l vykazovala vyraznou antimykotickou
aktivitu vic¢i vSem modelovym kmendm. Nejvice U¢inna byla na modelovém
kmeni Candida krusei, a to pfi koncentraci, ktera se rovnala hodnoté 3,9 pmol/I
po 24 hodinové inkubaci, po 48 hodinové inkubaci byla stanovena hodnota MIC
7,81 pmol/l. Tato nové nasyntetizovana latka bude jisté pfredmétem dalSiho
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testovani a mozna velkym adeptem na nové antimykoticky pusobici IéCivo.
V nékterych pfipadech jde o vyznamné kandidaty na dalSi testovani a

hodnotné vysledky ziskané touto dilCi studii budou publikovany.
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Seznam zkratek

4D - 4-well azole-agar dilution - 4D azol-agarova diluéni metoda
5-FC - 5-flucytosin
5-FU - 5-fluorouracil

ABC transportér - ATP (Adenosin TriPhosphate) Binding Cassette transporter -

transportni protein vazajici ATP
AC - Absidia corymbifera
AF - Aspergillus fumigatus

AIDS - Acquired ImmunoDeficiency Syndrome — syndrom ziskaného

imunodeficitu

AmB - amfotericin B

ATP — Adenosine TriPhosphate - adenosin trifosfat

CA - Candida albicans

CCI - Composite Correlation Index - slozeny korelaéni index
CDR - Candida Drug Resistance - Candida Iékova rezistence
CDR1 —gen 1 z rodiny CDR

CDR2 —gen 2 z rodiny CDR

CFU - Colony Forming Unit — kolonii tvofici jednotka

CG - Candida glabrata

CK - Candida krusei

CLSI - The Clinical and Laboratory Standard Institute - Ustav pro klinické a

laboratorni standardy

CT - Candida tropicalis
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CYP51 - CYtochrome P450, family 51, enzym 14 alfa-demetylaza, ktery patfi do
skupiny cytochromu P450, rodiny 51

DMSO - DiMethylSulfOxid

DNA - DeoxyriboNucleic Acid - deoxyribonukleova kyselina
ERG2 - gen kodujici enzym A7,8isomerazu

ERGS3 - gen kddujici enzym sterol A5,6desaturazu

ERG11 - gen kodujici 14 alfa-demetylazu

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -

Evropska komise pro testovani antimikrobialni citlivosti

FC - Flow Cytometry - pratokova cytometrie

FCY1 - gen kodujici cytosin deaminazu

FCY2 — gen koduijici cytosin permeazu

FAUMP - FlouroDeoxyUridine MonoPhosphate - fluorodeoxyuridin monofosfat
FKS1 - gen kodujici podjednotku enzymu beta-1,3-D-glukansyntazy

FKS2 - gen kodujici podjednotku enzymu beta-1,3-D-glukansyntazy

FUMP — EluoroUridine MonoPhosphate - fluorouridin monofosfat

FU - fluorouracil

HIV - Human Immunodeficiency Virus — virus lidské imunitni nedostateénosti
IMC - Isothermal MicroCalorimetry - izotermalni mikrokalorimetrie

MALDI-TOF MS - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Flight
Mass Spectrometry - laserova desorpce/ ionizace za ucasti matrice — praletova

hmotnostni spektrometrie
MDR - Multi-Drug Resistance - multi-lékova rezistence

MDR1 - Multi-Drug Resistance 1gene, gen kodujici protein multi-lékove

rezistence 1

MEC — Minimum Effective Concentration - minimalni efektivni koncentrace
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MFEC - Minimum Fluorescence Enhancing Concentration - minimalni

fluorescencni koncentrace
MFS - Major Facilitator Superfamily — nadrodina pfednich zprostfedkovatelu

MHIC - Minimum Heat Inhibitory Concentration - minimalni tepelna inhibini

koncentrace

MIC — Minimum Inhibitory Concentration - minimalni inhibiéni koncentrace
MOPS - 3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina

NaOH — hydroxid sodny

RNA — RiboNucleic Acid - ribonukleova kyselina

RPMI — Roswell Park Memorial Institute - ristové médium

SYO - Sensititre YEASTOne — typ komercni metody

TA - Trichosporon asahii

TM - Trichophyton mentagrophytes

UK - Univerzita Karlova

USA - United States of America
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