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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarFskych véd

Doktorsky studijni program: Xenobiochemie a patobiochemie
Kandidat: Mgr. Adéla Diepoltova

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Konzultantka: RNDr. Klara Kone¢na, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Charakterizace antibakterialniho potencialu

nové syntetizovanych latek a bakterialnich spolecCenstvi

Uvod predlozené disertaéni prace je zasvécen problematice antimikrobni
rezistence, ktera predstavuje jednu z nejvétSich soucasnych hrozeb celosvétoveho
zdravotnictvi. Ke kritické urovni této situace pfispiva cela fada faktord. Kromé
nepopiratelného lidského pficinéni stoji za tak zavaznym stavem samotné mikroby,
napfiklad bakterie skupiny ESKAPE, jez disponuji celou fadou rezistencnich
mechanismu. Jednim zvyznamnych mechanismd rezistence je, mimo jiné,

schopnost tvorby mikrobialnich biofilmu.

Pro co nejvétsi pfinos studia anti-biofilmové aktivity novych antimikrobnich
latek je nezbytné vyuzivat relevantnich a reprodukovatelnych metod pro tvorbu
biofilm0 in vitro, tj. robustnich biofilmovych biomas s charakteristikami, které
reprezentuji mechanismy adaptivni rezistence (pfitomnost extracelularni polymerni
matrice, typicka architektura maturovaného biofilmu atd.). Vlastnosti pozadovaného
biofilmu jsou silné ovlivnény kultivacnimi podminkami (pouzité kultivaéni médium,
maod tfepani, modifikace povrchu pro usnadnéni adheze bunék atd.). Studiem vlivu
vybranych kultivaénich podminek pfi tvorbé stafylokokovych biofilmi se zabyva
prvni usek experimentalni Casti této prace. Vysledky studie pfinesly zjisténi, Zze
k tvorbé biofiiml bakteriemi Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis je ze vSech testovanych
médii nejvyhodnéjsi trypton-séjovy bujon suplementovany lidskou krevni plazmou a
zaroven kultivace za mirného tfepani. DalSim zasadnim zjisténim této Casti studie

je, ze tvorbu biofilmU bakterie Staphylococcus epidermidis na plastovych koli€cich



vyznamné pozitivné ovliviiuje modifikace povrchu lidskou plazmou a fetalnim

bovinnim sérem.

Akutni stav antimikrobni rezistence je reflektovan ve vyzkumu novych latek
s antimikrobnim u€inkem. S cilem dosazeni efektivnich terapeutickych pfistupl jsou
navrhovany nékteré alternativni strategie, které maji téz potencial zpomalit prekotny
vyvoj rezistence. Slibnych vysledkd dosahuji napfiklad postupy kombinaéni terapie
s adjuvantnimi latkami. Druhy usek experimentalni Casti prace je proto vénovan
popisu vybranych (mikro)biologickych aktivit nové syntetizovaného derivatu 2-chlor-
N-(oxazol-2-yl)isonikotinamidu, AB15. Latka AB15 vykazala velice slibnou aktivitu
vuci Gram-negativnim bakteriim, zejména vuci Acinetobacter baumannii. Bylo téz
zZjisténo, Ze studovana latka zasahuje do bunécného procesu proteosyntézy, na
bakterialni buriku plsobi cidnim efektem a nevykazuje vyznamnou toxicitu in vitro
ani in vivo. Moznost uplatnéni AB15 jako adjuvantni latky potvrdily vysledky
Checkerboard studii, vnichz byl odhalen synergicky efekt v kombinaci
s antibiotikem kolistinem vUci bakterii Acinetobacter baumannii izolované
z klinického vzorku. Kombinace kolistinu a AB15 vykazala téz anti-biofilmovou
aktivitu vUci biofilmovému spole€enstvi tvofenému stejnou bakterii. Ziskanymi
vysledky je potvrzena hypotéza, Ze je AB15 perspektivnim kandidatem k vyuziti ve

formé adjuvantni latky k vybranym antibiotikim v ramci antiinfek¢ni terapie.

DalSi efektivni terapeutickou strategii v boji proti antimikrobni rezistenci je
vyuziti antimikrobnich latek pfipravenych ze struktur pfirodniho pavodu. Ve tfetim
useku experimentalni ¢asti prace proto byly studovany nékteré (mikro)biologické
vlastnosti polosyntetickych derivati montaninového typu odvozenych od alkaloidd
rostlinné Celedi Amaryllidaceae. Latky znaCené NMAS5 a NMA12 projevily slibnou
ucinnost zejména vaci stafylokokim. Latka NMA12 navic nepusobila toxickym
efektem in vivo s pouZzitim zvifeciho modelu a vykazala synergicky efekt s nékterymi
klinicky relevantnimi antibiotiky vici bakterii meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus. Vyuziti latek NMA5 a NMA12 v dalSim vyzkumu antimikrobni aktivity vSak

omezuje jejich rozpustnost.

PfedloZenou praci je nabidnuta soucinnost v globalnim usili zvysit aktivitu
v procesu vyzkumu a vyvoje novych antiinfektiv s cilem objevit nové efektivni

pristupy terapie infekénich onemocnéni a zpomalit rozvoj antimikrobni rezistence.
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Title of Doctoral Thesis: Characterization of the antibacterial potential of recently

synthesized compounds and bacterial communities

The theoretical part of this dissertation thesis describes the issue of
antimicrobial resistance, which represents one of the greatest current challenges to
global health. Many different factors contribute to the criticality of this situation. In
addition to undeniable human involvement, microbes themselves, such as bacteria
from the ESKAPE group, are responsible for this serious problem. Microbes exhibit
a variety of resistance mechanisms. The ability to form microbial biofilms is one of
them. As a matter of fact, cells present in biofilm are up to 1000 x more resistant

compared to their planktonic form.

To reveal the most relevant data regarding the process of biofilm formation in
vitro, it is essential to use reproducible methods in order to obtain robust biofilms
with all their key attributes that represent the adaptive resistance (presence of an
extracellular polymeric matrix, the architecture of a matured biofilm, etc.). These
attributes are strongly influenced by cultivation conditions (cultivation media,
substrate modification, etc.). Results of the first part of the experimental work show
that a trypton soy broth medium supplemented with human plasma and mild shaking
during the cultivation period are the most favourable conditions among all tested
parameters in the formation of Staphylococcus aureus, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis biofilms. Another important
finding is that the formation of Staphylococcus epidermidis biofilm on plastic pegs is
considerably positively affected by surface modification with human plasma and

foetal bovine serum.



The alarming state of antimicrobial resistance is also reflected in the research
of new antimicrobial substances. The combination therapy with adjuvant
compounds generates promising results. Therefore, the second part of the
experimental work is devoted to the characterization of selected (micro)biological
properties of a newly synthesized derivative of 2-aminooxazole labelled AB15. This
compound shows promising antibacterial activity against the Gram-negative
bacteria, especially Acinetobacter baumannii. In the target cell, AB15 affects protein
synthesis and reveals bactericidal effect. Compound AB15 does not exhibit toxicity
effect in vitro or in vivo. Checkerboard studies confirmed the potential of AB15 as
an adjuvant compound — synergistic effect was revealed in AB15 and colistin
combination. AB15 + colistin combination also shows an anti-biofilm activity against
biofilm formed by Acinetobacter baumannii. In this part of the study, it can be
concluded that the newly synthesized compound, AB15, can be considered a
suitable adjuvant molecule to clinically relevant antibiotics in antimicrobial drug

research.

Another effective therapeutic strategy to fight antimicrobial resistance is an
employment of antimicrobial compounds obtained from naturally occurring
molecules. In the third part of this experimental work, selected (micro)biological
properties of semi-synthetic montanine-type derivatives obtained from alkaloids of
the Amaryllidaceae family are characterized. Compounds labelled NMA5 and
NMA12 show promising activity especially against staphylococci. In addition,
NMA12 is non-/low-toxic using an animal model and shows synergistic effect with
clinically relevant antibiotics against methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
However, the use of compounds NMAS5 and NMA12 in further antimicrobial research

is limited due to their solubility issues.

The conclusion of this thesis highlights the importance of conducting
extensive study of alternative strategies for antimicrobial drug research and
development. This work contributes to the global effort to discover new therapeutic

approaches and mitigate antimicrobial resistance.
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. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e AA

e ACBA
e AML
e AMR
e ATCC
e ATB

e BCCM/ITM
e BPC
e C

e C/R

e CAMHB
e CCM
e CDC
e CFU

e CHL

e CHX

e CIP

e CoNS
e ConA
e cpm

e CST

e CV

e DAP

alkaloidy rostlinné Celedi Amaryllidaceae

Acinetobacter baumannii

antimikrobni latka

antimikrobni rezistence

Americka sbirka kultur (z angl. American Type Culture
Collection)

antibiotikum

Belgické koordinované kolekce mikroorganismu (z angl.
Belgian Coordinated Collection of Microorganisms/Institute of
Tropical Medicine)

biofilm preven¢ni koncentrace (z angl. Biofilm Prevention
Concentration)

citlivost

intermediarni citlivost

kationtové upraveny Mueller-Hinton bujon (z angl. Cation-
adjusted Mueller-Hinton Broth)

Ceska sbirka mikroorganismii (z angl. Czech Collection of
Microorganisms)

Strediska pro kontrolu a prevenci nemoci (z angl. Centers for
Disease Control and Prevention)

kolonie tvofici jednotka (z angl. Colony Forming Unit)
chloramfenikol

chlorhexidin

ciprofloxacin

koagulaza negativni stafylokoky (z angl. Coagulase-Negative
Staphylococci)

konkavalin A (z angl. Concavalin A)

impulsy za minutu (z angl. Counts Per Minute)

kolistin

krystalova violet' (z angl. Crystal Violet)

daptomycin

12



DMSO
DSMZ

EC
eDNA
EF
EPM
ESBL

ESKAPE

EUCAST

FAF UK
FBS
FIC

FICI

FITC

GEN

GHS

HEPES
HK-2

HP
ICs0

dimethylsulfoxid

Némecka sbirka mikroorganismua a bunécnych kultur (z ném.
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)
Escherichia coli

extracelularni DNA

Enterococcus faecalis

extracelularni polymerni matrice

B-laktamazy s rozSifenym spektrem ucinku (z angl.
extended-spectrum B-laktamases)

skupina multirezistentnich bakterii (Enterococcus spp,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp.)

Evropsky vybor pro testovani antimikrobni citlivosti (z angl.
European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove, Univerzita Karlova
fetalni bovinni sérum

frakéni inhibiéni koncentrace (z angl. Fractional Inhibitory
Concentration)

index frakéni inhibi¢ni koncentrace (z angl. Fractional
Inhibitory Concentration Index)

fluorescein-5-isothiokyanat

gentamicin

Globalné harmonizovany systém kategorizace toxicity (z angl.
Globally Harmonized System)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
bunécna linie lidskych epitelialnich bunék ledvin (z angl.
proximal tubular cell line from Human Kidney)

lidska krevni plazma (z angl. Human Plasma)

koncentrace vedouci k 50% inhibici (z angl. half Inhibition
Concentration)

laboratorni identifikaéni Cislo

Klebsiella pneumoniae

13



LDso

Leu

LIN

LINR
MALDI-TOF

MBC

MBEC

MBIC

MHA
MIC

MOPS
MR
MRSA
MU
NC
ND
NS
OADC

oD
ODc

ODcv

PA
PAE

davka zpusobujici smrt 50 % modelovych zvifat (z angl.
median Lethal Dose)

leucin

linezolid

linezolid-rezistentni kmen

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem
doby letu (z angl. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-
Time Of Flight)

minimalni baktericidni koncentrace (z angl. Minimum
Bactericidal Concentration)

minimalni biofilm-eradika¢ni koncentrace (z angl. Minimum
Biofilm Eradication Concentration)

minimalni biofilm-inhibiéni koncentrace (z angl. Minimum
Biofilm Inhibitory Concentration)

Mueller-Hinton agar

minimalni inhibi¢ni koncentrace (z angl. Minimum Inhibitory
Concentration)

3-(N-morfolino)-propansulfonova kyselina

multirezistentni

meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

mechanismus ucinku

negativni kontrola (z angl. Negative Control)

neurceno (z angl. Not determined)

bez statistické vyznamnosti (z angl. statistically Not Significant)
rustovy suplement — kyselina olejova, albumin, dextréza,
katalaza (z angl. Oleic acid, Albumin, Dextrose, Catalase)
opticka denzita (z angl. Optical Density)

opticka denzita negativni kontroly (z angl. Optical Density of
the Control)

opticka denzita eluované krystalové violeti (z angl. Optical
Density of eluted Crystal Violet)

Pseudomonas aeruginosa

postantibioticky efekt (z angl. Postantibiotic Effect)

14



PAE-SME

PBS
PLL
R
RIF
RPMI
SA
SE
Si
SXT
szu
TCA
TGC
TSA
TSB

postantibioticky sub-inhibicni efekt (z angl. Postantibiotic
Subminimum inhibitory concentration Effect)
fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)
poly-L-lysin

rezistence

rifampicin

Rosewell Park Memorial Institute bujon
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

index selektivity (z angl. Selectivity Index)
Trimetoprim/sulfamethoxazol

Statni zdravotni ustav

kyselina trichloroctova (z angl. TriChloroacetic Acid)
tigecyklin

trypton-sojovy agar (z angl. Trypton Soy Agar)
trypton-sojovy bujon (z angl. Trypton Soy Broth)

UKM FNHK Ustav klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci

VAN
VRE

VRSA

WHO

XTT

Kralove

vankomycin

vankomycin-rezistentni enterokoky (z angl. Vancomycin-
Resistant Enterococci)

vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus (z angl.

Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus)

Svétova zdravotnicka organizace (z angl. The World Health

Organization)
2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-

karboxanilid

15



2. CILE PRACE

A) Zavedeni relevantniho a validniho pfistupu pro tvorbu stafylokokovych
biofilm0 in vitro vyuzitelnych ke stanoveni anti-biofilmového potencialu
kandidatnich latek.

B) Charakterizace (mikro)biologickych vlastnosti nové syntetizovaného
chlorovaného derivatu 2-aminooxazolu.

C) Charakterizace (mikro)biologickych vlastnosti polosyntetickych derivatu

montaninového typu ziskanych z alkaloidl rostlinné Celedi Amaryllidaceae.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. ANTIMIKROBNI| REZISTENCE

,Pokud se soucasny stav antimikrobni rezistence vyrazné nezméni, do roku
2050 bude v pfic¢inné souvislosti s infekcemi zptisobenymi rezistentnimi patogeny
umirat 10 miliona lidi roéné a ekonomické dopady budou devastujici. Timto
alarmujicim prohlasenim uvedla Svétova zdravotnicka organizace (World Health
Organization, WHO) svUj apel na védeckou spolecnost jiz v roce 2019 [1]. Ani po
péti letech usili ziskat nad antimikrobni rezistenci (AMR) kontrolu se situace
nestabilizovala a zlUstava jednou z hlavnich zdravotnickych vyzev pro cely svét.
AMR postihuje populace Zijici ve vSech regionech na planeté, na kazdé urovni
finan€niho pfijmu a vyrazné zpomaluje a komplikuje pokrok moderni mediciny i fady
prdmyslovych odvétvi. WHO dudrazné a dlouhodobé vybizi odborniky ke
zvySené aktivité v oblasti vyzkumu a vyvoje novych antiinfektiv ¢i novych
terapeutickych postupd. | pfes to svét i nadale Celi zcela nedostateCnému pfistupu

k funkéni antiinfekéni terapii [2].

AMR je definovana jako adaptace mikroorganismiu na pfFitomnost
antimikrobni latky (AML), tedy jako schopnost mikrobd pfeckat dobu expozice témito
latkami, a nasledné znovu rlst a délit se [3]. Takova schopnost muze byt pro
mikroby pfirozena a je pak vlastni vS§em ¢lenim stejného druhu. Tato vrozena
odolnost mikroorganismu vuci AML je dana napfiklad absenci struktury, na kterou
AML cili, urovni permeability bunéné membrany C&i schopnosti cizorodé latky
z buriky vypudit [4, 5]. Vzhledem k pFitomnosti vnéj$i membrany jsou tedy pfirozené
vice rezistentni Gram-negativni bakterie [6]. Rezistenci v§ak mohou mikroby také
nove ziskat, a to mutacemi ve vlastni DNA ¢&i horizontalnim pfenosem (transformaci,
transdukci Ci nejCastéji konjugaci pomoci plazmidu). Tato sekundarni odolnost je
pak vlastnosti konkrétnich kment daného mikroorganismu a mize byt do¢asna Ci
trvala [5].

Sekundarni rezistence mikrobl k AML je bezesporu uUzce spojena téz s
lidskym chovanim. lIracionalni a nadmérna preskripce antiinfektiv, nadbytecné
uzivani AML v zemédélstvi, nedodrzovani spravnych terapeutickych rezima

pacienty ¢&i nedostateény odborny dohled nad aktualnim stavem AMR
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v nemocnicich a jinych zdravotnickych zafizenich vedou k podpofe selekéniho
tlaku, a tedy ke vzniku rezistence plvodné citlivych mikroorganisma [2, 7].
Dusledkem je pak rozvoj infekci s velice omezenymi moznostmi terapie i,
paradoxné, potfeba dlouhodobé hospitalizace takto nemocnych pacient. Takovy
stav zanechava ve spoleCnosti hlubokou jizvu v podobé zvySené mortality v

dasledku infekénich onemocnéni a zavaznych ekonomickych dopadu [8].

Proto, i vroce 2023, WHO stale oznacuje problém AMR za znepokojivou
hrozbu celosvétového zdravotnictvi a znovu nabada ke snaze o dosazeni lepsSi
dostupnosti a zkvalitnéni systému prevence, diagnostiky a Iécby infekEnich
onemocnéni [2]. Ustfednim bodem vyzvy setrvava snaha zvysit aktivitu ve vyzkumu
a vyvoji novych antiinfektiv, a to i prostfednictvim pfistupu alternativnich k chemické
syntéze, napfiklad v podobé studia efektu kombinované terapie ¢i navratu

k vyuziti latek pfirodniho plvodu.

3.2. ALTERNATIVNI STRATEGIE VYZKUMU ANTIINFEKTIV

3.2.1. Kombinacni terapie a vyuziti adjuvantnich latek

V boji proti AMR se nabizi nékolik strategii v ramci vyzkumu novych
potencialnich antiinfektiv. Praxi ovéfenou variantou je vyuziti kombinace dvou Ci
vice AML s vyraznou samostatnou antimikrobni aktivitou. Typicky jsou rezimy
kombinované terapie pouzivany pfi lé¢bé tuberkuldzy [9, 10]. Dal$i moznosti je uziti
kombinace uc¢inné AML spolu s inhibitorem neutralizujicim mikrobem produkovany
prikladu takové terapie je kombinace (B-laktamového antibiotika (ATB) — amoxicilinu
a inhibitoru B-laktamaz - klavulanové kyseliny [11]. Kombinace stavajicich
antiinfektiv jsou v8ak omezené a vyzkum a vyvoj novych samostatné fungujicich

molekul je obvykle extrémné Casové i ekonomicky narocny.

Proto, v ramci snahy o urychleni celého procesu, nemohou zlstat opomenuty
takové struktury, které i pfes svou méné vyznamnou antimikrobni aktivitu vykazuji
slibny potencial spocivajici v nizké toxicité a vyhodnych aditivnich ucincich s

komercné dostupnymi léCivy. Takové molekuly jsou fazeny mezi latky adjuvantni.
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Adjuvans predstavuji molekuly s téméF nulovou i relativné nizkou antimikrobni
aktivitou, které pusobi synergicky s konvenénimi antiinfektivy, a udrzuji ¢i obnovuji
tak jejich aktivitu, €¢imz v pfeneseném vyznamu téz zabranuji i Sifeni AMR. Takovy
efekt je mimoradné zadany zejména u rezervnich ATB, mezi které je napfiklad fazen
tigecyklin (TGC), kolistin (CST), daptomycin (DAP), vankomycin (VAN) ¢i linezolid
(LIN). Pfi pouziti ATB o niz8i koncentraci ve vhodné kombinaci s adjuvantni
molekulou je dosazeno stejné aktivity ve srovnani s jeho samostatnym plsobenim,
¢imz je snizen potencial toxického vlivu takové latky a vyskyt nezadoucich ucinku
[12].

3.2.2. Vyuziti latek pfirodniho pavodu

Rigidita struktur syntetickych molekul s antimikrobnim u€inkem a jejich kratka
,2zivotnost® v boji s AMR pomalu obraci vyzkumné trendy zpét ve prospéch
pFirodnich produktd, jejichz ucinek v Ié€bé infek&nich onemocnéni je lidmi ovéfovan
jiz po staleti. Za vSechny je mozno uvést blahodarné ucinky rostliny Allium sativum.
A konecné, nebyt objevu antibakterialni aktivity slouenin produkovanych plisnémi

rodu Penicillium, vypadal by dnesni svét pravdépodobné zcela jinak.

Pfiroda je zdrojem nepfeberného mnoZstvi slou€enin s antimikrobnim
ucinkem, které mohou byt izolovany a uplatnény jako samostatna antiinfektiva nebo
mohou byt chemicky modifikovany za ucelem zesileni jejich pozadovanych
biologickych vlastnosti [13]. Takovymi latkami jsou napf. rostlinné alkaloidy —
heterocyklické latky s obrovskou strukturalni diverzitou. Antibakterialni vlastnosti
vykazuji napfiklad indolové, pyridinové ¢i isochinolinové alkaloidy, hojné
zastoupené v rostlinné Celedi Amaryllidaceae, tedy amarylkovité. Kromé toho
vykazuji rostlinné alkaloidy celou fadou dalSich vyznamnych biologickych aktivit.
Jsou mezi né fazeny ucCinky protinadorove, protizanétlive, antidepresivni Ci
stimulaéni [14-19].

Pfedpoklada se, ze za pozorovanym antimikrobnim charakterem molekul
odvozenych od pfirodnich produktd stoji tisice let trvajici vyvoj sekundarnich
metabolitll, které rostliné pfinasi konkurenéni dominanci v ochrané proti mikrobim.

Pfirodni slouCeniny maji Casto schopnost pronikat bunéCnymi membranami
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mikroorganismu a interagovat tak s receptory vyvolavajicimi inhibici mnoha zivotné
dulezitych enzymatickych procestd mikrobialni burnky. Objev antimikrobnich
vlastnosti molekul pfirodniho pavodu proto nemuze byt pfekvapenim. K terapii jsou
vyuzivany napfiklad slouCeniny ze skupiny B-laktamovych ATB (peniciliny, ...),
aminoglykosidu (streptomycin), makrolidovych ATB (erytromycin) &i peptidovych
ATB (CST) [20, 21].

Opodstatnéné je rovnéz vyuziti pfirodnich slou¢enin v kombinacich. Vzdyt
ani mikroorganismy Ci rostliny nevyuzivaji ve svém konkuren¢nim boji monoterapii,
ale Siroky arsenal ucinnych molekul. Napfiklad Streptomyces clavuligerus
produkuje jiz zmifovanou vyhodnou kombinaci p-laktamového ATB a klavulanové
kyseliny. Schopnost produkce obou latek je dokonce kdédovana v sousednich
genovych lokusech bakterie a je tedy pravdépodobné horizontalné pfenasena

najednou [11].

3.2.3. Dalsi alternativni strategie antimikrobni terapie

Specifickym zpusobem boje proti postupu AMR je fotodynamicka terapie,
pfi niz je uzito latek, které jsou oznaCovany jako fotosensitizéry. Tyto latky, diky
absorpci energie fotonud, produkuji cytotoxicky singletovy kyslik a volné radikaly,
které maji destruktivni u€inek na makromolekuly buné&k mikrobl, ¢imz vyvolaji
bunénou smrt. Nespornou vyhodou tohoto postupu je fakt, Ze nevede
k selektivnimu pfezivani rezistentnich jedincli. Fotodynamicka terapie navic cili na
Siroké spektrum mikroorganismd a doprovazi ji méné zavazné nezadouci UCinky.
Limitace fotodynamické terapie vSak spociva v Sifi moznosti jejiho vyuZiti.
Aplikovatelna je pouze v boji vuci lokalizovanym infekcim, napfiklad kize ¢&i ran
[22].

DalSim alternativnim pfistupem 1éCby infek&nich onemocnéni je
bakteriofagova terapie. Bakteriofagy jsou viry schopné Ilyzy specifickych
bakterialnich bunék, ¢imz je zajisténa minimalizace nezadoucich ucinkd napfiklad
ve formé& zmén v rovnovaze pfirozené mikrofléry pacienta. Rezistence bakterii vici
fagum sice vznika, ti jsou na ni v8ak schopni reagovat vlastnimi pfirozenymi procesy.

Cilové bakterie navic zustavaji citlivé vaci jingm klonim fagld. | kdyz se ani
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bakteriofagova terapie neobejde bez jistych limitaci, zda se byt velice slibnym

pristupem k feSeni soucasné krize [23].

Mezi moderni postupy reagujici na problematiku AMR muze byt dale fazeno
vyuziti nanomateriala k prevenci €i terapii infeknich onemocnéni, nebo tzv. ,,ATB
repurpose”, tedy hledani nového vyuziti schvalenych ¢i studovanych AML mimo

ramec jejich pavodni indikace [24, 25].

3.2.4. Mechanismy rezistence jako cil terapie

Pro zpomaleni procesu rozvoje AMR je rovnéz nezbytné, aby se vyvoj novych
antiinfektiv opiral o studium mechanismu ucinku kandidatnich latek a vyuzival tak
principl terapie cilené vuci specifickym strukturam patogenu. Mimo jiz zminénou
pfirozenou odolnost vu¢i AML fadime mezi rezistenéni mechanismy napfiklad
omezeni vstupu antimikrobni latky do buriky, enzymatickou inaktivaci plsobici latky,

modifikaci cilovych struktur ¢i indukovanou tvorbu efluxnich pump (Obrazek 1).

LATKA , , ,
S ANTIMIKROBNI AKTIVITOU ) OMEZENI VSTUPU LATKY
F Y
__
P I
L | |
> MODIFIKACE

CILOVE STRUKTURY

O ‘_-.;/-——_ENZYMATICKA INAKTIVACE
, @
__ EFLUXNI PUMPY

[
-

PRODUKCE BIOFILMU

Obrazek 1. Vybrané mechanismy antimikrobni rezistence (Diepoltova, 2024).
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Pravé efluxni pumpy ve sténach bakterii se tak mohou stat vhodnym cilem
terapie. Jedna se o transmembranové systémy odcCerpavajici cizorodé latky ven
z prostoru buriky skrze vnéjSi membranu. Tento proces vede ke zvySeni minimalni
inhibicni koncentrace (MIC, Minimum Inhibitory Concentration) AML Ci k uplné ztraté
jeji aktivity. Pro zvySeni antimikrobniho u€inku by se tedy nabizelo feSeni ve formé
snizeni exprese genu pro efluxni pumpy, syntéza aktivnich latek se strukturou
neodpovidajici substratu pump, blokace Ci zniCeni struktury pump ¢i omezeni jejich

energetického mechanismu [26].

K rezistenci mikroorganismu taktéz pfispiva produkce enzymu deaktivujicich
AML. Typickym a velmi dobfe znamym pfipadem jsou B-laktamazy schopné
hydrolyzy vétSiny p-laktamovych ATB. Strategie, jak ucinkiim téchto enzyma celit,
jsou v zakladu dvé. Prvni moznosti je navrhovat ATB, ktera hydrolyze I1épe odolavaji.

Druhou variantou je vyzkum a vyvoj novych inhibitor( B-laktamaz [12].

Rezistenénim (a téz virulenénim) faktorem mikroorganism je dale schopnost
tvofit biofilmy. LécCiva cilena vuci témto komplexnim spole€enstvim jsou proto velice

slibnou a zadanou zbrani antimikrobni terapie (vice v kapitole 3.4.).
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3.3. PATOGENY SKUPINY ESKAPE

S ohledem na jejich mimofadnou klinickou vyznamnost a alarmujici uroven
rezistence se pozornost mikrobiologl, epidemiologu, hygienikl i specialistl
mnohych dalSich védeckych odveétvi soustfeduje na skupinu bakterii oznacovanou
jako ESKAPE (Obrazek 2). Bakterie, které tento akronym zahrnuje, tedy
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp., se zarovef objevuji na
seznamu WHO publikovaném v roce 2017. Seznam rozdéluje bakterie do 3 urovni
na zakladé priority, kterou je tfeba se Fidit pfi vyzkumu a vyvoji na né cilenych ATB.
VSechny bakterie skupiny ESKAPE jsou dle WHO zafazeny do kategorii s vysokou

klinickou vyznamnosti a znaénou mirou rezistence [27].

et

Enterococcus spp.  Staphylococcus aureus  Klebsiella pneumoniae  Acinefobacter baumannii Pseudomonas aeruginosa  Enterobacter spp.

E S K A P E

Obrazek 2. Multirezistentni bakterie fazené do skupiny ESKAPE (Diepoltova, 2024).

Bakterie fazené do skupiny ESKAPE spojuje vysoka mira AMR vuci vétsSiné
béznych skupin ATB, vcetné B-laktamu, makrolidi, oxazolidinond, chinolond,
tetracyklinu, a dokonce i vléi jiz zminénym rezervnim ATB, tedy glykopeptidiim di
polymyxinim [28]. Tyto multirezistentni (= rezistentni vici jednomu a vice ATB
z alespon tfi antibiotickych skupin, MR) oportunné patogenni mikroorganismy jsou
fazeny mezi vyznamné plvodce nozokomialnich (= s nemocniénim prostfedim

spjatych) infekci s omezenymi moznostmi terapie a vysokou mortalitou [29].
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3.3.1. Vankomycin-rezistentni enterokoky

Skupinou  vyznamnych  puUvodctd  smrtelnych infekci  spojenych
s nemocni¢nim prostfedim jsou vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE), v
akronymu ESKAPE uvadéné na prvnim misté. Kromé pfirozené rezistence vuci
aminoglykosidim, cefalosporinim ¢i linkosamidum se u téchto bakterii objevuje
také ziskana ztrata citlivosti pravé vaO&i  glykopeptidim, penicilinim,
fluorochinolontim, DAP a dalSim ATB, véetné rezervniho LIN [5, 30, 31]. Rezistence
k VAN je v pfipadé VRE dana alteraci cilové struktury glykopeptidového ATB.
Enterokoky ale vyuzivaji i dalSich mechanismu rezistence jako napfiklad efluxnich
pump, syntézy B-laktamaz ¢&i formace biofilmovych konsorcii. VRE jsou Castymi
puvodci infekci cévniho FeCisté spojenych se zavedenym katetrem, infekci
mocoveého ustroji, bfiSnich a panevnich organl a také infekci vznikajicich v misté

chirurgického vykonu [32].

3.3.2.  Staphylococcus aureus

DalSim ¢lenem skupiny ESKAPE je Staphylococcus aureus (SA). Prestoze
je tento oportunni patogen pfitomen na povrchu kuze a sliznic az u 30 % lidské
populace, stale budi opravnéné obavy, zejména v nemocni¢nim prostiedi, kde je
schopen perzistence i na nezivych suchych povrSich zdravotnického vybaveni.
Nechvalné proslulé meticilin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (MRSA) a
vankomycin-rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (VRSA), na seznamu WHO
uvedené s vysokou prioritou, jsou zodpovédné za Sirokou Skalu obtizné IéCitelnych
onemocnéni, jako jsou infekce kuze, ran a krevniho feCisté &i osteomyelitida a
endokarditida [27]. Stafylokoky téz typicky kontaminuji protetické pomucky a
nahrady, €imzZ vyrazné prodluzuji dobu terapie i nasledné rekonvalescence
pacientld. Kromeé toho dnes u SA neni neobvykla ani rezistence na DAP ¢&i LIN [33].
Mechanismy rezistence SA zahrnuji enzymatickou inaktivaci ATB, eflux &i alteraci
cilové struktury, napfiklad penicilin-vazajicich proteinu, jako je tomu v pfipadé

kmenu MRSA. Silnou zbrani stafylokoku je rovnéz schopnost tvofit biofilmy [34].

Pouze kratce po objeveni meticilinu jakozto alternativy k IéEbé penicilin-

rezistentnich kmenl, se stal MRSA nejCastéji se vyskytujicim rezistentnim
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patogenem napfi¢ kontinenty. Na rozdil od pavodnich variant se nové klony kmen(
MRSA bézné objevuji nejen ve zdravotnickych zafizenich, ale vyskytuji se i u
pacientl bez jakychkoliv predispozic [35]. Tento fakt a dlouhodoby stav rezistence
SA by mély vést khlubS§imu zajmu o vyzkum novych anti-stafylokokovych

terapeutickych moznosti.

3.3.3. Klebsiella pneumoniae

Gram-negativni bakterie Klebsiella pneumoniae je béZnou soucasti stfevniho
mikrobiomu ¢Clovéka. Za specifickych okolnosti jsou vSak tyto oportunni patogeny
schopny vyvolat nozokomialni infekce, které dosahuji vysoké urovné mortality (az
40 %). Pdvodci takto nebezpenych onemocnéni jsou klebsiely produkujici
Sirokospektré B-laktamazy (ESBL, B-laktamazy s roz§ifenym spektrem G¢inku) [28].
Mimo to vyuzivaji tyto enterobakterie t€z mechanismu efluxu, zmény cilové struktury
i produkce biofilmové biomasy. Moznosti terapie klebsielami vyvolanych infekci jsou
tak extrémné omezené a Casto se spoléha pouze na rezervni ATB s vysokou mirou
toxicity, a tedy i s mnohymi nezadoucimi ucinky, jako je napfiklad TGC. Variantou
zustava také terapie kombinaci rezervnich ATB s odliSnymi mechanismy ucinku
[36].

3.3.4. Kriticka hrozba — Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii (ACBA), bakterie s pfidélenym oznacenim ,kriticka
hrozba“, kraluje znepokojivému zebficku WHO, jenz Cita bakterie s nejvySSim
stupném rezistence. ACBA je hlavni pfi€inou zivot ohrozujicich nozokomialnich
infekci, jako jsou pneumonie a infekce krevniho fecisté, zejména u
imunokompromitovanych pacientl hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce
vyzadujicich mechanicky plicni ventilator €i jiné zdravotnické pomucky a pfistroje
[37]. Tato Gram-negativni bakterie syntetizuje enzymy inaktivujici ATB ze skupiny
aminoglykosidl a B-laktam0 a vyuziva zvySené exprese efluxnich pump vaci
fluorochinolonim, tetracyklindm ¢&i rifampicinu (RIF) a dokaze obménit struktury, na

které cili sulbaktam ¢i polymyxiny [38-43]. A€ byly prvni pfipady rezistence ACBA

25



vUci rezervnimu polymyxinu E, CST, zaznamenany jiz tésné na hranici nového
milénia, a to dokonce v Ceské republice, bylo toto ATB stale s Usp&chem vyuzivano
[44, 45]. V soucasnosti se jiz pfipady ztraty citlivosti vici této jedné z poslednich
moznosti [éCby MR ACBA objevuji po celém svété. K 1é€bé ACBA infekci jsou proto

nyni potfeba specifické rezimy kombinacni terapie [46, 47].

V fadé studii bylo prokazano, Zze bakterie ACBA hojné tvofi biofilmy. V praci
publikované autory Krzysciak et al., 2017 byla tato schopnost potvrzena u naprosté
vétsiny (98,3 %) ze 116 testovanych kmenud ACBA, pfi¢emz vice nez polovina téchto
kmenu spadala do kategorie stfednich &i silnych producentu téchto spoleCenstvi
[48]. V praci Zeighami et al., 2019 byla prokazana tvorba biofilmd dokonce u vSech
ze sta pozorovanych kmenu MR ACBA. Nadpolovi¢ni vétSinu z nich tvofili silni
producenti [49]. Je tedy zfejmé, Ze biofilm hraje vyznamnou roli v patogenezi
chronickych infekci zpusobenych ACBA. Biofilmy totiz snadno setrvavaji na zivych
i nezivych povrSich, a zajistuji tak pfitomnym burfikam ochranu proti nepfiznivym
vlivim okoli. Produkce biofilmu vyrazné pfispiva k odolnosti ACBA a extrémné

komplikuje 1é¢bu jimi vyvolanych onemocnéni [50, 51].

3.3.5. Pseudomonas aeruginosa

Také Gram-negativni tyCinka Pseudomonas aeruginosa (PA) je soucasti
bézné mikrofléry lidského téla. U imunokompromitovanych jedinct s chronickou
obstrukéni plicni nemoci, cystickou fibrézou, diabetem, rakovinou &i popaleninami
nebo u pacientl, ktefi k terapii vyzaduji plicni ventilaci, vSak byva plvodcem
akutnich & chronickych infekci [52]. Pseudomonady nejcastéji vyuzivaji
mechanismu syntézy enzymu hydrolyzujicich ATB, snizené propustnosti membrany
a efluxnich pump vaci karbapenemdm a fluorochinolontim. K odolnosti a patogenité
pseudomonad rovnéz pfispiva tvorba biofilmu, jez vyrazné zvySuje mortalitu takto

postizenych pacientl [53].
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3.3.6. Rod Enterobacter

Posledni Clen skupiny ESKAPE je v literatufe uvadén s ur€itou mirou
variability. Nékteré publikace fadi na konec akronymu komenzalni bakterii
Escherichia coli (EC) produkujici ESBL [54]. Jiné zdroje sem zahrnuji dokonce
celou Celed Enterobacteriaceae [55]. Nejcastéji je vSak toto misto obsazovano
bakteriemi rodu Enterobacter, pfirozené rezistentnimi vic¢i ampicilinu, amoxicilinu,
1. generaci cefalosporinu a cefoxitinu. Zastupci rodu Enterobacter rovnéz produkuji
B-laktamazy, vCetné karbapenemaz. Stejné jako ostatni bakterie ze skupiny
ESKAPE, jsou i tyto bakterie puvodci oportunnich infekci prfenasSenych

v nemocniénim prostredi [56].

3.3.7. DalSi mikroorganismy s vysokou mirou antimikrobni

rezistence

Kromé ¢lent ESKAPE vykazuje multirezistenci mnoho dalSich bakterialnich
rodud a druhd. Jsou jimi klaritromycin-rezistentni Helicobacter pylori, vuci
fluorochinolonim odolny Campylobacter spp., Neisseria gonorrhoeae nereagujici
na lécbu cefalosporiny a fluorochinolony, fluorochinolon-rezistentni Salmonella
enterica a Shigella spp., ampicilin-rezistentni Haemophilus influenzae Ci

Streptococcus pneumoniae necitlivy na penicilin [27].

Z divodu vysokého poctu zemfelych v souvislosti s tuberkulézou (po
onemocnéni COVID-19 2. nejCastéjSi pfiina umrti mezi infek&nimi chorobami)
nesméji zustat opomenuty také rezistentni kmeny bakterie Mycobacterium
tuberculosis odolné vac&i léCivam prvni linie, zejména isoniazidu a RIF. WHO
oznacuje stav spojeny s rezistenci Mycobacterium tuberculosis za pretrvavajici krizi
a upozorfiuje, ze k lé€bé tuberkulézy maji na svété stale pfistup pouze dva lidé
z péti [9, 57].

Zavazna onemocnéni s mnohdy fatalnim koncem mohou byt zpusobena téz
rezistentnimi mykotickymi agens, jejichz poCet nebezpecné narlsta. Mezi

nejodolné;jsi se fadi zastupci rodu Aspergillus a Candida. Velice omezené spektrum
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funkénich a dostupnych antimykotik a mnohdy nekontrolovatelné systémové
mykozy jsou rovnéz vyzvou k akci pro souCasné odborniky v oboru vyzkumu a

vyvoje novych léciv [58].
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3.4. MIKROBIALNI BIOFILMY

Biofilmy predstavuji konsorcia mikroorganismu (bakterii, kvasinek, plisni €i
prvoku) upoutana k zivému €i nezivému podkladu. Mikroby v biofilmu tvofi hfibovité
mikrokolonie, které obklopuje extracelularni polymerni matrice (EPM), jeZ obsahuje
zejmeéna produkty u€astnicich se bunék, tedy polysacharidy, proteiny, extracelularni
DNA (eDNA) a lipidy, a dale materialy, jejichz sloZzeni koresponduje s podkladem
biofimu [59, 60]. Tato odolna spolecenstvi znesnadriuji procesy mnoha
primyslovych obor( (potravinarstvi, vodohospodarstvi, lodni primysl atp.),
znehodnocuji vybaveni €i komplikuji technologické postupy napfiklad v dusledku
kontaminace, opotifebeni materialu atd. Nejvétsi problémy vSak pulsobi tvorba
biofilmd na zivych tkanich hostiteld v ramci patogeneze infekénich onemocnéni
[59].

Zivotni cyklus biofilmu spogiva ve tfech navzajem se prekryvajicich fazich.
Prvni z nich, adheze planktonickych bunék k substratu, je pro dalSi vyvoj
spoleCenstvi stézejni. Uplatnéni zde nachazi adheziny exprimované na povrchu
mikrobu. Tyto molekuly proteinové €i polysacharidové povahy se vazi na struktury
kolonizovaného podkladu. Typickym pfikladem takové molekuly je tzv. ,clumping
factor® koagulaza-pozitivnich stafylokoku, ktery vazbou na fibrinogen srazi krevni
plazmu. Vyhodou v procesu kolonizace povrchu jsou také pfipadné bic€iky, fimbrie
mikrobu a okolni proudici kapalina, ktera vhodné modifikuje cilovy substrat. Hrubé
porézni povrchy, jakymi jsou tfeba polystyren, polyethylen ¢&i teflon, jsou k adhezi
mikrob0 vhodnéjsi. Hladky povrch kovu ¢&i skla naopak kolonizaci nepodporuje. Pfi
adhezi jsou totiz uplatiiovany zejména hydrofobni interakce a elektrostatické sily
[59, 61].

Druha faze je oznaCovana jako maturacni. Dochazi pfi ni k agregaci
zu€astnénych mikrobl, produkci EPM a tvorbé typické hfibovité architektury
(Obrazek 3). Vyslednou tloustku maturovaného biofilmu ovliviiuje mnoho faktord,
jako je napfiklad spektrum pfitomnych mikrobd. Jednodruhova spolecenstvi byvaji
tenka jen nékolik jednotek az stovek mikrometrt. Komplexni vicedruhové biofilmy
jsou naopak robustnéjsi. Biofilmy tvofici zubni plak, kontaminujici rany i
kolonizujici vodovodni potrubi dosahuiji velikosti viditelnych pouhym okem. Vliv na

tloustku biofilmu ma také jeho stafi a pfisun zivin [62, 63].
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Obrazek 3. Architektura biofilmu (Diepoltova, 2024).

Tretim krokem je faze disperze. Tento proces postupného odtrhavani Casti
biofilmu i samostatnych bunék je extrémné klinicky vyznamny. Dochazi diky nému
k osidlovani novych stanovist, coz vramci patogeneze onemocnéni znamena

rozSifovani infekce v organismu pacienta [64].

Mikroorganismy volné plovouci v suspenzi lze nalézt v pfirodé jen stézi.
Prisedla forma je pro né naopak zcela pfirozena [65]. Tato skute¢nost ma logické
opodstatnéni. Uspofadani v biofilmu totiz pfinasi mikrobdm nemalé vyhody.
Specificka architektura biofilmu a pfitomnost EPM zajiStuji stabilni prostfedi a
zabezpeCuji mezibunétny kontakt a také koordinaci pfitomnych bunék
prostfednictvim mechanismu ,quorum sensing“ (QS), ktery monitoruje rast
populace v konsorciu a poskytuje informace o dosazeni neunosné hustoty osidleni.
okolniho prostfedi — suchu, toxinim, zafeni, ale zejména proti pasobeni latek
s antimikrobni aktivitou [66-68].
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3.4.1.  Biofilm jako adaptivni mechanismus rezistence

Vliv pfitomnosti biofilmu na rezistenci mikrobl je nezpochybnitelny. Neni
proto pfekvapenim, Zze schopnost jeho tvorby je vlastnosti preferen¢né pfedavanou
v horizontalnim genovém pfenosu, typicky konjugaci s vyuzitim plazmidu. Tyto
konjugaéni F-pili mohou navic v procesu slouzit jako faktory adheze [69]. Studie
autorll Metzger et al., 2022 navic potvrdila hypotézu, Ze biofilmy funguji jako
ochranné rezervoary plazmidu nesoucich informaci o multirezistenci [70]. Buriky
biofilmu ale vykazuji celé spektrum dalSich fenotypovych rozdil, mezi které je
fazena zména motility a metabolismu, jiz zminéna produkce extracelularnich
polysacharidi a latek zvySujicich odolnost spoleCenstva. V rezistenci bunék
biofilmu hraje opét podstatnou roli QS mechanismus — podili se na koordinaci bunék
v ramci adaptace na zmény prostifedi a kontroluje expresi genl podminujicich

mechanismy rezistence [71-74].

Slizovita struktura EPM pfinasi bunkam ukotvenym v biofilmu mechanickou
ochranu a koncentruje slozky s funkci neutralizace antimikrobnich latek, které
pfipadné do spole€enstvi pronikly. Mezi takové slozky patfi jiz zminéné enzymy

B-laktamazy, ale také proteazy &i sacharazy [75].

K houzevnatosti bakterialnich biofilmG velkou mirou pfispivaji i méné nez
jednoprocentni subpopulace perzistujicich bunék, které toleruji expozici ATB. Tyto
dormantni buiky v hlubSich vrstvach biofilmu se nedéli a jejich metabolicka aktivita
je vyznamné sniZena. Tolerance perzistujicich bakterii neni podloZzena Zadnou
genetickou mutaci, pouze obménou fenotypovych charakteristik. Poté, co
nebezpecli pomine a tyto bunky obnovi svij rlst, nabydou opét vlastnosti jejich
puvodni aktivni formy [76]. Mechanismy rezistence podminéné pfitomnosti biofilmu

shrnuje Obrazek 4.
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Obrazek 4. Mechanismy rezistence biofilmu (Diepoltova, 2024).

Cilenou eradikaci biofilmu komplikuje i jejich velka heterogenita. V pfirodé,
prumyslu nebo napfiklad pfi kolonizaci ran mohou byt v biofiimech zastoupeny
mikroorganismy odliSnych taxonomickych skupin. Vyjimkou nejsou ani biofilmy
tvofené bakteriemi spolu s kvasinkami. Biofilm tvofici zubni plak obsahuje dokonce

na 500 rdznych druhd mikroorganismu [77, 78].

PFitomnost biofilmu komplikuje praci jak védcim na urovni vyzkumu a vyvoje
novych antiinfektiv, tak klinikim v boji proti infek&nim chorobam. Tvorba
biofilmovych spoleCenstvi je Casto sdruzena s infekcemi kuze, ran, dychacich a
mocovych cest a patofyziologii osteomyelitidy €i endokarditidy. Terapeutickou
volbou byvaji v téchto situacich vysoké davky ATB, kombinace ATB s raznymi
mechanismy ucinku ¢i chirurgicky zakrok spocivajici, mimo jiné, v mechanickém
odstranéni ke tkani adherovaného biofilmu. Nékdy je tfeba odstranit celou
poSkozenou tkan, napfiklad endokarditidou poskozené srdecni chlopné. Biofilmy
rovnéz Kkolonizuji zdravotnické pomlcky, jako jsou krevni i mocCové Kkatétry,
implantaty ¢i nahrady kloubd. V takovém pfipadé byva k uzdraveni pacienta nutna
vymeéna dané pomucky. Tvorba biofilmu v ramci patogeneze infekci vede k vyrazné
komplikované leCbé, k prodlouzeni nutné hospitalizace pacienta a samoziejmé ma

také ekonomické dopady [79].

Jak jiz bylo uvedeno, schopnosti tvorby biofilmi €asto disponuji zastupci
mikroorganismi s vysokou urovni AMR, tedy téz bakterie skupiny ESKAPE. |
z tohoto duvodu je naprosto nezbytné, aby vyzkumné skupiny smérovaly svuj zajem

také na studium aktivity kandidatnich latek s potencialnim anti-biofilmovym efektem.
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3.5. HODNOCENI ANTIMIKROBNI AKTIVITY
KANDIDATNICH LATEK

3.5.1. Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace

Jak jiz bylo zminéno, k indukci a rozvoji AMR pfispiva mimo jiné uzivani
antimikrobnich IéCiv v nespravnych davkach. Prevenci takového stavu je detailni
studium efektivni koncentrace antiinfektiv. MIC definuje uroven citlivosti Ci
rezistence in vitro konkrétniho mikrobialniho kmene vuéi pouzité latce. Spravné
hodnoceni citlivosti v klinické praxi vyznamné ovliviiuje volbu terapeutické strategie
a take jeji vysledek. Proto by, kdykoliv je to mozné, méla nad empirickou preskripci
antiinfektiv pfevazovat racionalni terapie, tedy laboratorni identifikace puvodce
onemocnéni doprovazena sestavenim antibiogramu ¢i antimykogramu, aby byla
doporuCena terapie s co nejvétSi pravdépodobnosti efektivni téz v in vivo

podminkach.

V rutinnich laboratofich je k hodnoceni citlivosti pfevazné vyuzivano
difuznich metod, tedy kvalitativniho diskového difuzniho testu ¢i kvantitativniho
hodnoceni citlivosti pomoci E-testll. Vysledky se nasledné interpretuji na zakladé
porovnani s hrani¢nimi hodnotami zverejiovanymi napfiklad Evropskym vyborem
pro testovani antimikrobni citlivosti (EUCAST, European Comittee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Rychlé provedeni testdt ma v rutinnich rezimech
opodstatnéni. Na prekotné se vyvijejici stav AMR vSak EUCAST reaguje upravou
hrani¢nich hodnot a harmonizaci postupu, které uzivani téchto metod hodnoceni

citlivosti k nékterym ATB omezuiji [80].

V reZimu vyzkumu aktivity novych struktur s potencialnim antimikrobnim
ucinkem je spravné provedeny screening MIC premisou pro zarazeni kandidatni
latky do pokrocilejSiho testovani, jez detailnéji charakterizuje jeji antimikrobni
potencial. Ke stanoveni MIC jsou nejCastéji voleny mikrodilu¢ni testy. Vysledky
z difuznich metod se zde mohou vyuzit ke komparaci vysledkl a ovéfeni spravnosti
méreni. Pro interpretaci vysledkd a potvrzeni spravnosti provedeni metody je
nezbytné vyuzit standardy a referenéni kmeny mikroorganismu. Tedy ATB i

antimykotika, jejichz MIC, stanovovana v ramci téZe eseje, by méla odpovidat
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hodnotam publikovanym vyborem EUCAST pro dané sbirkové mikrobialni agens,

jehoz citlivost je vaci standardnimu léCivu taktéz pfesné stanovena.

Vzhledem ke stavu AMR je v ramci zakladniho screeningu MIC kandidatnich
latek nezbytné charakterizovat antiinfekéni potencial testované latky vuci SirSimu
spektru mikrobialnich agens (bakteriim, mykobakteriim i mykotickym agens). Zachyt
slibné aktivity v takto ,velkoformatovém® screeningu je pak odrazovym mustkem pro

sérii navazujicich experimentl provadénych s cilem potvrdit a rozsifit ziskana data.

Po odhaleni slibné antimikrobni aktivity u kandidatni latky Ci latek v rezimu
vyzkumu je dalSim logickym krokem ovéreni této ucinnosti s vyuzitim bakterialnich
izolatl z klinickych vzorkd, tedy mikrobl izolovanych z klinického materialu v
mikrobiologickych laboratofich (dale jako ,klinické izolaty“). V klinickych laboratofich
probiha téz vyhodnoceni antibiogramu ¢i antimykogramu daného klinického izolatu.
Znamy profil citlivosti/rezistence dovoluje zaradit konkrétni izolaty do naslednych
studii na zakladé epidemiologické situace, ¢imz je zajiSténa klinicka relevance
vyzkumu. Dale je u zvolenych klinickych izolatd vhodné charakterizovat jejich
schopnost tvorby biofilmu, ktera pfipadné umozni zafazeni téchto kmenu do

experimentl sledujicich téz anti-biofilmovou aktivitu kandidatnich latek.

3.5.2.  Komplexni popis biologickych vlastnosti kandidatni latky

Kandidatni latky, které vykazovaly slibnou aktivitu vici vybranym klinickym
izolatim, mohou byt dale zafazeny k pokrocilému testovani jejich antimikrobniho
potencialu s vyuzitim dalSich relevantnich metod. Limitaci pro zafazeni nékterych
latek do takového testovani v8ak mohou byt jejich fyzikalné-chemické vlastnosti i

toxicita.

3.5.2.1.  Popis efektu kandidatni latky na mikroorganismy

Zakladni kategorizace rozdéluje AML v urCitych koncentracich na
bakteriostatické a baktericidni, respektive fungistatické a fungicidni, a to na zakladé
efektu, ktery vyvolavaji u cilovych bunék. Latky se statickou aktivitou zastavuiji

déleni mikrobl. Cidni latky je zabijeji. K rozliSeni statického a cidniho efektu je
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uzivana veli¢ina minimalni baktericidni koncentrace (MBC, Minimum Bactericidal

mikrobialniho inokula. Za cidni aktivitu je oznaCovan stav, kdy MBC < 4 x MIC.

Striktni kategorizace u zavedenych antimikrobnich |€Civ je v klinické praxi
rozporovana, stejné jako dogma, ze cidii vyvolavajici latky jsou v terapii efektivnéjsi.

Ve fazi vyzkumu latek in vitro ale tyto charakteristiky pfinasi vitana data [81, 82].

Urcitym prfedbéznym voditkem pro ureni efektu studované latky mize byt
sledovani posunu aktivity latky v Case. V prvotnim screeningu se obvykle MIC
odecita po 24 a 48 h. Vyrazny rozdil mezi témito hodnotami indikuje statické
pusobeni latky. Drobny €i Zadny posun v hodnotach MIC stanovenych po 24 a
nasledné 48 h naopak naznacuje efekt cidni. K potvrzeni takové premisy lze vyuzit

napfiklad vysevovych metod.

Informaci o efektu testované latky poskytuji také tzv. ,time-kill“ eseje, jez
jsou spolehlivym nastrojem k popisu dynamické interakce mezi latkou a mikrobem.
Time-kill eseje hodnoti vliv koncentrace studované latky na Zzivotaschopnost

mikroorganismu v ramci ¢asového useku [82, 83].

Postantibioticky efekt (PAE) je dalSim parametrem popisujicim
antimikrobni aktivitu kandidatni latky. PAE oznacuje Casovy usek, béhem kterého
dochazi k inhibici ristu mikroorganism( po kompletnim odstranéni AML. PFitomnost
a dobu trvani takového efektu ovliviiuji vlastnosti ATB, rod a druh pouzité bakterie,
doba expozice ¢&i volba kombinace ATB. Cas trvani PAE muze byt rozhodovacim
faktorem pfi volbé vhodného ATB. Vyznam ma rovnéz hodnoceni efektu sub-
inhibicni MIC (PAE-SME) popisujici vliv sub-inhibi¢ni koncentrace ATB na
zivotaschopnost do testu zafazenych mikroorganismu. Popis pfipadného PAE a
PAE-SME ATB je dulezity napfiklad pro nasledny design davkovaciho rezimu, ktery

muze nést rovnéz podil na vzniku &i vyvoji AMR [84, 85].
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3.5.2.2.  Hodnoceni mechanismu ucinku kandidatni latky

Studium mechanismu aginku (MU) kandidatnich molekul v ramci vyzkumu
novych antiinfektiv neni pro zafazeni latky do klinickych studii podminkou.
Neporozuméni MU v8ak m(ize byt vedle nedostate&né aktivity a toxicity diivodem
k vyfazeni latek ztéchto nakladnych a extrémné Casové naroénych procesu.
Informace o MU mohou byt nezbytné napfiklad pro strategickou volbu partnerskych

molekul v ramci studia kombinacéni terapie. [86].

3.5.2.3.  Studium toxicity kandidatni latky

Jak jiz bylo vySe uvedeno, potencialni toxicita kandidatni struktury maze vést
k vyfazeni latky z pokrocCilejSich studii vyzkumu a vyvoje novych IéCiv. Pro odhaleni
nezadoucich efektu kandidatnich latek vici lidskym bufikam se vyuziva stanoveni
in vitro toxicity, nejCastéji pomoci kolorimetrického méfeni s vyuzitim panelu
vybranych linii lidskych nadorovych i nenadorovych bunék. Cytotoxicita kandidatni
latky je zde porovnavana s toxickym efektem kontroly (latky se znamym toxickym
ucinkem). Ziskana data jsou nasledné vyjadfena pomoci standardniho
toxikologického parametru, ICso. Tato veliina pfedstavuje koncentraci testované
latky, ktera vyvola cytotoxicky efekt u 50 % bunék ve srovnani s kontrolou. Hodnotu
ICs0 I1ze dale vyuZzit také k vyjadfeni parametru znamého jako index selektivity (Sl),
ktery je vypocten jako pomeér ICso a MIC. Slouc€eniny s hodnotou Sl vySsi nez 10
jsou povazovany za vhodné kandidaty na IéCiva, protoZze vykazuji dostatec¢nou

ucinnost a bezpecnost.

Pfidanou hodnotou v ramci charakterizace AML mUze byt rovnéz hodnoceni
toxicity této latky in vivo s vyuzitim zvifeciho modelu. Ve studiich patogeneze a
toxicity jsou v souCasné dobé s uspéchem vyuzivany zastupci bezobratlych.
Napriklad larva zavijeCe voskového, Galleria mellonella, vtomto ukolu plné
nahrazuje mySi ¢i potkany. Navic tento model zcela naplfiuje podminky 3R
zachazeni se zvifaty vyuzivanymi ve védé [87-89]. Larvy jsou chovany za pfisné
definovanych a dodrZzovanych podminek. Testovanou latku je mozné podavat
tomuto modelovému zviteti nékolika zplsoby — peroralné &i injekéné do hemocoelu
skrze posledni levou panozku larvy. Druhy zminény zpUsob podani nejpfesnéji
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napodobuje intravendzni podani u savcl a nejlépe odrazi systémovou toxicitu
kandidatni latky. Hodnoceni stavu exponovanych larev v Case se poté provadi na
zakladé pozorovani zivotaschopnosti a dalSich znaku, jako je schopnost pohybu

larev, tvorba kokon( ¢i melanizace [90].

Cytotoxicky uc€inek kandidatni latky na cytoplazmatickou membranu lidskych
bunék Ize téZz hodnotit ex vivo. Napfiklad je mozné vyuzit hemolytické eseje se
zapojenim lidskych ¢&i zvifecich erytrocytu, které jsou vramci této metody
exponovany kandidatni latkou v urCitém Casovém useku. Po expozici probiha
spektrofotometrické stanoveni mnozstvi hemoglobinu uvolnéného z poSkozenych
erytrocytl. Diky tomuto stanoveni Ize testovat biokompatibilitu kandidatni latky
v dané koncentraci s membranou eukaryotnich bunék a predvidat pfipadné toxicke
ucinky latky ve formé hemolytickych posSkozeni organismu pacienta. Hemolyticka
aktivita by pochopitelné zamezovala moznost intraven6zniho podani tohoto

kandidatniho IéCiva.

3.5.2.4. Studium vlivu kombinace vybranych IéCiv a kandidatnich latek na

antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.2.1., studium novych latek uplatnitelnych
v kombinacni terapii je jednim z pilifG vyzvy WHO. Cilem vyzkumu v oblasti
kombinacni terapie je potencovani antimikrobni ucinnosti latek spoluplsobicich na
mikroorganismy. Jejich spole¢na antimikrobni aktivita je pak vyS$Si v porovnani se
samostatnym uCinkem téchto latek. Pfi takto synergické interakci je navozen stav,
pfi némz je pro dosazeni inhibi¢niho &i cidniho efektu vici mikroorganismim vyuzito
nizsich koncentraci obou latek, coz pak idealné vede ke snizeni toxicity a zmirnéni
jejich pfipadnych nezadoucich uginku.

Ke studiu antimikrobni aktivity dvou €i vice latek v kombinaci je mozno vyuzit
tzv. Checkerboard studii (v pfipadé hodnoceni kombinaci vice nez dvou latek tzv.
3D-checkerbord studii). Zakladem byva mikrodiluéni bujénova metoda, pfi niz jsou
do jedné mikrotitracni destiCky pipetovany rGzné koncentracni poméry
hodnocenych antiinfektiv, které spole¢né interaguji s mikrobialnim agens v tzv.

Sachovnicovém uspofadani. K interpretaci vysledki Checkerboard studii slouzi
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veli€ina frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC, Fractional Inhibitory Concentration),
ktera je vypoctena jako pomér MIC latky pUsobici v kombinaci a MIC latky pUsobici
samostatné. Souctem FIC obou zu€astnénych je vyjadren index frak¢ni inhibicni
koncentrace (FICI, Fractional Inhibitory Concentration Index), na zakladé kterého je
mozné zaradit interakci koncentracniho poméru dvou latek do jedné ze 4 kategorii.
Synergicky efekt nastava, kdyz FICI < 0,5, aditivni efekt, kdyz 0,5 < FICI <1,
indiferentni efekt, kdyz 1 < FICI < 4 a antagonisticky efekt, kdyz FICI > 4. Odhaleni
antagonistického uCinku testovanych latek pouziti takové kombinace pro
antimikrobni terapii vyluCuje. V metodé Checkerboard je, vramci jedné eseje,
zarazeno téz stanoveni MIC samostatnych latek a pozitivni (mikroby bez expozice

AML) a negativni (pouzité latky bez mikrobu) kontrola.

V ramci metodiky Ize vyuzit kombinace ovéfenych uc&inki komeréné
dostupného antiinfektiva. Tato varianta se nabizi i z ddvodu potencialni ochrany
tohoto IéCiva pfed rozvojem AMR. Je nezbytné, aby byl vybér antiinfektiva zalozen
na klinické relevanci s pouzitym mikrobiologickym agens. Zadanou pfidanou
hodnotou je téZ volba AML s odlisnymi MU, jez zasahuji vice bun&&nych cili
mikroorganismu. Do Checkerboard studii Ize s opodstatnénim zahrnout i latky
s nevyraznou antimikrobni aktivitou, u nichZ je mozné sledovat jejich pfinos ve
formé adjuvantniho uCinku a dale téz pfirodni i polosyntetické produkty. Relevanci
a pfinos zvolené kombinace Ize dale ovérovat v pokroc€ilych studiich. Vliv kombinace

Ize studovat napfiklad v ramci hodnoceni toxicity, PAE &i anti-biofilmové aktivity.

3.5.2.5. Studium tvorby mikrobialnich biofilmu in vitro

Bunky pfitomné v mikrobialnich spole€enstvich jsou 10-1000 x odolné&jSi nez
ve své planktonni formé, a je tedy za potfebi adekvatné vyssi MIC AML k
vyvolani inhibiéniho €i cidniho efektu. S ohledem na fyzikalné-chemické vlastnosti
kandidatni latky ve vy&3ich koncentracich (napfiklad nedostate¢nou rozpustnost) i
pfipadnou (cyto-)toxicitu je tento fakt moznou pfi€inou vyfazeni latky z vyzkumu
anti-biofilmové aktivity in vitro. P¥i pfi¢teni faktor( ovliviujicich aktivitu I€Civ in vivo
se tak terapie s biofilmem asociovanych infekci stava skute¢nou klinickou vyzvou
[91, 92].
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Biofilmy jsou hlavni formou zivota mikroorganismi a studium jejich
morfologie a fyziologie je naprosto kritické, zejména ve snhaze kontrolovat rust
biofilmd v primyslovych ¢i zdravotnickych prostfedich a na lidskych tkanich [65].
Pfi studiu téchto spole€enstvi je tfeba brat v potaz, Ze biofilm neni charakterizovan
pouze pfisednutim bunék k podlozi. Maturovany biofiim definuje cela fada
charakteristickych ryst, zejména jeho specificka architektura &i pfitomnost EPM.
Prostiedi biofilmu je nehomogenni a jeho vlastnosti se znacné liSi v zavislosti na
Cetnych faktorech, napfiklad na pfistupu kysliku a Zivin v jednotlivych vrstvach. Tim
je zménén fenotyp pfitomnych bunék, coz ovliviiuje aktivitu AML pusobicich na

biofilm.

Pfi podrobném studiu procesu tvorby, architektury a fyziologie mikrobialnich
konsorcii se uplatiuji rizné in vitro biofilmové modely. Prace s nimi pfinasi vyhodu
snadnéjSi manipulace a aplikovatelnosti zejména ve screeningovém mérfeni.

Biofilmové modely je mozno kategorizovat do &tyf zakladnich skupin [93].

a) Uzavrené biofilmové modely jsou limitovany obsahem nutrientd. Jsou
v8ak zcela adekvatni pro studium struktury a sloZeni biofilmu. Vyhodou je pomérné
snhadna vizualizace a kvantifikace vytvofenych biomas. Mezi uzaviené modely
biofilmu je Fazena napfiklad metoda tvorby biofilmu na agaru, v jamkach ¢&i na
koliccich mikrotitracni destiCky. Komeréné dostupnym uzavienym modelem pro
tvorbu biofilmu in vitro je napfiklad MBEC Assay® Kit (dfive The Calgary Biofilm
Device) (Obrazek 5). Biofilmy jsou zde tvofeny na jednotlivych KkoliCcich
zapadajicich do individualnich jamek destiCky, které zabezpeduji specifické a stalé
prostfedi a udrzuji zvolené podminky jejich tvorby. Povrch polystyrenovych koli¢ku
muze byt modifikovan rozli€nymi materialy pro usnadnéni (napfiklad hydroxyapatit,
celuléza) nebo naopak zabranéni (napfiklad oxid titanicity) adheze mikroorganisma.
Nevyhodou téchto kitu je jejich vysoka cena. Systém je vSak velice efektivni v ramci

testovani anti-biofilmové aktivity kandidatnich latek [94].
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Obrazek 5. Innovatech MBEC Assay® Kit, uzavieny model biofilmu in vitro (Innovatech).

b) Oteviené biofilmové modely jsou fluidni dynamické systémy fungujici na
principu chemostatu. Umoznuji tedy kontinualni doplfiovani nutrientd a odvadéni
nezadoucich produktl metabolismu. Pfikladem otevieného modelu je CDC
reaktor® (Stfediska pro kontrolu a prevenci nemoci, Centers for Disease Control
and Prevention, USA), ktery je sestaven z osmi patron zanofenych do nadoby
s médiem. Kazda z patron obsahuje disky pro tvorbu biofilmové masy. S disky Ize

individualné manipulovat [95].

c) Biofilmové mikrokosmy jsou specialni velice sofistikované ex vivo
modely, které pfesné reflektuji komplexni prostfedi in vivo. Mikrokosmy k tvorbé
biofilmu vyuzivaji biologickych materiall, tkani a télesnych tekutin pfirozenych pro
vyskyt studovanych mikroorganismu. Napfiklad ke studiu patogeneze periodontitidy

se vyuziva sublingvalni plak nemocnych pacientt [96].

d) Ktvorbé biofilmi in vivo jsou vyuzivany zvifeci modelové organismy
[93].
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3.5.2.6. Vizualizace a kvantifikace mikrobialnich biofilmu

Pro podrobné studium klicovych rysu biofilmovych spolecenstvi je nezbytna
implementace vizualiza€nich a kvantifikaCnich metod. Na zakladé nalezitych rysd,
tedy pfitomnosti EPM, heterogenni 3D struktury a pevné adherovanych bunék, Ize

definovat odolny maturovany biofilm.

a) Vizualizace a kvantifikace celkové biomasy

Barvivo krystalova violet’ (CV) se vaze na negativné nabity povrch bunék
a na polysacharidy pfitomné v EPM. Celkova biofilmova masa je timto barvivem
vizualizovana a nasledné téz semi-kvantifikovana za pomoci spektrofotometrického
hodnoceni. Mira absorbance extrahované CV odpovida mnozstvi formované
biomasy. Vycet limitaci této standardné uzivané metody zahrnuje ¢etné promyvaci
kroky, pfi kterych mize dojit ke ztraté bunék Ci Casti biomasy a dale nepfili§ vysokou

opakovatelnost [97, 98].

b) Vizualizace bunék biofilmového spole€enstvi

Syto 9 je fluorescencni sonda schopna vazby na nukleové kyseliny Zivych i
nezivych bunék a téz na eDNA pfitomnou v EPM. V kombinaci Syto 9 s propidium
jodidem Ize rozlisit zivé a mrtvé burky biofilmu. Propidium jodid totiz difunduje
pouze skrze narusené bunécné membrany. Takto znaené posSkozené &i mrtvé
buriky potom emituji ervenou fluorescenci kontrastujici se zelené fluoreskujicimi
burikami znaCenymi Syto 9. Kombinace Syto 9 a propidium jodidu je komeréné
dostupna jako LIVE/DEAD™ BacLight™. K vizualizaci bunék Ize vyuzit i dalSich
fluorescencnich sond vazajicich DNA, napfiklad bisbenzimidy emitujici modré

fluorescenéni zareni (Hoechst) [98].

c) Vizualizace biofilmové matrice

Matrici lze vizualizovat pomoci znaceni jejich jednotlivych komponent.
K cukernatym slozkdm se vazi lektiny, napfiklad konkavalin A (ConA),
konjugovany s fluorescein-5-isothiokyanatem (FITC). Fluorescein emituje po
excitaci zelené svétlo. Pfi mikroskopickém pozorovani se pak EPM jevi jako
nazelena nejasné ohraniCena hmota. K zobrazeni EPM je mozno vyuzit téz

kalkofluorové béloby, polysacharidové slozky EPM pak emituji modré svétlo.
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Sondy je primarné vyuzivano pfi zobrazovani cukernatych slozek bunécné stény
kvasinek. Ke kvantifikaci klicovych slozek EPM, tedy polysacharidd, proteinu a
eDNA, Ize uzit komeréné dodavanych kit nebo napfiklad Ramanovy spektroskopie
[99].

d) Rozliseni metabolicky aktivnich a neaktivnich bunék

Zivé a mrtvé buriky lze dale rozlisit s vyuzitim resazurinu (AlamarBlue).
Tento puvodné modry indikator je redukovan na rdzovy resofurin aktivnim
metabolismem Zivych bunék. Metabolicka aktivita mize byt rovnéz hodnocena tzv.
XTT eseji. Metoda spociva vredukci XTT barviva (tetrazoliova sul, 2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) na rozpustny fialovy

formazan pravé Cinnosti metabolicky aktivnich bunék.

3.5.2.7. Studium anti-biofilmové aktivity kandidatnich latek

Rada publikovanych metodickych pfistupt pro tvorbu biofilmé in vitro
vykazuje podstatné rozdily, které mohou byt reflektovany v dosazenych vysledcich.
Pro screeningové hodnoceni anti-biofilmové aktivity kandidatnich latek je proto
zcela zasadni vyuziti relevantniho biofilmového modelu a optimalizace kultivacnich
podminek. Je zapotifebi definovat jednoduché standardizované pokyny pro
optimalni proces tvorby biofimG in vitro scilem dosazeni produkce
reprodukovatelné biofilmové masy se vSemi jejimi kliCovymi znaky, které se poji se

zvySenym vyskytem AMR.

Uginnost kandidatni latky vaéi mikrobtim v biofiimovém spoleéenstvi Ize
vyjadfit prostfednictvim nékolika parametrd. Pfes vyznamnou klinickou relevanci
vSak nebyly veli€iny popisujici anti-biofilmovou aktivitu dosud zadnou z oficialnich
spole¢nosti (napfiklad EUCAST) presné definovany a v pracich publikovanych
védeckou komunitou se mnohdy zna¢né odliSuji. Obecné Ize aktivitu vuci biofilmam
hodnotit ze dvou Ghli pohledu. Uginkim testované latky je mozno vystavit jiz
formovany biofilm nebo Ize studovat tzv. biofilm prevenéni koncentraci (BPC,
Biofilm Prevention Concentration) tedy koncentraci, pfi niz dochazi k zabranéni

adheze planktonnich bunék tak, aby bylo pfedchazeno vzniku biofilmu.
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Uginnost v(&i mikrobim pFitomnym v jiz vytvofenych biofilmech je mozno
charakterizovat veliCinou minimalni biofilm-inhibiéni koncentrace (MBIC,
Minimum Biofilm Inhibitory Concentration). MBIC byva definovana napfiklad jako
koncentrace AML vedouci k 95-100% snizeni metabolické aktivity planktonnich
bunék uvolnénych z biofilmového spoleCenstvi. Tento pokles metabolické aktivity
bunék mikroorganismu je mimo jiné spjat se sniZzenou schopnosti uvolfiovat burky
z biofilmu, ¢imz je reflektovan mozny stav Sifeni patogenu z infekénich depozit
pfi patogenezi infekénich onemocnéni [100]. Nutno podotknout, Ze veli¢ina MBIC
je v nékterych publikacich interpretovana odliSné a hodnoty BPC a MBIC byvaji

zaménovany [101].

Parametr minimalni biofilm-eradikac¢ni koncentrace (MBEC, Minimum
Biofilm Eradication Concentration) reprezentuje koncentraci vedouci k 95-100%
poklesu metabolické aktivity mikrobialnich bunék pfitomnych v biofilmovém
spoleCenstvi. Interpretace veli€iny se vSak opét v riznych publikacich rozchazeji
[102].

VySetieni anti-biofilmové aktivity se provadi s vyuzitim mikrodiluéni metody
v mikrotitracnich desti¢kach. Prvni fazi pfi vyhodnocovani MBIC a MBEC je tvorba
biofilmu in vitro. Ve druhé fazi jsou tvofené biofilmy exponovany kandidatni latkou.
Hodnoceni probiha vizualné, spektrofotometricky, s uzitim vysevové metody, nebo

Ize vyuzit fluorimetrického méreni s pouzitim metabolického indikatoru AlamarBlue.

Mezi molekuly s prokazanou anti-biofilmovou aktivitou jsou fazeny
latky rozmanitych chemickych struktur, nicméné prevazuji ty pfirodniho pavodu.
Z latek izolovanych z rostlin jsou to alkaloidy, fenoly, esencialni oleje a dalSi
struktury vyuzivajici mechanismu interference s QS signalizaci, inhibice efluxnich
pump, shizovani produkce exopolysacharidu ¢i anti-adhezivnich mechanismu. Anti-
biofilmové aktivnimi produkty mikroorganismi jsou napfiklad biosurfaktanty,
povrchové aktivni latky ovlivhujici adhezi a permeabilitu membran. Lze jich vyuzit
napfiklad k modifikaci povrchu katetrd ¢i kloubnich nahrad za ucelem prevence
tvorby biofilmd [103]. Slibnym zdrojem latek s anti-biofilmovou aktivitou jsou
antimikrobni peptidy. Napfiklad lidsky peptid katelicidin, aC nevykazuje pfilis

zajimavou MIC vaé&i planktonnim bakteriim, je schopen eradikace biofilmu
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urologickych Klinickych izolatd SA a EC. Antimikrobni peptidy interaguji s QS

mechanismem ¢i ovliviiuji membrany mikroorganismu [104, 105].

Téz syntetické analogy rostlinnych alkaloidu, strukturalné rozmanité
heterocykly, pyrazoly, indoly, syntetické furanony nebo oxazolidinony jsou latkami
s prokazanou anti-biofilmovou ucinnosti. Vykazuji inhibi¢ni aktivitu vici QS nebo

ovliviuji bunéénou adhezi [106].

Mikrobialni biofilmy pfedstavuji skuteCnou vyzvu na klinické i vyzkumné
arovni a ne nadarmo jsou povazovany za jednu z nejvétsSich zdravotnickych hrozeb

soucasnosti.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. SEZNAM POUZITYCH METOD

Vyuzité bakterialni kmeny a kultivacni média
o Cil A: kapitola 4.2.3.1. a 4.2.3.2.
o Cil B: kapitola 4.3.3.2.
o Cil C: kapitola 4.4.3.2.
e Tvorba biofilmu in vitro
o Cil A: kapitola 4.2.3.3.-4.2.3.6
e Modifikace povrchu kolicku
o Cil A: kapitola 4.2.3.7.
e Barveni a vizualizace biofilmu
o Cil A: kapitola 4.2.3.8.
e Mikrodilu€ni bujonova metoda
o Screening antimikrobni aktivity
= Cil B: kapitola 4.3.3.3.
= Cil C: kapitola 4.4.3.3.
o Hodnoceni antibakterialni aktivity vuci klinickym izolatim
= Cil B: kapitola 4.3.3.4.
= Cil C: kapitola 4.4.3.4.
o Rozliseni baktericidniho vs. bakteriostatického ucinku
= Cil B: kapitola 4.3.3.5.
e Makromolekularni biosynteticka esej
o Cil B: kapitola 4.3.3.6.
e Membranova depolarizaCni esej
o Cil B: kapitola 4.3.3.7.
e Hodnoceni toxicity kandidatnich latek
o Hodnoceni cytotoxicity in vitro s vyuzitim bunécné linie HK-2
= Cil B: kapitola 4.3.3.8.
» Cil C: kapitola 4.4.3.5
o Invivo hodnoceni toxicity s vyuzitim zvifeciho modelového organismu
Galleria mellonella
= Cil B: kapitola 4.3.3.9.
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= Cil C: kapitola 4.4.3.6.
o Hodnoceni cytotoxicity ex vivo vaci lidskym erytrocytiim
= Cil B: kapitola 4.3.3.12.
Studium vlivu kombinace vybranych IéCiv a kandidatnich latek na
antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie
o Cil B: kapitola 4.3.3.10.
o Cil C: kapitola 4.4.3.7.
Screening anti-biofilmové aktivity
o Cil B: kapitola 4.3.3.11
Statisticka analyza
o Cil A: kapitola 4.2.3.9.
o Cil B: kapitola 4.3.3.13.
o Cil C: kapitola 4.4.3.8.
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42. CILA

ZAVEDENI RELEVANTNIHO A VALIDNIHO PRISTUPU PRO
TVORBU STAFYLOKOKOVYCH BIOFILMU IN VITRO
VYUZITELNYCH KE STANOVENI ANTI-BIOFILMOVEHO
POTENCIALU KANDIDATNICH LATEK

421. Uvod

Jak bylo zminéno vySe, valna vétSina chronickych infekCnich onemocnéni je
provazena tvorbou biofilmovych spolecenstvi a mikroby v nich pfitomné vykazuji az
1000 x vétSi rezistenci v porovnani se svou planktonni formou, coz predstavuje
pritomnosti EPM, ktera zde vystupuje jako ochranny §tit ovliviujici difuzi a aktivitu
pusobicich légiv.

Stafylokoky jsou typickymi komenzaly lidské kiaze a sliznic, coz z nich &ini
jedny z nejpravdépodobnéjSich plvodcu infekci ran &i mist vstupu invazivnich
zakrokl porusujicich tyto bariéry [107, 108]. SA, MRSA a Staphylococcus
epidermidis (SE) jsou &astymi producenty biofilmG, a tedy plvodci mnohych
s biofilmem sdruzenych infekci, jako je endokarditida, osteomyelitida, infekce

krevniho fecisté souvisejici se zavedenim katetru atd. [33, 109, 110].

Jednou z moznych strategii boje proti mikrobialnim biofilmim je pouziti 1€Civ
s anti-biofilmovou aktivitou. Pro u€ely vyzkumu IéCiv s takovym potencidlem je nutné
vyuzivat standardizovaného a reprodukovatelného postupu tvorby biofilmu in vitro,
jehoz vysledkem budou robustni mikrobialni spoleCenstvi se vSemi nalezitymi rysy,
vCetné EPM. V prubéhu poslednich let bylo pro in vitro screening aktivity 1&Civ vici
stafylokokovym biofilmdm navrzeno nékolik protokolld. Metodiky vSak vykazuji

znacné diskrepance zejména v kultivanich podminkach.
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4.2.2. Pracovni hypotéza

Tato studie publikovana mikrobiologickou skupinou Katedry biologickych a
lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy (FAF UK)
(Diepoltova et al., 2021) [111] byla zaloZzena na hypotéze, Ze zvolené podminky in
vitro tvorby stafylokokovych biofilmovych spole€enstvi ovliviiuji vysledky, tedy
robustnost cileného biofilmu a pfitomnost jeho klicovych rysu, které maji vyznam pfi
adaptivni rezistenci. Zameérem studie byla optimalizace in vitro podminek vedoucich
k produkci robustni biomasy stafylokokovych biofilmi na koli¢cich uzavieného
modelu analogického k MBEC Assay® kit. DalSim cilem studie bylo potvrzeni
hypotézy, Ze modifikace povrchu kolickd rdznymi materialy ma vliv na tvorbu
stafylokokoveého biofilmu. Volba kultivacnich podminek vychazela z pilotnich studii
zarazenych téz do diplomové prace s nazvem Optimalizace metody vedouci
k hodnoceni citlivosti biofilm-tvoficich stafylokokl vuéi kandidatnim antimikrobnim
latkam (Diepoltova, 2019).

4.2.3. Metodika (Cil A)

4.2.3.1. Vyuzité bakterialni kmeny

Do studie byly zarazeny tfi referenéni kmeny rodu Staphylococcus spp.
pofizené z Ceské sbirky mikroorganismd (CCM). Kmeny jsou rovnéz dostupné z

American Type Culture Collection (ATCC). Konkrétné jimi byly:

e Staphylococcus aureus (SA, CCM 4223, ATCC 29213)

e meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, CCM 4750,
ATCC 43300)

e Staphylococcus epidermidis (SE, CCM 7844, ATCC 35983)

Pfed kazdym experimentem byly kryoprezervované bakterialni kmeny
naoCkovany na Trypton-sojovy agar (TSA, Himedia, Indie) a inkubovany pfi 37 °C

po dobu 16 h v tmavém humidnim prostredi.
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4.2.3.2. Kultivacni média pro tvorbu stafylokokovych biofilm{
V ramci studie bylo vyuzito tfi kultivacnich médii:

e Soyabean Casein Digest bujonu (trypton-séjovy bujon, TSB, pH 7,3+ 0,2,)

e TSB suplementovaného 10 % (v/v) tepelné inaktivovaného fetalniho
bovinniho séra (FBS)

e TSB suplementovaného 10 % (v/v) tepelné inaktivované lidské krevni

plazmy (HP)

(TSB — Himedia, Indie, suplementy — Merck, USA).

4.2.3.3. Studované kultivacni podminky

V kazdém ze ftfi kultivaCnich médii byly pfipraveny bakterialni suspenze o
tfech rdznych pocatecnich optickych denzitach (OD, 565 + 15 nm, denzitometr
DEN-1, Biosan, LotySsko):

e OD = 0,1 McFarlandovych jednotek (dale jako ,McFarland®)
e OD =0,5 McFarland
e OD =1,0 McFarland

(+ nasledné fedéni pfislusnym kultivacnim médiem v poméru 1:30)

Do jednotlivych jamek sterilnich polystyrenovych 96-jamkovych desti¢ek s
plochym dnem (Gamedium, Ceska republika) bylo pipetovano po 150 ul homogenni
bakterialni suspenze v oktaplikatech. Kazda destiCka obsahovala téz jamky s
negativnimi kontrolami se sterilnim kultivaénim médiem. Do studie bylo zahrnuto jak
hodnoceni tvorby biofilmu na plastovém povrchu stén a dna mikrotitracnich desti¢ek
(s plochymi vicky bez kolickl), tak na povrchu polypropylenovych Kkoli¢ku
zabudovanych do vi¢ka separatni série mikrotitraénich desti¢ek (esej analogicka k
MBEC Assay®, Bio-Rad, USA).

Desticky byly inkubovany pfi 37 °C v humidnim prostifedi po dobu 48 h, a to
bud v rezimu tfepani (Mini Rocker Shaker MR-1, BioSan, LotySsko) nebo v rezimu

statické kultivace. Sledované kultivacni podminky shrnuje Schéma 1.
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Zvoleny bakterialni kmen
SA/MRSA/SE

Denzita pocéatecniho

Kultivaéni médium Typ kultivace

inokula
0,1 McFarland
0,5 McFarland [Statické kultivace]
TSB 1,0 McFarland |

Schéma 1. Studované kultivaéni podminky.

SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213), MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300), SE — Staphylococcus epidermidis (ATCC 35983), TSB — trypton-

soéjovy bujon, HP — lidska plazma, FBS — fetalni hovézi sérum.

4.2.3.4. Semi-kvantifikace stafylokokového biofilmu pomoci CV

Pro uc€ely hodnoceni celkové biomasy vytvofeného biofilmu a kategorizace
fenotypu pouzitych bakterialnich kmend na zakladé schopnosti produkce biofilmu
byla zvolena semi-kvantitativni esej popsana dle autori Christensen et al., 1985
[112]. Po 48 h kultivace byly biofilmy tvofené na sténach a dnu jamek (Gamedium,
Ceska republika) a koligcich viéek (hodnoceni analogické k MBEC Assay®, Bio-
Rad, USA) tfikrat oplachnuty sterilnim fyziologickym roztokem a poté vysuSeny a
fixovany ledovym metanolem po dobu 15 min pfi 4 °C. Nasledné bylo pfidano 150
Ml Cerstvé prefiltrovaného roztoku 0,05% (w/v) CV, a to jak do jamek destiCky s
fixovanymi biofilmy, tak do prazdnych sterilnich 96-jamkovych desticek, do kterych
byla pozdéji umisténa vicka s koli¢ky s biofilmy formovanymi na jejich povrchu. Po
20 min inkubace pfi laboratorni teploté bylo prebyte¢né barvivo z jamek a koli¢ku
vymyto sterilni deionizovanou vodou. Vymyvani bylo 3 x opakovano. Nasledné byla
fixovana CV z biofilmd vymyvana smési etanolu a acetonu (80:20) po dobu 15 min
pfi laboratorni teploté. Nakonec probéhlo méfeni OD vymyté CV pfi 630 nm pomoci
multidetekéniho readeru (Synergy HTX Multi-mode reader, BioTek, USA).
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4.2.3.5. Kategorizace vybranych bakteridlnich kmenl do fenotypovych

skupin dle schopnosti tvorby biofilmu

V navaznosti na tvorbu biofilmd za rdznych studovanych podminek byly vybrané
kmeny stafylokokl zafazeny do jedné ze 4 kategorii podle naméfené OD vymyté
CV (ODc) na zakladé porovnani s optickou denzitou negativni kontroly (ODc).

Kritéria kategorizace byla stanovena dle Stepanovic et al., 2007 [113] takto:

e ODcv < ODc — kmen netvofi za danych podminek biofilm (-)

e ODc¢ < ODcv = (2 x ODc) — slaby producent biofilmu (+)

e (2 x0ODc) < ODgy = (4 x ODc) — stfedni producent biofilmu (++)
e (4 x ODc) < ODcv - silny producent biofilmu (+++)

4.2.3.6. Studium vlivu modifikace povrchu koli¢kd na formaci biofilmu

Polypropylenové koli¢ky sterilnich vic¢ek desti¢ek (Bio-Rad, USA) byly vlozeny
do sterilnich 96-jamkovych destiéek s plochym dnem (Gamedium, Ceska republika),
do kterych bylo pfedem napipetovano po 160 pl jednoho z volenych modifikaénich

roztoku:

e FBS
e HP
e poly-L-lysin (PLL, 0,01 % roztok w/v ve sterilni vodé, Merck USA)

Vicka s koli¢ky byla vlozena do pfipravenych desti¢ek a povrchy koli¢kd byly
vystaveny pusobeni FBS a HP po dobu 24 h pfi 37 °C. Modifikace pomoci PLL byla
kratSi, probihala 1 h pfi 37 °C. Kolicky byly nasledné oplachnuty sterilnim

fyziologickym roztokem a ponechany na vzduchu k vysuseni.

4.2.3.7. Tvorba stafylokokovych biofilmi na koli¢cich s modifikovanym

povrchem

Homogenni bakterialni suspenze SA, MRSA a SE o OD = 0,1 McFarland
(565 15 nm) byly pfipraveny v médiu TSB + HP (OD i médium voleno na zakladé
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predchozich vysledk(). 150 ul kazdé ztéchto suspenzi bylo pipetovano do
jednotlivych jamek sterilni 96-jamkové polystyrenové mikrotitracni destiCky s
plochym dnem (Gamedium, Cesk& republika). Nasledné byly do jamek
s pfipravenou suspenzi vlozeny kolicky (Bio-Rad, USA) s modifikovanymi povrchy.
Negativni kontroly sestavaly z jamek se sterilnim kultivacnim médiem. Navic byla
do eseje zahrnuta kontrola ve formeé vi¢ek s neupravenymi koli¢ky. Takto pfipravené
mikrotitracni destiCky s vicky byly nasledné inkubovany 48 h pfi 37 °C na stolni

trepacce (25 rpm).

4.2.3.8. Zobrazeni stafylokokovych biofilmi technikami epifluorescenéni

mikroskopie

Biofilmy tvofené na koli¢cich (Bio-Rad, USA) byly nejprve tfikrat oplachnuty
sterilni deionizovanou vodou. EPM biofilmu byla vizualizovana s vyuzitim smési
fluorescenc¢nich sond, ConA konjugovaného s FITC (FITC-Con A, Invitrogen, USA)
o vysledné koncentraci 50 ug/ml a Hoechst 33342 (vysledna koncentrace 2,5 ug/ml,
Invitrogen, USA). Barveni probihalo po dobu 40 min ve tmé pfi laboratorni teploté

za mirného tfepani.

Zivotaschopnost bakterii tvoficich biofilm byla pozorovana po ozna&eni
biofilmu fluorescenéni sondou SYTO 9 (vysledna koncentrace 3,34 uM, detekce
zivych bunék) a propidium jodidem (PI, vysledna koncentrace 5 ug/ml, detekce
mrtvych bunék, Invitrogen, USA). Znaceni probihalo po dobu 25 min ve tmé pfi
laboratorni teploté za mirného tfepani. Poté byly biofilmy z koli¢ki seSkrabnuty a
pfeneseny na podlozni sklicko. Pro vizualizaci EPM byly nasledné k biofilmu na
sklicku pfidany dvé kapky Calcofluor White (Merck, USA) a vzorek byl zakryt krycim

sklem.

Obarvené biofilmy byly pozorovany epifluorescenénim mikroskopem
Olympus Provis (Olympus, Japonsko) opatfeného kamerou (DS-Fi3, Nikon,
Japonsko). Snimky byly upravovany pomoci softwaru NIS-Elements, verze 5.00
(Laboratory Imaging, Ceska republika).
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4.2.3.9. Statisticka analyza

Pro vyhodnoceni vlivu modifikace povrchu koli¢ku bylo do kazdého ze tfi
nezavislych experimentl zahrnuto dvanact opakovani. Od veSkerych hodnot ODcv
byly odecteny hodnoty pfisluSnych negativnich kontrol. Naméfena data byla
podrobena statistické analyze s vyuzitim softwaru GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, Inc., USA). Pro porovnani statistického vyznamu jednotlivych kultivaénich
podminek byla provedena jednosmérna analyza rozptylu (ANOVA) a hodnota
p < 0,05 byla pfijata jako statisticky vyznamna. Data byla prezentovana jako pramér

+ standardni chyba praméru (SEM). Cely metodicky postup je shrnut na Obrazku 6.
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Obrazek 6. Metodicky postup pracovniho Cile A (Diepoltova, 2024).

SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213), MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300), SE — Staphylococcus epidermidis (ATCC 35983), TSB — trypton-
sojovy bujon, FBS — fetalni hovézi sérum, HP — lidska plazma.
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4.2.4. \Vysledky a diskuze

4.2.41. Hodnoceni vlivu kultivaCnich podminek na  produkci
stafylokokového biofilmu v uzavieném modelu in vitro

Bakterie rodu Staphylococcus spp. jsou dlouhodobé fazeny mezi
mikroorganismy s nejvétSi mirou rezistence vac¢i ATB, k Cemuz vyuzivaji celého
spektra mechanismu. Jednim z nich je tvorba biofilmu. Z tohoto duvodu je zcela
zasadni, aby u kandidatnich latek, které jsou stfedem zajmu vyzkumu novych anti-
stafylokokovych IéCiv, bylo fazeno taktéz studium anti-biofilmové aktivity in vitro.
V metodikach Cetnych publikaci zaméfenych na tuto problematiku se vSak objevuji
vyrazné diskrepance, a to zejména ve volbé podminek pro kultivaci stafylokokovych
biofilmd. Nejednotnost Ize pozorovat napfiklad v délce kultivace, ve zvolené OD
pocate¢niho bakterialniho inokula a v rezimu kultivace (staticky rezim vs. tfepani).
OdliSnosti jsou i ve voleném substratu pro pocatecni adhezi bakterii nebo
v pouzivanych kultivaénich médiich [114-116]. Pro tvorbu stafylokokovych biofilmu
byvaji nejCastéji volena média, jako jsou kationtové upraveny Mueller-Hinton bujon
(CAMHB) [117], mozkosrdcovy bujon [118] a zakladni rastova média jako TSB
[119, 120], obvykle obohacovana o rliizné suplementy (glukdézu, NaCl, HP, citrat
atd.) [121-123].

Rozhodujicim faktorem pro ziskani reprodukovatelnych a validnich vysledku
ze screeningu anti-biofilmové aktivity kandidatnich latek je navozeni podminek pro
tvorbu biofilmu in vitro tak, aby cileny biofilm disponoval kliCovymi rysy pfispivajicimi
k adaptivni rezistenci. [124, 125].

Vliv riznych kultivaénich podminek na produkci stafylokokovych biofilmd
v jamkach mikrotitracni desticky byl hodnocen s vyuZitim metody barveni celkové
biofilmové masy CV s naslednou kategorizaci referen¢nich stafylokokovych kmenu
do skupin dle schopnosti tvofit biofilm. Vysledky semi-kvantitativniho hodnoceni
celkovych biofilmovych mas tvofenych za rdznych podminek jsou shrnuty
v Tabulce 1.

Jako médium nejvhodnéjsi pro tvorbu stafylokokovych biofilmu v jamkach
bylo na zakladé vysledku zvoleno médium TSB + HP. VSechny kmeny vykazovaly
v tomto mediu fenotyp stfedniho &i silného producenta biofilmu nezavisle na dalSich
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podminkach kultivace. Vyjimku tvofil kmen SA s pocate¢nim inokulem
odpovidajicim OD = 0,1 McFarland kultivovaného staticky (+) a kmen SE
s pocate¢nim inokulem odpovidajicim OD = 0,5 McFarland kultivovaného rovnéz za
statickych podminek (+). Volba suplementace plazmou byla inspirovana zejména
studiemi autort Chen et al., 2012 [114] a Cardile et al., 2014 [126], jimiz ziskana
data jsou v souladu s vysledky této prace. Suplementace kultivaéniho média HP ma
logické opodstatnéni, jelikoz mize alespon Castecné pfiblizit podminky pro vznik
biofilm0 v situaci in vivo. V ramci kultivace v TSB + HP byl jako vhodnéjsi model
inkubace zvolen rezim s tfepanim. VSechny referencni kmeny kultivované za téchto

podminek byly oznaceny za stfedné silné Ci silné producenty biofilmu (++ Ci +++).

Po kultivaci v médiu TSB + FBS dosahl fenotypové kategorie ,stfedni
producent biofilmu“ (++) pouze SA, a to s pouzitim pocateéniho inokula
odpovidajicimu OD = 0,1 McFarland v rezimu tfepani. Zadna dal$i z kombinaci
podminek kultivace v tomto médiu nevedla k dosazeni vysSi kategorie nez ,slaby
producent” (+). Suplementace FBS v peptonovém médiu s dextrézou byla vyuZzita
k indukci produkce vicedruhového biofilmu tvofeného stafylokoky a kvasinkou
Candida spp. v praci Leonhard et al., 2018 [127]. Autofi prace upozorfuji, ze pro
tvorbu biofilmu in vitro je nezbytnd uprava podminek dle konkrétné volenych

mikroorganismd.

Zda se, ze v ramci studovanych podminek je médium TSB bez suplementace
médiem vhodnym vyhradné k tvorbé biofilmu referenéniho kmene SE. Pouze volba
pocate¢niho inokula s OD 1,0 McFarland v kombinaci s tfepacim rezimem nebyla
vyhodnou, jelikoz SE zde tvofil biofilm jen jako slaby producent (+). Pro tvorbu
biofilmu kmeny SA a MRSA bylo médium TSB vhodné méné. Kategorie ,stfedni

producent” (++) zde dosahl pouze SA, a to s OD pocatecniho inokula = 1,0.
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Tabulka 1. Semi-kvantitativni hodnoceni celkové biomasy stafylokokovych biofilmud tvofenych v jamkach mikrotitraéni desti¢ky: Studie

vlivu kultivaéniho média, poCatecni optické denzity bakterialni suspenze a rezimu kultivace. Kategorizace fenotypu kmenu tvoficich

biofilm: (-) bez produkce biofilmu, (+) slaby producent biofilmu, (++) stfedni producent biofilmu, (+++) silny producent biofilmu.

Médium TSB TSB + FBS TSB + HP
Inkubace Trepani Staticka Trepani Staticka Trepani Staticka
OD inokula 0105|110 /01|05|10| 0105|1001 },05|10 |01 |05]101] 01 ] 05| 10
- + - - + + ++ | ++ + - + + + ++ | ++ | ++ + ++ -
MRSA + - - + + + + + - + - - ++ | A+ |+ | | |

Bakterialni kmeny kategorizovany dle kritérii prevzatych z Stepanovic et al., 2007. Data pro kategorizaci méfena v oktaplikatech. Negativni
kontrola odectena. OD — opticka denzita (McFarland), SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213), MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300), SE — Staphylococcus epidermidis (ATCC 35983), TSB — trypton-séjovy bujon, FBS — fetalni hovézi sérum, HP — lidska

plazma.
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4.24.2. Screening vlivu modifikace povrchu kolicki na produkci

stafylokokovych biofilmu

Vyhody pouziti koli€kd v ramci metody tvorby biofilmu in vitro spo ivaji
zejména v usnadnéném pristupu k jednotlivym spoleCenstvim a jednodusSsi
manipulaci s nimi. Systém analogicky k MBEC Assay® kitu rovnéz neni finanéné
nakladny. Tyto faktory byly motivaci pro zafazeni koli¢kl jakoZto substratu pro

tvorbu biofilmu do této studie.

Jak je zfejmé z Tabulky 2, kultivacni médium TSB + HP je v porovnani se
samostatnym TSB a TSB + FBS pro tvorbu biofilmu na koliccich nejvhodnéjsi. Po
kultivaci v TSB + HP s tfepanim byl fenotyp silného producenta biofilmu (+++)
zaregistrovan u kmenu bakterii SAa MRSA, a to pfi vdech volenych OD pocatecniho
inokula. Kategorie stfedné silného producenta biofilmu (++) byla vyhodnocena ve
statickém rezimu kultivace kmene SA (vSechny OD pocate¢niho inokula) a MRSA

(OD pocate€niho inokula = 0,1 McFarland).

Suplementace TSB + FBS nevedla v zadné kombinaci podminek k odhaleni
stfedné silného &i silného producenta biofilmu. Po kultivaci stafylokokovych kmenu
v TSB byl fenotyp silného producenta biofilmu rozpoznan pouze v rezimu tfepani, a
to u kmene SE (OD =0,5) a SA(OD =0,5).

Vzhledem k faktu, Ze jsou stafylokoky popisovany jako nepohyblivé bakterie,
rezim tfepani by mohl vyznamné podpofit zasadni prvni krok tvorby biofilmu, tedy
adhezi bakterii k povrchu kolicku. Podle vysledkl experimentd vSak nelze vliv
rezimu tfepani oznacit obecné za vyhodny v kombinaci se vSemi dalSimi
podminkami kultivace. Na druhou stranu, v pfipadé kultivace s rezimem tfepani
v TSB + HP (SAa MRSA) nebo v TSB bez suplementace (SA, SE) referencni kmeny

dosahly nejvyssi kategorie, tedy kategorie silného producenta biofilma (+++).

Pfekvapivym zjisténim byl fakt, Ze schopnost tvorby biofilmu bakterii SE na
koli€cich byla vyrazné nizSi nez za shodnych podminek v jamkach mikrotitracni
destiCky, prestoze je tento referenéni kmen deklarovanym producentem biofilmu.
Vysvétleni je pravdépodobné skryto ve snizené schopnosti inicialni adheze této
bakterie ke kolicku. Neuspokojiva tvorba biofilmu SE na koli¢cich byla ale motivaci
ke studiu modifikace povrchu koli¢kd rdznymi latkami a vedla k hypotéze, Ze
modifikace povrchu tvorbu biofilmd podpofi.
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Tabulka 2. Semi-kvantitativni hodnoceni celkové biomasy stafylokokovych biofilmd tvofenych na koli¢cich mikrotitraéni desticky:
Studie vlivu kultivaéniho média, pocatecni optické denzity bakterialni suspenze a rezimu kultivace. Kategorizace fenotypu kmenl

tvoficich biofilm: (-) bez produkce biofilmu, (+) slaby producent biofilmu, (++) stfedni producent biofilmu, (+++) silny producent biofilmu.

Médium TSB TSB + FBS TSB + HP

Inkubace Trepani Staticka Trepani Staticka Trepani Staticka

OD inokula 0,1 0,5 1,0 | 0,1 0,5 1,0 | 0,1 0,5 1,0 | 0,1 05 | 10 | 0,1 05 | 10 | 0,1 05 | 1,0

MRSA + ++ + + + + + - + + - + | | A | A |+t + +

o i i i i ) i i i i ) i ) ) ) ’

Bakterialni kmeny kategorizovany dle kritérii prevzatych z Stepanovic et al., 2007. Data pro kategorizaci méfena v oktaplikatech. Negativni
kontrola odectena. OD — opticka denzita (McFarland), SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213), MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300), SE — Staphylococcus epidermidis (ATCC 35983), TSB — trypton-séjovy bujon, FBS — fetalni hovézi sérum, HP — lidska

plazma.
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4.2.4.3. Hodnoceni vlivu modifikace povrchu koli¢kl na celkovou tvorbu

biomasy stafylokokovych biofilmu

Pevna adheze bakterialnich bunék k Zivym i neZivym povrchum je kli¢ovou
iniciaéni fazi tvorby biofilmu, jelikoz pfedurCuje uspéSnou kolonizaci a maturaci
[128]. Odolné ukotveni k povrchu je zadané i v in vitro podminkach. Biofilmy zde
Celi nékolika sériim oplachovani (napfiklad pfi vymyvani planktonnich bunék ci
oplachu po expozici Ié€ivem) a pfipadné naruseni i upIiné odstranéni biofilmu vede
k znacné variabilité v robustnosti cilové biomasy mezi jednotlivymi jamkami a tim
k nepfesnym vysledkum [116]. Modifikace povrchu je cestou k eliminaci takovych

komplikaci.

Modifikace povrchu je vyuzivana k rozlicnym ucellim — at uz k podpore ci
potlateni tvorby mikrobialnich biofiimG. Dobfe prostudované jsou vlivy
trimethylsilanu, polymerd na bazi polyethylenglykolu €i polylysinovych derivatd,
které tvorbé biofilmu brani [129-131]. Na druhou stranu, PLL je v nékterych studiich
volen i k podpore adheze bakterii [132]. Pozitivni vliv na tvorbu biofilmi naopak

vykazuje modifikace pomoci HP &i syntetickych kationtovych polymert [126, 133].

Na zakladé vysledkl pfedchozich experimentd byla pro tvorbu biofilmu na
koli¢cich zvolena nasledujici kombinace podminek: kultivaéni médium TSB + HP,
OD pocatec¢niho inokula 0,1 McFarland a kultivace za mirného tfepani. S vyuzitim
statistické analyzy Ize konstatovat, Ze u kmenu SA a MRSA nedochazi ke statisticky
vyznamné zméné v produkci biofilmu podminéné modifikaci povrchu koli¢ka
s vyuzitim HP & PLL (Obrazek 7). Vysledek je vrozporu s publikaci autort
Zapotoczna et al., 2015 [134], v niz byla provedena modifikace povrchu pomoci HP
za ucelem dosazeni optimalni produkce biofilmu SA. Modifikovany vSak byly stény

jamek desticky.

Daéle byla v této studii odhalena statisticky vyznamna inhibice tvorby biofilmu
SA a MRSA po modifikaci povrchu kolicki FBS (Obrazek 7). Podobny vliv
modifikace FBS byl odhalen v praci publikované autory Kipanga et al., 2017 [135].
Kvasinkové biofilmy v8ak byly i v tomto experimentu tvofeny v jamkach mikrotitraéni

desticky.
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Obrazek 7. Statisticka analyza vlivu modifikace povrchu kolick(i na celkovou produkci
biofilmu dvou referen¢nich kment a. SA: Staphylococcus aureus (ATCC 29213) a b. MRSA:
meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus (ATCC 43300). Hodnoty predstavuji pramér
+ standardni chyba pruméru (SEM). *p < 0,05; **p < 0,01. Data analyzovana pomoci testu
ANOVA v programu GraphPad Prism 9.0. (GraphPad Software, Inc., USA). OD., — opticka
denzita eluované krystalové violeti (negativni kontrola odectena), NC — negativni kontrola
modifikace kolicku (kolicky bez modifikace povrchu), FBS — fetalni bovinni sérum, HP —

lidska krevni plazma, PLL — poly-L-lysin.

Vysledky hodnoceni vlivu modifikace koli¢kt na tvorbu biofilm( stafylokoky
s vyuzitim barveni CV shrnuje Tabulka 3. Z tabulky je zfejmé, ze modifikace koli¢ku
pomoci FBS vedla ke sniZeni produkce biofilmu u referen¢niho kmene bakterie SA,
jak bylo téz dfive vyhodnoceno statistickou analyzou (Obrazek 7a). Statisticky
vyznamna inhibice tvorby biofilmu referenéniho kmene bakterie MRSA (Obrazek 7b)
ve fenotypové klasifikaci stafylokokovych kmenu reflektovana nebyla (Tabulka 3).
Kmen MRSA je tedy i za téchto podminek (modifikace povrchu kolicki FBS) fazen

do kategorie silnych producentu biofilmu (+++).
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Tabulka 3. Semi-kvantitativni hodnoceni vlivu modifikace povrchu kolicku.
Kategorizace fenotypu kmen( tvoficich biofilm: (-) bez produkce biofilmu, (+) slaby

producent biofilmu, (++) stfedni producent biofilmu, (+++) silny producent biofilmu.

HP +++ +
FBS +++ +
PLL +++ -

NC +++ -

Bakterialni kmeny kategorizovany dle kritérii pfevzatych z Stepanovic et al., 2007. Data pro
kategorizaci méfena v oktaplikatech. Negativni kontrola odecétena. HP — lidska krevni
plazma, FBS — fetalni hovézi sérum, PLL — poly-L-lysin, NC — negativni kontrola modifikace
kolicka (kolicky bez modifikace povrchu), SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (ATCC 43300), SE — Staphylococcus
epidermidis (ATCC 35983).

Zcela odlisné vysledky byly naméfeny s vyuzitim referenéniho kmene
bakterie SE. Z Obrazku 8 je zjevny statisticky vyznamny dopad modifikace povrchu
kolickl pomoci FBS a HP. Na zakladé klasifikace fenotypu stafylokokovych kmen
dle schopnosti produkce biofilm0 byl tento kmen kultivovany za danych podminek
prefazen z kategorie ,bez produkce biofilmu“ do kategorie ,slaby producent
biofilmu“ (Tabulka 2 a 3).
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Obrazek 8. Statistickd analyza vlivu modifikace povrchu kolickti na celkovou produkci
biofilmd referenéniho kmene Staphylococcus epidermidis (SE, ATCC 35983). Hodnoty
predstavuji pramér + SEM. Data jsou prezentovana jako prumér t standardni chyba
praméru (SEM). *p < 0,05; ****p < 0,0001. Data analyzovana pomoci testu ANOVA v
programu GraphPad Prism 9.0. (GraphPad Software, Inc., USA). OD., — opticka denzita
eluované krystalové violeti (negativni kontrola odectena), NC — negativni kontrola

modifikace kolicka (kolicky bez modifikace povrchu), FBS — fetalni bovinni sérum, HP —

lidska krevni plazma, PLL — poly-L-lysin.
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4.2.4.4. \Vizualizace bunék bakterii produkujicich biofilm, EPM a biomasy

stafylokokovych biofilmu

Robustni a pevné ukotvena biomasa stafylokokovych biofilmd tvofenych na

povrchu koli¢kld byla pozorovatelna i pouhym okem (Obrazek 9).

Obrazek 9. Fotografie biofilmu bakterie Staphylococcus aureus (ATCC 29213) vytvoreného
na koliccich upravenych pomoci lidské krevni plazmy. Opticka denzita poc¢ate¢niho inokula
= 0,1 McFarland, inkubace za mirného tfepani v trypton-sojovém bujonu suplementovanéem

lidskou krevni plazmou pfi 37 °C v humidnim prostiedi po dobu 48 h (Diepoltova, 2021).

K potvrzeni pfitomnosti EPM a bunék produkujicich biofilm bylo vyuzito
epifluorescencéni mikroskopie (Obrazky 10 a 11). Ke znaceni byla vyuzita kombinace
fluorescencnich sond SYTO 9 + propidium jodidu a kalkofluorové béloby primarné
vyuzivané ke znaCeni mykologickych agens (v EPM biofilmu stafylokoku se
nespecificky vaze na polysacharidové slozky EPM). V nasledujicim barvicim rezimu
byla zvolena kombinace Hoechst 33342 k barveni bunék a FITC-ConA k barveni
EPM.
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Obrazek 10. Vizualizace biofilm-produkujicich bunék stafylokok( a extracelularni polymerni
matrice s vyuzitim epifluorescenéni mikroskopie. Buriky znac¢eny fluorescenénimi sondami
SYTO 9 a propidium jodid. Zelené teCky (Cervena Sipka) jsou Zivé stafylokoky. Mrtvé buriky
nebyly detekovany. Extracelularni polymerni matrice znalena kalkofluorovou bélobou

(modré struktura, bila Sipka). Méritko odpovida 100 um (Diepoltova, 2021).

Obrazek 11. Vizualizace biofilm-produkujicich bunék stafylokok( a extracelularni polymerni
matrice s vyuzitim epifluorescenéni mikroskopie. Buriky znaceny fluorescenéni sondou
Hoechst 33342 (modré tecky, Cervena Sipka). Extracelularni polymerni matrice barvena
konjugatem FITC-ConA (zelena struktura, bila Sipka) Méfitko odpovida 100 um (Diepoltova,
2021).
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4.2.5. Shrnuti pracovniho Cile A

V publikovanych metodikach, které se zabyvaly tvorbou stafylokokovych
biofilmG in vitro, panuje vyrazna nejednoznacnost. Pfitomnost kliCovych rysU
biofilmu, tedy EPM a typické architektury téchto spolecenstvi, mize byt vyrazné
ovlivnéna kultivaénimi podminkami. Tato studie publikovana v Journal of Medical
Microbiology v roce 2021 [111] prokazala, ze TSB médium suplementované HP a
trepani béhem inkubace vede ke zvySené produkci stafylokokovych biofilma.
Modifikace povrchu koliCkl neméla statisticky vyznamny pozitivni dopad na
produkci biofilmu SA a MRSA. Modifikace povrchu koli¢kd s pouzitim FBS tvorbu
biofilmi SA a MRSA dokonce inhibovala. Naopak statisticky vyznamny pozitivni vliv
na objem celkové biofilmové masy produkované volenym kmenem bakterie SE méla
modifikace pomoci FBS a HP. Tyto vysledky zcela potvrzuji navrhovanou hypotézu,
Ze podminky kultivace maji nezanedbatelny vliv na tvorbu celkové biomasy
stafylokokovych biofilmd. Zaroven muze byt konstatovano, ze pro zajisténi
reprodukovatelného vysledku (robustnosti biofilmové masy) je nutné optimalizovat
volbu kultivaénich podminek v souladu s konkrétnimi kmeny pouzitych
mikroorganismu. V této praci byly vyuZity kmeny bakterialni dostupné ve sbirkach.
S vyuzitim shodnych kmenuU proto mohou pfipadné navazujici studie vychazet

pravé z téchto poznatku.

Metodika vedouci ktvorbé robustniho biofilmu in vitro na koli¢cich
uzavieného biofilmového modelu s vyuzitim vySe popsanych bakterialnich kmena
byla optimalizovana. Stafylokokové biofilmy vytvofené s vyuZitim tohoto postupu
jsou viditelné pouhym okem, jejich definujici rysy Ize vizualizovat epifluorescencni
mikroskopii a jsou potencialné vyuzitelné v pokroCilych studiich aktivity
kandidatnich latek cilenych viéi stafylokokovym biofilmam. VySe popsana metodika
byla inspiraci pro ¢ast prace autort Vavrova et al., 2024 odeslané do npj Biofilms
and Microbiomes a pro diplomovou praci Mgr. Martiny Noskové ,Hodnoceni
efektivity vybranych metodickych pfistupl za ucelem disagregace stafylokokové

biofilmové biomasy* z roku 2022.
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43. CILB

CHARAKTERIZACE (MIKRO)BIOLOGICKYCH
VLASTNOSTi NOVE SYNTETIZOVANEHO
CHLOROVANEHO DERIVATU 2-AMINOOXAZOLU

4.3.1. Uvod

Zdroje potencialnich antimikrobnich latek postupné vysychaiji, rozvoj AMR
v8ak nezpomaluje. Odbornici nékolika védnich oborld se vytrvale potykaji
s nezastavitelnym Sifenim ,superbakterii, MR mikroorganisma, které WHO
povazuje za globalni problém ohrozujici lidské zdravi. Vyzkum a vyvoj novych ATB
je v souCasnosti namifen zejména proti bakteriim skupiny ESKAPE. Z nich byla
nejvyssi priorita pridélena bakterii ACBA. Tento oportunni patogen uplatriuje celou
Skalu rezistencnich mechanismu v Cele s produkci odolnych biofilmd a v poslednich
letech za€ina projevovat svou odolnost téZ vuci rezervnim ATB. Mezi takova se fadi
i polymyxin E neboli CST. CST je ATB s uzkym spektrem ucinku a baktericidnim
efektem cilenym na lipopolysacharidy ve vnéj§i membrané Gram-negativnich
bakterii [136]. Tento "zazra¢ny" 1€k v§ak vykazuje pomérné vysokou toxicitu. V 80.
letech 20. stoleti proto zajem o né&j poklesl ve prospéch méné toxickych
Sirokospektrych ATB [137].V 90. letech 20. stoleti vSak vedI prudky rozvoj AMR ke
vzkfiSeni tohoto opomijeného a nepfilis dobfe popsaného léCiva v nadéji na
uplatnéni v boji proti MR Gram-negativnim bakteriim [138, 139]. A bohuzel,
v souCasnosti jsou jiz zaznamenavany pripady rozvoje AMR i vuci tomuto ATB
posledni instance. Uspé&snost terapie s pouzitim CST je tedy v poslednich letech
podepfena kombinacnimi rezimy a pozornost je upinana Kk vyvoji novych

,zazraénych® molekul [140-143].

Jak bylo zminéno v kapitole 3.2.1. teoretické Casti této disertani prace, v
ramci novych terapeutickych pfistupd mohou mit nemaly pfinos adjuvantni latky.
V kombinaci s vhodnou aktivni molekulou mohou zvysit celkovou aktivitu, omezit

pfipadnou toxicitu, minimalizovat negativni u€inky lé€by, a dokonce minimalizovat
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¢i zabranit vzniku AMR. Postupy kombinacni terapie jsou dnes bézné vyuzivané i v
klinické praxi, zejména viuci MR bakteriim. Adjuvans je v takovém pfipadé schopno
ochranit ¢i obnovit aktivitu antiinfekénich 1éCiv pomalu ztracejicich u€innost, coz je

vyhodné zvlasté u rezervnich ATB, jako je pravé CST, karbapenemy ¢&i TGC [144].

Cesta kandidatni latky ve vyzkumu novych ATB je mnohdy pFeru$ena jiz
v pocatecnich fazich, a to z divodu jeji nedostateéné stability nebo aktivity, vysoké
toxicity, nizké rozpustnosti v hydrofilnich rozpoustédlech €i pro jeji nespecifickou
reaktivitu. Vysadni postaveni mezi strukturami s antimikrobnim dCinkem maji
pétiCetné heterocykly, thiazoly, specificky 2-aminothiazoly. Ale i ty, pfes své Siroké
uplatnéni, mnohdy vykazuji nepfedvidatelné interakce [145-147]. Tyto nezadouci
reakce 2-aminothiazolu Ize ¢aste¢né optimalizovat vyménou heteroatomu siry za
kyslik za vzniku 2-aminooxazolu. Recentni studie vyzdvihuji, Ze podobnou reakci
se stabilizuji fyzikalné-chemické vlastnosti téchto latek, jejich antimikrobni aktivita
je v8ak zachovana, coz bylo s vyuzitim mykobakterialnich referencnich kmen

potvrzeno v praci Juhas et al. 2022, [148], ktera je pro tuto studii pilotni.

Pozornost této disertacni prace, ktera na zminénou pilotni studii navazuje, je
soustfedéna na chlorovany derivat 2-aminooxazolu (2-chlor-N-(oxazol-2-
ylisonikotinamid), znaceny AB15, ktery v uvodni studii patfil mezi latky s pFiznivymi
fyzikalné-chemickymi a biologickymi vlastnostmi a slibnou aktivitou vUci
mykobakteriim. Na zakladé této skutecnosti a povzbudivych vysledkl uvodniho
antibakterialnino screeningu bylo rozhodnuto podrobit antibakterialni a vybrané
biologické vlastnosti latky AB15 podrobnéjSimu studiu s cilem jejiho vyuziti ve formé
samostatné stojiciho antiinfektiva €i jako adjuvantni latky v ramci kombinované

terapie.

4.3.2. Pracovni hypotéza

Chlorovany derivat 2-aminooxazolu 2-chlor-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamid,
AB15, projevil pfihodné fyzikalné-chemické i nékteré biologické vlastnosti, jako je
nizka toxicita Ci slibna antimikrobni aktivita jiz ve vyzkumu popsaném v publikaci
Juhas et al. 2022 [148]. Zamérem této prace je proto potvrzeni, ze derivat AB15
muze byt uplatnén jako kandidatni AML na zakladé jeho biologickych a specificky
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antimikrobnich vlastnosti, jakymi jsou napfiklad aktivita vici bakterialnim klinickym

izolatlim, adjuvantni ucinek ke komerénim ATB ¢&i anti-biofilmova aktivita.

4.3.3.

Metodika (Cil B)

4.3.3.1. Priprava latky AB15

Postup syntézy derivatu 2-aminooxazolu, AB15, je popsan v publikaci Juhas

et al., 2022 [148]. Cistota latky byla ovéfena pomoci nuklearni magnetické

rezonance, infraCervené spektroskopie, hmotnostni spektroskopie s vysokym

rozliSenim a vysokoucinné kapalinové chromatografie. Slou€enina dosahuje Cistoty

> 95 %.

4.3.3.2.

Vyuzité mikrobialni kmeny a kultivacni meédia

Bakterialni kmeny

V ramci screeningu antimikrobni u€innosti AB15 bylo vyuzito 8 referen¢nich

bakterialnich kmenu pofizenych z CCM nebo z Némecké sbirky mikroorganisma a
bunéénych kultur (DSMZ). Jsou jimi:

Staphylococcus aureus (SA, CCM 4223, ATCC 29213)
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, CCM 4750,
ATCC 43300)

Staphylococcus epidermidis (SE, CCM 4418, ATCC 12228)
Enterococcus faecalis (EF, CCM 4224, ATCC 29212)

Escherichia coli (EC, CCM 3954, ATCC 25922)

Klebsiella pneumoniae (KP, CCM 4415, ATCC 10031)

Acinetobacter baumannii (ACBA, DSMZ 30007, ATCC 19606)
Pseudomonas aeruginosa (PA, CCM 3955 ATCC 27853).
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Pfed zahajenim experimentu byly kryoprezervované bakterialni suspenze
naoCkovany na TSA (Himedia, Indie) a inkubovany pfi 37 °C po dobu 16 h vtmavém

humidnim prostredi.
Mykobakterialni kmeny

Do screeningu antimykobakterialni aktivity latky AB15 byly zafazeny
referencni kmeny z DSMZ ¢&i z Belgické koordinované kolekce mikroorganismu
(BCCM/ITM, Belgie) kultivované na kultivacnim agaru a v bujénu Middlebrook 7H9
obohaceném glycerolem a OADC suplementem (kyslina olejova, albumin, dextroza,

katalaza, Himedia, Indie). Jmenovité:

e Rychle rostouci kmeny:
e Mpycolicibacterium smegmatis (DSMZ 43465, ATCC 607)
e Mpyecolicibacterium aurum (DSMZ 43999, ATCC 23366)
e Atypické kmeny:
e Mpycobacterium avium (DSMZ 44156, ATCC 25291)
e Mycobacterium kansasii (DSMZ 44162, ATCC 12478)
e Avirulentni kmen:
e Mpycobacterium tuberculosis H37Ra (ITM M006710, ATCC 9431).

Fungalni kmeny

Do screeningu antimikrobni aktivity bylo rovnéz zarazeno 8 fungalnich

referencnich kmenu pofizenych z CCM ¢&i ATCC, konkrétné:

e Candida albicans (CCM 8320, ATCC 24443)

e Candida krusei (CCM 8271, ATCC 6258)

e Candida parapsilosis (CCM 8260, ATCC 22019)

e Candida tropicalis (CCM 8264, ATCC 750)

e Aspergillus fumigatus (ATCC 204305)

e Aspergillus flavus (CCM 8363)

e Lichtheimia corymbifera (CCM 8077)

e Trichophyton interdigitale (CCM 8377, ATCC 9533).
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Za ucelem potvrzeni antibakterialniho potencialu latky AB15 byly do pokrocilé
studie dale zahrnuty Kklinické izolaty bakterii poskytnuté Ustavem klinické
mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové (UKM FNHK). VSechny tyto
kmeny byly taxonomicky Kklasifikovany na zakladé biochemickych testd a
pristrojového vybaveni MALDI-TOF (Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
s detektorem doby letu, Microflex LH/SH MALDI-TOF, Bruker Biotyper 3.0 SW,
Bruker Daltonic GmbH, Némecko). Antibiogramy Gram-negativnich bakterialnich
kmenu byly zhotoveny na zakladé vysledkld diskové difuzni metody Ci
mikrodiluéniho testu v souladu s doporu¢enimi EUCAST (Tabulka 4) [149, 150].
Kultivace bakterii byla provadéna v CAMHB (Merck, USA) pfi teploté 35 £ 2 °C. Na
zakladé vysledkd screeningu antimikrobni aktivity latky AB15 bylo do studie

zafazeno 12 klinickych izolatd Gram-negativnich bakterii.
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Tabulka 4. Antibiogram vybranych klinickych izolati Gram-negativnich bakterii.

Bakterialni kmen (ID ¢&.)

Profil citlivosti/rezistence

Proteus mirabilis (12/21)

R: nitrofurantoin, trimetoprim, trimetoprim-sulfonamid, cefuroxim (axetil) oralni, cefuroxim iv, mecilinam oralni, ampicilin, cefotaxim,
cefepim, ciprofloxacin, gentamicin, kolistin, tigecyklin; C/R: imipenem; C: amoxicilin-klavulanat, cefoxitin, ceftazidim, amikacin,
piperacilin-tazobaktam, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-avibaktam, temocilin

Klebsiella pneumoniae (14/21)

R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin, ceftazidim, cefepim, trimetoprim-sulfonamid, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam; C: cefoxitin,
gentamicin, amikacin, kolistin, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-avibaktam, temocilin

Klebsiella pneumoniae (15/21)

R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin-klavulanat, ceftazidim, cefepim, trimetoprim-sulfonamid, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam;
C: cefoxitin, gentamicin, amikacin, kolistin, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-avibaktam, temocilin

Enterobacter cloacae (16/21)

R: trimetoprim, trimetoprim-sulfonamid, mecilinam, amoxicilin-klavulanat, ampicilin, cefoxitin, cefotaxim, ceftazidim, cefepim,
ciprofloxacin, gentamicin, kolistin; C: amikacin, piperacilin-tazobaktam, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-
avibaktam, temocilin

Acinetobacter baumannii (59/16)

R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin-klavulanat, ertapenem; C: ciprofloxacin, imipenem, trimetoprim-sulfonamid, gentamicin,
meropenem, amikacin

Escherichia coli (27/21)

R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin-klavulanat, cefepim, trimetoprim-sulfonamid, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam;
C/R: ceftazidim; C: cefoxitin, gentamicin, amikacin, kolistin, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-avibaktam,
imipenem-relebactam

Acinetobacter baumannii (20/21)

R: trimetoprim, cefuroxim iv, amoxicilin-klavulanat, ampicilin, cefuroxim-axetil, fosfomycin, cefotaxim, mecilinam; C/R: ciprofloxacin;
C: amikacin, imipenem, meropenem, trimetoprim-sulfonamid, gentamicin

Pseudomonas aeruginosa (21/21)

R: piperacilin-tazobaktam, imipenem, ciprofloxacin, ceftazidim, meropenem, levofloxacin, cefepim; C: amikacin, ceftolozan-
tazobaktam, ceftazidim-avibaktam

Enterobacter cloacae (23/21)

R: trimetoprim, amoxicilin-klavulanat, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam, trimetoprim-sulfonamid, ampicilin, ceftazidim,
gentamicin, cefotaxim, cefepim; C: ceftolozan-tazobaktam, imipenem, ceftazidim-avibaktam, mecilinam, amikacin, meropenem,
imipenem-relebactam

Escherichia coli (24/21)

R: trimetoprim, trimetoprim-sulfonamid, cefuroxim-axetil oralni, cefuroxim iv, ampicilin, cefotaxim, ceftazidim, cefepim;
C: nitrofurantoin, mecilinam, fosfomycin, amoxicilin-klavulanat, cefoxitin, ciprofloxacin, gentamicin, amikacin, piperacilin-tazobaktam,
kolistin, imipenem, meropenem, ceftazidim-avibaktam, imipenem

Pseudomonas aeruginosa (26/21)

R: piperacilin-tazobaktam, ceftazidim, cefepim, imipenem, meropenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin, ceftazidim-
avibaktam; C: kolistin, aztreonam, fosfomycin

Acinetobacter baumannii (1/23)

R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin-klavulanat, ciprofloxacin, gentamicin, amikacin, imipenem, meropenem, fosfomycin;

C: trimetoprim-sulfonamid, kolistin

ID ¢. — laboratorni identifika¢ni ¢islo, R — rezistence, C/R — intermediarni citlivost, C — citlivost.
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4.3.3.3. Screening antimikrobni aktivity latky AB15

Screening antibakterialni aktivity

Ke studiu antibakterialni aktivity AB15 vuci referenénim kmenUtm bakterii byla
vyuzita mikrodiluéni bujénova metoda odpovidajici instrukcim EUCAST [149].
Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim studované latky v dimethylsulfoxidu
(DMSO, Merck, USA). Cilova koncentrace DMSO v kultivatnim médiu nepfesahla
1 % (v/v) celkového slozeni roztoku a neovlivnila tak rust bakterii. Do eseji byly
zapojeny jak pozitivni (vyhradné bakterie v médiu), tak negativni (kultivaéni médium
a DMSO) kontroly a vnitini kontrola kvality, ATB ciprofloxacin (CIP, Merck, USA).
Antibakterialni aktivita vyjadfena jako MIC v yg/ml a uM byla hodnocena po 24,
respektive 48 h statické inkubace v tmavém humidnim prostiedi pfi teploté 35 + 2
°C. MIC byla vyhodnocena vizualné a prostfednictvim spektrofotometrického
méfeni (530 nm, Synergy HTX Multi-Mode Microplate reader, BioTek, USA).
Experimenty byly provadény v duplikatu.

Screening antimykobakterialni aktivity

Vyhodnoceni antimykobakterialni aktivity AB15 probihalo rovnéz s vyuZzitim
mikrodiluéni bujonové metody v 96-jamkové mikrotitracni destiCce dle instrukci
EUCAST [151]. Mykobakterie byly kultivovany v bujénu Middlebrook 7H9 (Merck,
USA) suplementovaném 0,4 % (v/v) glycerolu (Merck, USA) a 10 % (v/v)
Middlebrook OADC rastového suplementu (Himedia, India). Suspenze pocatecniho
inokula odpovidala hodnoté OD = 1,0 McFarland. Tato suspenze byla nasledné
fedéna bujénem v poméru 1:20 (pro rychlerostouci kmeny) nebo 1:10 (pro zbytek

mykobakterii).

Studovana latka byla rozpusténa v DMSO, nasledné byl pfidan Middlebrook
7H9 bujén (vysledna koncentrace média odpovidala 2000 ug/ml). Do eseji byla
zapojena vnitini kontrola kvality CIP. Vysledna koncentrace DMSO v bujénu
nepfesahla 2,5 % (v/v) a neovlivnila tak rast mykobakterii. Pozitivni kontrola (bujén,
DMSO a mykobakterie) a negativni kontrola (bujén a DMSO) byly zahrnuty v ramci
eseje. Desticky byly zabezpeCeny lepici folii a staticky inkubovany v tmavém
humidnim prostfedi pfi 35 + 2 °C. Po 48 h v pfipadé Mycolicibacterium smegmatis,

72 h u Mycolicibacterium aurum, 96 h u Mycobacterium avium a kansasii a 120 h
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v pfipadé Mycobacterium tuberculosis H37Ra byl do jamek pfidan 0,01% (v/v)
roztok metabolického indikatoru AlamarBlue. Poté byly destiCky dale kultivovany
dalsi 2,5 h v pfipadé Mycolicibacterium smegmatis, 4 h v pfipadé Mycolicibacterium
aurum, 5-6 h v pfipadé Mycobacterium avium a kansasii a 18 h v pfipadé
Mycobacterium tuberculosis. Antimykobakterialni aktivita byla nasledné hodnocena
vizualné a fluorimetricky s vyuzitim metabolického indikatoru AlamarBlue (Thermo
Fisher Scientific, USA, Aex = 528 nm a Aem = 585 nm).

Screening antifungalni aktivity

Také screening antifungalni aktivity derivatu AB15 probihal v mikrodilu€¢nim
usporadani dle instrukci EUCAST [152, 153]. Studovana latka byla rozpusténa
v DMSO (Merck, USA) a fedéna dvojkovou fedici fadou v bujonu Rosewell Park
Memorial Institute (RPMI-1640) s L-glutaminem suplementovaném 2 % glukozy
(w/v) a upraveném na pH = 7,0 pomoci MOPS (3-(N-morfolino)-propansulfonova
kyselina, Merck, USA). Vysledna koncentrace DMSO nepfesahla 1 % celkového
slozeni roztoku. Desticky byly kultivovany po dobu 24 a 48 h (72 a 120 h v pfipadé
dermatofyta Trichophyton interdigitale) pfi teploté 35 £ 2 °C. Do eseje byla zahrnuta
pozitivni kontrola (pouze kvasinka/plisen v médiu), negativni kontrola (pouze
médium a DMSO) i vnitfni kontrola kvality (amfotericin B, vorikonazol). Vysledky
screeningu byly hodnoceny vizualné a prostfednictvim spektrofotometrického
méfeni (530 nm, Synergy HTX Multi-Mode Microplate reader, BioTek, USA) a
nasledné vyjadfeny jako MIC (uM). Experimenty byly provadény v duplikatu.

4.3.3.4. Hodnoceni aktivity latky AB15 vuci bakterialnim klinickym izolatim

Ke studiu antibakterialni aktivity latky AB15 vuci klinickym izolatim bakterii
poskytnutych UKM FNHK s popsanymi antibiogramy (Tabulka 4) byla vyuZita
mikrodiluéni bujénova metoda odpovidajici instrukcim EUCAST [149]. Zasobni
roztok kandidatni latky AB15 byl pfipraven rozpusténim latky v DMSO (Merck,
USA). Vysledna koncentrace DMSO nepfesahla 1 % (v/v) celkového sloZeni roztoku
v jamce a neovlivnila tak rast bakterii. V ramci eseje byly zafazeny jak pozitivni
(bakterie v médiu), tak negativni kontroly (DMSO, médium) a téZ vnitfni kontrola
kvality — ATB CIP (Merck, USA). Antibakterialni aktivita vyjadiena jako MIC (uM)
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byla hodnocena po 24 hodinach statické inkubace v tmavém humidnim prostfedi pfi
teploté¢ 35 = 2 °C. K vyhodnoceni MIC byla pouzita vizualni kontrola,
spektrofotometrické méreni (530 nm, Synergy HTX Multi-Mode Microplate reader,
BioTek, USA) a fluorimetrické méfeni pomoci metabolického indikatoru AlamarBlue
(Thermo Fisher Scientific, USA, Aex = 528 nm a Aem = 585 nm).

4.3.3.5. RozliSeni baktericidniho a bakteriostatického efektu latky AB15

K podrobnéjSimu popisu aktivity AB15 byl vyuzit klinicky izolat bakterie ACBA
znacCeny 20/21. Ke stanoveni MIC vi¢i tomuto kmeni byla nejprve vyuZita
mikrodiluéni metoda s uspofadanim v 96-jamkové desti€ce. OD pocatecniho
inokula odpovidala hodnoté 0,5 McFarland. Postup hodnoceni MIC odpovidal
metodice popsané v kapitole 4.3.3.3. K vypoctu jednotek tvoficich kolonie (CFU)
byla nasledné v experimentu vyuzita metoda vysevu. Po 24hodinové inkubaci pfi
teploté 35 £ 2 °C byla odec¢tena MIC a z jamek, v nichz byla pozorovana inhibice
ristu, bylo odebrano 100 ul objemu. Tyto vzorky byly nasledné fedény pomoci
desitkové fedici fady a znovu kultivovany na Mueller-Hinton agaru (MHA, Merck,
USA) po dobu 24 h v humidnim prostfedi pfi teploté 35 £ 2 °C. Obdobné byla téz
zpracovana suspenze s pocatecnim inokulem odpovidajicim hodnoté OD = 0,5
McFarland. Po inkubaci byla vypoc¢tena hodnota CFU/ml a vyhodnocena MBC AB15
99,9 %). Latka s antibakterialni aktivitou se obvykle povaZuje za baktericidni, kdyz
plati: MBC < 4 x MIC.

4.3.3.6. UrCeni makromolekularniho cile AB15 s vyuzitim makromolekularni

biosyntetickeé eseje

V experimentu odhalujicim pravdépodobny bunécny cil ucinku latky AB15 byl
vyuzit referenéni bakterialni kmen MRSA (ATCC 43300) kultivovany na TSA (Merck,
USA). Pracovni suspenze MRSA byla pfipravena v TSB (Himedia, Indie) a
kultivovana pfes noc pfi 35 £ 2 °C. Pro pfipravu kultury MRSA v logaritmické fazi
rastu (= 2 x 10’ CFU/ml) bylo vyuzito kompletné chemicky definovaného média pro
sledovani cesty syntézy proteind s leucinem (Leu) pfipraveného dle studie

Nowakowska et al., 2013 [154]. Suspenze TSB byla témito médii nafedéna
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v poméru 1 : 100 a kultivovana dalSich 5 h pfi 35 £ 2 °C. 900 pl této suspenze bylo
dale pfeneseno do predehratych sklenénych zkumavek, do kterych byly téz pridany
v8echny pouzité AML v koncentraci odpovidajici Ctyfnasobku MIC (vSe Merck,
USA). Jmenovité:

e VAN =8 ug/ml

e RIF =0,064 pg/ml

e CIP =1 pg/ml

e Chloramfenikol (CHL) = 64 pg/ml
e Chlorhexidin (CHX) =4 pg/ml

e AB15 =56 pg/mL

V experimentu byly zahrnuty téz kontroly neexponované AML, do nichz byl
pfidan odpovidajici objem DMSO (Merck, USA). Do pfislusnych zkumavek byly
ihned pridany prekurzory znacené [3H] (vSe Hartmann Analytics, Némecko) a

nasledovala dalsi inkubace 2 h pfi 35 + 2 °C. Konkrétni pouzité prekurzory:

e N-acetylglukosamin = 0,100 pCi/ml
e uridin =1 pCi/ml

e thymidin = 1 puCi/ml

e Leu=3uCi/ml

Alikvoty o objemu 0,5 ml byly nasledné pfeneseny do 2ml centrifugacnich
zkumavek s 1 ml ledové 10% kyseliny trichloroctové (TCA, Merck, USA). Zkumavky
byly dikladné promichany a pfes noc uchovany na ledé pro usnadnéni precipitace.
Druhy den byly srazeniny promyty 0,5 ml 5% (v/v) TCA a 1,5M NaCl. Promyvaci
krok byl nasledné zopakovan s pouzitim 5% (v/v) TCA za ucCelem odstranéni
nenavazanych prekurzoru. Poté byly vzorky rozpustény v 0,5 ml roztoku 0,1%
dodecylsiranu sodného a 0,1M NaOH vortexovanim pfi laboratorni teploté.
Rozpustény obsah zkumavek byl nasledné prfenesen do scintilaéni lahvicky a
dikladné promichan s 2 ml scintilaéniho koktejlu (Merck, USA). Radioaktivita
inkorporovanych prekurzort byla méfrena v poctu impulst za minutu (cpm) pomoci
kapalinového scintilacniho analyzatoru (TRI-CARB 2900TR, Perkin Elmer, USA) a
vysledky byly vyjadfeny procenty viO&i neexponované kontrole. Data byla
analyzovana pomoci testu ANOVA v softwaru GraphPrism 9.0 (GraphPad Software,
Inc., USA).
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4.3.3.7. Hodnoceni schopnosti AB15 depolarizovat membranu bakterii

Pfi  fluorimetrickém méfeni membranového potencialu bylo vyuzito
potenciometrické fluorescencni sondy DiSC3(5) za uCelem detekce potencialniho
depolarizaéniho efektu latky AB15 na cytoplazmatickou membranu referencni
bakterie MRSA (ATCC 43300). Pro pfipravu kultury MRSA v logaritmické fazi bylo
vyuzito médium CAMHB (Merck, USA). Po desetiminutové centrifugaci pfi 24 °C
(10000 x g) a promyvacich krocich byl referencni kmen resuspendovan v 5uM pufru
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonové kyseliné (HEPES) s 5 uM glukdzy
(pH 7,2) anafedén na OD = 0,5 McFarland. Nasledné byla pfidana potenciometricka
fluorescenéni sonda DiSC3(5) (vysledna koncentrace 0,5 uM) a probé&hla inkubace
po dobu 15 min, po niz byla suspenze pfenesena do polystyrenové 96-jamkoveé
desti¢ky v objemu 200 ul na jamku. V uvodu méfeni bylo po dobu 10 min sledovano
zhaseni fluorescence (Aex = 620, Aem = 680, Synergy HTX Multi-Mode Microplate
reader, BioTek, USA), dokud nebylo dosazeno stabilni zakladni linie. Méfeni bylo
provedeno v hexaplikatech. Jako pozitivni kontrola byl zvolen CHX o koncentraci 4
x MIC (Merck, USA). Negativni kontrola byla tvofena suspenzi bakterii v HEPES.
Fluorescence byla pribézné hodnocena kazdou 1 min po dobu nasledujicich 45

min.

4.3.3.8. Hodnoceni in vitro cytotoxicity derivatu AB15 s vyuzitim bunécéné
linie HK-2

Hodnoceni in vitro cytotoxicity latky AB15 probihalo pomoci kolorimetrického
stanoveni na Katedre biofyziky a fyzikalni chemie FAF UK. V ramci experimentu
bylo vyuzito linie lidskych epitelialnich bunék ledvin (HK-2, ATCC, USA)
kultivovanych v Dulbecco's Modified Eagle's — high glucose médiu (Merck, USA)
suplementovaném 10 % (v/v) FBS (Merck, USA) a 1 % (v/v) roztoku L-glutaminu
(Merck, USA) pfi 37 °C v humidnim prostfedi v atmosféfe s 5% obsahem CO..

24 h pfed zahajenim experimentu byly burfiky nasazeny do 96-jamkové
mikrotitracni desticky v hustoté 10* bunék na jamku. Dal$i den byly buriky
exponovany testovanou latkou AB15 v koncentraci 1-1000 uM. Do experimentu byly
zafazeny kontroly tvofené 100 % zivotaschopnych bunék, 0 % Zivotaschopnych
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bunék (vystaveny plsobeni 10% DMSO, Merck USA), médiem bez obsahu bunék
a rozpoustédlem. Vramci eseje byly pfipraveny dvé analogické destiCky
s testovanou latkou AB15. Jedna desticka byla inkubovana po dobu 24 h a druha
72 h pfi 37 °C v humidnim prostfedi v atmosféfe s 5% obsahem CO2. Po 24 h /72
h bylo do desticek pfidano Cinidlo z komeréné dostupného kitu CellTiter 96 AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96; PROMEGA, USA) a inkubace
pokraCovala dalSi 2 h. Poté byla méfena absorbance vzorku pfi vinové délce 490
nm (TECAN, Infinita M200, Rakousko). Standardni toxikologicky parametr ICso byl
nasledné vypocten s uzitim programu GraphPad Prism verze 9.0 (GraphPad
Software, Inc., USA).

4.3.3.9. Screening in vivo toxicity latky AB15 s vyuzitim bezobratlého

zvifeciho modelu

Larvy bezobratlého zvifeciho modelu, zavijeCe voskového, Galleria
mellonella, byly chovany pfimo v mikrobiologické laboratofi Katedry biologickych a
lékafskych véd FAF UK. Modelova zvifata byla krmena umélou stravou podle
Haydak et al., 1936 [155] a chovana ve tmé pfi teploté 29 °C. K podani latky AB15
byly vybrany pouze plné vitalni krémové zbarvené larvy s hmotnosti v rozmezi 280
az 320 mq. Latka AB15 byla rozpusténa v DMSO zfedéném fosfatovym pufrovacim
roztokem (PBS) o pH 7,4 (oboje Merck, USA) na pozadovanou pracovni koncentraci
(vysledna koncentrace DMSO odpovidala 30 % v/v). Davky podavané zvifatam dle
prislusnosti ke skupiné odpovidaly 500; 250; 50 a 5 mg/kg télesné vahy larvy. Davky
AB15 byly podavany do hemocoelu vpichem Hamiltonovou stfikackou do posledni
levé panozky zvifete v celkovém objemu 10 pl na jednu larvu. Pro peroralni zpusob
podani byly larvy imobilizovany chladem a testované roztoky jim byly podany do ust
téZ Hamiltonovou stfikackou. V kazdém experimentu byly zahrnuty dvé kontrolni
skupiny, tedy kontrolni skupina bez expozice AB15 a kontrolni skupina s 30 %
DMSO (v/v) v PBS. Larvy z exponovanych i kontrolnich skupin byly poté inkubovany
v Petriho miskach pfi 37 °C. Zivotaschopnost a zdravotni stav larev byly sledovany
a zaznamenavany po dobu 24 h, 48 h, 72 h, 96 h a 120 h po podani latky AB15.
Smrt byla definovana jako uplna ztrata pohyblivosti, a to i po fyzické stimulaci

plastovou pipetou. Mortalita byla vypoctena pro kazdou davku v zavislosti na Case.

77



S vyuZzitim programu GraphPad (GraphPad Prism verze 9.0 (GraphPad Software,
Inc., USA) byly téz sestaveny Kaplan-Meierovy kfivky pfeziti.

4.3.3.10. Studium vlivu kombinace vybranych ATB a latky AB15 na

antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie

K hodnoceni typu interakce mezi dvéma slouCeninami s antibakterialni
aktivitou, tedy latkou AB15 a komerc¢né dostupnymi ATB, byla vyuzita tzv.
Checkerboard studie. Experimenty byly provadény v destiCckach Honeycomb
s usporfadanim 10 x 10 jamek (Oy Growth Curves, Finsko). Do kombinace s AB15

byla zvolena tato klinicky relevantni ATB:

e CIP (Merck, USA)

e Gentamicin (GEN, PanReac, AppliChem, USA)
e TGC (Acros Organics, Belgie)

e Trimetoprim/sulfamethoxazol (SXT, Merck, USA)
e CST (Cayman Chemical, USA)

e CHL (MP Biomedicals, USA)

Pro hodnoceni antibakterialni aktivity sloucenin v kombinaci byl zvolen
referencni kmen EC (ATCC 25922). Latka AB15 a ATB byly rozpustény v DMSO
(Merck, USA) a nasledné fedény v CAMHB (Merck, USA) dvojkovou fedici fadou

na pozadované koncentrace, tedy:

e AB15: 112-1,750 pg/ml e SXT: 32-0,063 pg/ml
e CIP: 2,048-0,0004 ug/ml e CST: 32-0,063 pg/ml
e GEN: 16-0,031 ug/ml e CHL: 32-0,063 pg/ml

e TGC: 32-0,063 pg/ml

Vysledna koncentrace DMSO v kultivanhim médiu nepfesahla 1 % (v/v) a
neovlivnila tak rist referenéniho bakterialniho kmene. Dal$im krokem byl pfesun
fedénych latek do Honeycomb destiCky vzdy v objemovém poméru 100 ul : 100 ul,
(AB15 : ATBciricenmaersxticsticHL). Roztoky AB15 o klesajici koncentraci byly do
destiCek prenaseny ve vertikalnim sméru, vybrana ATB potom horizontalné

(Obrazek 12). Kazda jamka s finalnim objemem 200 pl byla nasledné inokulovana
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10 ul suspenze referencniho bakterialniho kmene EC (ATCC 25922) o finalni
koncentraci poc¢atec¢niho inokula ~ 5 x 10° CFU/mI. Kazda desti¢ka téZ obsahovala
pozitivni (pouze EC v médiu) a negativnhi (pouze CAMHB a DMSO) kontrolu
(Obrazek 12). Inkubace Honeycomb destiCek probihala v pfistroji Bioscreen C (Oy
Growth Curves, Finsko) po dobu 20 h pfi 36,8 °C za kontinualniho méfeni OD pfi
580 nm kazdych 15 min. Poté byla vypoc&tena procentualni inhibice ristu bakterii ve
srovnani s pozitivni kontrolou. Od vSech naméfenych hodnot byla ode¢tena OD
pozadi. Pro hodnoceni MIC byla téz vyuzita vizualni kontrola a metabolicky indikator
AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific, USA). K interpretaci vysledkd studie byl
vyuzit FICI, vypocitany dle vzorce: FICI = FICag15 + FICats, kde byly hodnoty FICas15
a FICars vyjadfeny jako:
MICas15 (nebo MICars) v kombinaci

FICag15 (nebo FICars) =
MICas15 (nebo MICarts) samostatné latky

Vysledky FICI pak byly definovany nasledovné:

e FICI 0,5 - synergicky efekt
e 0,5 <FICI £1 - aditivni efekt
e 1 <FICI £4 - indiferentni efekt
e FICI > 4 - antagonisticky efekt
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Obrazek 12. Usporadani Honeycomb desti¢ky pro Checkerboard studii.

I MIC samostatného AB15
I MIC samostatného ATB
B Pozitivni kontrola

I Negativni kontrola
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4.3.3.11. Screening aktivity AB15 v0O¢i biofimim tvofenym bakterii

Acinetobacter baumannii

K hodnoceni anti-biofilmové aktivity AB15, CST (Cayman Chemical, USA) a
kombinace obou téchto sloucenin vici klinickému izolatu ACBA (20/21) byla vyuzita
mikrodiluéni biofilmova metoda. V médiu CAMHB (Merck, USA) suplementovaném
1 % glukdzy (w/v) byla pfipravena suspenze ACBA (20/21) o koncentraci 108
CFU/ml. 200 pl této suspenze bylo nasledné pipetovano do jamek polystyrenové
mikrotitracni destiCky s plochym dnem. Po 24 h statické inkubace ve tmé a
humidnim prostfedi pfi teploté 35 + 2 °C byl supernatant z jamek odpipetovan.
Vytvorené biofilmy byly 3 x promyty sterilnim fyziologickym roztokem a ponechany

na vzduchu k vysuseni pfi laboratorni teploté.

Zasobni roztoky kandidatni latky AB15 a CST byly pfipraveny v DMSO
(Merck, USA) a nasledné fredény CAMHB s vyslednou koncentraci 1 % DMSO (v/v).
Tyto roztoky, tedy latka AB15 v koncentracnim rozmezi od 3,900 uM do 2000 uM a
CST v koncentraénim rozmezi od 0,054 uyM do 27,694 uM, byly poté pridany
v objemu 200 pl na jamku k biofilmim pfedem vytvofenym v jamkach desticky

(hodnoceni anti-biofilmové aktivity samostatné pusobicich latek).

Pro stanoveni anti-biofiimové aktivity kombinace CST + AB15 byly
k pfipravenym biofilmim pipetovany latky v koncentracich 7,815 uM (AB15) + 0,108
MM (CST) v rozmezi odpovidajicimu 1-128 x nasobku MIC této kombinace vUCi
planktonnimu klinickému izolatu bakterie ACBA (20/21) v objemu 100 + 100 ul na
jamku (pomér latek vyhodnocen v Checkerboard studii jako aditivni). VSechny
vzorky byly pfipraveny v oktaplikatech. Do eseje byla téZ zafazena pozitivni kontrola
odpovidajici jamkam s biofilmy pouze s 200 ul CAMHB, tedy bez expozice AML.
Negativni kontrola obsahovala pouze CAMHB a DMSO. Takto pfipravené desti¢ky
byly poté inkubovany po dobu 24 h v tmavém humidnim prostfedi pfi
teploté 35 + 2 °C.

Po uplynuti inkubacni doby bylo 190 ul supernatantu z destiCek pfemisténo
do desticek Cistych. Do kazdé z jamek byl poté pipetovan indikator metabolické
aktivity AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific, USA). Po 30 minutach inkubace pfi
teploté 35 + 2 °C s pomalym tfepanim byly desti¢ky hodnoceny vizualné a nasledné

prostfednictvim fluorescenéniho méfeni pfi Aex = 528 nm a Aem = 585 nm v
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destiCkovém readeru (Synergy HTX Multi-mode reader, BioTek, USA). S vyuzitim
takto ziskanych dat byla stanovena MBIC, tedy minimalni koncentrace testované
latky Ci kombinace latek, pfi niz nebyly pozorovany znamky metabolické aktivity

planktonnich bakterii uvolnénych z biofilmu.

V ramci stanoveni MBEC byly exponované biofiimy ACBA (20/21) 4 x
promyty sterilnim fyziologickym roztokem. Dale bylo do kazdé jamky k biofilmu
pipetovano 200 pl média CAMHB a destiCky byly vystaveny dvéma cyklim
pétiminutové sonikace stfidané intenzivnim tfepanim. Po téchto krocich byl i k
vytvofenym biofilmdm pfidan indikator metabolické aktivity AlamarBlue a
nasledovala 1 h inkubace pfi 35 + 2 °C. Poté byla opét hodnocena metabolicka
aktivita bakterii tvoficich biofilm, a to jak vizualnim odectem, tak méfenim
fluorescence pfi Aex = 528 nm a Aem = 585 nm v multidetek&nim readeru (Synergy
HTX Multi-mode reader, BioTek, USA). MBEC byla definovana jako minimalni
koncentrace testované latky €i kombinace latek, ktera zpusobila metabolickou

inaktivaci bunék pfitomnych v biofilmu.

4.3.3.12. Hodnoceni cytotoxicity ex vivo vici lidskym erytrocytiim

Vzorky krve ziskané od dobrovolnych darcu byly zcentrifugovany (1000 x g,
10 min), supernatanty byly poté dekantovany a bunécné pelety 3 x promyty
Hartmannovym roztokem. Promyté pelety byly nasledné ziedény 1:7 (v/v)
Hartmannovym roztokem a 500 pl této suspenze bylo inkubovano s CST (Cayman
Chemical, USA) a CST + AB15 ve vyslednych koncentracich odpovidajicich
nejvyssi naméfené MBIC (MBIC samostatného CST a MBIC kombinace
CST + AB15) po dobu 1 h pfi 35 £ 2 °C. Po hodiné inkubace probéhla centrifugace
suspenzi bunék, supernatant byl opatrné odpipetovan a poté byla méfena
absorbance uvolnéného hemoglobinu pfi 405 nm pomoci spektrofotometru
(Synergy HTX Multi-mode reader, BioTek, USA). Negativni kontrolu tvofil samotny
Hartmannuv roztok a pozitivni kontrolu zastupoval supernatant ziskany po lyzi
erytrocytl ultrasonickou jehlou Ultrasonic Processor UP100H (Hielscher Ultrasonic,

Germany) po dobu 1 min.
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4.3.3.13. Statisticka analyza

Statisticka analyza dat ziskanych v této studii byla vypracovana s vyuzitim
programu GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., USA). Data
z makromolekularni biosyntetické eseje, méfeni membranového potencialu a
hodnoceni anti-biofilmové aktivity byla analyzovana testem ANOVA. Za statisticky
vyznamnou byla pfijata hodnota p < 0,05. Vysledky jsou uvedeny jako prumeéry

nameérenych dat + standardni chyba priiméru (SEM).

Screening in vivo toxicity zahrnoval 78 jedinci modelovych zvifat. Ke
zpusobu podani do hemocoelu bylo vyuzito 48 zvifat (n=8). Pro peroralni podani
bylo vybrano 30 jedincl (n=5). Data byla analyzovana pomoci log-rank Mantel-Cox
testu a Mantel-Haenszel parového srovnavaciho testu. Za statisticky vyznamnou

byla pfijata hodnota p < 0,05.
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4.3.4. Vysledky a diskuze

4.3.4.1. Relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti chlorovaného derivatu
AB15

V nedavno publikované studii vypracované kolektivem autord, Juhas et al.,
2022 [148], byly zkoumany fyzikalné-chemické a nékteré biologické vlastnosti Fady
substituovanych N-oxazolyl a N-thiazolylkarboxamidu. Vysledky prace vedly
k zavéru, Ze slouceniny obsahujici oxazolovy heterocykl maji vtomto sméru
pfiznivéjSi potencial odpovidajici vlastnostem kandidatni AML, tedy dostateCnou
rozpustnost, stabilitu, nizkou cytotoxicitu a slibnou antibakterialni aktivitu
hodnocenou pfedbéznym screeningem. Pro tyto dlvody byl ze skupiny
hodnocenych  derivatd  vybran  zastupce  AB15,  2-chlor-N-(oxazol-2-

ylisonikotinamid, (Obrazek 13) pro dalSi studium.

Obrazek 13. Chemicka struktura derivatu 2-chlor-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamidu (AB15).

Vramci  hodnoceni v8ech  zvolenych  fyzikalné-chemickych a
farmakokinetickych parametri bylo prokazano, ze derivat AB15 spliiuje kritéria
kandidatni AML [148]. Literarni reSersi byla navic provéfena antimikrobni aktivita
strukturn& podobnych slougenin [156-160]. Zadna ze strukturné analogickych latek
vSak prozatim nebyla podrobné studovana z hlediska specificky anti-biofilmové

aktivity.
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4.3.4.2. Screening antimikrobni aktivity AB15 s vyuzitim sbirkovych

referenénich kmenu

Na zakladé screeningu antimikrobni aktivity kandidatni latky AB15
publikovaného téz v praci Juhas et al., 2022 [148] byl s vyuzitim 4 Gram-pozitivnich
a 4 Gram-negativnich referen¢nich kmenu prokazan slibny antibakterialni potencial
AB15 vuci MRSA (ATCC 43300; MIC = 62,500 uM), SE (ATCC1228; MIC = 62,500
puM), EC (ATCC 25922; MIC = 62,500 uM) a ACBA (ATCC 19606; MIC = 62,500 pM)
(Tabulka 5).

AB15 téz vykazuje antimykobakterialni aktivitu v koncentraénim rozmezi MIC
= 13,951-27,902 uM vici celé fadé mykobakterii (Mycolicibacterium smegmatis
(ATCC 607), Mycolicibacterium aurum (ATCC 23366), Mycobacterium avium (ATCC
25291), Mycobacterium kansasii (ATCC 12478), Mycobacterium tuberculosis
H37Ra (ATCC 9431), Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) (Tabulka
6). Hodnoceni antimykobakterialni aktivity bylo provedeno ve spolupraci s PharmDr.

Ondfejem Jandourkem, Ph.D.

NejvysSi antifungalni aktivitu vykazuje v ramci testovaného koncentracniho
rozmezi kandidatni latka AB15 vici referenéni kvasince Candida albicans (ATCC
2443), odpovidajici MIC = 31,250 yM a vlaknité houbé Lichtheimia corymbifera
(CCM 8077), odpovidajici MIC = 62,500 uM (Tabulka 7).

Slibné vysledky screeningu antimikrobniho potencialu derivatu AB15 byly
premisou SirSiho spektra uc€inku AB15 a vedly k jeho zapojeni do navazujiciho

vyzkumu dalSich antimikrobnich vlastnosti.
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Tabulka 5. Prehled antibakterialni aktivity latky AB15 vici vybranym sbirkovym kmenim Gram-pozitivnich a Gram-negativnich

bakterii. V eseji bylo uzito mikrodilu¢ni bujénové metody dle doporu¢eni EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualni inspekci a

spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm po 24 h a 48 h inkubace pfi teploté 35 + 2 °C. Data publikovana v praci Juhas et al.,

2022 [148].

Bakterialni kmen (sbirkové Cislo dle ATCC) MIC AB15 (uM)  MIC CIP (M)
24h/48 h 24 h
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 250/ 250 0,768
Staphylococcus aureus, MRSA (ATCC 43300) 62,500/ 62,500 0,384
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 62,500 / 250 0,768
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 500/ 500 3,072
Escherichia coli (ATCC 25922) 62,500 / 250 0,024
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 125/ 250 0,192
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) 62,500/ 125 1,536
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) > 500 /> 500 1,536

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin, MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus.
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Tabulka 6. Pfehled antibakterialni aktivity latky AB15 vuci vybranym kmendm mykobakterii. V eseji bylo uzito mikrodiluéni bujénové
metody dle doporu¢eni EUCAST [151]. MIC byla hodnocena vizualni inspekci a fluorimetricky s vyuzitim metabolického indikatoru
AlamarBlue (Aex = 528 nm a Aem = 585 nm) po 48 h az 120 h (dle pouzitého kmene) pfi teploté 35 + 2 °C. Data publikovana v praci
Juhas et al., 2022 [148].

Bakterialni kmen (sbirkové Cislo dle ATCC) MIC AB15 (uM) MIC CIP (uM)
48h-120 h 48h-120h
Mycolicibacterium smegmatis (ATCC 607) 27,902 0,384
Mycolicibacterium aurum (ATCC 23366) 13,951 0,048
Mycobacterium avium (ATCC 25291) 13,951 0,768-1,536
Mycobacterium kansasii (ATCC 12478) 13,951 0,768
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 9431) 13,951 0,768
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) 27,902 0,768

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin.
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Tabulka 7. Pfehled antifungalini aktivity latky AB15 vici vybranym mykotickym sbirkovym kmenim. V eseji bylo uzito mikrodilu¢ni

bujonové metody dle doporuc¢eni EUCAST [152, 153]. MIC byla hodnocena vizualni inspekci a spektrofotometricky pfi vinové délce
530 nm po 24 h a 48 h inkubaci (72 h a 120 h v pfipadé Trichophyton interdigitale) pfi teploté 35 + 2 °C. Data publikovana v praci

Juhas et al., 2022 [148].

Mykoticky kmen
(sbirkové Cislo dle ATCC)

MIC AB15 (uM)

24h/48h (72 h /120 h)

MIC

AMFOTERICIN B (uM)
24 h /48 h (72h /120 h)

MIC

VORIKONAZOL (uM)
24 h /48 h (72 h /120 h)

Candida albicans (ATCC 2443) 31,250/ 62,500 1,082 > 45,806
Candida krusei (ATCC 6258) 250/ 500 1,082 > 45,806
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 250/ 250 0,541 > 45,806
Candida tropicalis (ATCC 750) 500/ 500 1,082 > 45,806
Aspergillus fumigatus (ATCC 204305) 125/125 4,329 2,863
Aspergillus flavus (CCM 8363) 500/ 500 4,329 > 45,806
Lichtheimia corymbifera (CCM 8077) 62,500/ 125 1,082 > 45,806
Trichophyton interdigitale (ATCC 953) 125/125 1,082 > 45,806

ATCC — Americké sbirka kultur, MIC — miniméalni inhibiéni koncentrace, CCM — Ceska sbirka mikroorganismd.
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4.3.4.3. Aktivita latky AB15 vUci bakterialnim klinickym izolatim

Na zakladé vySe uvedenych vysledkl screeningu antibakterialni aktivity latky
AB15 byly do navazujici studie zafazeny 4 kmeny Gram-pozitivnich a 12 kmenu
Gram-negativnich klinicky vyznamnych bakterii izolovanych z klinického materialu
na UKM FNHK.

Aktivita AB15 vucCi 4 vybranym Gram-pozitivnim kokum, v€etné téch
s vankomycin-rezistentnim profilem, kolisala od 62,500 do 250 uM a je shrnuta

v Tabulce 8.

Do studie antibakterialniho ucinku vic¢i Gram-negativnim bakteriim byly
preferencné voleny MR kmeny fazené do skupiny patogent ESKAPE. Antibiogramy
zafazenych kmen( jsou rozepsany v Tabulce 4. MIC AB15 viéi témto kmenim se
byla prokazana vaci kmenu ACBA (20/21) izolovanému ze vzorku modci. Vysledky
aktivity AB15 vuci ACBA i dalSim Gram-negativnim klinickym izolatim jsou shrnuty

v Tabulce 9.

Bakterie ACBA je fazena na prvni misto seznamu prioritnich MR patogend,
proto byl postup dalSi prace motivovan pravé vySe zminénym vysledkem. Na
zakladé ziskanych dat bylo rozhodnuto pokracovat v komplexné&j$im popisu dalSich
antibakterialnich vlastnosti derivatu AB15, ve snaze ovéfit jeho charakter jakozto
potencialni adjuvantni latky a zhodnotit jeho mozné uplatnéni v kombinacni terapii.
Rozhodnuti potvrdila téz reSerSe v literatufe. Napfiklad autofi Trush et al., 2020

odhalili aktivitu oxazol( va¢i MR ACBA ve své nedavno publikované praci [161].
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Tabulka 8. Antibakterialni aktivita latky AB15 vici klinickym izolatdm Gram-pozitivnich bakterii. Do eseje byla rovnéz zahrnuta vnitini
kontrola kvality ve formé referencni bakterie Staphylococcus aureus (ATCC 29213) a standard ciprofloxacin. Antibakterialni aktivita
byla hodnocena mikrodiluéni bujénovou metodou v souladu s instrukcemi EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualné,
spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm a fluorimetricky s vyuzitim metabolického indikatoru AlamarBlue (Aex= 528 nm a Aem =

585 nm) po 24 h inkubace pfi teploté 35 + 2 °C.

Bakterialni kmen (ATCC/ID &.) Klinicky pavod MIC AB15 (uM) MIC CIP (uM)
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Referenéni kmen 125-250 0,768
Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (131/16) Stér z krku 250 > 6,181
Vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus (SZU) ND 125-250 0,768
Staphylococcus capitis (9/21) ND 62,500-125 0,768
Staphylococcus haemolyticus (11/21) ND 250 > 6,181

ATCC — Americka sbirka kultur, ID ¢&. — laboratorni identifikacni ¢islo, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin, ND — neurceno,

SZU - Stéatni zdravotni ustav.
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Tabulka 9. Antibakterialni aktivita latky AB15 vici klinickym izolatdm Gram-negativnich bakterii. Do eseje byla rovnéz zahrnuta vnitfni
kontrola kvality ve formé referencni bakterie Escherichia coli (ATCC 25922) a standard ciprofloxacin. Antibakterialni aktivita byla
hodnocena mikrodiluéni bujéonovou metodou v souladu s instrukcemi EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualné,
spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm a fluorimetricky s vyuzitim metabolického indikatoru (Aex= 528 nm a Aem = 585 nm) a po
24 h inkubace pfi teploté 35 £ 2 °C.

Bakterialni kmen (ATCC /D &.) Klinicky ptvod MIC AB15 (uM) MIC CIP (uM)
Escherichia coli (ATCC 25922) Referencni kmen 31,250-125 0,012
Proteus mirabilis (12/21) Moc 31,250-125 > 6,181
Klebsiella pneumoniae (14/21) Rektum 31,250-125 3,091
Klebsiella pneumoniae (15/21) Rektum 31,250-125 3,091
Enterobacter cloacae (16/21) Mo¢ 31,250-125 > 6,181
Acinetobacter baumannii (59/16) Trachealni aspirat 31,250-62,500 0,193
Escherichia coli (27/21) Stolice 31,250-62,500 > 6,181
Acinetobacter baumannii (20/21) Mo¢& 15,625-62,500 0,386
Pseudomonas aeruginosa (21/21) Rektum 500 > 6,181
Enterobacter cloacae (23/21) Moc 31,250-62,500 6,181
Escherichia coli (24/21) MocCovy katetr 31,250-62,500 0,048
Pseudomonas aeruginosa (26/21) Hrtan > 500 > 6,181
Acinetobacter baumannii (1/23) Trachealni aspirat 31,250 > 6,181

ATCC — Americka sbirka kultur, ID ¢. — laboratorni identifikacni ¢islo, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin.
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4.3.4.4. Baktericidni u€inek latky AB15

Cilem dalSi faze vyzkumu antibakterialni aktivity latky AB15 bylo
charakterizovat jeji u€inek na buriky mikrobl v zavislosti na koncentraci. Ten Ize
CasteCné odvodit z vysledku screeningu antibakterialni aktivity AB15. ATB, ktera
pusobi na bakterii cidné, tedy buriku usmrti, totiZ vykazuji jen mirny posun své
aktivity v Case. Jak je zjevné z Tabulky 5, MIC referenéniho kmene ACBA (ATCC
19609) se po 48 h inkubace, v porovnani s vysledky po 24 h, zménila pouze o rozdil

praveé jedné jamky.

Predpoklad byl potvrzen navazujicim experimentem s vyuzitim MR
klinického izolatu ACBA (20/21), v némz byla pouzita mikrodiluéni bujénova metoda
s naslednym vysevem na kultivaéni pudu. Pokles CFU/ml klinického izolatu ACBA
(20/21) po expozici latkou AB15 o koncentraci 4 x MIC odpovidal procentualni
redukci inokula 0 99,983-99,984 % ve srovnani s CFU/ml pocate¢niho inokula. Na
zakladné platného kritéria MBC < 4 x MIC Ize tedy AB15 oznaCit za latku s
baktericidnim antibakterialnim u€inkem. Cidni u€inek thiazolové slouceniny vaci MR
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim byl v nedavné dobé odhalen téz
autory Haroun et al., 2021 [162]. Zda se vSak, Ze tento efekt nebyl doposud
studovan u derivatll oxazolu. Dle studie Azzali et al., 2020 [145] Ize vSak
predpokladat, ze aktivita 2-aminooxazoll si zachova obdobny ucinek ve srovnani

s adekvatnimi 2-aminothiazolovymi protiklady.

4.3.4.5. UrCeni mechanismu ucinku latky AB15

DalSim logickym krokem v procesu charakterizace ucinkl latky AB15 je
urceni jejiho pravdépodobného bunééného cile. Jak jiz bylo zminéno, v kombinacni
terapii je s vyhodou uzivano latek s odliSnymi mechanismy ucinku. Plsobeni vice
AML ve zvolené kombinaci tak, aby kazda z nich cilila na vice bunécnych struktur,
muze vést ke sniZeni uc€inné koncentrace latek v kombinaci v porovnani s jejich

samostatnou MIC.

Ke zjisténi bunécného cile latky AB15 byla vyuzita makromolekularni
biosynteticka esej, jez byla provedena dle postupu popsaného napfiklad v praci

Nowakowska et al, 2013 [154] sdrobnymi Upravami. Pravdépodobny
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mechanismus ucinku byl studovan prostfednictvim metody zaloZzené na expozici
bakterialnich bunék latkou AB15 a na nasledném odectu procentualniho zastoupeni
radioaktivné znaCenych prekurzord inkorporovanych do nové syntetizovanych
biomolekul. V experimentu byl vyuZzit referencni kmen MRSA (ATCC 43300) a 4
makromolekuly zapojené do &tyf riznych biosyntetickych drah, tedy potencialnich
cilh ucinku latky AB15. Konkrétné jimi byly N-acetylglukosamin zapojeny v syntéze
peptidoglykanu, uridin pro syntézu RNA, thymidin pro tvorbu DNA a Leu jakoZto
soucast biosyntézy proteint. Do experimentu bylo rovnéz zahrnuto 5 standardu se
znamym mechanismem ucinku, jmenovité VAN (syntéza peptidoglykanu), RIF
(syntéza RNA), CIP (syntéza DNA), CHL (syntéza proteint) a téz CHX jako pozitivni
kontrola. Vysledky (Obrazek 14) byly odecitany na zakladé radioaktivity méfené
jako cpm pomoci kapalinového scintilacniho detektoru TRI-CARB 2900TR (Perkin
Elmer, USA) a nasledné porovnavany s negativni kontrolou (MRSA bez

antibakterialni latky).

K vyhodnoceni cytoplazmatické membrany, jakozZto potencialniho cile u€inku
latky AB15, bylo vyuzito membranové depolarizacni eseje (Obrazek 15). Stanoveni
probéhlo s pomoci potenciometrické fluorescencni sondy DiSCs(5) a pozitivni
kontroly CHX. Metoda byla vyhodnocena fluorimetricky. Charakterizace
makromolekularniho cile u€inku latky AB15 probihala ve spolupraci s RNDr. Klarou

Konec¢nou, Ph.D. a PharmDr. Ondfejem Jandourkem, Ph.D.
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Obrazek 14. Vysledky makromolekularni biosyntetické eseje. Inhibice biosyntetické drahy
kmene Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300) je dana nizsi mirou inkorporace
radioaktivné znacenych prekurzort. A. [PH] N-acetylglukosaminu, B. [PH] uridinu, C. [PH]
thymidinu a D. [°H] leucinu. Bakterialni kmen byl exponovan 4 x MIC VAN, RIF, CIP, CHL,
CHX a AB15 po dobu 2 h. Vysledky jsou vyjadieny jako procentualni sniZzeni inkorporace
radioaktivné znacenych prekurzorti do novych makromolekul v porovnani s pozitivni
kontrolou (bez expozice antimikrobni latkou). Uvedené hodnoty jsou priméry dvou
nezavislych méfeni £+ SEM. Hodnota p znaci statisticky vyznamnou redukci v biosyntéze
v porovnani s kontrolou. Experiment hodnocen testem ANOVA (Kruskal-Wallisav test. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. VAN — vankomycin, RIF — rifampicin, CIP — ciprofloxacin, CHL
— chloramfenikol, CHX — chlorhexidin, NC — negativni kontrola.
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Obrazek 15. Vysledky membranové depolarizaéni eseje. Membranovy potencial byl
monitorovan s vyuZitim potenciometrické fluorescencni sondy DiSCs(5) (Aex = 620, Aem =
680). Do eseje byl zapojen referencni kmen meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus.
Po 10 minutach mérfeni (¢erné Sipka) byly pridany slou¢eniny AB15 a pozitivni kontrola
(chlorhexidin) v koncentracich odpovidajicich 4 x MIC. Graf zahrnuje primér dat

v hexaplikatech + SEM. NC — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola.

Na zakladé vysledkl vySe popsanych experimentl Ize jako pravdépodobny
mechanismus Uc¢inku derivatu AB15 navrhnout inhibici proteosyntézy. Pusobeni
derivatu AB15 vedlo totiz ke statisticky signifikantnimu poklesu inkorporace
radioaktivné znaeného prekurzoru pravé biosyntézy proteini (Obrazek 14D).
Zjednodusené feceno, v pfipadé pusobeni derivatu AB15 na bunku bakterie je
ovliviiovana obdobna biosynteticka cesta, jako je tomu v pfipadé pouziti ATB ze
skupin aminoglykosidu, makrolidl &i oxazolidinonu. Obrazek 15 téz demonstruje, ze
v porovnani s negativni kontrolou doSlo pusobenim latky AB15 jen k drobné
membranové depolarizaci. Naboj membrany bakterii, a tedy jeji propustnost,
naopak ovliviuji ATB ze skupiny polymyxint [163]. Na zakladé predpokladu, ze je
v antimikrobni kombinacni terapii prioritné vyuzivano spole¢ného efektu latek
s rozdilnym mechanismem u€inku, nabizi se AB15 jako kandidatni latka

aplikovatelna v kombinaci, mimo jiné, pravé s polymyxiny, napfiklad s CST.
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V pfipadé, Ze bude samotna latka AB15 vykazovat nizky cytotoxicky potencial,
nabizi se téz hypotéza, ze by volba kombinace s polymyxiny zmirnila jejich
nezadouci ucinky zplsobené interakci s lipoproteiny v membranach eukaryotnich

bunék (tzv. ,teorie detergentu®) [164].

4.3.4.6. Toxicita latky AB15

Jak jiz bylo zminéno, slou€enina mize byt definovana jako kandidatni AML
¢i adjuvans pouze za predpokladu nizké toxicity vaci eukaryotnim burfikam. V praci
Juhas et al., 2022 [148] byl popsan zanedbatelny cytotoxicky efekt derivatu AB15
vUci bunécéné linii hepatocelularniho karcinomu, tedy HepG2 burikam. Toxikologicky
parametr, 1Cso, odpovidal hodnoté 664,100 uM. S cilem potvrdit nizkou toxicitu
kandidatni latky bylo do této studie zahrnuto rovnéz in vitro hodnoceni cytotoxicity
AB15 vic¢i nenadorové bunécné linii lidskych ledvin (HK-2) a in vivo toxicity

s vyuzitim bezobratlého zvifeciho modelového organismu, larvy Galleria mellonella.

Jak je zfejmé z Obrazku 16, parametr ICso pfesahuje hodnotu 1000 uM.

Vysledkem hodnoceni tedy je, Ze latka AB15 nevykazuje vuci bunécéné linii HK-2

cytotoxicky efekt.
AB15 (24 h)
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Obrazek 16. Hodnoceni cytotoxicity latky AB15 in vitro vici bunécné linii HK-2. Cytotoxicky
efekt je vyjadren jako ICso, tedy jako koncentrace AB15, kteréa vyvolala cytotoxicky efekt u
50 % bunék. Parametr ICso byl vypocten s vyuzitim programu GraphPad Prism verze 9.0
(GraphPad Software, Inc., USA).
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K hodnoceni bezpecnosti latky muze slouzit i vySe zminéna veli€ina Sl. Sl je
vypocten jako pomér ICso a MIC. Latky s SI > 10 jsou povazovany za vhodné
kandidaty pro zafazeni mezi Ié€Civé latky, jelikoZ jsou ucinné a zaroven bezpecné.
Hodnocenim cytotoxicity s vyuzitim HK-2 bunék dosahla kandidatni latka rozmezi
Sl od > 64 do > 16 (MIC vici ACBA (20/21)). Hodnoceni cytotoxicity bylo provedeno
na Katedfe biofyziky a fyzikalni chemie FAF UK.

K posouzeni in vivo toxicity derivatu AB15 bylo vyuzito alternativniho
modelového organismu, larvy Galleria mellonella. Pouziti tohoto bezobratlého
modelu je zcela adekvatnim alternativnim pfistupem v ramci studia toxikologickych
i farmakologickych vlastnosti kandidatnich latek, a navic splfiuje podminky 3R (vice
v kapitole 3.5.2.3. teoretické ¢asti) [87-89].

Larvy byly rozdéleny do skupin dle hmotnosti podavané latky na kg hmotnosti
zvifete (5-500 mg AB15/kg). Kandidatni latka byla podavana dvéma zpusoby, tedy
injekCné skrze posledni levou panozku do hemocoelu a peroralné. Do eseje byla
rovnéz zahrnuta kontrolni skupina (30 % DMSO + PBS) a kontrolni skupina (bez

jakéhokoliv podani).

Obrazek 17 a Tabulka 10 shrnuji vysledky po injekénim podani latky AB15 do
hemocoelu. Stfedni letalni davka (LDso), neboli davka zpUsobujici smrt 50 %
modelovych zvirat, nebyla dosazena po podani zadné z davek AB15. Toxicka davka
AB15 in vivo po injek&nim podani do hemocelu je proto > 500 mg AB15/kg. Nejvyssi
mortalita (12,500 %) byla zaznamenana v 1. skupiné zvifat (po podani 500 mg
AB15/kg télesné hmotnosti). V zadné dalSi skupiné se pfipad umrti zvifete

neobjevil.

Po podani latky AB15 per os rovnéz nebylo dosazeno LDso (Obrazek 18 a
Tabulka 11). Zaroven nebylo zaznamenano zadné umrti larev v Zadné ze skupin,
v zadném cCase. Toxicka davka AB15 in vivo po peroralnim podani tedy rovnéz
odpovida > 500 mg AB15/kg.

Ani po jednom ze zvolenych zpusobl podani nebyl pfi parovém
porovnavacim testu vSech skupin (Log-rank Mantel-Cox kfivky) zaznamenan
statisticky vyznamny vliv na pfrezivani larev (Tabulka P1 a P2, Pfiloha). Hodnoceni

toxicity in vivo probihalo ve spolupraci s RNDr. Klarou Kone¢nou, Ph.D.

96



Na zakladé vysledkl Ize latku AB15 zaradit dle Globalné harmonizovaného
systému toxickych latek (GSH) do posledni kategorie IV, tedy mezi netoxické az
mirné toxické latky [89]. AB15 tedy opét vykazuje silné predpoklady k uplatnéni

v podobé adjuvantni latky v antibakterialni terapii.

INJEKCNi PODANI AB15 DO HEMOCOELU
100—=—
SKUPINA 1 (500 mg AB15/kg vahy larvy)

= SKUPINA 2 (250 mg AB15/kg véhy larvy)

§ 4  SKUPINA3 (50 mg AB15/kg vahy larvy)
= > ,
N P SKUPINA 4 (5 mg AB15/kg vahy larvy)
w  Z
’g 104 @  SKUPINA5 - KONTROLA (30 % DMSO + PBS)
SKUPINA 6 — KONTROLA (bez administrace)
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Cas (dny)

Obrazek 17. Kaplan-Meierova kfivka preZiti zvifeciho modelu Galleria mellonella po
infjek&nim podani latky AB15 do hemocoelu. Larvy byly inkubovany pfi teploté 37 °C a jejich
stav byl hodnocen po 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.

PERORALNI PODANIi AB15

100 " ]
SKUPINA 1 (500 mg AB15/kg vahy larvy)
*  SKUPINA2 (250 mg AB15/kg vahy larvy)
@ 90
=) ——r— .
-~ SKUPINA 3 (50 mg AB15/kg vahy larvy)
= »
>m » SKUPINA 4 (5 mg AB15/kg vahy larvy)
@ #
,D_ 10- 9 SKUPINA5 - KONTROLA (30 % DMSO + PBS)
SKUPINA 6 — KONTROLA (bez administrace)
0 I I I I 1
0 1 2 3 4 5
Cas (dny)

Obrazek 18. Kaplan-Meierova kfivka preziti zvifeciho modelu Galleria mellonella po
peroralnim podani latky AB15. Larvy byly inkubovany pfi teploté 37 °C a jejich stav
hodnocen po 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.
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Tabulka 10. Hodnoceni in vivo toxicity latky AB15 s vyuzitim zvifeciho modelu Galleria mellonella. Vysledky po injekénim podani

AB15 do hemocoelu larvy. Vizualni inspekce larev inkubovanych pfi teploté 37 °C probihala 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.

Podana davka dle

skupiny

mg/kg télesné hmotnosti larvy

Kontrolni skupina

Kontrolni skupina

(mg/kg télesné 500 250 50 5 (10 ml PBS + (bez podani)
hmotnosti) 30 % (v/v) DMSO)
C e e e e e
S X o X o X O X ) x| 8 x
. 2 X g X 2 X 2 X 2 X 2 X
(Vizualni inspekce) Q © © Q © Ic Q © Ic Q ® © Q © Ic Q ®© ©
“— + — + — + — + “— + — g =
3 S S S S S 3 S 8] S | .3 =]
o = o = o = o = o) = o =
o o o o o o
0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0
24 7 12,50 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0
48 7 12,50 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0
72 7 12,50 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0
96 7 12,50 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0
120 7 12,50 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0

(%)* — procentualni vyjadreni mortality zpisobené kandidatni latkou AB15.
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Tabulka 11. Hodnoceni in vivo toxicity derivatu AB15 s vyuzitim zvifeciho modelu Galleria mellonella. Vysledky po peroralnim podani

AB15. Vizualni inspekce larev inkubovanych pfi teploté 37 °C probihala 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.

Podana davka dle mg/kg télesné hmotnost larvy Kontrolni skupina ) )
_ Kontrolni skupina
skupiny (10 ml PBS + .
500 250 50 5 (bez podani)
(mg/kg télesné hmotnosti) 30 % (v/v) DMSO)
> > > > > >
Q o Q Q Q Q
© x < x © % © % © x © *
Hodiny 2 s |2 s |2 s |2 o 2 s |28 g
(Vizudlni inspekce) N T N s D IS o S ) © T © I
s 5 |8 5|8 5 |8 & 5 5 |5 5
@ = @ = @ = 15} = 15} = 15} =
0 0 0 0 0 Q
o o o o o o
ol o o o o o
0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
24 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
48 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
72 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
96 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0
120 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0

(%)* — procentualni vyjadfeni mortality zptisobené kandidatni latkou AB15.
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4.34.7. Studium vlivu kombinace vybranych ATB a latky AB15 na

antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie

Kandidatni latka AB15 vykazuje slibnou aktivitu va&i Gram-negativnim
bakteriim, v€etné téch s MR profilem, a navic je netoxicka. Nabizi se proto dalSi
kroky vyzkumu, které by potvrdily kompatibilitu kandidatni latky s dostupnymi ATB.
Idealnim stavem v ramci kombinacni terapie je situace, kdy je MIC kazdého z IéCiv
niz$i pravé pti pouziti v kombinaci nez MIC latek ptisobicich samostatné. Zadanym
bonusem je pak sniZeni toxicity a s tim souvisejici zmirnéni nezadoucich uc€inkd
AML. Pfi vhodné zvolené kombinaci |éCiv |ze téz snizit riziko vzniku a Sifeni

rezistence, ¢ehoz je s vyhodou uzivano jako jedné ze strategii v ramci boje s AMR.

K posouzeni vzajemné interakce s latkou AB15 bylo do Checkerboard studie
zahrnuto 6 klinicky relevantnich, komeréné dostupnych ATB s riznymi mechanismy
uCinku. Konkrétné jimi byla ATB: CIP (inhibice syntézy DNA), GEN a TGC (vazba
na 30S podjednotku ribozomu pfi syntéze proteint), SXT (inhibice syntézy kyseliny
listové), CST (elektrostaticka interakce s bunéfnou membranou, zména
permeability) a CHL (vazba na 50S podjednotku pfi proteosyntéze). V experimentu
byl vyuzit referencni kmen EC (ATCC 25922).

Diky této studii byla odhalena zajimava data (Tabulka 12). Aditivni efekt AB15
byl zjiStén v kombinaci hned s polovinou vybranych ATB. Jmenovité s GEN (Tabulka
12b) a CST (Tabulka 12e) a CHL (Tabulka 12f). V pfipadé kombinace s GEN se
vypoctena hodnota FICI v nékterych koncentracnich pomérech Uzce pfiblizovala
kritériu pro hodnoceni synergické interakce (napfiklad FICI = 0,516, synergicky
efekt je definovan pfi FICI < 0,500). Dulezitym zji§ténim je i fakt, Ze kombinace AB15
ani s jednim z vybranych ATB nevedla k antagonistickému efektu. Uginek ani
jednoho z volenych ATB tedy nebyl ovlivnén negativné. Latka AB15 tedy mize byt
charakterizovana jako platny kandidat pro kombinaéni terapii, v niz mize byt

uplatnéna jako adjuvantni latka, jez netlumi aktivitu zvolenych ATB.
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Tabulka 12. Indexy frak&nich inhibi¢nich koncentraci (FICI) vypoctené na zakladé
vysledku Checkerboard studie s vyuzitim kombinaci a. ciprofloxacinu (CIP) + AB15,
b. gentamicinu (GEN) + AB15, c¢. tigecyklinu (TGC) + AB15, d.
trimetoprim/sulfametoxazolu (SXT) + AB15, e. kolistinu (CST) + AB15 a f.
chloramfenikolu (CHL) + AB15 vlci referenénimu kmenu Escherichia coli (ATCC
52922). Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) samostatné pusobicich latek

odpovidaly:

a. MICcip =0,024 uM, MICas15 = 62,500 uM
b. MICcen = 2,094 uM, MICas15 = 125 uM
MICtcc = 0,107 uM, MIC as15= 62,500 uM
MICsxt = 3,679 uM, MIC ag15 = 62,500 uM
MICcst = 0,108 pM, MICas15 = 125 uM

f. MICcHL =49,516 uM, MICas15 = 125 uM.

a o

®

12a. KOMBINACE CIPROFLOXACIN + AB15

Koncentraéni pomér Koncentracni pomér FICcir FICas1s  FICI Efekt
CIP : AB15 CIP : AB15
(LM) (ug/ml)
0,006 : 62,500 0,002 : 14,000 0,250 1,000 1,250 Indiference
0,012 : 62,500 0,004 : 14,000 0,500 1,000 1,500 Indiference
0,024 : 62,500 0,008 : 14,000 1,000 1,000 2,000 Indiference
0,048 : 31,250 0,016 : 7,000 2,000 0,500 2,500 Indiference
0,048 : 15,625 0,016 : 3,500 2,000 0,250 2,250 Indiference
0,048 : 7,813 0,016 : 1,750 2,000 0,125 2,125 Indiference
0,024 :7,813 0,008 : 1,750 1,000 0,125 1,125 Indiference
0,024 : 3,906 0,008 : 0,875 1,000 0,063 1,063 Indiference
0,024 : 1,953 0,008 : 0,438 1,000 0,031 1,031 Indiference
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12b. KOMBINACE GENTAMICIN + AB15

Koncentraéni pomér Koncentraéni pomér FICcen FICasis FICI Efekt
GEN : AB15 GEN : AB15
(MM) (Mg/ml)
0.033 : 62,500 0,016 : 14,000 0,016 0,500 0,516 Aditivita
0,066 : 62,500 0,031 : 14,000 0,031 0,500 0,531 Aditivita
0,132 : 62,500 0,063 : 14,000 0,063 0,500 0,563 Aditivita
0,264 : 62,500 0,125 : 14,000 0,125 0,500 0,625 Aditivita
0,528 : 62,500 0,250 : 14,000 0,250 0,500 0,750 Aditivita
1,056 : 62,500 0,500 : 14,000 0,500 0,500 1,000 Aditivita
2,112 : 62,500 1,000 : 14,000 1,000 0,500 1,500 Indiference
2,112 : 31,250 1,000 : 7,000 1,000 0,250 1,250 Indiference
2,112 : 15,625 1,000 : 3,500 1,000 0,125 1,125 Indiference
2,112 :7,913 1,000 : 1,750 1,000 0,063 1,063 Indiference
2,112 : 3,906 1,000 : 0,875 1,000 0,031 1,031 Indiference
2,112 :1,953 1,000 : 0,438 1,000 0,016 1,016 Indiference
12c. KOMBINACE TIGECYKLIN + AB15
Koncentraéni pomér Koncentraéni pomér FICtcc FICas1s FICI Efekt
TGC : AB15 TGC : AB15
(MM) (Mg/ml)
0.002 : 62,500 0,001 : 14,000 0,016 1,000 1,016 Indiference
0,003 : 62,500 0,002 : 14,000 0,031 1,000 1,031 Indiference
0,007 : 62,500 0,004 : 14,000 0,063 1,000 1,063 Indiference
0,013 : 62,500 0,008 : 14,000 0,125 1,000 1,125 Indiference
0,027 : 62,500 0,016 : 14,000 0,250 1,000 1,250 Indiference
0,053 : 62,500 0,031 : 14,000 0,500 1,000 1,500 Indiference
0,107 : 62,500 0,063 : 14,000 1,000 1,000 2,000 Indiference
0,107 : 31,250 0,063 : 7,000 1,000 0,500 1,500 Indiference
0,107 : 15,625 0,063 : 3,500 1,000 0,250 1,250 Indiference
0,107 : 7,813 0,063 : 1,750 1,000 0,125 1,125 Indiference
0,107 : 3,906 0,063 : 0,875 1,000 0,063 1,063 Indiference
0,107 : 1,953 0,063 : 0,438 1,000 0,031 1,031 Indiference
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12d. KOMBINACE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL + AB15

Koncentraéni pomér Koncentracéni pomér FICsxt FICas1s FICI Efekt
SXT : AB15 SXT : AB15
(UM) (Mg/ml)
0,057 : 62,500 0,031 : 14,000 0,016 1,000 1,016 Indiference
0,115: 62,500 0,062 : 14,000 0,031 1,000 1,031 Indiference
0,230 : 62,500 0,125 : 14,000 0,063 1,000 1,063 Indiference
0,460 : 62,500 0,250 : 14,000 0,125 1,000 1,125 Indiference
0,920 : 62,500 0,500 : 14,000 0,250 1,000 1,250 Indiference
1,839 : 62,500 1,000 : 14,000 0,500 1,000 1,500 Indiference
3,679 : 62,500 2,000 : 14,000 1,000 1,000 2,000 Indiference
7,358 : 31,250 4,000 : 7,000 2,000 0,500 2,500 Indiference
7,358: 15,625 4,000 : 3,500 2,000 0,250 2,250 Indiference
7,358: 7,813 4,000 : 1,750 2,000 0,125 2,125 Indiference
7,358 : 3,906 4,000 : 0,875 2,000 0,063 2,063 Indiference
7,358 : 1,953 4,000 : 0,438 2,000 0,031 2,031 Indiference
12e. KOMBINACE KOLISTIN + AB15
Koncentraéni pomér Koncentraéni pomér FICcst FICas1s  FICI Efekt
CST: AB15 CST: AB15
(LM) (ug/ml)

0,027 : 62,500 0,031 : 14,000 0,250 0,500 0,750 Aditivita
0,054 : 62,500 0,063 : 14,000 0,500 0,500 1,000 Aditivita
0,108 : 62,500 0,125 : 14,000 1,000 0,500 1,500 Indiference
0,216 : 31,250 0,250 : 7,000 2,000 0,250 2,250 Indiference
0,216 : 15,625 0,250 : 3,500 2,000 0,125 2,125 Indiference
0,216 : 7,813 0,250 : 1,750 2,000 0,063 2,063 Indiference
0,216 : 3,906 0,250 : 0,875 2,000 0,031 2,031 Indiference
0,216 : 1,953 0,250 : 0,438 2,000 0,016 2,016 Indiference
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12f. KOMBINACE CHLORAMFENIKOL + AB15

Koncentracni pomér Koncentracni pomér FICch. FICas1s FICI Efekt
CHL : AB15 CHL : AB15
(MM) (Mg/ml)
0,097 : 125,000 0,031 : 28,000 0,002 1,000 1,002 Indiference
0,193 : 125,000 0,063 : 28,000 0,004 1,000 1,004 Indiference
0,387 : 125,000 0,125 : 28,000 0,008 1,000 1,008 Indiference
0,774 : 125,000 0,250 : 28,000 0,016 1,000 1,016 Indiference
1,547 : 125,000 0,500 : 28,000 0,031 1,000 1,031 Indiference
3,095 : 62,500 1,000 : 14,000 0,063 0,500 0,563 Aditivita
6,189 : 125,000 2,000 : 28,000 0,125 1,000 1,125 Indiference
12,379 : 62,500 4,000 : 14,000 0,250 0,500 0,750 Aditivita
24,758 : 62,500 8,000 : 14,000 0,500 0,500 1,000 Aditivita
49,516 : 31,250 16,000 : 7,000 1,000 0,250 1,250 Indiference
49,516 : 15,625 16,000 : 3,500 1,000 0,125 1,125 Indiference
49,516 : 7,813 16,000 : 1,750 1,000 0,063 1,063 Indiference
49,516 : 3,906 16,000 : 0,875 1,000 0,031 1,031 Indiference
49,516 : 1,953 16,000 : 0,438 1,000 0,016 1,016 Indiference

FIC — frakéni inhibiéni koncentrace, FICI — index frakénich inhibi¢nich koncentraci, FICcip
GEN, TGC, SXT, ¢ST, cHL, AB15 = MIC daného antibiotika ¢&i latky AB15 v kombinaci / MIC daného
antibiotika ¢i latky AB15 plsobici samostatné, FICI = FICcip cen, Tec, sx, csT cHL + FICag1s.
Efekt je interpretovan dle kritéria: synergicky efekt — FICI < 0,5, aditivni efekt — 0,5 < FICI
<1, indiferentni efekt — 1 < FICI < 4, antagonisticky efekt — FICI > 4.

Vysledky Checkerboard studii 1ze demonstrovat téz formou tzv. tepelnych
map (Obrazek 19). Pfidanou hodnotou tohoto grafického znazornéni je moznost
ilustrace procentualni inhibice rastu referenéniho kmene EC po expozici AB15 v
kombinaci s vybranymi ATB. Jak je zjevné z Obrazku 19b a 19g, v kombinacich CIP
Nicméné, kombinace AB15 + GEN a AB15 + CST vedly ke zvySeni aktivity AB15
(Obrazky 19c a 19f). Naopak kombinace AB15 + SXT se pfi nékterych

koncentracnich pomérech zda ne zcela vhodnou (Obrazek 19e).

104



0-10 10-20 20-30 30-40  40-50 50-60 &0-70  70-80 BO-90  90-95 95-100

b. MIC g5 € MICz15
CF (M) GEN [uM)
£002 16,896
1,536 8,433
0,768 4234
E’::: 2,112 MICzen
. 1,054
06 0,528
0,048 ¥
0,024 MICze 3:';:
0012 '

0,066

ocos [ NN N 005
1953 3906 TH13 15625 31,250 62500 135 250 ABIS(uM) ' ) )
1,953 3506 7813 15625 31,250 62,500 115 250 AB1S [uM]

d. e,
) MIC 1= ) MIC 545

TGC [uh) SHT (k)
0854 29,433
0427 14,716
0213 7,358
0,107 MICrge 3,67 MICsxr
0,053 1,839

0,027 .90
0,013 0,460
0,007 0.2

0,003 0,115
0002 0,057
1,953 3906 7,813 15625 31250 62500 125 250 ABLS(uMm) 1953 3506 7813 15625 31250 62500 125 250 ABIS (uM)
f. MIC 515 g MICag1s
C5T (M) CHL (M)
13,847 49,516 MICen.
6914 24,758
3462 12,379
1,731 5,189
0865 3,005
0433 o
0,216 0,774
0,108 MIC =7 0,387
0,054 0,193
0027 0,097

1953 3906 7813 15625 31250 62,500 125 250 AB1S (uM] 1953 3906 7813 15625 31250 62,500 125 10 ABIS (uM)

105



Obrazek 19. Tepelné mapy vysledku Checkerboard studii. Procentualni inhibice rastu (v
porovnani s pozitivni kontrolou) bakterialniho kmene Escherichia coli (ATCC 25922) po 20
h expozice AB15 v kombinaci s vybranymi antibiotiky pfi 37 °C. a. barevné spektrum
procentuélni inhibice ruastu bakterii, b. AB15 v kombinaci s ciprofloxacinem (CIP), c.
gentamicinem (GEN), d. tigecyklinem (TGC), e. trimetoprim-sulfametoxazolem (SXT), f.
kolistinem (CST) a g. chloramfenikolem (CHL). Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

samotnych latek (vyjadrena ¢arou) odpovida:

b. MICcp = 0,024 uM, MICas:5 = 62,500 uM
c. MICcen = 2,094 uM, MICng1s = 125 uM

d. MICrec = 0,107 uM, MICasis = 62,500 uM
e. MICsxr = 3,679 uM, MICas1s = 62,500 uM
f. MICcsr = 0,108 uM, MICns1s = 125 uM

g. MICcu = 49,516 uM, MICas15 = 125 uM.

Aditivni interakce a odliSny mechanismus ucinku latek CST a AB15 byl
motivaci pro hlubSi prozkoumani této zajimavé kombinace, tentokrat s vyuZitim
zastupce obavané bakterie ACBA, konkrétné klinického izolatu ACBA (20/21).

Opodstatnénim této strategie na klinické urovni je vysoka mira AMR a
omezené moznosti 1éCby infekci vyvolanych patogenem ACBA. CST se navic, jak
bylo zminéno v uvodu této ¢asti prace, radi mezi rezervni ATB vyhrazena pro IéCbu
zavaznych infekci zpusobenych MR kmeny Gram-negativnich bakterii (ACBA, PA,
KP a dalSich rodl z Celedi Enterobacteriaceae). | pfes to se vSak nezfidka zacinaji

objevovat pfipady rezistence i vuci tomuto rezervnimu lécivu [140-142].

Terapeutické rezimy wuzivajici CST k Iécbé nozokomialnich infekci
zpusobenych ACBA nejsou vzdy jednotné. Lékafri ¢asto voli kombinaci polymyxinu
s jinymi ATB. Nicméné, vyznam pouze nékterych ztéchto strategii lze dolozit
publikovanymi studiemi. Nékteré prace totiz poukazuji na to, Ze ucinnost
monoterapie CST je v IéCbé infekci vyvolanych ACBA srovnatelna s uspésnosti
kombinacéni terapie. Napfiklad autofi prace Khalil et al., 2019 [143] vSak ve své
praci prokazali synergicky efekt kombinace CST + SXT in vitro vi&i karbapenem-

rezistentnimu kmenu bakterie ACBA. Vyhodu uziti této strategie dale potvrdili
106



v ramci toxikologické studie in vivo s bezobratlym zvifecim modelem, kde se
kombinace CST + SXT prokazala jako méné toxicka ve srovnani s uzitim téchto ATB
samostatné. Limitaci monoterapie CST je totiZ jeho nepopiratelna neurotoxicita
[165] a nefrotoxicita [166]. Racionalni kombinaéni terapie tedy muze byt jednou

z uspésnych strategii vedoucich ke snizeni nezadoucich ucinka.

S cilem potvrdit aditivni efekt kombinace CST a AB15 vaci referenénimu
kmeni ACBA bylo proto do studie zafazeno hodnoceni této kombinace, tentokrat
vuci klinickému izolatu ACBA 20/21. Jak demonstruje Tabulka 13, kombinace CST
a AB15 plsobi na ACBA 20/21 v koncentraénim poméru 0,054 uM CST + 31,250
MM dokonce synergicky. Koncentraéni pomér 0,108 uM CST + 7,813 uM AB15 byl
velmi blizko splnéni kritéria FICI pro klasifikaci interakce jako synergické (FICI =
0,563). Aditivni efekt byl zjistén u &tyf dalSich poméri koncentraci. Kromé toho
nebyla opét zaznamenana zadna antagonisticka interakce. Tepelna mapa
(Obrazek 20) doklada, ze antibakterialni u€inek CST je potencovan pfitomnosti

AB15 a soucasné je u€innost AB15 potencovana CST.

107



Tabulka 13. Indexy frakCnich inhibi¢nich koncentraci (FICI) vypoctenych na zakladé
vysledku Checkerboard studie s vyuzitim kombinace kolistinu (CST) + AB15 vuci
kmeni bakterie Acinetobacter baumannii (20/21). Minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) samostatné pusobicich latek odpovidaly MICecst = 0,216 uM,
MICag15 = 125 pM.

KOMBINACE KOLISTIN + AB15 vs Acinetobacter baumannii (20/21)

Koncentraéni pomér Koncentracni pomér FICcst FICasis FICI Efekt
CST : AB15 CST : AB15
(LM) (ug/ml)
0,027 : 62,500 0,031 : 14,000 0,125 0,500 0,625 Aditivita
0,054 : 31,250 0,063 : 7,000 0,250 0,250 0,500 Synergie
0,108 : 31,250 0,125 : 7,000 0,500 0,250 0,750 Aditivita
0,108 : 15,625 0,125 : 3,500 0,500 0,125 0,625 Aditivita
0,108 : 7,813 0,125 :1,750 0,500 0,063 0,563 Aditivita
0,216 : 3,906 0,250 : 0,875 1,000 0,031 1,031 Indiference
0,216 : 1,953 0,250 : 0,438 1,000 0,016 1,016 Indiference

FIC — frakéni inhibiéni koncentrace, FICI — index frakénich inhibi¢nich koncentraci, FICcst
as1s = MIC kolistinu ¢i latky AB15 v kombinaci / MIC kolistinu ¢&i latky AB15 pusobici
samostatné, FICl = FICcst+ FICag1s. Efekt je interpretovan dle Kritérii: synergicky efekt —
FICI < 0,5, aditivni efekt — 0,5 < FICI <1, indiferentni efekt — 1 < FICI < 4, antagonisticky
efekt — FICI > 4.
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1,953 3,906 7,813 15,625 31,250 62,500 125 250  AB15 (uM)

Obrazek 20. Tepelna mapa vysledku Checkerboard studie. Procentualni inhibice rastu (v
porovnani s pozitivni kontrolou) bakterialniho kmene Acinetobacter baumannii (20/21) po
20 h expozice AB15 v kombinaci s kolistinem (CST) pfi 37 °C. a. barevné spektrum
procentualni inhibice rustu bakterii, b. AB15 v kombinaci s kolistinem (CST). Minimalini
inhibiéni  koncentrace samotnych latek (MIC) odpovida: MICcsr = 0,216 uM,
MICag15= 125 uM.
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4.3.4.8. Screening vlivu kombinace CST a latky AB15 na antimikrobni
aktivitu vaci  biofilmu  vytvofenému klinickym izolatem
bakterie ACBA

V praci jiz bylo uvedeno, Zze bakterie ACBA patfi mezi vyznamné puvodce
nozokomialnich nakaz a je také schopna tvorby biofilmu, coZz vyznamné pfispiva
k Sirokému spektru mechanism rezistence této bakterie. Tvorba biofilmu hraje téz
klicovou roli v patogenezi infekci vyvolanych kmeny ACBA, jako jsou napfiklad
meningitida, infekce moc€ovych cest i pneumonie, jejichz |éCba je extrémné slozita
[50, 51, 167].

Vzhledem k této skutecnosti bylo zcela na misté zaméfit dale pozornost této
studie na potencialni anti-biofilmové ucinky AB15 jakozto mozné adjuvantni latky.
Takova aktivita byla, na zakladé predchozich vysledkl, hodnocena u kombinace
AB15 + CST ve vyhodném koncentraénim poméru 0,108 yM CST + 7,813 uyM AB15.

Klinicky izolat bakterie ACBA (20/21) byl nejprve, dle kategorizace navrzené
v publikaci Stepanovic et al., 2007 [113] a v souladu s pfedpoklady, charakterizovan
jako silny producent biofilmu. Biofilmy tohoto kmene byly nasledné vytvofeny in vitro
a vystaveny pusobeni latek AB15, CST a jejich kombinaci v koncentraCnim poméru
7,815 yM (AB15) + 0,108 pM (CST) odpovidajici 1-128 x nasobku MIC této
kombinace vuci klinickému izolatu bakterie ACBA (20/21). Pro popis anti-biofilmoveé
aktivity byla dale stanovena hodnota MBIC a MBEC.

Dle Tabulky 14 Ize soudit, Zze AB15 vykazuje v porovnani s CST vétsi vnitini
anti-biofilmovou aktivitu. Respektive, Ze k zaznamenani biofilmové aktivity je tfeba
niz§iho nasobku MICas15, nez je tomu pfi pouziti nasobkl MICcst. Hodnota
MBICas15 odpovidala pouze 2-4 x MICas15, tedy koncentraci, ktera pfedstavuje
V pripadé CST odpovidala MBICcst 64-256 x MICcst. Ve snaze dosahnout hodnoty
druhého parametru, tedy MBECas1s5, bylo opét potfeba 2-4 x MIC v pfipadé AB15.
Hodnota MBECcst odpovidala 16-64 x nasobku MICcst. Co se tyCe efektu
kombinace obou latek v koncentraénim poméru 7,815 uM (AB15) + 0,108 uM (CST),
k dosazeni MBIC i MBEC postacCil Sestnactinasobek MIC této kombinace. Na
zakladé téchto vysledkl Ize tedy konstatovat, Zze AB15 vykazuje velice pfiznivé
vlastnosti latky partnerské k CST v boji proti ACBA (20/21) biofilmu. Ve vhodném
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pomeéru s AB15 lIze totiZ snizit koncentraci tohoto toxického IéCiva z 27,695 uM (CST
pusobiciho samostatné) na 1,728 uM (CST v kombinaci s AB15).

Tabulka 14. Minimalni biofilm-inhibi¢ni a eradikacni koncentrace kolistinu (CST),
latky AB15 a kombinace CST + AB15 vuci biofilmu tvofenému klinickym izolatem

bakterie Acinetobacter baumannii (20/21).

Multiplicita MIC  Multiplicita MIC

MIC (uM) MBIC (uM) MBEC (uM)
vs. MBIC vs. MBEC
CST 0,108-0,216 13,847-27,695 3,462-6,924 64-256 16-64
AB15 31,250-62,500 125 125 2-4 2-4
*CST+AB15 | 0,108 +7,813 1,728 + 125 1,728 + 125 16 16

*Pomér koncentraci kolistinu (CST) a AB15 s prokazanym aditivnim ucéinkem. MIC —
minimalni koncentrace latky (latek) vedouci k 95-100% sniZeni metabolické aktivity bakterii
v planktonni formé ve srovnani s pozitivni kontrolou rustu (bakterie neexponované
testované latce (latkam), MBIC — minimalni koncentrace latky (latek) vedouci k 95-100%
snizeni metabolické aktivity planktonnich bakterii uvolnénych z biofilmového konsorcia,
MBEC — miniméalni koncentrace latky (latek) vedouci k 95-100% sniZeni metabolické aktivity

bakterii pfitomnych v biofilmovém spolecéenstvi.

Podil ucinku latky AB15 a CST na anti-biofilmovou aktivitu Ize charakterizovat
pomoci srovnavaci analyzy (Obrazek 21). Obrazek 21a demonstruje, Ze aktivita
latek CST a AB15 pulsobicich samostatné v koncentracich odpovidajicich hodnoté
MBICcst+aB15je odliSna. Kombinace latek CST + AB15 vede v porovnani s aktivitami
obou latek plsobicich samostatné ke statisticky vyznamné vétSimu ucinku vaci
bunkam uvolnénym z biofilmu. Obrazek 21b znazorhuje efekt CST, AB15 a
kombinace obou latek vic&i burikam pfitomnych v biofilmu (MBEC). Signifikantni
benefit kombinace CST + AB15 zde byl odhalen pouze v porovnani s u¢inkem
samostatné pusobici latky AB15. Je vSak tfeba pfipomenout fakt, Ze burky zralého
biofilmu podléhaji neustalé disperzi, tedy postupnému odtrhavani z konsorcia za
ucelem osidlovani novych mist v organismu. Zjisténi, Ze je kombinace CST + AB15
schopna vyznamné omezit takové rozSifovani infekce, je proto velice hodnotné, at

uz v pfipadé pusobeni samostatnych AML ¢&i u€inku AML v kombinaci.
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Obrazek 21. Srovnani a. inhibicniho efektu a b. eradikacniho efektu viaci burikam
biofilmového spolec¢enstvi s vyuzitim kolistinu (CST, 1,728 uM), latky AB15 (125 uM) a
kombinace obou latek v koncentracnim poméru 1,728 uM CST + 125 uM AB15. Biofilm
tvoreny klinickym izolatem bakterie Acinetobacter baumannii (20/21) byl vystaven pusobeni
latek po dobu 24 h pri teploté 37 °C. K vyhodnoceni anti-biofilmové aktivity bylo uzito
fluorimetrického méreni s pomoci metabolického indikatoru AlamarBlue (Aex = 528 nm a Aem
= 585 nm). Udaje jsou prezentovény jako pramér + standardni chyba praméru (SEM). *p <
0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Data zpracovana pomoci testu ANOVA v programu
GraphPad Prism verze 9.0. (GraphPad Software, Inc., USA). NS — bez statistické

vyznamnosti.
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4.3.4.9. Cytotoxicita kombinace CST + AB15 vici lidskym erytrocytim

CST vykazuje detergentni aktivitu a vaze se na lipopolysacharidy vnéjsi
membrany bakterii, Cimz dochazi ke zméné v jeji propustnosti. Toto rezervni ATB
se vyuziva k I1écbé infekci vyvolanych MR bakteriemi, avsak, jak uz bylo zminéno,
vykazuje fadu nezadoucich ucinkl. Pusobi napfiklad neurotoxicky a nefrotoxicky.

Rozsah téchto poskozeni je vétSinou zavisly na davce [165, 166].

CST je u kriticky nemocnych pacientl podavan intraven6ézné. Ve studii
autord Westenfelder et al., 2022 je popsana pfiinna souvislost rozvoje akutniho
selhani ledvin se zvySenym mnozZstvim volného hemoglobinu v ob&hu pacientd
[168]. ZvySena hemolyza zplsobena testovanymi latkami je tedy nezadoucim
efektem. Proto byla v ramci studie hodnocena také hemolyticka aktivita CST a téz
kombinace CST + AB15.

K hodnoceni hemolytického potencialu CST a kombinace CST + AB15 bylo
vyuzito hemolytické eseje ex vivo s lidskymi Cervenymi krvinkami. Erytrocyty byly
vystaveny CST a kombinaci CST + AB15 v koncentracich odpovidajicich hodnotam
prislusnych MBIC (kapitola 4.3.4.8.). Po inkubaci buné&cnych pelet s testovanymi
latkami a centrifugacnich krocich byl volny hemoglobin stanovovan méfenim OD
(405 nm). Obrazek 22 shrnuje vysledky této eseje. Jak je z obrazku ziejmé,
hemolyticky efekt kombinace CST + AB15 vidi lidskym erytrocytim je v porovnani
s efektem samostatného CST statisticky vyznamné nizsi. Mze tedy byt shrnuto, ze
v pfipadé pouziti kombinace CST + AB15 ve vhodném koncentraénim poméru,
muze dojit k Upravé davkovaciho rezimu CST a tim téz ke snizeni potencialniho
rizika nefrotoxicity vyvolané samotnym CST. Hodnoceni cytotoxicity ex vivo vuci
lidskym erytrocytim bylo provedeno ve spolupraci s prof. MUDr. Janem

Osterreicherem, Ph.D.
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Obrazek 22. Vysledky hemolytické eseje ex vivo s vyuZitim lidskych erytrocytt hodnotici
aktivitu samostatné pusobiciho kolistinu (CST) a kombinace kolistinu s AB15 (CST + AB15)
v koncentracich odpovidajicich pfislusné minimalni biofilm-inhibiéni koncentraci. MnoZstvi
uvolnéného hemoglobinu bylo méreno spektrofotometricky pfi 405 nm. Data vyjadfena jako
prumér hexaplikatu + standardni chyba praméru (SEM). Hodnota p < 0,05 byla pfijata jako
statisticky vyznamna. **p < 0,01. Data zpracovana pomoci testu ANOVA v programu

GraphPad Prism verze 9.0. (GraphPad Software, Inc., USA).
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4.3.5. Shrnuti pracovniho Cile B

V zaveéru pracovniho Cile B nelze znovu nepfipomenout alarmujici stav AMR
s tragickymi dusledky. Védecka komunita po celém svété je proto vyzyvana k
intenzivnimu studiu a vyzkumnym aktivitam vedoucim k odvraceni Ci alespon
zpomaleni této zavazné situace. Jednou z alternativnich strategii je studium

racionalni kombinacni terapie.

Vysledkem této Casti disertaCni prace je komplexni popis antimikrobni aktivity
a vybranych biologickych vlastnosti nové syntetizovaného 2-aminooxazolového
derivatu AB15. Derivat byl k rozsahlejSimu studiu vybran na zakladé slibnych dat
ziskanych screeningem antimikrobniho ucinku a vhodnych fyzikalné-chemickych a
biologickych vlastnosti, jako jsou rozpustnost, stabilita a nizka cytotoxicita. Soubor
ziskanych dat se v prubéhu studie rozSifil o vysledky presvédcivé antimikrobni
aktivity vu¢i Gram-negativnim bakteriim, zejména ACBA, ktera je fazena k nej¢astéji
pfipominanym patogentim v souvislosti s AMR. V praci je téz blize popsan
mechanismus ucinku latky AB15. Na bakterie pusobi cidnim efektem a v bakterialni
bunce cili na biosyntézu proteind. Moznost uplatnéni AB15 jako kandidatni léCivé
latky potvrzuje i nizka cytotoxicita ovéfena in vitro s pomoci bunécné linie HK-2 (SlI
od > 16 do > 8) a in vivo pomoci bezobratlého zvifeciho modelu (LDso > 500 mg/kg),
coz kategorizuje tento derivat mezi netoxické/slabé toxické latky dle systému GHS
(skupina IV). Vyznamnym zji§ténim byl prikaz aditivni aktivity AB15 vuci bakterii EC
v kombinaci s nékterymi komeréné dostupnymi ATB (GEN, CST, CHL). S zadnym
ze Sesti zafazenych ATB nevyvolavala latka AB15 antagonisticky efekt. AB15 byla
vyhodnocena jako velice vhodna partnerska adjuvantni latka v kombinaci
s rezervnim ATB — CST. Tato kombinace puUsobila synergickym efektem vici
klinickému izolatu ACBA v planktonni fazi a téz vedla k redukci biofilmu in vitro

tvofeného prave touto MR bakterii.

Na zakladé zjisténych (mikro)biologickych vlastnosti lze studovany
chlorovany 2-aminooxazolovy derivat (AB15) povazovat za vhodnou kandidatni
latku s adjuvantnim ucinkem k vybranym ATB. Hlavni vysledky této studie shrnuje
Obrazek 23.
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Obrazek 23. Zasadni vysledky studie (Cil B) (Diepoltova, 2024).

Kandidatni latka AB15 vykazala slibnou aktivitu vaci klinickym izolatim Gram-negativnich
bakterii, zejména vuci kmenu ACBA (20/21) bakterie Acinetobacter baumannii. Latka AB15
prokazala v uréitych koncentraénich pomérech synergicky efekt s antibiotikem kolistinem a
adjuvantni aktivitu ve spolecném pusobeni (kolistin + AB15) vuci bakterialnimu klinickému
izolatu ACBA (20/21) tvoficimu biofilm. V rémci in vitro i in vivo hodnoceni se latka AB15

prokazala jako netoxicka. MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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44. CiLC

CHARAKTERIZACE (MIKRO)BIOLOGICKYCH
VLASTNOSTiI POLOSYNTETICKYCH DERIVATU
MONTANINOVEHO TYPU ZiSKANYCH Z ALKALOIDU
ROSTLINNE CELEDI AMARYLLIDACEAE

4.4.1. Uvod

Zatimco vétSina rezistentnich kmenu zvefejnénych na varovném seznamu
WHO je reprezentovana Gram-negativnimi druhy, Gram-pozitivni bakterie stale
zasluhuji velky zajem, a to zejména z dlvodu nozokomialniho vyskytu, Sifi spektra
AMR a schopnosti dlouhodobé perzistence na rozliénych povrSich [27]. Zvlasté
bakterialni kmeny SA a MRSA, vedené v kategorii s vysokou prioritou, jsou
dlouhotrvajici klinickou vyzvou. ZpUsobuiji totiz chronické a perzistentni infekce
kliZe, ran a dalSi zavazna onemocnéni, jakymi jsou endokarditida ¢i osteomyelitida,
zejména u imunokompromitovanych pacientd. Nové kmeny MRSA se navic objevuji
nejen ve zdravotnickych prostfedich, ale postihuji i lidskou populaci bez jakychkoliv
predispozic [35, 169].

Jednou z preferovanych strategii vyzkumu novych AML je chemicka uprava
latek prirodniho puvodu. [13, 21]. Biologicky znacéné aktivni skupinou jsou
isochinolonové alkaloidy, strukturalné heterogenni sekundarni metabolity rostlin,
které produkuji napfiklad zastupci Celedi Papaveraceae, Berberidaceae Ci
Amaryllidaceae [14, 170]. Alkaloidy produkované posledni zminénou rostlinnou
Celedi (alkaloidy rostlinné Celedi Amaryllidaceae, AA) nabizi celou Skalu mozného
klinickeho vyuziti. Vykazuji napfiklad protinadorové ucinky, aktivitu v lécbé
neurodegenerativnich chorob a také antimikrobni efekt [18, 19]. Silnou antimikrobni
aktivitu vykazuji tteba AA montaninového typu, a to zejména vici bakteriim SA, SE,
EC ¢i PA[171].
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Jadro montaninového typu Ize ziskat i pfesmykem Siroce dostupného AA —
hemantaminu [172-174]. Série 50 takto pfipravenych polosyntetickych derivata byla
poskytnuta kolegy zvyzkumné skupiny ADINACO Katedry farmakognozie a
farmaceutické botaniky FAF UK. Derivaty byly podrobeny screeningu
antimikrobniho potencialu, na zakladé kterého byly dva z nich (znaCené NMAS5 a
NMA12) vyhodnoceny jako vhodné kandidatni latky, zejména pro svou slibnou anti-
stafylokokovou aktivitu, v dusledku ¢&ehoz byly zafazeny do pokrocilych

mikrobiologickych studii.

Jak jiz bylo v této praci popsano, kromé konvenéniho uziti kandidatnich latek
ve formé samostatné pulsobicich antiinfektiv Ize struktury se slibnym ucinkem
uplatnit téz jako latky adjuvantni, coz do vyzkumu novych AML pfinasi celou fadu
vyhod. Latky pfirodniho &i polosyntetického puvodu nejsou vyjimkou. Naopak,

v kombinacni terapii nachazi Siroké spektrum vyuZiti (kapitoly 3.2.1. a 3.2.2).

4.4.2. Pracovni hypotéza

Kandidatni latky zahrnuté v této studii, NMA5 a NMA12, vykazaly slibnou
aktivitu vaci referenénim bakteriim, zejména stafylokokum. Z tohoto duvodu byl
navrzen predpoklad, Ze by tyto vybrané derivaty montaninového typu mohly
vykazovat aktivitu téz v pokrocilych studiich (mikro)biologickych aktivit, pfipadné by
mohly splfiovat aspekty kandidatni adjuvantni latky v ramci kombinované terapie a

uplatnit se tedy jako latky partnerské ke komercné dostupnym ATB.
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4.4.3. Metodika (Cil C)

4.4.3.1. Priprava derivatl montaninového typu

Na Katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky FAF UK byla pfipravena
série 50 derivatid montaninového typu. Vychozi latka 3-O-methylpankracin byla
ziskana z cibulek rostliny Narcissus pseudonarcissus odrady Dutch Master dle
postupu publikovaného ve studiich Boyd et al., 2021 a Maafi et al., 2021 [144, 175].
Reakce byla nékolikrat opakovana pro zajisténi dostateCného mnozstvi
3-O-methylpankracinu. Estery vybranych derivatd byly pfipraveny dle postupu
popsaného v literatufe [176, 177]. Nasledné byly vybrané derivaty pfevedeny na
odpovidajici hydrochloridy. Do nasledného (mikro)biologického hodnoceni byly na
zakladé vhodnych fyzikalné-chemickych vlastnosti zafazeny dva derivaty
montaninoveho typu — latky NMA5 a NMA12.

4.4.3.2. Vyuzité mikrobialni kmeny a kultivaCni média
Bakterialni kmeny

Pro screening antibakterialni aktivity latek NMA5 a NMA12 byla vyuZita fada
8 sbirkovych referenénich kmenu, ktera skladbou odpovidala kmenim zafazenym
v Cili B (kapitola 4.3.3.2.), tedy SA (ATCC 29213); MRSA (ATCC 43300); SE
(ATCC 12228); EF (ATCC 29212); EC (ATCC 25922); KP (ATCC 10031); ACBA
(ATCC 19606) a PA (ATCC 27853). Pfed zahajenim experimentu byly
kryoprezervované bakteridlni suspenze vyoCkovany na TSA (Merck, USA) a

inkubovany pfi 37 °C po dobu 16 h v tmavém humidnim prostredi.
Mykobakterialni kmeny

Aktivita latek NMA5 a NMA12 byla rovnéz hodnocena vici mykobakteriim.
Do této studie byly zafazeny mykobakterialni referenéni kmeny z Némecké sbirky
mikroorganismlG a bunécnych kultur (DSMZ, Némecko), respektive z Belgické
koordinované kolekce mikroorganismi (BCCM/ITM, Belgie) kultivované na agaru
Middlebrook 7H9.
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Mykobakterialni kmeny:

e Rychle rostouci kmeny:
e Mpyecolicibacterium smegmatis (DSMZ 43465, ATCC 607)
e Mpycolicibacterium aurum (DSMZ 43999, ATCC 23366)
e Avirulentni kmen:
e Mpycobacterium tuberculosis H37Ra (ITM M006710, ATCC 9431)

Fungalni kmeny

Do screeningu antimikrobni aktivity latek NMA5 a NMA12 bylo rovnéz
zafazeno 8 fungalnich referenénich kmenu. Tyto kmeny se opét shodovaly
s fungalnimi kmeny uzitymi v Cili B. Jsou jimi Candida albicans (ATCC 24443,
CCM 8320); Candida krusei (ATCC 6258, CCM 8271); Candida parapsilosis
(ATCC 22019, CCM 8260); Candida tropicalis (ATCC 750, CCM 8264); Asperqgillus
fumigatus (ATCC 204305); Aspergillus flavus (CCM 8363); Lichtheimia corymbifera
(CCM 8077); Trichophyton interdigitale (ATCC 9533, CCM 8377).

Za ucelem potvrzeni antibakterialniho potencialu latek NMAS a NMA12 byly
do pokrocilé studie zahrnuty kmeny bakterii izolované z klinického materialu
na UKM FNHK (dale jako ,klinické izolaty*). V8echny tyto klinické izolaty byly
taxonomicky klasifikovany na zakladé biochemickych testu a pomoci pfistrojového
vybaveni MALDI-TOF (Microflex LH/SH MALDI-TOF, Bruker Biotyper 3.0 SW,
Bruker Daltonic GmbH, Némecko). Antibiogramy klinickych izolatd byly zhotoveny
na zakladé vysledkd diskové difuzni metody &i mikrodiluéniho testu v souladu
s doporu¢enim EUCAST [149, 150] a jsou shrnuty v Tabulkach 15 a 16. Kultivace
bakterii byla provadéna v CAMHB (Merck, USA) pfi teploté 35 + 2 °C. Na zakladé
vysledkl screeningu antimikrobni aktivity latek NMA5 a NMA12 bylo do nasledné

studie zafazeno 19 Gram-pozitivnich a 3 Gram-negativni kmeny.
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Tabulka 15. Antibiogram vybranych klinickych izolatd Gram-pozitivnich bakterii.

Gram-pozitivni bakterialni kmen (ID ¢.)

Profil citlivosti/rezistence

Staphylococcus capitis (ID €. 74/16) ND

Staphylococcus haemolyticus (ID €. 111/16) ND

Staphylococcus aureus subsp. aureus, MRSA (ID €. 131/16) R: cefoxitin, klindamycin, erytromycin; C: nitrofurantoin, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetracyklin

Staphylococcus aureus (ID €. 136/16)

R: erytromycin; C: cefoxitin, klindamycin, nitrofurantoin, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetracyklin

Staphylococcus aureus subsp. aureus, MRSA (ID ¢. 138/16)

R: cefoxitin, erytromycin; C: klindamycin, nitrofurantoin, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetracyklin

Staphylococcus aureus (ID €. 141/16)

C: cefoxitin, klindamycin, erytromycin, nitrofurantoin, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetracyklin

Staphylococcus aureus subsp. aureus, MRSA (ID ¢. 153/16)

R: ciprofloxacin; C: gentamicin, linezolid, rifampicin, tigecyklin, vankomycin.

Staphylococcus aureus subsp. aureus, MRSA (ID ¢. 154/16)

R: cefoxitin, klindamycin, erytromycin; C: nitrofurantoin, tetracyklin, trimetoprim-
sulfametoxazol

Staphylococcus epidermidis (1D €. 196/16)

ND

Enterococcus faecium, VRE (ID &. 198/16)

R: ampicilin, gentamicin, teikoplanin, tigecyklin, vankomycin; C: linezolid

Staphylococcus aureus, VRSA (ID €. 206/16)

ND

Staphylococcus hominis (ID €. 109/18)

R: erytromycin, cefoxitin, trimetoprim-sulfametoxazol; C: tetracyklin

Staphylococcus aureus, VRSA (ID €. 203/19)

ND

Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (ID €. 2/21)

ND

Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (ID €. 7/21)

ND

Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (ID €. 8/21)

ND

Enterococcus faecium, VRE (ID ¢&. 17/21)

R: ampicilin, nitrofurantoin, vankomycin, fosfomycin, teikoplanin; C/R: trimetoprim-
sulfametoxazol; C: linezolid

Enterococcus faecium VRE, LINR (ID ¢&. 18/21)

R: ampicilin, nitrofurantoin, trimetoprim-sulfametoxazol, vankomycin, linezolid,
fosfomycin; C: daptomycin

ID ¢. — laboratorni identifikaéni ¢islo, ND — neuréeno, MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus, R — rezistece, C — citlivost, VRE —

vankomycin-rezistentni enterokoky, VRSA — vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus, C/R — intermediarni citlivost, LINR — linezolid-

rezistentni kmen.
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Tabulka 16. Antibiogram vybranych klinickych izolatd Gram-negativnich bakterii.

Gram-negativni bakterialni kmen (ID &.) Profil citlivosti/rezistence

Klebsiella pneumoniae (ID ¢. 13/21) R: trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol, cefuroxim-axetil po, cefuroxim iv, ampicilin,
cefotaxim, amoxicilin klavulanat, ceftazidim, cefepim, ciprofloxacin, gentamicin,
piperacilin-tazobaktam, kolistin; C: mecilinam po, cefoxitin, amikacin, imipenem,
meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-avibaktam, temocilin.

Klebsiella pneumoniae (ID €. 14/21) R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin klavulanat, ceftazidim, cefepim, trimetoprim-
sulfametoxazol, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam; C: cefoxitin, gentamicin,
amikacin, kolistin, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-
avibaktam, temocilin.

Klebsiella pneumoniae (ID €. 15/21) R: ampicilin, cefotaxim, amoxicilin klavulanat, ceftazidim, cefepim, trimetoprim-
sulfametoxazol, ciprofloxacin, piperacilin-tazobaktam; C: cefoxitin, gentamicin,
amikacin, kolistin, imipenem, meropenem, ceftolozan-tazobaktam, ceftazidim-
avibaktam. temocilin.

ID ¢é. — laboratorni identifikacni ¢islo, R — rezistence, C — citlivost.
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4.4.3.3. Screening antimikrobni aktivity latek NMA5 a NMA12
Screening antibakterialni aktivity

Ke studiu antibakterialni aktivity latek NMAS a NMA12 vic&i referenénim
kmenum a bakteridlnim klinickym izolatdm byla vyuZita mikrodiluéni bujénova
metoda usporfadana do 96-jamkové mikrotitraCni destiCky odpovidajici instrukcim
EUCAST [149]. Postup hodnoceni se shoduje s metodikou uvedenou v kapitole
4.3.3.3. Cile B. LiSily se pouze studované latky. MIC byla vyhodnocena vizualné a
prostfednictvim spektrofotometrického méreni (530 nm, Synergy HTX Multi-Mode

Microplate reader, BioTek, USA). Experimenty byly provadény v duplikatu.
Screening antimykobakterialni aktivity

Vyhodnoceni antibakterialni aktivity latek NMA5 a NMA12 vUci referencnim
kmenum mykobakterii probihalo rovnéz s vyuzitim mikrodiluéni bujonové metody v
mikrotitracni desti¢ce. Kultivace mykobakterii a pfiprava roztokl studovanych latek
probihaly obdobné jako v kapitole 4.3.3.3 a podle EUCAST [151]. OdliSoval se
pouze typ studovanych derivati a skladba zafazenych referencnich kmenu. Zde
Mycolicibacterium smegmatis (DSMZ 43465, ATCC 607), Mycolicibacterium aurum
(DSMZ 43999, ATCC 23366) a Mycobacterium tuberculosis H37Ra ITM-M006710
(ATCC 9431). MIC byla hodnocena vizualné a fluorimetricky s vyuzitim
metabolického indikatoru AlamarBlue (Thermo Fisher Scientific, USA, Aex = 528 nm
a Aem = 585 nm) po 48 h az 120 h inkubace (dle pouzitého kmene). Experimenty
byly provadény v duplikatu.

Antifungalni aktivita

Také screening aktivity latek NMA5 a NMA12 vic&i kvasinkam a plisnim
probihal v mikrodiluénim usporadani dle instrukci EUCAST [152, 153]. Priprava
studovanych latek i kultivace fungalnich kmenu probihala obdobné jako v kapitole
4.3.3.3. Cile B, zde s derivaty montaninového typu. Vysledky screeningu byly
vyhodnoceny vizualné a pomoci spektrofotometrického méreni (530 nm, Synergy
HTX Multi-Mode Microplate reader, BioTek, USA). Experimenty byly provadény
v duplikatu.
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4.4.3.4. Stanoveni aktivity latek NMA5 a NMA12 vUci bakterialnim klinickym
izolatim

K hodnoceni antibakterialni aktivity latek NMAS5 a NMA12 bylo vyuZzito 19
Gram-pozitivnich a 3 Gram-negativni bakterialni klinické izolaty. Kmeny byly
izolovany z klinického materialu a identifikovany na UKM FNHK. V experimentu bylo
vyuzito mikrodiluéni bujonové metody ve formatu 96-jamkové desticky dle stanov
EUCAST [149] a postup prace se shodoval s postupem uvedenym v kapitole
4.3.3.4. K hodnoceni vysledné MIC byla rovnéz vyuzita vizualni kontrola,
spektrofotometrické méreni (530 nm, Synergy HTX Multi-Mode Microplate reader,
BioTek, USA) a fluorimetrické méfeni pomoci metabolického indikatoru AlamarBlue
(Thermo Fisher Scientific, USA, Aex = 528 nm a Aem = 585 nm)

4.4.3.5. Hodnoceni in vitro cytotoxicity latky NMA12 s vyuzitim

bunééné linie HK-2

Screening cytotoxicity latky NMA12 probihal na Katedre biofyziky a fyzikalni
chemie FAF UK. V ramci metodiky byla opét vyuzita esej CellTiter 96 (Promega,
USA), jez kolorimetricky hodnoti redukci tetrazoliového barviva v Zivych burikach.
Postup eseje je blize popsan v kapitole 4.3.3.8. Latka NMA12 byla pfipravena ve
finalnich koncentracich 0,0001, 1, 5, 10, 25, 50 a 100 uM. Vy$si hodnoty koncentraci
byly vyfazeny z divodu nedostatecné rozpustnosti latky. Vysledky experimentu jsou
vyjadfeny prostfednictvim hodnoty 1Cso vyhodnocené v softwaru GraphPad Prism
9.0 (GraphPad Software, Inc., USA).
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4.4.3.6. Screening in vivo toxicity latky NMA12 s vyuZzitim bezobratlého

zvifeciho modelu

Larvy modelového organismu (Galleria mellonella) byly odchovany
v mikrobiologické laboratofi Katedry biologickych a lékafskych véd FAF UK dle
postupl publikovanych v praci Haydak et al., 1936 [155]. Do studie byly zahrnuty
pouze plné vitalni krémové zbarvené larvy o hmotnosti 300-320 mg. Pfiprava latky
NMA12 odpovidala postupu popsanému v kapitole 4.3.3.9. LiSily se podavané
davky (zde 43,640 mg/kg télesné vahy; 148,400 mg/kg télesné vahy; 237,93 mg/kg
a 475,600 mg/kg télesné vahy). Roztoky latky NMA12 byly larvam podany injekéné
do hemocoelu pres posledni levou panozku pomoci Hamiltonovy stfikacky v objemu
10 pl. Inkubace poté probihala obdobné, tedy v Petriho miskach pfi 37 °C. Stav larev
byl taktéz monitorovan v 5 intervalech v pribéhu 120 h od podani a smrt byla
definovana jako uplna ztrata pohyblivosti i po fyzické stimulaci zvifete.
K vyhodnoceni LDso bylo vyuZito programu GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, Inc., USA), v némz byla vypoctena mortalita v ramci kazdé zavislosti

davky a ¢asu pomoci Kaplan-Meierovych kfivek.

4.4.3.7. Studium vlivu kombinace vybranych ATB a latky NMA12 na

antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie

Ke screeningu interakce mezi latkou NMA12 a komercné dostupnymi ATB
bylo vyuZito metody popsané v kapitole 4.3.3.10., tedy mikrodiluéni bujénové
Checkerboard studie uspofadané do Honeycomb desticky (Oy Growth Curves,
Finsko). Na zakladé klinické relevance byla tentokrat do experimentu zafazena nize
uvedena ATB rozpusténa v DMSO (vSe Merck, USA) a nasledné fedéna dvojkovou

fedici fadou na poZadované koncentrace, tedy:

o NMA12: 256,970-1,844 pg/ml * RIF:0,080-0,00016 pg/ml
o CIP: 2,048-0,0004 ug/ml ¢ SXT. 32-0,063 ug/ml
e VAN: 32-0,063 pg/ml e TGC: 187,400-0,336 ug/ml

o LIN: 64-0,125 pg/ml
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Takto pfipravené latky byly nasledné pipetovany do Honeycomb desti¢ky dle
schématu na Obrazku 12 po 100 a 100 pl, tedy v poméru 1 : 1 (NMA12 — vertikalné
a ATB - horizontalné). DalSim krokem byla inokulace jamek 10 pl suspenze
referencniho kmene bakterie MRSA (ATCC 43300) pfipravené v CAMHB (Merck,
USA) o finalni koncentraci pocatecniho inokula ~ 5 x 10° CFU/ml. Kazda desticka
obsahovala pozitivni kontrolu (referenéni kmen bakterie MRSA v médiu CAMHB) a
negativni kontrolu (médium CAMBH a DMSO). Méfeni probihalo kontinualné
kazdych 15 minut béhem inkubace desticek v pfistroji Bioscreen C (Oy Growth
Curves, Finsko) pfi 36,8 °C po dobu 20 h. OD byla zaznamenavana pfi 580 nm. Po
inkubaci bylo vypoctena procentualni inhibice ristu bakterii v porovnani s pozitivni
kontrolou. Hodnoty pozadi byly odecteny. Po uplynuti 20 h byly destiCky téz
vyhodnoceny vizualné a s vyuzitim metabolického indikatoru AlamarBlue (Thermo
Fisher Scientific, USA). K interpretaci vysledkd byla opét vyuzita veliina FICI
vyjadiena jako FICI = FICnvat2 + FICats. FICNva12 @ FICaTs hodnoty byly vypocteny
nasledovné: FICnma12 nebo FICats = MICnma12 (nebo MICats) v kombinaci / MICnmai2
(nebo MICars) samostatné latky. Vysledky FICI byly definovany nasledovné: FICI <
0,5 — synergicky efekt; 0,5 < FICI < 1 — aditivni efekt; 1 < FICI < 4 — indiferentni efekt;
a FICI > 4 — antagonisticky efekt.

4.4.3.8. Statisticka analyza

Screening in vivo toxicity zahrnoval 84 jedincu (n = 7). V8echny vystupni
udaje byly analyzovany pomoci softwaru GraphPad Prism verze 9.0 (GraphPad
Software, Inc., USA). Data z experimentl byla podrobena log-rank Mantel-Coxovu
testu (porovnani kfivek). Vysledky byly ve vSech analyzach definovany jako

vyznamné pfi hodnoté p <0,05.
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4.4.4. Vysledky a diskuze

Derivatizace latek pfirodniho pavodu je jednou ze strategii vyzkumu novych
AML. Strukturné obménované AA jsou Casto pfedmétem zajmu pro své Siroké
spektrum biologickych aktivit. U nékterych byl prokazan téz antimikrobni potencial.
Analogy lykorinu v praci Tan et al., 2011 vykazovaly antibakterialni aktivitu vaci
klinickym izolatim bakterie Flavobacterium columnare [178]. Antimykobakterialni
ucinnost vaci Mycobacterium tuberculosis H37Ra pro zménu ukazali autofi Maafi et

al., 2021 u svych synteticky upravenych AA [179].

Série strukturné podobnych derivatd montaninu byla podrobena zakladnimu
screeningu antimikrobni aktivity téZ na Katedfe biologickych a Iékarskych véd FAF
UK. Dva derivaty projevily v této pilotni studii slibnou uc€innost vuci nékterym
referencnim bakteriim a byly oznaceny za kandidaty pro podrobnéjsi zkoumani.
Tyto kandidatni slou€eniny odpovidaji vzorcim 2-O-(3,5-dimethoxybenzoyl)-3-O-
methylpankracin a 2-O-(3-methoxybenzoyl)-3-O-methylpankracin a jsou oznaceny
pracovnimi kédy NMA5 a NMA12. Prfiprava derivatu probihala na Katedfe

farmakognozie a farmaceutické botaniky FAF UK.

4.4.4.1. Screening antimikrobni aktivity latek NMAS a NMA12

Pro pilotni hodnoceni antimikrobniho potencialu kandidatnich montaninovych
derivatl bylo vyuzito 8 sbirkovych bakterialnich kmenu, 4 Gram-pozitivni a 4 Gram-
NMADS5 vykazala nejvysSi aktivitu vaci kmenu SA (ATCC 29213; 7,813-31,250 uM) a
vuci kmenu MRSA (ATCC 4300; 7,813-31,250 pM). Téz vuci bakterii SE (ATCC
12228) obstala latka NMAS s povzbudivou aktivitou 15,625-31,250 uM. Latka
NMA12 odhalila velice slibnou aktivitu vi¢i kmenu SA (ATCC 29213; 3,906-15,625
MM). Aktivity minimalné 15,625 uM vykazala latka NMA12 téz vici referenénim
kmenim MRSA (ATCC 43300) a SE (ATCC 12228). Zajimavym vysledkem jsou
rovnéz hodnoty MIC obou derivata (MICnmas = 31,250-125 yM a MICnmat2 = 31,250-
62,500 uM) namérené vaci sbirkovému kmenu EF (ATCC 29212).
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Ze skupiny referenCnich Gram-negativnich bakterii byl latkami NMA5 a
NMA12 nejvice ovlivnén sbirkovy kmen KP (MICnmas = 31,250-62,500 uM; MICnma12
=15,625-62,500 uM). Kompletni vysledky uvodniho screeningu aktivity latek NMAS

a NMA12 vic&i osmi referenénim kmenudm bakterii jsou uvedeny v Tabulce 17.

Do screeningu antibakterialni aktivity byly téz zafazeny sbirkové kmeny
mykobakterii. Latky NMA5 i NMA12 vykazaly v tomto experimentu vici referenénim
zastupclm aktivity v rozsahu od 7,374 uM do 14,748 uM. Konkrétni data jsou
uvedena v Tabulce 18. Hodnoceni antimykobakterialni aktivity bylo provedeno ve

spolupraci s PharmDr. Ondfejem Jandourkem, Ph.D.

Méreni antifungalni aktivity latek NMAS5 i NMA12 naopak vyraznéjsi aktivitu
neodhalilo. MICnmat2 vU€i vSem osmi referencnim fungalnim kmenum odpovidala
hodnoté > 125 pM. Nejniz8i MICnmas, tedy 250 uM, byla odhalena viéi kvasince

Candida krusei a vlaknité houbé Trichophyton interdigitale (data v Tabulce 19).

Na zakladé screeningu antimikrobniho potencialu latek NMA5 a NMA12 je
mozno oba montaninové derivaty oznacit jako slibné kandidaty pro dal$i zkoumani
v oblasti antibakterialni aktivity. Zejména jejich ucinnost vuci stafylokokim a EF a
KP, jez se fadi mezi bakterie skupiny ESKAPE, je nezanedbatelna. Z tohoto duvodu
byly tyto dva derivaty vybrany pro pokrocila hodnoceni. Zakladni screening pfinesl

poznatek, Ze antimikrobni aktivita studovanych latek je cilena vyhradné na bakterie.
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Tabulka 17. Prehled antibakterialni aktivity latek NMA5 a NMA12 vici vybranym sbirkovym kmenim Gram-pozitivnich a Gram-

negativnich bakterii. V eseji bylo uzito mikrodiluéni bujéonové metody dle doporu¢eni EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualni

inspekci a spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm po 24 h inkubace pfi teploté 35 £ 2 °C.

Bakterialni kmen (sbirkové Cislo dle ATCC) MIC NMAS5 (uM) MIC NMA12 (uM) MIC CIP (uM)
24 h 24 h 24 h

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 7,813-31,250 3,906-15,625 0,0384-1,536
Staphylococcus aureus, MRSA (ATCC 43300) 7,813-31,250 15,625-62,500 0,0768-1,536
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 15,625-31,250 15,625-31,250 0,768
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 31,250-125 31,250-62,500 3,072
Escherichia coli (ATCC 25922) >125 >125 1,536-3,072
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 31,250-62,500 15,625-62,500 1,536
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) > 125 > 125 3,027
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) > 125 > 125 0,768

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin, MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus.

129



Tabulka 18. Pfehled antibakterialni aktivity latek NMAS5 a NMA12 vuci vybranym kmenim mykobakterii. V eseji bylo uZito mikrodiluéni
bujonové metody dle doporu¢eni EUCAST [151]. MIC byla hodnocena vizualni inspekci a fluorimetricky s vyuzitim metabolického
indikatoru AlamarBlue (Aex = 528 nm a Aem = 585 nm) po 48 h az 120 h (dle pouzitého kmene) pfi teploté 35 + 2 °C.

Bakterialni kmen (sbirkové Cislo dle ATCC) MIC NMAS5 (uM) MIC NMA12 (uM) MIC CIP (uM)

48 h-120 h 48 h-120 h 45h-120h
Mycolicibacterium smegmatis (ATCC 607) ‘ 7,374 7,374 0,384
Mycolicibacterium aurum (ATCC 23366) ‘ 7,374 14,748 0,048
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 9431) ‘ 7,374 14,748 0,768

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin.
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Tabulka 19. Pfehled antifungalni aktivity latek NMA5 a NMA12 vuci vybranym mykotickym sbirkovym kmenam. V eseji bylo uzito

mikrodiluéni bujonové metody dle doporu¢eni EUCAST [152, 153]. MIC byla hodnocena vizualni inspekci a spektrofotometricky pfi

vinové délce 530 nm po 24 h a 48 h (v pfipadé Trichophyton interdigitale 72 h a 120 h) pfi teploté 35 £ 2 °C.

Mykoticky kmen MIC NMA5 MIC NMA12 MIC AMFOTERICIN B MIC VORIKONAZOL
(sbirkové cislo dle ATCC) (MM) (uM) (uM) (uM)
24h/48h 24h/48h 24 h 24 h
(72 h /120 h) (72 h /120 h)

Candida albicans (ATCC 2443) > 500/ >500 >125/> 125 1,082 > 45,806
Candida krusei (ATCC 6258) 250/ 500 >125/> 125 1,082 > 45,806
Candida parapsilosis ATCC 22019) 500 / >500 >125/> 125 0,541 > 45,806
Candida tropicalis (ATCC 750) >500 / > 500 >125/>125 1,082 > 45,806
Aspergillus fumigatus ATCC 204305) >500 / > 500 >125/> 125 4,329 2,863
Aspergillus flavus (CCM 8363) >500 / > 500 >125/> 125 4,329 > 45,806
Lichtheimia corymbifera (CCM 8077) > 500 /> 500 >125/> 125 1,082 > 45,806
Trichophyton interdigitale (ATCC 953) 250/ 500 >125/>125 1,082 > 45,806

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalini inhibi¢ni koncentrace, CCM — Ceska sbirka mikroorganismd.
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4.4.4.2. Aktivita latek NMA5 a NMA12 vuci bakterialnim klinickym
izolatim

Vybér Gram-pozitivnich a Gram-negativnich klinickych izolatd v ramci
pokrocilé studie bakterialni aktivity dvou vybranych derivati montaninového typu byl
odvozen dle vysledku uvodniho screeningu. Do navazujiciho experimentu bylo
proto vybrano hned 13 klinickych izolatd bakterie rodu Staphylococcus (z toho 4
koagulaza-negativni druhy, CoNS). Zbytek Gram-pozitivhich bakterii byl tvofen
enterokoky. Na zakladé pomérné nizkych MIC kandidatnich derivati namérenych
vuci této bakterii byly do studie zafazeny téZz 3 Gram-negativni bakterie rodu
Klebsiella. Bakterialni kmeny byly izolovany a taxonomicky zafazeny na UKM
FNHK. Vypracované antibiogramy nékterych takto vyuzitych izolatd jsou uvedeny
v Tabulkach 15 a 16.

Hodnoceni antibakterialni aktivity vici bakterialnim klinickym izolatim
probihalo s vyuzitim mikrodiluéni bujénové metody, v niz byla zcela potvrzena anti-
naméfena vUCi kmenu Staphylococcus haemolyticus (111/16) izolovaného z
mocového katetru. MICnmas = 31,250 uM byla zjisténa vici kmenim SA (141/16,
stér zoka) a dvou kmeni MRSA (153/16 a 154/16) izolovanych z hrtanu a

bronchoalveolarni lavaze.

| latka NMA12 vykazala nejvysSi aktivitu vuci stafylokokidm. MICnmat2 vUc€i SA
(141/16) odpovida hodnoté 7,813 pM. Nizka hodnota MICnmat2 (15,625 uM) byla
téz namérena vuci kmeni MRSA (153/16).

Na druhou stranu, aktivita latky NMAS5 ani NMA12 nebyla potvrzena vuci
enterokokim (Tabulka 20). Stejné tak nebyl potvrzen slibny potencial vici dalSimu
zastupci skupiny ESKAPE, klebsielam, (Tabulka 21), coz mohlo byt zpusobeno
napfiklad Sirokym profilem rezistence téchto tfi pouzitych kmend Gram-negativnich
bakterii (Tabulka 16). O to vice vSak vysledky antibakterialni aktivity poukazuji na
vyznam zarazeni MR klinickych izolatd ve vyzkumu kandidatnich anti-infektiv. Data
ziskana z pfedbézného screeningu jsou pfislibem antimikrobni aktivity kandidatnich
latek. Vzdy je vSak za potiebi vysledky konfirmovat navazujici studii aktivity vugi

klinickym izolatim bakterii zvolenych tak, aby vysledna data korelovala s aktualni
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epidemiologickou situaci a stavem AMR. Kompletni vysledky hodnoceni
antibakterialni aktivity NMA5 a NMA12 jsou zahrnuty v Tabulkach 20 a 21.

133



Tabulka 20. Antibakterialni aktivita latek NMA5 a NMA12 vugi klinickym izolatdm Gram-pozitivnich bakterii. Do eseje byla rovnéz zahrnuta vnitini

kontrola kvality ve formé referenéni bakterie Staphylococcus aureus (ATCC 29213) a standard ciprofloxacin. Antibakterialni aktivita byla

hodnocena mikrodiluéni bujénovou metodou v souladu s instrukcemi EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualné, spektrofotometricky pfi

vinové délce 530 nm a fluorimetricky s vyuZzitim metabolického indikatoru AlamarBlue (Aex= 528 nm a Aem = 585 nm) po 24 h inkubace pfi teploté

35 + 2°C.
Bakterialni kmen (ATCC/ID ¢.) Klinicky ptivod MIC NMAS5 (pm) MIC NMA12 (um) MIC CIP (uM)
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Sbirkovy kmen 7,813-31,250 3,906-15,625 0,384-1,536
Staphylococcus capitis (74/16) Periferni zilni katétr 62,500 31,250 3,072
Staphylococcus haemolyticus (111/16) Mocovy katétr 15,625 62,500 3,072
Staphylococcus aureus, MRSA (131/16) Vytér z hrtanu 62,500 31,250 6,144
Staphylococcus aureus (136/16) Vytér z hrtanu 62,500 62,500 0,768
Staphylococcus aureus subsp, aureus, MRSA (138/16) Sputum 62,500 62,500 > 6,144
Staphylococcus aureus (141/16) Stér oka 31,250-62,500 7,813 1,536
Staphylococcus aureus, MRSA (153/16) Vytér z hrtanu 31,250 15,625 > 6,144
Staphylococcus aureus, MRSA (154/16) Bronchoalveolarni lavaz 31,250 31,250-62,500 > 6,144
Staphylococcus epidermidis (196/16) Drén 500 62,500 > 6,144
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium (198/16) Mocovy katétr >500 > 500 3,072
Vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus, VRSA (206/16) ND 62,500 62,500 0,384
Staphylococcus hominis (109/18) Centralni zZilni katétr 62,500 62,500 6,144
Vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus (SZU) szU 62,500 62,500 0,768
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (2/21) ND > 250 > 250 (62,500) 1,536
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (7/21) ND > 250 > 250 (15,625) ND
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis, VRE (8/21) ND > 250 > 250 6,144
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium, VRE (17/21) Mo¢ > 250 > 250 > 250
Vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium, VRE, LINR (18/21) Mo¢& > 250 > 250 > 250

ATCC — Americka sbirka kultur, ID ¢. — laboratorni identifikacni ¢islo, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, CIP — ciprofloxacin, MRSA — meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus, VRSA — vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus, ND — neuréeno, SzU — Statni zdravotni ustav, VRE — vankomycin-rezistentni

enterokoky, LINR — linezolid-rezistentni kmen.
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Tabulka 21. Antibakterialni aktivita NMA5 a NMA12 vuci klinickym izolatiim Gram-negativnich bakterii. Do eseje byla rovnéz zahrnuta
vnitfni kontrola kvality ve formé referencni bakterie Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) a standard ciprofloxacin. Antibakterialni
aktivita byla hodnocena mikrodiluéni bujénovou metodou v souladu s instrukcemi EUCAST [149]. MIC byla hodnocena vizualné,
spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm a fluorimetricky s vyuzitim metabolického indikatoru AlamarBlue (Aex = 528 nm a
Aem = 585 nm) po 24 h inkubace pfi teploté 35 + °C.

Bakterialni kmen (ATCC/ID ¢.) Klinicky ptivod MIC NMAS5 (um) MIC NMA12 (um) MIC CIP (uM)
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) Sbirkovy kmen 31,250-62,500 31,250-62,500 1,536-3,072
Klebsiella pneumoniae (ID €. 13/21) Mo¢ > 500 > 500 > 6,144
Klebsiella pneumoniae (ID €. 14/21) Rektalni stér > 500 > 500 6,144
Klebsiella pneumoniae (ID €. 15/21) Rektalni stér > 500 > 500 6,144

ATCC — Americka sbirka kultur, MIC — minimalni inhibiéni koncentrace, ID ¢&. — laboratorni identifikacni ¢islo, CIP — ciprofloxacin.
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Latky NMA5 a NMA12 zjevné cili na uz8i spektrum bakterii. A a€ je vétsi
pocet souCasnych studii zaméfen na vyzkum AML aktivnich vuci Gram-negativnim
bakteriim, anti-stafylokokovy uc€inek NMA5 a NMA12 je povzbudivy. Nizké az
stfedné nizké MIC téchto latek mohou byt premisou jejich mozného uplatnéni ve
formé adjuvans v anti-stafylokokové terapii. Kmeny MRSA a VRSA jsou fazeny mezi
bakterie, jejichz zachyt byl zvySen v souvislosti s narlstem poctu hospitalizovanych
pacientl v prubéhu pandemie COVID-19. Pravé na suchych nezivych povrsich
v nemocni¢nich zafizenich jsou tyto bakterie schopny perzistovat bez problému i
nékolik mésicl. Tato uklidem mnohdy pfehlizena mista (typicky kliky dvefi, vypinace
svétel Ci elektronika) pak mohou byt, kromé& nemocnych pacientl & personalu,
zdrojem nozokomialnich infekci. Onemocnéni vyvolana nozokomialnimi kmeny
doprovazi zvySena mortalita a extrémné zavazné ekonomické dopady spojené
napfiklad s prodlouzenou dobou hospitalizace a rekonvalescence pacientl nebo se

zvySenou indikaci chirurgickych zakroka [180, 181].

Za zminku téz stoji aktivita obou derivati vici zafazenym kmendm CoNS
(Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus
epidermidis a Staphylococcus hominis). Vyznam jimi vyvolanych infekci je Casto
prehlizen, ac se také rfadi mezi Casté pluvodce nozokomialnich nakaz. Celosvétovy
stav AMR se vyrazné projevil i v této heterogenni skupiné stafylokokt. Napfiklad
autofi prace Rocchetti et al., 2018 odhalili rezistenci vi&i penicilinovému ATB
oxacilinu u 82,5 % z 286 klinickych izolatd CoNS [182]. Vyjimkou neni ani rezistence
CoNS vci ATB dalSich skupin, napfiklad VAN ¢&i SXT [183, 184]. Jako ATB ucinna
vUcCi CoNS se zatim jevi napfiklad TGC ¢&i LIN. Je proto nezbytné dosavadni aktivitu
téchto rezervnich ATB chranit [185].

Jak jiz bylo zminéno, rozpustnost kandidatnich latek ve vodném prostfedi je
vyznamnym parametrem pro pfedpoklad zarfazeni latky do vyzkumu novych [€Civ.
Vysoka rozpustnost v hydrofilnich rozpoustédlech navic eliminuje nutnost uziti
potencialné skodlivych rozpoustédel i béhem in vitro hodnoceni [186]. Omezena
rozpustnost latek NMAS a NMA12 vSak byla pozorovana pfi koncentracich <
500 pyM. Vzhledem ke slibnym vysledkim hodnoceni MICnmas i MICnma12 vUci
klinickym izolatam byly v ramci této studie navrzeny rizné optimalizaéni postupy ve
shaze zvysit rozpustnost latek ve vodnych kultivacnich médiich, vCetné upravy

struktury latek do formy hydrochloridovych soli, zvySeni poméru rozpoustédla

136



DMSO pfi hodnoceni MIC ¢&i zafazeni sonikacnich krokd pfi rozpousténi latek ve
vodném prostifedi. Na zakladé relativné pfiznivéjsi anti-stafylokokové aktivity a
rozpustnosti ve vodném prostfedi bylo nakonec rozhodnuto, Ze do nasledujicich
hodnoceni bude zafazen pouze derivat montaninového typu znaceny NMA12.
Molekuly vybranych derivati budou na Katedfe farmakognozie a farmaceutické

botaniky dale modifikovany s cilem zvysit jejich biologickou dostupnost.

4.4.4.3. Toxicita latky NMA12

Jednim z dalSich hodnocenych aspektt kandidatnich antimikrobnich I€Civ je
toxicita. Derivat NMA12 byl podroben hodnoceni cytotoxicity v rezimu in vitro vici
bunécné linii HK-2, kcemuz byla zvolena metoda zaloZend na principu
kolorimetrického hodnoceni redukce tetrazoliového barviva v Zivotaschopnych
burikach po expozici latkou NMA12. Obrazek 24 demonstruje vysledky méfeni. Je
zjevneé, Ze hodnota toxikologického parametru ICso je vétSi nez 50 uM. Cytotoxicitu
pfi vySSich koncentracich latky vSak nebylo mozno vyhodnotit z divodu
nedostatecné rozpustnosti derivatu NMA12 v Dulbecco's Modified Eagle's — high
glucose médiu (Merck, USA). Hodnoceni cytotoxicity bylo provedeno na Katedre

biofyziky a fyzikalni chemie FAF UK.
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Obrazek 24. Hodnoceni cytotoxicity latky NMA12 in vitro vaci bunécné linii HK-2.
Cytotoxicky efekt byl vyjadfen jako ICsy, tedy koncentrace latky NMA12, ktera vyvolala
cytotoxicky efekt u 50 % bunék. Parametr ICso byl vypocten s vyuzitim programu GraphPad
Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., USA).

In vivo toxicita latky NMA12 byla posuzovana s vyuZzitim bezobratlého
zvifeciho modelu, Galleria mellonella. Larvy byly rozdéleny do skupin dle hmotnosti
podané latky na kg hmotnosti zvifete. Davky byly pfipraveny dle rozpustnosti
derivatu NMA12 (83,640-475,600 mg NMA12/kg télesné hmotnosti) a podavany
injek¢né pfimo do hemocoelu skrze posledni levou panozku. Jak je prezentovano
na Obrazku 25 a v Tabulce 22, smrt byla zaznamenana po 24 h v prvni a po 72 h
druhé skupiné a v obou pfipadech bylo dosazeno mortality 14,290 %. Kaplan-
Meierova kfivka na Obrazku 25 téz prezentuje, ze LDso, tedy davka, pfi niz doslo ke
smrti 50 % zvifat, nebyla dosazena v Zadné ze skupin. LDso tedy odpovida hodnoté
> 475,600 mg/kg latky NMA12. Dle kategorizace publikované napfiklad v praci
Ignasiak et al., 2017 [89] Ize proto NMA12 zaradit do skupiny latek s nizkym
toxickym rizikem (GHS skupina 1V). Data z hodnoceni toxicity in vivo byla téz
analyzovana statisticky pomoci parového Log-rank Mantel-Coxova testu
(Tabulka P3, PFiloha). Po injekénim podani derivatu NMA12 nebyl zpozorovan
zadny statisticky vyznamny jev v pfezivani vSech zarazenych skupin. Hodnoceni in

vivo toxicity latky NMA12 probihalo ve spolupraci s RNDr. Klarou Kone¢nou, Ph.D.
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INJEKCNi PODANI NMA12 DO HEMOCOELU

100 =3
== SKUPINA 1 (475,600 mg NMA12/kg vahy larvy)
. 90 4 SKUPINA 2 (237,930 mg NMA12/kg vahy larvy)
2 o
— 80 =+ SKUPINA 3 (148,400 mg NMA12/kg vahy
= 4
H | .
wl P SKUPINA 4 (83,640 mg NMA12/kg vahy
Y /
o 4o %= SKUPINAS5 - KONTROLA (30 % DMSO + PBS)
P SKUPINAG — KONTROLA (bez administrace)
0 ] 1 1 ] 1
0 1 2 3 4 5
Cas (dny)

Obrazek 25. Kaplan-Meierova kiivka pfeZiti zvifeciho modelu Galleria mellonella po
injek&nim podani latky NMA12 do hemocoelu. Larvy inkubovany pii teploté 37 °C a jejich
stav byl hodnocen 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.
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Tabulka 22. Hodnoceni in vivo toxicity latky NMA12 s vyuZitim zvifeciho modelu Galleria mellonella. Vysledky po injekénim podani

latky NMA12 do hemocoelu larvy. Vizualni inspekce larev inkubovanych pfi teplote 37 °C probihala 24, 48, 72, 96 a 120 h po podani.

x : ; Kontrolni skupina
Podana davka dle skupiny mg/kg télesné hmotnosti larev g Kontrolni skupina
ka 13  vah (10 ml PBS o dani
m &lesné va ez podani
(mokg Y) 475,600 237,930 148,400 83,640 | +30% (viv)DMSO)| o7 Poden)
> > > > > >
S S S S S S
S s S s S s s S \ S \
Hodiny 2 o 2 o 2 o 2 o 2 I 2 I
(Vizualni inspekce) N ‘S O] © ) IS ) © D T D o
>a 18' >15_ ‘g >a '%’ >15_ ‘g >15_ ‘g >s5_ ‘g
9] = 1] = 9] = 1] = 1] = 9] =
H&) &) H&) &) &) &)
o O O O O @]
o o o o o o
0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0
24 6 14,290 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0
48 6 14,290 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0
72 6 14,290 6 14,290 7 0 7 0 7 0 7 0
96 6 14,290 6 14,290 7 0 7 0 7 0 7 0
120 6 14,290 6 14,290 7 0 7 0 7 0 7 0

(%)™ — procentualni vyjadreni mortality zpisobené kandidatni latkou.
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44.4.4. Studium vlivu kombinace vybranych ATB a latky NMA12 na

antimikrobni aktivitu — Checkerboard studie

U polosyntetického derivatu montaninového typu, NMA12, byla v prabéhu
série experimentu prokazana velice slibna aktivita vuci stafylokokliim a také nizka
toxicita. V pfipadé kombinacni terapie se s vyhodou uziva nizSich koncentraci dvou
Ci vice AML, které pfi spole€ném puasobeni vedou ke stejné €i dokonce vysSi
inhibi¢ni aktivit¢ vuc¢i burfikam mikrobl. Synergicky efekt in vitro s komeréné
dostupnym ATB by byl prospésny vzhledem k ne zcela optimalni rozpustnosti latky
NMA12 ve vysSich koncentracich. Diky této kombinaci navic muzZe byt ochranéna
Ci znovuobnovena aktivita zvoleného ATB. V zivém systému mohou byt téz

omezeny jeho pfipadné nezadouci ucinky.

Ke studiu vzajemnych interakci s latkou NMA12 bylo do mikrodiluéni
Checkerboard eseje zafazeno 6 komercné dostupnych klinicky relevantnich ATB,
preferenéné s odliSnym mechanismem ucCinku. Jmenovité byla k tomuto ucelu
zvolena ATB CIP (inhibice syntézy DNA), VAN (inhibice syntézy bunécné stény),
LIN (inhibice proteosyntézy — vazba na ribozomovou podjednotku 50S), RIF
(inhibice DNA-dependentni RNA polymerasy), TGC (inhibice proteosyntézy — vazba
na 30S podjednotku ribozomu), SXT (inhibice syntézy kyseliny listové). Jako
referen¢ni kmen byl do experimentu zafazen kmen MRSA (ATCC 43300).

Vysledky Checkerboard studie jsou uvedeny v Tabulce 23. Ve dvou
kombinacich latek (LIN + NMA12 a TGC + NMA12) byla s vyuzitim vypoctu FICI
prokazana nejvyhodnéjsi spolecna interakce, tedy synergicky efekt, a to napfiklad
v koncentraCnim poméru 0,741 uM LIN : 15,625 yM NMA12 (Tabulka 23c) Ci
v poméru 0,016 pM TGC : 31,250 yM NMA12 (Tabulka 23f). VSechny dalSi
studované kombinace byly navic v urcitych koncentraénich pomérech vyhodnoceny
jako aditivni a v zadném ze zvolenych koncentracnich poméru nebyl pozorovan

antagonisticky efekt.
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Tabulka 23. Indexy frakénich inhibi¢nich koncentraci (FICI) vypoc&tené na zakladé

vysledku Checkerboard studie s vyuzitim kombinaci a. ciprofloxacinu (CIP) +
NMA12, b. vankomycinu (VAN) + NMA12, c. linezolidu (LIN) + NMA12, d.
rifampicinu (RIF) + NMA12, e. trimetoprim-sulfametoxazolu (SXT) + NMA12, f.
tigecyklinu (TGC) + NMA12 vici referenénimu kmeni bakterie MRSA (ATCC 43300).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) samostatné pusobicich latek odpovidaly:

a o

o

a. MICci = 0,755 pM, MICnmat2 = 125 uM
b.

MICvan = 0,345 uM, MIC nmat2 = 125 uM
MICLin = 2,964 uM, MIC nvwat12 = 125 uM
MICrir = 0,006 pM, MIC nma12 = 125 yM
MICsxT = 7,358 uM, MIC nvat2 = 125 uM
MICrec = 0,132 pyM, MIC nvat12 = 125 pM.

23a. KOMBINACE CIPROFLOXACIN + NMA12

Koncentraéni pomér Koncentrani pomér FICcp  FICnma12 FICI Efekt
CIP : NMA12 CIP : NMA12
(MM) (Mg/mi)
0,006 : 62,500 0,002 : 29,496 0,008 0,500 0,508  Aditivita
0,012 : 62,500 0,004 : 29,496 0,016 0,500 0,516 Aditivita
0,024 : 62,500 0,008 : 29,496 0,032 0,500 0,532 Aditivita
0,047 : 62,500 0,016 : 29,496 0,064 0,500 0,564 Aditivita
0,094 : 62,500 0,032 : 29,496 0,128 0,500 0,628 Aditivita
0,189 : 62,500 0,064 : 29,496 0,256 0,500 0,756 Aditivita
0,377 : 62,500 0,128 : 29,496 0,512 0,500 1,012 Indiference
0,755 : 31,250 0,256 : 14,748 1,024 0,250 1,274  Indiference
0,755 : 15,625 0,256 : 7,374 1,024 0,125 1,149 Indiference
0,755:7,813 0,256 : 3,687 1,024 0,0625 1,087 Indiference
0,755 : 3,906 0,256 : 1,843 1,024 0,0312 1,055 Indiference
0,755 : 1,953 0,256 : 0,922 1,024 0,0156 1,040 Indiference
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23b. KOMBINACE VANKOMYCIN + NMA12

Koncentraéni pomér Koncentracni pomér FICvan  FICnma12 FICI Efekt
VAN : NMA12 VAN : NMA12
(UM) (Mg/ml)
0,011 : 62,500 0,0156 : 29,496 0,031 0,500 0,531 Aditivita
0,022 : 62,500 0,0313 : 29,496 0,063 0,500 0,563 Aditivita
0,043 : 62,500 0,063 : 29,496 0,125 0,500 0,625 Aditivita
0,086 : 62,500 0,125 : 29,496 0,250 0,500 0,750 Aditivita
0,172 : 31,250 0,250 : 14,748 0,500 0,250 0,750 Aditivita
0,345 : 15,625 0,500 : 7,374 1,000 0,125 1,125 Indiference
0,345:7,813 0,500 : 3,687 1,000 0,063 1,063 Indiference
0,345 : 3,906 0,500 : 1,844 1,000 0,031 1,031 Indiference
0,345 : 1,953 0,500 : 0,922 1,000 0,016 1,016 Indiference
0,345:0,977 0,500 : 0,461 1,000 0,008 1,008 Indiference
23c. KOMBINACE LINEZOLID + NMA12
Koncentraéni pomér Koncentraéni pomér FICLn  FICnmat2 FICI Efekt
LIN : NMA12 LIN : NMA12
(HM) (Hg/ml)
0,185 : 62,500 0,063 : 29,496 0,063 0,500 0,563 Aditivita
0,371 : 62,500 0,125 : 29,496 0,125 0,500 0,625 Aditivita
0,741 : 62,500 0,250 : 29,496 0,250 0,500 0,750 Aditivita
1,482 : 31,250 0,500 : 14,748 0,500 0,250 0,750 Aditivita
1,482 : 15,625 0,250 : 7,362 0,500 0,125 0,625 Aditivita
0,741 : 15,625 0,500 : 7,362 0,250 0,125 0,375 Synergie
1,482 :7,813 0,500 : 3,681 0,500 0,623 0,563 Aditivita
1,482 : 3,906 0,500 : 1,841 0,500 0,031 0,531 Aditivita
1,482 : 1,953 0,500 : 0,897 0,500 0,015 0,515 Aditivita
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23d. KOMBINACE RIFAMPICIN + NMA12

Koncentra¢ni pomér KoncentraCni pomeér

RIF : NMA12 RIF : NMA12 FICRF  FICNumat2 FICI Efekt
(MM) (Hg/ml)
0,0001 : 62,500 0,00008 : 29,496 0,0156 0,500 0,516  Aditivita
0,0002 : 62,500 0,0002 : 29,496 0,0313 0,500 0,531  Aditivita
0,0004 : 62,500 0,0003 : 29,496 0,0625 0,500 0,563  Aditivita
0,001 : 62,500 0,0006 : 29,496 0,125 0,500 0,625 Aditivita
0,002 : 62,500 0,001 : 29,496 0,250 0,500 0,750  Aditivita
0,003 : 31,250 0,003 : 14,748 0,500 0,250 0,750  Aditivita
0,003 : 15,625 0,003 : 7,362 0,500 0,125 0,625 Aditivita
0,003 : 7,813 0,003 : 3,681 0,500 0,062 0,562 Aditivita
0,003 : 3,906 0,003 : 1,844 0,500 0,031 0,531  Aditivita
0,003 : 1,953 0,003 : 0,922 0,500 0,016 0,516  Aditivita

23e. KOMBINACE TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL + NMA12

Koncentracni pomér Koncentracni pomér  FICsxt FICnma12 FICI Efekt
SXT : NMA12 SXT : NMA12
(MM) (Hg/ml)

0,057 : 62,500 0,031 : 29,496 0,008 0,500 0,508  Aditivita
0,115 : 62,500 0,062 : 29,496 0,016 0,500 0,516  Aditivita
0,230 : 62,500 0,125 : 29,496 0,031 0,500 0,531 Aditivita
0,460 : 62,500 0,250 : 29,496 0,063 0,500 0,563  Aditivita
0,920 : 62,500 0,500 : 29,496 0,125 0,500 0,625  Aditivita
1,840 : 62,500 1:29,496 0,250 0,500 0,750  Aditivita
3,679 : 62,500 2:29,496 0,500 0,500 1,000  Aditivita
7,358 : 62,500 4 : 29,496 2,000 0,500 1,500 Indiference
14,717 : 62,500 8 :29,496 2,000 0,500 2,500 Indiference
14,717 : 31,250 8:14,748 2,000 0,250 2,250 Indiference
14,717 : 15,625 8:7,374 2,000 0,125 2,125 Indiference
14,717 : 7,813 8 :3,689 2,000 0,063 2,063 Indiference
14,717 : 3,906 8:1,844 2,000 0,031 2,031 Indiference
14,717 : 1,953 8:0,920 2,000 0,016 2,016 Indiference
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23f. KOMBINACE TIGECYKLIN + NMA12

Koncentraéni pomér

Koncentraéni pomér

TGC : NMA12 TGC : NMA12 FICtec FICnwatz  FICI Efekt
(MM) (Mg/mi)
0,002 : 62,500 0,001 : 29,496 0,016 0,500 0,516  Aditivita
0,004 : 62,500 0,002 : 29,496 0,031 0,500 0,531  Aditivita
0,008 : 62,500 0,004 : 29,496 0,063 0,500 0,563  Aditivita
0,016 : 31,250 0,008 : 14,748 0,125 0,250 0,375 Synergie
0,033 : 31,250 0,016 : 14,748 0,250 0,250 0,500 Synergie
0,066 : 15,625 0,031:7,374 0,500 0,125 0,625 Aditivita
0,132:7,813 0,063 : 3,687 0,500 0,063 0,563  Aditivita
0,265 :7,813 0,125 : 3,687 1,000 0,063 1,063 Indiference
0,265 : 3,906 0,125 : 1,844 1,000 0,031 1,031 Indiference
0,265 : 1,953 0,125: 0,922 1,000 0,016 1,016 Indiference

FIC — frakéni inhibicni koncentrace, FICI — index frakénich inhibicnich koncentraci, FICcp

VAN, LIN, RIF, SxT, Tac, nma12 = MIC daného antibiotika Ci latky NMA12 v kombinaci / MIC daného

antibiotika Ci latky NMA12 pusobici samostatné, FICI = FICcie van, Lin, riE sxT. Tac + FICnma12.

Efekt je interpretovan dle kritéria: synergicky efekt — FICI < 0,5, aditivni efekt — 0,5 < FICI
<1, indiferentni efekt — 1 < FICI < 4, antagonisticky efekt — FICI > 4.

Vysledky byly opét zpracovany také do grafické formy tzv. tepelnych map

(Obrazek 26). Lze z nich vyhodnotit, Ze NMA12 v pfipadé kombinace s ATB LIN
(26d) Ci RIF (26€) zpusobuje vyraznou inhibici sbirkového kmene bakterie MRSA
(43300) i v sub-inhibi¢nich koncentracich. Lze tedy pfedpokladat, Ze latka NMA12
potencuje ucinek ATB LIN a RIF.

Z vysledkt Checkerboard studii Ize konstatovat, Ze NMA12, z hlediska

antimikrobni aktivity, splfiuje vybrané vlastnosti kandidatni latky s adjuvantnim

efektem vyuzitelné v kombinac&ni terapii stafylokokovych infekci.
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Obrazek 26.Tepelné mapy vysledku Checkerboard studii. Procentualni inhibice rastu (v
porovnani s pozitivni kontrolou) bakterialniho kmene meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300) po 20 h expozice NMA12 pfi 37 °C v kombinaci s vybranymi
antibiotiky. a. barevné spektrum procentualni inhibice, b. Latka NMA12 v kombinaci s
ciprofloxacinem (CIP), c¢. vankomycinem (VAN), d. linezolidem (LIN), e. rifampicinem (RIF)
f. trimetoprim-sulfametoxazolem (SXT) a g. tigecyklinem (TGC). Minimalni inhibi¢ni

koncentrace (MIC) samotnych sloucenin (vyjadfena ¢arou) odpovida:

b. MICcp = 0,755 uM, MICnwarz = 125 uM
c. MICvan = 0,345 uM, MIC nyar2 = 125 uM
d. MICun = 2,964 uM, MIC nyar2= 125 uM
e. MICrir = 0,006 uM, MIC sz = 125 uM
f. MICsxr = 7,358 uM, MIC nmarz = 125 uM
g. MiCroc = 0,132 uM, MIC nuar2 = 125 uM.

V praci jiz bylo zminéno, Ze pfirodni materialy jsou zdrojem zajimavych
molekul s vlastnimi (mikro)biologickymi vlastnostmi a mohou se tedy stat zakladem
pro pfipravu derivatd s cilem vyuziti €i navySeni jejich aktivity v ramci kombinacni
terapie. Mechanismy uc€inku rostlinnych alkaloidi jsou velice variabilni. Mohou
ovlivhovat syntézu DNA a proteinu, cilit na buné&né membrany ¢i inhibovat syntézu

efluxnich pump [14].

Pfi spoleéném plasobeni NMA12 a LIN &i TGC byla v urcitych koncentracnich
pomérech odhalena synergicka aktivita. Obé tato ATB jsou fazena mezi rezervni
AML. LIN je oxazolidinonové ATB indikované k lécbé infekci vyvolanych VRE C¢i
MRSA. Nicméné, pro léCbu nékterych zavaznych infekci prestava byt bézné
davkovani LIN dostacujici. VySSi davky LIN vSak mohou veést ke zvySeni vyskytu
nezadoucich ucinkd, jako jsou trombocytopenie i neuropatie. Jako feSeni tohoto
problému navrhuji nékteré studie kombinacni rezimy IéEby. Napfiklad kombinace
LIN + RIF k lé¢bé pneumonie zpusobené MRSA, &i LIN + DAP k terapii infekci
spjatych s vyskytem biofilmu. Takové postupy v3ak nebyvaji plné standardizovany

nebo jsou stale ve fazi vyzkumu [187, 188].
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TGC je glycylcyklinové ATB navrzené specialné pro terapii zavaznych infekci
vyvolanych MR Gram-negativnimi i Gram-pozitivhimi patogeny. Po selhani TGC
monoterapie je taktéz navrhovana kombinacni |éCba. Efektivni se zda byt vyuziti
TGC + CST. Synergické jsou také kombinace TGC + karbapenemy ¢i TGC + RIF.
Moznost aplikace efektivni a bezpecné kombinacni terapie v klinické praxi vSak

stale vyzaduje hlubs$i studium a optimalizaci [189, 190].

Mezi vlastnosti nékterych rostlinnych alkaloidl se Fadi téZ aktivita vuci
biofilmdm. Vzhledem k nizké rozpustnosti latky NMA12 ve volenych hydrofilnich
kultivacnich médiich v8ak nemohl byt experiment hodnotici jeji anti-biofilmovou
aktivitu proveden. Bunky biofilmu dosahuji extrémni odolnosti, kdy je k potlaceni
ristu ¢&i eliminaci biofilm-tvoficich agens vyZadovano az 10-1000 x vyS$Si
koncentrace AML [14].
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4.4.5. Shrnuti pracovniho Cile C

Latky pfirodniho puvodu jsou pro své biologické ucinky studovany po staleti
a jejich antimikrobni aktivita zachranila miliony Zivotd po celém svété. A aé mnohé
syntetické slou€eniny prokazaly v prubéhu let vyznamny ucinek, v dobé antibiotické
krize je mozna na Case ohlédnout se zpét a patrat po aktivnich molekulach také
v nepreberné sbirce rostlinné fiSe. Celé spektrum biologickych aktivit, v€etné téch
antimikrobnich, vykazuji napfiklad AA, které je téZ mozno velice snadno chemicky
modifikovat. Vhodné upravené struktury pak pusobi jako samostatné antiinfektivum

nebo jsou aplikovatelné jako adjuvantni latky v kombinacni terapii.

V pfedbé&zném screeningu antimikrobni aktivity byly derivaty NMAS a NMA12
vyhodnoceny jako slibné kandidatni latky pro podrobné&;jsi studium antibakterialniho
ucinku. Aktivita latek NMAS5 a NMA12 byla potvrzena na zakladé hodnoceni
antibakterialni aktivity s vyuzitim klinickych izolati. Nejvyznamnéjsi ucinek latky
NMAS5 byl odhalen vi¢i klinickému izolatu bakterie Staphylococcus haemolyticus
(111/16) patfici do skupin CoNS. Tato velice riznoroda skupina byva mnohdy
neopravnéneé prehlizena. Dopad infekci vyvolanych CoNS, zejména v nemocni¢nim
prostiedi, je vS8ak nezmérny. NejvysSi aktivita latky NMA12 byla zaznamenana vidi
kmenum SA (141/16) a MRSA (153/16), a to 7,813 uM, respektive 15,625 uM.
Rezistence v ramci tohoto druhu je intenzivné studovana mnoho let, i pfes to jsou
vSak tyto bakterie stale fazeny mezi jedny z nejobavanéjsSich. Z téchto duvodi ma

objev latek s antistafylokokovym efektem velky vyznam.

Proto, aby mohly byt nové latky podrobeny hlubsimu zkoumani v oblasti
antimikrobni aktivity, musi byt zohlednéna cela fada dalSich kritérii. Jednim z nich
je rozpustnost — vlastnost, ktera se ukazala byt v této studii zasadni limitaci. Pravé
na zakladé nedostateéné rozpustnosti byla totiz z nasledného vyzkumu vyfazena
latka s oznacenim NMAS. Pfisné studovanym parametrem novych AML je téz
toxicita. Cytotoxicita derivatu NMA12 byla studovana v reZimu in vitro s vyuzitim
bunécéné linie HK-2 a parametr ICso byl vyhodnocen jako ICso > 50 uM. Toxicita
NMA12 méfena s vyuzitim modelovému organismu Galleria mellonella byla
vyhodnocena jako nizka. Zadané vysledky pfinesla téZ studie spoleéné aktivity
NMA12 s klinicky relevantnimi ATB. Ve vSech Sesti studovanych kombinacich bylo

dosazeno aditivniho uc€inku. V urcitych koncentracnich pomérech kombinaci LIN +
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NMA12 a TGC + NMA12 byl dokonce zaregistrovan synergicky efekt, tedy vzajemné
vyhodna interakce. Dle sestrojenych tepelnych map je také mozné urcit, ze se na

této synergické aktivité podili pravé NMA12.

Pracovni hypotéza tedy byla napInéna i v ramci Cile C. U obou studovanych
derivatl montaninového typu byla potvrzena aktivita vici stafylokokim. U latky
NMA12 byla téz prokazana nizka toxicita a vyznamnost pfi pouziti v kombinaci
s komer¢né dostupnymi ATB. Kritéria pro zafazeni mezi kandidatni adjuvantni latky
tedy NMA12 CasteCné splriuje. Limitaci dalSiho vyzkumu této latky je vSak jeji
omezena rozpustnost v pouzitych hydrofilnich rozpoustédlech. Zasadni poznatky o
(mikro)biologické aktivité latek NMA5 a NMA12 shrnuje Obrazek 27.

@ NMA12 ” “Ql‘ém

klinické izolaty (stafylokoky)

MIC
15,6 — 62,5 uM

synergie s ATB

Obrazek 27. Zasadni vysledky studie (Cil C) (Diepoltova, 2024).

Bl TN I s
s, O A =

klinické izolaty (stafylokoky)

Kandidatni latky NMAS a NMA12 vykazaly slibnou aktivitu zejména vuci klinickym izolatum
stafylokokd. Latka NMA12 prokazala v urcitych koncentracnich pomérech synergicky efekt
s antibiotiky linezolid a tigecylin. Latka NMA12 vykazuje nizkou toxicitu in vivo. MIC —

minimalni inhibiéni koncentrace, ATB — antibiotika.
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5. SOUHRNNA DISKUZE

Planetu jiz nékolik desetileti suzuje ,ticha pandemie” AMR. Za timto zavaznym
stavem ale nestoji novy dosud nepopsany patogen, nybrz cela fada rliznorodych
priCin. A ¢ast viny nese i sam Clovék. Pres svoji komplexnost, dobu trvani a globalni
charakter byla tato situace Sirokou verejnosti dlouho pfehlizena. Nyni je ale Cas
urgentné pracovat na systematickém feSeni, nez se dopady AMR stanou

neunosnymi.

Tato prace reflektuje globalni vyzvu ke zvySené aktivité v procesu vyzkumu a
vyvoje novych antimikrobnich |éCiv. Zdravotnickymi organizacemi jsou navrhovany
rozmanité strategie k odvraceni Ci alespori zpomaleni krize spojené s AMR. Studie
popsane v této praci se dotykaji nékolika z nich. Zasadni je napfiklad podrobny
vyzkum mechanismu rezistence. Prvni Cast této prace je proto vénovana
bakterialnim biofilmdm, které k odolnosti bakterii mnohonasobné pfispivaji. Druha
¢ast je zasvécena studiu antimikrobnich G€inkd nové syntetizovanych molekul a
jejich mozného vyuziti ve strategii kombinacCni terapie a tfeti ¢ast charakterizuje
antimikrobni potencial latek odvozenych od struktur pfirodniho pivodu. Celou praci

dale propojuje myslenka snahy o ochranu ucinku rezervnich ATB.

Komplexnost bakterialnich biofilma vybizi k porovnani s mnohobunécnym
organismem. Tato konsorcia definuje striktiné dana architektura, integrita, stalost
vnitfniho prostfedi a ucelna komunikace mezi za¢astnénymi burfikami. Maturované
mikrobialni biofilmy jsou kompaktni a silné odolné struktury. Pro bakterie je takova
forma zivota mimofadné vyhodna a také naprosto pfirozena. Studium kli¢ovych
vlastnosti téchto spoleCenstev je proto zcela stézejni pro pochopeni principu
s biofimem spojené AMR. Radnému hodnoceni anti-biofimové aktivity
kandidatnich latek in vitro pochopitelné pfedchazi tvorba biofilmu samotného.
V literatufe se ale navrhované postupy prace s uzavienymi biofilmovymi modely
v mikrotitracnich destiCkach vyznamné odliSuji zejména v nastavenych kultivacnich
podminkach, coz vede k neporovnatelnym vysledkim. V prvni ¢asti prace je proto
hodnocen vliv kultivacnich podminek a modifikace materialu povrchu na kvalitu a
kvantitu vysledného stafylokokového biofilmu potencialné vyuzitelného k hodnoceni
anti-biofilmového ucinku. Stafylokoky jsou ochotnymi producenty biofiima a jejich
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vyuziti v tomto experimentu ma tak vysokou klinickou relevanci. Je ale tfeba dodat,
Ze volba vhodnych podminek pro tvorbu biofilmu je krajné zavisla pravé na rodu,
druhu, i kmeni zvolené bakterie, coz je skuteCnost, jez byla téz ovéfena v prvni Casti

prace.

Mezi zasadni vysledky Cile A Ize zafadit nasledujici zjisténi. Z hodnocenych
kultivaCnich podminek pro tvorbu stafylokokovych biofilmG in vitro v jamkach
mikrotitracni desticky mélo nejvyraznéjSi pozitivni vliv na robustnost vzniklého
biofilmu kultivaéni médium TSB suplementované HP a tfepani béhem inkubace. Ke
vzniku biofilm0 tvofenych bakteriemi kmene SE na plastovych koli¢cich statisticky
vyznamné prispéla modifikace povrchu pomoci FBS a HP. Takto pfipravené biofilmy
disponovaly dllezitymi rysy (heterogenni architekturou, pfitomnosti EPM). Tyto rysy
se mohou podilet na rezistenci spojené pravé s vyskytem biofilmu. Burky pfitomné
v biofilmu i zminéné KkliCové rysy lze vizualizovat pomoci epifluorescencni
mikroskopie. Takto pfipravené stafylokokové biofilmy je mozné vyuzit ve studiich
hodnoticich anti-biofilmovou aktivitu kandidatnich AML. Optimalni podminky pro
tvorbu stafylokokovych biofilma in vitro se v8ak vyznamné liSi dle pouzitych

bakterialnich kmendu.

Druha cast prace se opira o moznost vyuziti nové syntetizovanych AML v
kombinacni terapii, ktera predstavuje jednu z moznych alternativnich strategii
vyzkumu potencialnich léCiv. Latka na bazi 2-aminooxazolu zde byla navrZzena k
pokroCilému vyzkumu na zakladé slibnych vysledk(l screeningu antibakterialni

aktivity zejména vici Gram-negativnim bakteriim a nizké toxicité in vitro.

Vysledky série pokrocCilych studii vedly k zavéru, Ze jsou naplnény vSechny
parametry, které charakterizuji kandidatni slou¢eninu AB15 jako potencialni
adjuvantni latku, tedy latku partnerskou v kombinacni terapii. Latka AB15
vykazovala povzbudivou aktivitu va¢i Gram-negativnim bakteriim, napfiklad vici
klinickému izolatu bakterie ACBA (20/21), konkrétné MIC = 15,625-62,500 uM. Tato
ucinnost je zajimava zejména z dlivodu vysoké miry AMR a klinické relevance této
bakterie. Latka AB15 byla charakterizovana jako baktericidni a v cilové bunce
inhibovala syntézu proteinl. Na zakladé vysledkd hodnoceni toxicity in vitro i in vivo
lze shrnout, Ze latka AB15 muze byt fazena do skupiny netoxickych &i mirné

toxickych latek. Checkerboard studie odhalila aditivni efekt latky AB15 napfiklad
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v kombinaci AB15 + CST pusobici vlci referenénimu kmeni ACBA (ATCC 19606).
Nasledné byl zjistén dokonce synergicky efekt pfi ovéfeni této kombinace AML vuci
MR klinickému izolatu ACBA (20/21). Latka AB15 rovnéz potencovala anti-

biofilmovou aktivitu pfi plsobeni ve vhodném koncentraénim poméru s CST.

Ve treti Casti prace byl zkouman antimikrobni potencial latek ziskanych ze
struktur rostlinného plvodu, respektive chemicky modifikovanych molekul AA.
Zjisténa antimikrobni aktivita studovanych derivati montaninového typu, tedy latek
NMAS5 a NMA12, zejména vuci Gram-pozitivnim bakteriim, byla potvrzenim, Ze jsou
takto pfipravené latky slibnymi kandidaty pro vyzkum novych antiinfektiv. Zaroven
vSak bylo registrovano uskali vyzkumu v podob& omezené rozpustnosti. Nicméné,
u latky NMA12 byla potvrzena antimikrobni aktivita s pouzitim klinickych izolatl
Gram-pozitivnich bakterii a odhalena synergicka ucinnost s ATB LIN a TGC vuci
referencnimu kmeni MRSA (ATCC 43300) a nizka toxicita in vivo.
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6. ZAVER

Predlozena disertaCni prace se ve své teoretické Casti vénuje zejména
problematice AMR a pfedklada vybrané alternativni strategie vyzkumu novych AML,
jmenovité kombinacni terapii, vyuziti adjuvantnich latek ¢i moznost uplatnéni
modifikovanych struktur pfirodniho puvodu. V teoretické &asti prace jsou dale
stru¢né predstaveny patogeny fazené do skupiny ESKAPE, jez je charakteristicka
vysokou mirou AMR. Mezi mechanismy rezistence mikrobl se kromé jiného fadi i
schopnost tvorby mikrobialniho biofilmu. Pravé tomu se vénuji dalsi kapitoly této
prace. Posledni segment teoretické Casti shrnuje zakladni i pokrocCilé metody

hodnoceni (mikro)biologické aktivity kandidatni AML.

Experimentalni Cast této prace se sestava ze tfi celkl — Cilu A, B a C.
Jednotlivé Cile odpovidaji samostatnym studiim, které jsou provazany spoleénym
zamérem reagovat na apel zdravotnickych organizaci ke zvySené aktivité v procesu
vyzkumu a vyvoje novych AML za ucelem zpomaleni pfekotného vyvoje antibiotické

krize.

Cil A se vénuje hodnoceni vlivu kultivacnich podminek a vybranych zpUtsobu
modifikace povrchu na tvorbu stafylokokovych biofilm0 in vitro. Metoda tvorby
robustniho stafylokokového biofilmu in vitro na koli¢cich uzavieného biofilmového
modelu byla za danych podminek optimalizovana a z postupu Ize dale vychazet

v havazujicich studiich.

V Cili B byla charakterizovana (mikro)biologicka aktivita nové
syntetizovaného derivatu 2-chlor-N-(oxazol-2-yl)isonikotinamidu (AB15). Na
zakladé sledovanych (mikro)biologickych parametrl Ize tuto latku oznacit za slibné
kandidatni adjuvans podporujici ucinek vybranych klinicky relevantnich ATB

v kombinacni terapii.

V Cili C je predlozen popis (mikro)biologickych U&ink( derivatd montaninu
(NMA5 a NMA12) ziskanych modifikaci struktur pfirodniho puvodu, konkrétné
alkaloidu rostlinné Celedi Amaryllidaceae. Latku NMA12 Ize charakterizovat jako
potencialné vyuzitelnou v ramci kombinaéni terapie, a to jako latku adjuvantni

k vybranym ATB.
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Zavérem lze konstatovat, Ze vSechny vyty€ené cile této disertani prace byly
naplnény. Metodika tvorby stafylokokovych biofilmu in vitro na koli¢cich uzavieného
biofilmového modelu byla zavedena a nadale bude vyuZivana jako vychozi pro
navazujici studium biofilmd na pracovisti mikrobiologické skupiny Katedry
biologickych a lékarskych véd FAF UK. Tato prace dale pfinasi zasadni
(mikro)biologické poznatky o dvou potencialnich antiinfektivech, ktera mohou byt
pfipadné uplatnéna v dalSich fazich vyzkumu a vyvoje novych léCiv. Vyuzitim téchto
molekul, jakozto latek adjuvantnich k vybranym komeréné dostupnym ATB, mize
byt dosazeno efektivnéjsi terapie infekénich onemocnéni vyvolanych MR
bakteriemi. Volbou vhodné kombinacni terapie je obecné mozno mirnit nezadouci
ucinky lécby ATB a zaroven uchovat antimikrobni aktivitu nékterych ATB. Tato prace
nepfinasi jednoznacné a rychlé feSeni globalniho problému spojeného s vyvojem
AMR. Nabizi v8ak vyhled na jednu z moznych cest, kterou se Ize vydat ve snaze

zpomalit vyvoj této kritickeé situace.
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8. PRILOHA

Tabulka P1. Analyza preziti modelového organismu Galleria mellonella po injekénim podani latky AB15 do hemocoelu. Hodnoty

predstavuji data parového porovnavaciho Log-rank Mantel-Cox testu a Mantel-Haenszel testu pomeéru rizik (Cl 95%).

AB15 (mg/kg télesné vahy)

0 (A) 500 (B) 250 (C) 50 (D) 5 (E)

kontrolni skupina — 30% DMSO + x2(=1,0000 NS NS NS

PBS x2(1=0,0000 x2 (1= 0,0000 x2 (1= 0,0000
p=0,3173 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999

A/B =0,1353 (0,0027-6,8210)
B/A =7,3890 (0,1466-372,4000)

A/C = Nedefinovano

C/A = Nedefinovano

A/D = Nedefinovano

D/A = Nedefinovano

A/E = Nedefinovano

E/A = Nedefinovano

500
(B)

NS
x2(M'=1,0000
p=0,3173

B/C = 0,1353 (0,0027-6,8210)
C/B =7,389 (0,1466-372,4000)

NS
x2(M = 1,0000
p=0,3173

B/D = 0,1353 (0,0027-6,8210)
D/B = 7,389 (0,1466-372,4000)

NS
x2 (M= 1,0000
p=0,3173

B/E = 0,1353 (0,0027-6,8210)
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E/B = 7,3890 (0,1466-372,4000)

250 NS NS
(©) x2(M'=1,0000 ¥2(M=0,0000
p > 10,9999 p > 10,9999
C/D = Nedefinovano C/E = Nedefinovano
D/C =Nedefinovano E/C =Nedefinovano
50 NS
(D) x2™M=0,0000
p > 10,9999

D/E = Nedefinovano
E/D = Nedefinovano

NS — bez statistické vyznamnosti.
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Tabulka P2. Analyza preziti modelového organismu Galleria mellonella po peroralnim podani latky AB15. Hodnoty pfedstavuji data

parového porovnavaciho Log-rank Mantel-Cox testu a Mantel-Haenszel testu poméru rizik (Cl 95%).

AB15 (mg/kg of body weight)

0 (A) 500 (B) 250 (C) 50 (D) 5 (E)
kontrolni skupina — 30% NS NS NS NS
DMSO + PBS x2(=0,0000 x2(=0,0000 ¥2(=0,0000 x2(M=0,0000
p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999
A/B = Nedefinovano A/C = Nedefinovano A/D = Nedefinovano A/E = Nedefinovano
B/A = Nedefinovano C/A = Nedefinovano D/A= Nedefinovano E/A = Nedefinovano
500 (B) NS NS NS
x2(=0,0000 x? (= 0,0000 x?(=0,0000
p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999
B/C = Nedefinovano B/D = Nedefinovano B/E = Nedefinovano
C/B = Nedefinovano D/B = Nedefinovano E/B = Nedefinovano
250 (C) NS NS
x2 (= 0,0000 x2(=0,0000
p > 0,9999 p > 0,9999
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C/D = Nedefinovano

D/C = Nedefinovano

C/E = Nedefinovano

E/C = Nedefinovano

50 (D)

NS
x2( = 0,0000
p > 0,9999

D/E = Nedefinovano
E/D = Nedefinovano

NS — bez statistické vyznamnosti.
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Tabulka P3. Analyza preziti modelového organismu Galleria mellonella po injekEnim podani derivatu NMA12 do hemocoelu.

Hodnoty pfedstavuji data parového porovnavaciho Log-rank Mantel-Cox testu a Mantel-Haenszel testu poméru rizik (Cl 95%).

NMA12 (mg/kg télesné hmotnosti)

A/B = neuréeno

B/A = neuréeno

A/C = neuréeno

C/A = neuréeno

A/D =0,1353 (0,0027-6,8210)
D/A =7,3890 (0,1466-372,4000)

0 (A) 83,6400 (B) 148,400 (C) 237,9300 (D) 475,6000 (E)
kontrolni skupina | NS NS NS NS
30% DMSO +
PBS ¥2(1)=0,0000 x2 (1 =0,0000 X2 = 1,0000 %2 (M = 1,0000
p > 0,9999 p > 0,9999 p=0,3173 p=0,3173

AJE =0,1353 (0,0027-6,8210)
E/A =7,389 (0,1466-372,4000)

83,6400 NS NS NS
(B)
x =2(1 0,0000 X2 (M =1,0000 x 2 =1,0000
p > 0,9999 p=0,3173 p=0,3178
B/C = neurceno B/D =0,1353 (0,002685-6,8210) B/E = 0,1353 (0,0027-6,8210)
C/B = neur¢eno D/B =7,389 (0,1466-372,4000) E/B = 7,389 (0,1466-372,4000)
148,400 NS NS
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x2( = 1,0000

p=0,3173

C/D = 0,1353 (0,0027-6,8210)
D/C = 7,389 (0,1466-372,4000)

x2(M = 1,0000

p=0,3173

C/E =0,1353 (0,0027-6,8210)
E/C = 7,389 (0,1466-372,4000)

237,9300
(D)

NS
x2(M=0,0030
p = 0,9566

D/E = 0,9257 (0,0577-14,8600)
E/D =1,080 (0,0673-17,3400)

NS — bez statistické vyznamnosti
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