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BEVEZETES

Az ¢letet veszélyeztetd fertdzések 15%-ért a kiilonb6z6 gombafajok tehetdek
felel0ss¢. Az egyes Candida speciesek a gomba okozta szisztémads infekcidok 70-
90%-at, mig az Aspergillus fajok a fertdzések 10-20%-4at okozzak.

Az elmult néhany évtizedben a nozokomidlis gomba infekciok gyakorisaga
dramaian megndtt. A novekedés oka elssorban a tartdos neutropénia (<500
neutrofil granulocita/pl), a kiilonb6z6 tumor tipusok prevalencidjanak a
novekedése, a széles spektrumi antibiotikumok gyakori hasznalata, az
immunszupressziv terdpia, a sebészeti beavatkozasok szamanak emelkedése, az
égési sériilések, a hossz korhazi tartozkodas, valamint a fejlett orszagok egyre
inkabb eloregedd populécidja.

A kiilonboz6 Candida fajok a 4. leggyakoribb nozokomialis véraramfertdzést
okozo6 mikrobak az Amerikai Egyesiilt Allamokban, ezzel szemben Eurdépaban a
6-10. leggyakrabban izolalt genus.

2002 kozotti idészakban a Candida pozitiv hemokulturak aranya 8%-r6l 12%-ra
emelkedett.

Az invaziv Candida fertdzések okozta mortalitds 30-60%, ami fiigg az adott
Candida fajtol, a foldrajzi elhelyezkedéstdl, valamint az alapbetegseégtol.

Bar még mindig a C. albicans a leggyakrabban izoldlhato Candida species (40-
50%) a 90-es évektdl a terapias €s profilaktikus fluconazol (FLU) hasznalat
kovetkeztében egyre gyakrabban diagnosztizalnak primer FLU rezisztenciaval
vagy csokkent FLU érzékenységgel rendelkezd tugynevezett non-albicans
fajokat (C. glabrata, C. krusei, C. inconspicua).

A gombaellenes kemoterapia egyik legujabb mérfoldkove a gombdak
sejtfalszintézisét gatld echinocandinok (caspofungin (CAS), micafungin
(MICA), anidulafungin (ANI)) bevezetése volt, melyek kedvezo
farmakokinetikai és farmakodinamiai jellemzdik miatt invaziv candidiasisban és

aspergillozisban egyarant alkalmazhato szerek.



Kémiailag az echinocandinok ciklikus lipopeptid molekuldk, melyek non-
kompetitiv modon gétoljak a B-1,3-D-gliikan-szintdz enzimkomplexet. Ennek
kovetkeztében felborul a gomba sejtfal integritdsa, ami ozmolitikus
instabilitashoz, majd a sejt halaldhoz vezet.

Az echinocandinok a legtobb Candida faj ellen fungicid még az Aspergillus
speciesek ellen fungisztatikus hatast mutatnak. Ezenkiviil aktivak még
Pneumocystis jirovecii ellen. Zygomycetes, C. neoformans, valamint Fusarium
fajok ellen hatastalanok a klinikailag relevans koncentraciokon.

Az echinocandinok tipikusan koncentraciofiiggd modon hatd szerek. Az ilyen
tipusu antifungalis szerekre a C,,,,/MIC (Cpax: @ gyogyszer szérumban mérhetd
maximalis koncentracidja/minimalis gatlokoncentracio), valamint az AUC/MIC
(AUC: area under curve, koncentracio-ido fiiggvény alatti teriilet)
farmakodinamias paraméter a jellemzd.

A CAS, mint az echinocandin csalad legiddsebb tagja 2001-ben keriilt
bevezetésre a terapids gyakorlatba. A tobbi echinocandinnal egyetemben az
elsoként valasztand6 antifungalis szer az invaziv Candida infekciok empirikus
kezelésére. A jelenleg alkalmazott dozirozasi stratégia CAS esetében egyszeri
70 mg-os telitdé dozis utani napi 50 mg fenntartd dozisokat ir eld.

Korabbi tanulmanyok alapjan a jelenleg alkalmazott normal napi dozis akar
négyszerese sem okoz komolyabb mellékhatdsokat. Ennek ellenére a klinikai
vizsgalatok jelenleg még nem tamasztjak ald, hogy a terdpias kimenetel a
nagyobb dozisi CAS esetén hatékonyabb lenne, mint a jelenleg elfogadott
standard napi terapia.

Az echinocandinok tovabbi jellegzetessége az in vitro RPMI-1640-ben mért
relative hosszl posztantifungalis hatds (PAFE). A PAFE iddtartama a gyogyszer
eltdvolitasa utan a kezelt torzs, valamint a kontroll izolatum egy nagysagrendnyi
novekedésehez sziikséges 1do kiilonbsége. Korabbi tanulmanyokban a CAS altal
kifejtett RPMI-1640-ben mért PAFE >12 o6ra volt a MIC folott

koncentraciokon.



Tobb jelentds tanulmdny eredmeényei alapjan az echinocandin rezisztencia
relative ritka a Candida fajok korében (2,9-3,1%). Az echinocandin rezisztencia
leggyakoribb oka az FKS1 gén mutacioja, ami aminosav szubsztituciohoz vezet
Az echinocandinok nagymeérteékben képesek kotddni szérumfehérjékhez. A
»szabad gyogyszer hipotézis” értelmében csak a szabad gyogyszermolekulak
rendelkeznek farmakoldgiai aktivitassal. A gyogyszerkotodés meérteke CAS
eseteben 96,5%. CAS esetén a szérum jelenlétében mért MIC értek 1-16x
magasabb, mint a normal RPMI-1640-ben mért értékek. MICA-nal ugyanez az
arany 32-128x-o0s, mig ANI-nal 8-256x-0s volt.

A vizsgalatainkban 1s alkalmazott 1d6-olés kisérletek fontos informaciokat
szolgéltatnak az antifungalis szer 010 aktivitasat, valamint farmakodinamias
tulajdonsagait (posztantifungalis hatas, dozis-hatds) illetden. Ezek az adatok
nagymértékben eldsegitik a gomba, valamint a gyogyszer kozott fennalld
dinamikus kapcsolat megertését.

Kisérleteink sordn célunk volt, hogy az in vitro vizsgalatokbol kapott
eredményeket in vivo adatokkal kombinalva, illetve harmonizalva hatékonyabb
CAS alapu terapiat lehessen kidolgozni nemcsak a C. albicans, hanem a
ritkabban izolalhato, de még klinikailag relevans C. krusei és C. inconspicua

1zolatumokkal szemben.



CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a caspofungin in vitro, valamint in vivo hatékonysagat

vizsgaltuk harom klinikailag relevans Candida faj esetében.

Vizsgalatainkban célunk volt:
o a caspofungin hatékonysaganak in vitro vizsgalata C. albicans, C.
krusei €s C. inconspicua izolatumok ellen 1d6-01és kisérletek
segitségével normal RPMI-1640-ben, valamint 50% human

szérummal kiegészitett tapkozegben

o a caspofungin posztantifungalis hatasdnak vizsgalata C. albicans
izolatumok ellen normal RPMI-1640-ben ¢és 50% humén szérum

jelenlétében

o a caspofungin altal kifejtett 6lési rata meghatarozasa az 1d6-6lés
kisérletek soran nyert adatokbol C. albicans, C. krusei és C.

inconspicua i1zolatumok ellen

o az Olési rata ismeretében az 50; 90; 99; 99,9%-os CFU
csokkenéshez sziikséges 1d0 kiszamitisa a C. krusei és C.

inconspicua izolatumok esetében
o a caspofungin in vivo hateékonysaganak vizsgalata 1, 2, 3, 5 és 15

mg/kg napi gyogyszerdozisokat alkalmazva C. krusei-vel és C.

inconspicua-val fert6zott neutropénids egérmodellben



ANYAGOK ES MODSZEREK
A vizsgalt izolatumok

A CAS in vitro hatékonysaganak a vizsgéalatahoz 3 Candida faj (C. albicans, C.
krusei, C. inconspicua) 10 klinikai izolatumat, 2 ATCC teszttorzset (American
Type Culture Collection), valamint C. albicans és C. krusei esetében egy-egy
echinocandin rezisztens izolatumot hasznaltunk (DPL20, DPL45). Az Osszes
vizsgalt C. albicans (183, 3666, 10920, 12132), C. krusei (4363, 5029, 27393)
¢s harombol egy C. inconspicua klinikai torzs (20114) vérbdl szarmazott. A C.
inconspicua 22027 izolaldsa peritonealis mintabol tortént, mig a 12060-as C.
inconspicua izolatum sebbdl lett azonositva. A két echinocandin rezisztens
izolatum (DPL45, FKS F645F/C; DPL20, FKS F645P) David S. Perlin
laboratoriumabol szadrmazott (Public Health Research Institute, New Jersey
Medical School-Ruthgers, Newark, New Jersey, USA).

A C. albicans és C. krusei izoldtumok azonositasdhoz APID32C panel és
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)
tomegspektrométert hasznaltunk, mig a C. inconspicua torzsek identifikalasa

korabban mar molekularis biologiai modszerekkel megtortént.
A caspofungin minimalis gatlo koncentraciojanak (MIC) meghatarozasa

A CAS iranti MIC értékek meghatarozasa standard makrodiliicios modszerrel
tortént a CLSI 4ltal elfogadott M27-A3-as dokumentum alapjan normal RPMI-
1640-ben, valamint 50% human szérummal (AB vércsoportl human feérfi,
Sigma, Budapest, Magyarorszag) kiegeszitett tapkozegben, legalabb két
alkalommal.

A MIC meghatarozast 0,015-32 mg/L tartomanyban végeztik. Az egyes
izolatumok MIC értékét 24 oOra utan olvastuk le. MIC értéknek azt a
koncentraciot tekintettiik, ahol legalabb 50%-0s novekedés csokkenés volt

megfigyelhetd a gyogyszermentes kontrollhoz képest.



Idé6-olés (time-kill) gorbék felvétele

Az 1d6-oles kisérletek soran a Klepser €s munkatarsai 4ltal leirt moddszert
kovetve a CAS in vitro aktivitasat vizsgaltuk normal RPMI-1640-ben, valamint
50% human szérummal kiegészitett tdpkozegben. A legalacsonyabb vizsgalt
koncentracid6 minden izolatum esetén 0,5 x MIC értek, mig a legmagasabb
vizsgalt koncentracio 32 mg/L volt. El6kisérleteink soran a szérumban tapasztalt
magasabb MIC értekek miatt mindhdrom faj; (C. albicans, C. krusei, C.
inconspicua) esetén csak azokat az adatokat abrazoltuk, ahol a CAS-nak
mindkét tapkozegben mérhetd aktivitisa volt. Ezek az értékek a C. albicans
eseteben 0,25, 1, 4, 8, 16 ¢és 32 mg/L, mig a C. krusei és C. inconspicua esetén
1,2,4,8, 16 ¢és 32 mg/LL CAS koncentraciok voltak, koncentracionként 10 mL-
es végtérfogatban.

A vizsgélatok soran MIC értéktdl fiiggetleniil 32 mg/L volt a legnagyobb
vizsgalt CAS koncentracid, mivel klinikai tanulmanyokbdl tudjuk, hogy a napi
nagydozisui CAS (150-200 mg) hasznalata 30,4-40,6 mg/L-es szérum
csucskoncentraciot eredményez emberben.

A kisérlet soran Sabouraud dextr6z agaron (SDA) tenyésztett gomba sejtekbdl
0,5 McFarland (McF) stirliségli gombaszuszpenziot készitettiink. Ez az érték
gombasejtek esetén ~10° CFU (Colony Forming Unit) sejtet jelent
milliliterenként.

A vizsgalat folyaman a C. krusei és C. inconspicua izolatumok esetében 0, 4, 8,
12, 24 ¢és 48 h elteltéevel a kiilonbozd gyogyszerkoncentraciokat tartalmazo
csovekbdl mintat vettiink (100 pl), majd az egyes mintakbol tizes alapu tovafutd
higitasi sorozatot készitettiink. Ezt kovetden az egyes higitdsokat tartalmazé
csovekbdl 4x30 pL-t oltottunk ki SDA téaptalajra. A taptalajokat 48 oraig 35°C-
on inkubaltuk. Az inkubécios id6 utan a kindtt telepeket megszamoltuk, majd a
kapott értékeket (CFU/mL) abrazoltuk az i1d6 fiiggvényében. A C. albicans

torzsek esetében 24 h-ig vizsgaltuk a gombasejtszam valtozast.



Minden izolatum, illetve médium esetén legalabb két parhuzamos vizsgalatot
végeztiink. Az 1d6-6lés gorbéket GraphPad Prism 4.03 Windows szoftver

segitségevel abrazoltuk.
A posztantifungalis hatas vizsgalata

Eldkisérleteinkben az 5, 10, 30 perces CAS expozicid, valamint az alacsonyabb
koncentraciok (0,5-2 mg/L) nem eredményeztek jelentds PAFE-t 50% human
szérum jelenlétében, ezért vizsgalataink soran 4, 16 €s 32 mg/L koncentraciokon
vizsgaltuk a CAS altal kifejtett PAFE-t 60 perces gyogyszer expozicids 1dot
alkalmazva normal RPMI-1640-ben és 50% huméan szérummal kiegészitett
RPMI-1640-ben.

Az id6-61és kisérletekhez hasonléan ebben az esetben is ~10° sejt/mL kiindulési
csiraszamot alkalmaztunk. Egy Oraig tarto 35°C-on torténd inkubacid utan
centrifugélas segitsegeével Osszegylijtottiik a gombasejteket (10 perc 1500 g),
majd steril fiziologias s6oldatban még haromszor mostuk oket. Ezt kdvetden a
sejteket ismételten felvettiik 10 mL meleg gyogyszermentes RPMI-1640-be,
valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-be.

Az egyes csovekbdl 0, 4, 8, 12 és 24 h elteltével mintat vettiink (100 pL), majd a
mintakbol tizes alapii higitasi sorozatot készitettiink. Az egyes higitasokbol

kioltottunk SDA taptalajra (4x30 pL), melyeket 35°C-on 48 h-ig inkubaltuk.
Az in vitro adatok elemzése

Fungicidnek tekintettiink egy adott koncentraciot, ha a kezdd csiraszammal
osszehasonlitva 99,9%-0s vagy nagyobb csiraszdm csokkenés volt
megfigyelhetd.

Az 1d0-0lés kisérletek soran nyert adatokat felhaszndlva matematikai
Osszefiiggés segitségevel a vizsgalt koncentraciokon kiszdmoltuk a CAS
aktivitdsanak olési kinetikajat normal RPMI-1640-ben, valamint 50% human
szérummal kiegészitett tapfolyadékban. Az 0Olési kinetikat az alabbi

exponencialis egyenlet segitségével szamitottuk ki: N=N, x ¢, ahol a N, az 16



sejtek szama adott idOpontban, az Ny a kisérlet kezdetén mért €16 sejtszam, a k
az Olési rata a t pedig az inkubécios id0. A pozitiv k erték a gombasejtek dlesét,
mig a negativ &k érték azok novekedését jelenti. Az illesztés josdganak
vizsgélatat az r* hasznalataval ellendriztiik (>0,8).

A kiindulasi csiraszammal 0Osszehasonlitva az 50; 90; 99; 99,9%-os
sejtszdmcsokkenéshez sziikséges 1dot (h) a k értekek alapjan szamoltuk ki a
vizsgalt C. krusei és C. inconspicua torzsek, valamint az egyes CAS
koncentraciok esetén (Tsy=0,30103/k; Top=1/k; Too=2/k; Tg99=3/k).

A kiilonb6z6 1zolatumok és koncentracidk kozotti eltéreseket a Tukey-féle
teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA)
vizsgaltuk mindkét tapkozegben. Ugyanazon CAS koncentracidok kiillonbozd
médiumban  kapott érteékeinek Osszehasonlitasit T-probaval végeztiik.

Szignifikansnak tekintettiik az eredményeket, ha P<0,05.

In vivo Kisérletek

A Kkisérletben felhasznalt egerek

A Kkisérletek soran 21-23 g tomegli BALB/c tipusi ndstény egereket
alkalmaztunk, melyeket a ,,Laboratoriumi Allatok Alkalmazasa és Gondozasa”
cimll utmutatoban leirtak szerint tartottunk. A vizsgalt csoportokban 7-9 egér
volt. Az in vivo kisérletek engedélyszama: 12/2008 DE MAB.

A vizsgalat alatt a kisérletben felhasznalt egereket cyclophosphamid
intraperitonedlis adagolasaval immunszupresszaltuk az alabbi protokoll szerint:
a fertdzést megeldz6 negyedik nap 150 mg/kg, a fertdzeés eldtti elsé nap 100
mg/kg, a fertdzést kovetd masodik €s 6tdodik nap adott 100 mg/kg.

A fertozés menete

Az oltéanyag készitéshez a vizsgalt C. krusei és C. inconspicua 1zoldtumokat két
egymast kovetd napon SDA agarra kioltottuk, majd a felfrissitett torzseket 3-4
SDA feliiletére szélesztettiik. 24 6ras 35°C-on torténd inkubalds utan a kindtt

gombapazsitot a tiptalajok felszinérdl steril vattatamponnal eltavolitottuk és
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steril fiziologias sooldatba elszuszpendaltuk. Ezt kovetden a szuszpenzidkat
3000 g fordulaton 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot eltavolitottuk. A
letilepedett gombasejtekhez 25 mL steril fizioldgids sooldatot pipettdztunk €s
ujabb 10 percen &t centrifugaltuk. Ezutan a mosasi folyamatot tovabbi két
alkalommal megismételtiik, majd a feliiliszo eltavolitasa utan 8 mL fiziologias
sooldatot adtunk a gombasejtekhez. Ezutan a szuszpenziobol ket 1épésben 1:10
aranyt higitast készitettiink a Biirker-kamraban tortén6 szadmolashoz. A
csiraszam beallitast kvantitativ kioltassal ellendriztiik.

Az egereket a lateralis farokvénan keresztil fertztik (0,2 mL
gombaszuszpenzid/eger). Eldzetes kisérleteink alapjan a fert6z6 dozis, C. krusei
esetén 4x10°, mig C. inconspicua esetében 2x10” CFU/egér volt. Ezek a dézisok

nem okoztak elhullast.
Antifungalis terapia

Az egereken a fertdzést kovetd 24 h-val az alabbi intraperitonealis CAS kezelési
protokollt alkalmaztuk 6t napig: 1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap. A fertdzést kovetd
hatodik napon az egereket cervikalis diszlokacioval elpusztitottuk, majd
felboncoltuk. A kvantitativ csiraszdm meghatarozas céljabol a veséket
eltavolitottuk, majd lemérésiik utan steril dorzscsészeében, steril pistillussal
elhomogenizaltuk. Ezt kovetden a homogenizatumhoz 1 mL steril fiziologias
sooldatot adtunk, majd az egyes mintakbol 1:10-es alapu higitasi sorozatot
készitettiink. A kiilonb6zd higitasokbol 100 pL-t oltottunk ki SDA tiptalajra,
majd 48 oras 35°C-on torténd inkubalas utan a kindtt telepeket megszamoltuk.

A kimutatas als6 hatara 50 sejt/szovet (g).
Statisztikai elemzés

A taptalajon kitenyészett gombak szignifikancia vizsgéalatahoz Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztunk (GraphPad Prism 4.03, Windows). Szignifikansnak
tekintettiik az eredményt ha P<0,05.
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EREDMENYEK

A caspofungin iranti érzékenység meghatarozasa makrodilicios modszerrel

Normal RPMI-1640-ben az 0sszes altalunk vizsgalt C. albicans, C. krusei €s C.
inconspicua teszttorzs €s klinikai izolatum érzékenynek bizonyult CAS ellen a
2011-ben modositott fajspecifikus CLSI hatarértékeket figyelembe veéve. A
DPL20 és a DPL45-0s 1zolatum egyarant rezisztensnek mindsiilt CAS irant.

50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tesztkozegben minden vizsgalt
Candida 1zolatum MIC értéke novekedett. C. albicans esetében 4-16x-o0s, C.
krusei esetén 4-8x-os, mig a C. inconspicua izolatumok vizsgalatakor 4x-es

MIC érték novekedést tapasztaltunk.

Az ido-0lés Kkisérletek és posztantifungalis hatas vizsgalatok eredményei

RPMI-1640-ben Candida albicans izolatumok ellen

Id6-61és kiseérleteink alapjan lathato, hogy a CAS >1-2 x MIC (0,03 mg/L)
koncentraciokon fungisztatikus hatast fejtett ki normal RPMI-1640-ben a
kilonbozo C. albicans klinikai 1zolatumok, valamint az ATCC 10231-es
referencia torzs ellen. Ez a kiindulasi csiraszammal 0sszehasonlitva <99,9%-o0s
sejtszamcsokkenést jelent. A rezisztens izolatum esetében (DPL20) RPMI-1640-
ben az elsd 4 h-ban sikertilt jelentdsebb szaporodasgatlast elérni (8-32 mg/L). A
PAFE vizsgalatok eredményei alapjan normal RPMI-1640-ben a 4, 16 és 32
mg/L-es CAS koncentraciok 4,89- >19,34; 13,84- >19,88 ¢s 7,65- >19,88 oraig
gatoltdk mind a klinikai izoldtumok, mind az ATCC 10231-es torzs
yjrandovekedését.

Az ido-6lés kisérletek és posztantifungalis hatas vizsgalatok eredményei
RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében Candida albicans

izolatumok ellen

Altalanossagban elmondhaté, hogy a szérum jelentdsen csokkentette a CAS in
vitro aktivitasat mind az 1d6-6lés, mind a PAFE Kkisérletekben a vizsgalt C.

albicans 1zolatumok ellen. A CAS >1-2 x MIC értékeken fungisztatikus hatast
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fejtett ki a klinikai izolatumok és az ATCC teszttorzs ellen. A DPL20-as
izolatum esetében 50% human szérum jelenlétében 32 mg/L-es CAS
koncentracion 4 ora utdn minimalis csiraszamcsokkenést tapasztaltunk, de ezt
kovetden a legmagasabb vizsgalt koncentracio 1do-0lés gorbéje is a kontrollal
megegyezo lefutdst mutatott.

A PAFE iddtartama 50% szérum jelenlétében jelentdsen lecsokkent a vizsgalt 4,
16 ¢s 32 mg/L CAS koncentraciokon. A legalacsonyabb vizsgalt CAS
koncentracion (4 mg/L) a 3666-os ¢és 10920-as izolatum esetében nem
tapasztaltunk PAFE-t a szérumos tapkozegben. A PAFE kisérletek eredményei
alapjan 50% szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben a 4, 16 és 32 mg/L-es CAS
koncentraciok 0-2,27; 0,24-10,14 ¢és 1,01- >18,79 o6raig gatoltdk mind a
klinikai izolatumok, mind az ATCC 10231-es torzs uGjrandvekedését. A
szérummentes tapkozeghez hasonldoan a DPL20-as izolatum esetében ebben az
esetben sem volt mérhetd PAFE.

A PAFE kisérletek eredményei alapjan a legtobb vizsgalt izolatum ndvekedést
mutatott a szérumos tapkozegben. Neégy oOra elteltével csupan elvétve
detektaltunk csekély mértékili csiraszamcsokkenést. A 183-as izolatum 16 és 32
mg/L, valamint a 3666-os szamu torzs 32 mg/L-es CAS koncentraciok
jelenlétében mutattak elhanyagolhat6 sejtszamcsokkenest.

Fontos kiemelni, hogy a gyogyszermentes tapkozegben lévo sejtek egy
nagysagrendnyi novekedéséhez sziikséges 1d6 mindkét tapkozegben hasonld
volt, azaz a szérum nem csOkkentette szignifikdnsan a kontroll gombasejtek

novekedését.

Az id0-0lés, valamint a posztantifungalis hatas vizsgalatokban bekovetkez6
sejtszamvaltozasok oOsszehasonlitasa a Candida albicans izolatumok

esetében

A két kiilonbozé tesztkozeg ugyanazon koncentracioit Osszehasonlitva

elmondhatod, hogy az 1d6-06lés kisérletekben 50% human szérum jelenlétében az
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izolatumok  tobbségéneél nagyobb mértekli csiraszamcsokkenés  volt
megfigyelheto, kiilondsen 32 mg/L-es CAS koncentracion.

Ezzel ellentétben a PAFE kisérletek soran az 6lési aktivitas minden izolatumnal
joval homogénebb volt a vizsgalt médium szempontjabol. Az Osszes CAS
koncentracion a sejtszamcsokkenés szignifikdinsan magasabb volt normal RPMI-
1640-ben (P<0,05-0,001).

A Kkisérletek soran ugyanazon koncentracidhoz tartoz6 sejtszamok vizsgalatakor
hasonl6 bizonyos esetekben pedig nagyobb mértékli csokkenést (a 10920-as ¢€s
3666-0s izolatumok esetében) tapasztaltunk a rovid CAS expoziciét modellezd
PAFE vizsgalatokban, mint a 24 h-as gydgyszer expoziciot demonstrald 1d6-6lés
kisérletekben. Fontos azonban kiemelni, hogy az 50% szérum az Osszes
izolatum esetében szignifikdnsan csOkkentette a normal RPMI-1640-ben

tapasztalhato 6lést a PAFE kisérletek soran (P<0,01-0,001).

A caspofungin altal Kkifejtett olési rata vizsgalata Candida albicans

izolatumok ellen

A CAS 1d6-0lés kisérletekben tapasztalt ©lési aktivitdisa RPMI-1640-ben
szignifikdnsan gyengébb volt 16-32 mg/L koncentraciokon, mint 0,25, 1, 4 vagy
8 mg/L-es értékeken (P<0,05-0,001). Ez a jelenség a mini-paradox hatassal
magyarazhatd. Azonban 50% human szérum jelenlétében a CAS 1-32 mg/L
koncentracidkon tipikusan koncentraci6 fliggetlen modon viselkedett az
érzekeny izolatumok ellen. A DPL20-as torzs esetében a vizsgalt médiumtol
fuggetleniil negativ k értékeket detektaltunk, ami a gombak novekedésére utalt.
A PAFE soran vizsgalt 6lési rata a klinikai izolatumok és az ATCC 10231-es
torzs ellen is izolatum- és koncentraciofiiggd volt (k érték: -0,111- +1,019 1/h).
Szérumos tapkozegben joval sziikkebb intervallumban mozgott a CAS 4ltal

kifejtett 6lési rata (-0,017—-0,185 1/h).
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A caspofungin in vitro hatékonysaganak meghatarozasa ido-olés
kisérletekkel RPMI-1640-ben Candida krusei és Candida inconspicua

izolatumok ellen

Szérummentes, RPMI-1640 tapkozegben a CAS 24 h utin fungisztatikus
aktivitast mutatott >0,25 mg/L koncentraciokon a C. krusei klinikai izolatumok
ellen, bar a 4363-as torzs esetében ujrandvekedést figyeltiink meg 0,25-4 mg/L-
es értekeken. 16 és 32 mg/L-es gydgyszerkoncentraciokon a CAS mindharom C.
krusei klinikai izolatum ellen fungicid hatist mutatott 3,75+0,71, valamint
4,6410,33 h utan. Az ATCC 6258-as teszttorzs esetén az 0lés mar >1 mg/L-es
CAS koncentraciokon 12-24 h utan bekovetkezett. A rezisztens izolatum
esetében az els6 12 h-ban >4 mg/L gydgyszerkoncentraciokon fungisztatikus
hatast tapasztaltunk, majd 24-48 h elteltével ujrandvekedést figyeltiink meg. A
32 mg/L-es CAS koncentraci6 a DPL45-0s torzs ellen viszont fungicidnek
bizonyult.

C. inconspicua esettben a CAS mar 0,06 mg/L koncentricidkon is
fungisztatikus volt RPMI-1640-ben. 24 h-ra mindharom klinikai izolatumnal a

CAS fungicidnek bizonyult >0,5 mg/L koncentraciokon.

A caspofungin in vitro hatékonysaganak meghatarozasa ido-olés
kisérletekkel RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében Candida krusei

és Candida inconspicua izolatumok ellen

Szérum jelenlétében bar az els6 4 h-ban a CAS 1 mg/L-es koncentracion
mindharom C. krusei klinikai izolatum novekedését gatolta, 12-24 h elteltével az
1d6-0lés gorbék a kontroll izolatuméhoz hasonld lefutdst mutattak. 2-4 mg/L
koncentraciokat vizsgdlva a CAS fungisztatikus hatast mutatott a C. krusei
klinikai izolatumok ellen, 24 h elteltével azonban Ujranovekedést tapasztaltunk.
A CAS 16 ¢és 32 mg/L koncentraciokon 6,47+3,48, illetve 7,42+5,91 oOra alatt
fungicid hatast volt a C. krusei klinikai izoldtumok ellen. A rezisztens izolatum

vizsgéalata sordn a maximalis csiraszdmcsokkenést csak a legnagyobb 16-32
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mg/L-es CAS koncentraciokon tapasztaltuk, azonban 24-48 h elteltével ebben az
esetben 1s a kontroll sejtszamahoz kozelitd Gjrandvekedés volt megfigyelhetd.

Az els6 24 h-ban az 0sszes altalunk vizsgalt C. inconspicua izolatum csiraszama
a fungicid hatarérték ala csokkent. A C. inconspicua i1zolatumok esetében
szérum jelenlétében jelentdsen kordbban sikeriilt elérni a fungicid hatast 1-32
mg/L. CAS koncentriciokon, mint a szérummentes normdl RPMI-1640

tapkozegben.

A caspofungin altal kifejtett olési rata vizsgalata Candida krusei és Candida

inconspicua izolatumok ellen

A C. krusei klinikai izolatumok vizsgalata soran a legmagasabb 0lési ratat 4
mg/L koncentracion tapasztaltuk normal RPMI-1640-ben. Ez szignifikansan
magasabb volt, mint a 2 ¢és 32 mg/L-es CAS koncentraciokon tapasztalt &
értekek (P<0,05).

50% human szérum jelenlétében a hatékony CAS koncentracidkon (4-32 mg/L)
az atlagos k értékek (0,42—0,57 1/h) kozott nem volt szignifikans kiilonbség
(P>0,05). Az 1, 2 ¢és 4 mg/LL CAS altal kifejtett 6lési rata szignifikansan
magasabb volt normal RPMI-1640-ben 0sszehasonlitva a szérumot tartalmazé
tapkozeggel (P<0,01-0,005).

A C. krusei ATCC 6258 referencia izolatum esetében 2-32 mg/L CAS
koncentracion a mért k értékek 0,46-0,96 1/h kozott valtoztak RPMI-1640-ben.
Ezzel szemben az olési rata 0,87—1,37 1/h-re valtozott 50% human szérum
jelenlétében. A teszttorzs vizsgalata sordan a 8 ¢€s 16 mg/L-es CAS
koncentraciokon mért Olési rata szignifikansan magasabb volt a szérumos
tapkozegben mint normal RPMI-1640-ben (P<0,01).

A CAS rezisztens izoldtum esetében a 32 mg/L CAS koncentracion RPMI-
1640-ben mért 6léstol (1,12 1/h) eltekintve sem RPMI-1640-ben sem a human

szérummal kiegészitett tapkozegben nem tapasztaltunk olést.
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A C. krusei klinikai izolatumokkal ellentétben, az 50% human szérum
szignifikdnsan fokozta a CAS 6lési aktivitasat az Osszes tesztelt koncentracion a

vizsgalt C. inconspicua izolatumok ellen (P<0,0003).

A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida krusei

izolatumok ellen

In vivo kisérleteinkben két C. krusei klinikai 1zolatumot (5029, 27393), valamint
egy echinocandin rezisztens torzset vizsgaltunk (DPL45). Bar az Aaltalunk
hasznalt CAS dozisok mindegyike csokkentette a vesébdl kindtt csiraszamot a
kontroll csoporttal 6sszehasonlitva, szignifikans gombasejtszam csokkenést csak
a 3, 5 és 15 mg/kg napi CAS dozis eredményezett (P<0,05-0,001). Az 1 €s 2
mg/kg napi CAS dozis nem volt hatékony. Fontos kiemelni, hogy a terapia
szempontjabol hatékony dozisok kozott nem volt szignifikans kiillonbseég.

A rezisztens izolatum esetében a kontroll csoporttal Osszevetve csak a
legnagyobb CAS dozis (15 mg/kg/map) csokkentette szignifikdnsan az €16
gombasejtek szamat (P<0,01).

A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida inconspicua

izolatumok ellen

Az altalunk tesztelt két C. inconspicua 1zolatum esetében (20114, 22027) az
Osszes alkalmazott dozis szignifikansan és legalabb két nagysagrenddel
csokkentette a vesekbdl kitenyészett €l0 sejtek szamét a kontroll csoporttal
osszehasonlitva (P<0,05-0,001). A 20114-es C. inconspicua torzs esetében a
vesékbdl kitenyészett gombak szama legalabb négy nagysagrendnyi csokkenést
mutatott az 5 és 15 mg/kg napi CAS dozissal kezelt egerek vizsgélata soran. A
hatékony terapiak kozott statisztikailag szignifikdns kiilonbséget ezekben az

esetekben sem tapasztaltunk (P>0,05).
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MEGBESZELES

Az elmult harom évtizedben, a kiilonb6z6 gombak okozta fertdzések jelentik
talan a legnagyobb egészségiigyl kihivast az immunszuppresszalt betegek,
valamint a sulyos alapbetegséggel rendelkezd hospitalizalt paciensek korében.
Bar még mindig a C. albicans a leggyakrabban izolalhat6 humdan patogén
gomba a terapias, illetve profilaktikus FLU hasznéalat kovetkeztében egyre
inkabb nd a kockdzata a generikus, valamint a szerzett FLU rezisztenciaval
rendelkezdé Candida fajok (C. glabrata, C. krusei, C. inconspicua) okozta
fert6zéseknek.

A szisztémas Candida fertdzések kezelésére a 2000-es évek elején egy 1j
antimikotikum csalad kertilt bevezetésre a klinikumba, az echinocandinok. Az
echinocandinok jelenleg az elsOként valasztando szerek a kritikus allapotban
1évd, klinikailag instabil, illetve FLU profilaxisban részesiilt betegek korében,
tovabba olyan Candida infekciokban, ahol a patogén agens csokkent FLU
érzékenységgel rendelkezik.

A doézis novelésébdl szarmazod klinikai hatékonysagot az echinocandinok,
koztik a CAS nagyfoku fehérjekotddeése jelentdsen befolyasolja. In vitro
kisérleteinkben ezen hatds demonstralasara 50% human szérumot alkalmaztunk.
Fontos kiemelni, hogy ezek a vizsgalatok jobban demonstralhatjak az in vivo
lezajlo folyamatokat.

A rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan a CAS in vivo, illetve klinikai
hatékonysagat két {6 tényezOnek tulajdonitjak. Az egyik a normal RPMI-1640-
ben mért relative hosszi PAFE, mig a masik tényez6 a CAS szoveti
perzisztencidja. A PAFE fontossagat tamasztotta ala Clancy és munkatarsai altal
2006-ban publikalt in vitro tanulmany. Eszerint a PAFE teheto felelossé az 6lés
jelentds reészéért, mivel mind a rovid CAS expozicid (PAFE kisérlet) mind pedig

a tartos CAS expozicio (1do6-01és kisérlet) esetén 100%-1g hasonld volt az 6lés
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mértéke RPMI-1640-ben, tovabba a vizsgalt C. albicans 1zoldtumok
ujranovekedése legalabb 24 h-ig gatolva volt.

Ezek alapjan, kisérleteink soran megvizsgaltuk a rovid ideig tarto (1 h), illetve a
folyamatosan jelenlévé (24 h) CAS altal kifejtett olési ratat a leggyakoribb
Candida faj, a C. albicans ellen normal RPMI-1640-ben illetve 50% human
szérummal kiegészitett tapkozegben. C. albicans-szal végzett 1d6-0l¢€s, illetve
PAFE Kkisérleteinkben a gombasejtszam csokkenés hasonlo volt RPMI-1640-
ben. Fontos azonban kiemelni, hogy a 16 és 32 mg/L CAS koncentracion
csOkkent az 0lési rata mértéke normal RPMI-1640-ben, ami valoszintsithetéen a
magas echinocandin koncentracion izolatumfiiggd modon megfigyelhetd
kompenzatorikus kitinszintézis eredménye (paradox novekedés).

Human szérum jelenlétében, PAFE kisérleteinkben mindharom vizsgalt CAS
koncentracion (4, 16 és 32 mg/L) szignifikansan csokkent az 6lési rata a normal
RPMI-1640-ben kapott értékekkel 6sszehasonlitva. Mig a folyamatos 24 h-as
CAS expoziciot jelentd 1do-olés kisérletekben >1 mg/L-es koncentracidkon
nagy, koncentracido fliggetlen moddon fenndlldo olési ratat detektaltunk.
Eldkisérleteink alapjan 0,5-2 mg/L-es CAS koncentracidkat vizsgalva az 1 h-as
gyogyszer expozicid 50% human szérum jelenlétében nem elég hosszi ahhoz,
hogy akar kismértékli novekedés gatlast eredményezzen, ellentétben az RPMI-
1640-ben kapott eredményekkel.

Louie és munkatarsai 2005-ben publikalt eredményei alapjan a szovetek egyfajta
gyogyszer rezervoarként szolgalnak, melyekbdl lassu, folyamatos gyodgyszer
felszabadulas torténik a vérbe.

In vitro eredményeink alapjan 50% szérummal kiegészitett RPMI-1640
tapkozegben a PAFE megsziinik, annak ellenére, hogy korabban a
szérummentes tdpkozegben mar 5 perc CAS expozicio is jelentds PAFE-t
eredményezett.

Az 50% szérum jelenlétében megfigyelt elhanyagolhato PAFE ramutat a tényre,

miszerint az in vitro RPMI-1640-ben tapasztalt relative hosszit PAFE kevésbé
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jatszik kulcsszerepet a klinikai kimenetel szempontjabol, legalabbis a C.
albicans ellen.

Ezt kovetden két klinikailag relevansnak mondhato, primer FLU rezisztenciaval
bir6 Candida faj (C. krusei, C. inconspicua) in vitro érzékenyseéget hasonlitottuk
Ossze a mar fentebb emlitett kétféle tesztmédiumban.

Kisérleteinkben a 32 mg/L-es gyogyszerkoncentracion 4,64 h alatt értiik el a
fungicid hatart.

Human szérum jelenlétében jelentds (4-8-szoros) MIC érték emelkedést
tapasztaltunk a vizsgalt C. krusei 1zolatumok esetében. Az 6lési rata a hatékony
CAS koncentraciokon (4-32 mg/L) koncentracido fiiggetlen volt a C. krusei
klinikai izolatumok vizsgalata soran. Szérum jelenlétében az RPMI-1640-ben
tapasztalt fungicid hatashoz sziikséges 1d6 32 mg/L-es CAS koncentracion 7,42
h-ra novekedett.

A klinikai izolatumokkal ellentétben a C. krusei referencia torzs Kkissé
kiilonbozott, ami valoszinlisithetden az eltérd eredetnek koszonhetd. Mig a
vizsgalatainkban hasznalt izolatumok vérbdl szarmaztak addig az ATCC 6258-
as teszttorzs kopetbdl szarmazik.

In vitro eredményeinket sikeriilt neutropénias egérmodellben is megerdsiteni.
Az in vivo vizsgalatainkban alkalmazott 1 mg/kg/nap megfelel 35 mg-os human
dozisnak, a 2 mg/kg/nap 50 mg-os naponta adagolt human dozissal ekvivalens.
A 3 és 5 mg/kg-os egérdozisok az AUC értékek alapjan megfelelnek az egyszeri
70 mg majd napi 50 mg-os, valamint a napi 70 mg-os humén doézisokkal elért
emberben mért AUC értékeknek.

Mind az in vitro mind pedig az in vivo eredményeink azt mutatjak, hogy a
naponta alkalmazott nagyobb doézisi CAS adagolasa nem eredményez olyan
mértékll terapids sikert, ami indokolna a nagyobb do6zisok klinikai alkalmazasat.
Az echinocandin rezisztenciaval rendelkezd C. krusei torzsek ellen viszont
hatékony lehet. Kisérleteinkben a DPL45-0s heterozigdta mutans torzs ellen in

vivo csak a legnagyobb vizsgilt dozis (15 mg/kg/nap) csokkentette
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szignifikdnsan a vesékbdl kitenyészett gombak szamat a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Ez az AUC értékek alapjan megfelel 150 mg-os human napi
dozisnak.

Erdekes modon a C. inconspicua a C. krusei-to] eltéréen viselkedett. Habar 50%
szérum jelenlétében a CAS iranti MIC értékek négyszeres novekedést mutattak,
a szérum jelenléte 1-32 mg/L-es CAS koncentraciokon fokozta az 61ési ratat. Ez
a jelenség nem egyediili eset az irodalomban. 2000-ben Chiller €s munkatarsai
hasonld eredményekrdl szamoltak be. Kisérletikben A. fumigatus esetében
vizsgaltak a CAS in vitro hatékonysagat normal RPMI-1640-ben, illetve 0,05-
5% szérum jelenlétében. 0,1 és 0,05 mg/L CAS koncentraciokat vizsgélva az
alkalmazott human szérum koncentraci6 fokozta a CAS aktivitasat.
Kisérleteinkben a C. inconspicua-nal tapasztalt 6lési aktivitds a C. krusei-hez
hasonloan koncentracio fiiggetlen volt, azonban 50% szérum jelenlétében mar 1
mg/L koncentracion is pozitiv k értéket kaptunk, ami a sejtek 6lését jelentette. A
C. inconspicua klinikai 1zolatumok esetében az egyes koncentraciokon a
>99,9%-0s sejtszam csokkenéshez sziikséges 1d0 is rovidebb volt 1-32 mg/L
CAS koncentraciok kozott (2,09-2,67 h), osszehasonlitva a C. krusei klinikai
torzseknél kapott értékekkel. In vivo vizsgalatainkban az Osszes daltalunk
hasznalt dozis szignifikdnsan csokkentette a ves€kbdl kindtt €16 gombasejtek
szamat a kontroll csoporttal dsszehasonlitva a vizsgélt C. inconspicua torzsek
ellen.

Kisérleteinkben elsoként hasonlitottuk Ossze a CAS altal kifejtett 6lési ratat
normal RPMI-1640-ben, illetve 50% human szérummal kiegészitett RPMI-
1640-ben harom klinikailag relevans Candida faj ellen. Szérumos tapkozegben a
folyamatos, 24 h-ig fennall6 CAS expozici6 relative magas 0Olési ratat
eredmeényezett a vizsgalt C. albicans izolatumokkal szemben. Ezzel ellentétben
az 1 h-4s CAS expozicid nem eredményezett 6lést a szérummal kiegészitett

tapkozegben. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy az eddig érvényben 1évo
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elméletekkel ellentétben, a CAS altal kifejtett PAFE-nak csak minimalis szerepe
lehet az echinocandinok kit{ind klinikai hatékonysagaban.

Kisérleteink mésodik szakaszaban a vizsgalt C. krusei ¢és C. inconspicua
izolatumok CAS irdanti MIC értéke jelentdsen megndvekedett 50% szérum
jelenlétében. Szérumos tapkozegben az Olési rata, a hatékony CAS
koncentracidkon koncentracid fliggetlen volt a C. krusei klinikai izoldtumok
vizsgalata soran. A CAS 0lési aktivitdsa szérummal kiegészitett tapkozegben
koncentracio fiiggetlen €s szignifikdnsan magasabb volt a C. inconspicua
izolatumok ellen az RPMI-1640-ben mért értékekkel dsszehasonlitva.

In vitro és in vivo eredményeink alapjan a dozisndvelés nem biztos, hogy jobb
terapids hatast eredményez a jelenleg elfogadott dozirozasi ajanléassal
osszehasonlitva, rdadasul felesleges koltségnovekedést is eredményezhet a két
FLU rezisztenciaval bir6 Candida faj ellen.

Az 10 évezred elején bevezetett antifungalis szerek alkalmazasa ellenére a
Candida fajok mortalitisa még napjainkban is fajtol fiiggben 30-60%. A
szérummal kiegészitett in vitro, illetve az in vivo farmakodinamias vizsgalatok
segithetnek, hogy egy hatékonyabb echinocandin alapti terapiat lehessen
kidolgozni a jovOben a kiilonboz6 Candida fajok ellen, remélhetbleg ezzel is

csokkentve a modern kor egyik legveszélyesebb népegeszségiigyi problémajat.
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OSSZEFOGLALAS

Munkéank soran egyrészt vizsgaltuk a caspofungin altal kifejtett 6lési ratat,
valamint a posztantifungélis hatas idOtartamat normal RPMI-1640-ben és 50%
huméan szérummal kiegeészitett tapkozegen C. albicans izolatumok ellen.
Ugyancsak meghataroztuk a caspofungin altal kifejtett 6lési ratat a fentebb
emlitett kétféle tapkozegben C. krusei és C. inconspicua izolatumok ellen.
Végiil kiillonbozd dozisokat (1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap) alkalmazva vizsgéltuk a
caspofungin in vivo hatékonysagat a C. krusei €s C. inconspicua izolatumok
eseteben neutropénias egérmodellben.

A caspofungin nagyfoku fehérjekotédese miatt (96,5%) csokkent aktivitassal bir
a szérummal kiegészitett tapkozegben. Tesztmédiumtol fiiggetleniil mindkét
kozegben fungisztatikus hatést tapasztaltunk a C. albicans klinikai izolatumok
¢s a referencia torzs esetében (>0,03 mg/L RPMI-1640-ben, >0,25-0,5 mg/L
50% szérum jelenlétében). Ezzel szemben a C. krusei és C. inconspicua klinikai
torzsek vizsgalatakor fungicid hatast detektaltunk (>0,5-8 RPMI-1640-ben,
>0,5-16 mg/L 50% szérum jelenlétében). A C. albicans vizsgélata soran szérum
jelenlétében az 1 h-4s caspofungin expozicid nem okozott dlést. Az 6lési rata
vizsgalatakor, C. albicans esetén csak a folyamatos caspofungin expozicio
eredményezett mérhetd olési ratat 50% szérumban, ezért valoszinlisithetd, hogy
a posztantifungalis hatdsnak minimalis szerepe van a klinikai hatékonysag
szempontjabol. A C. krusei klinikai izoldtumok esetében 50% szérumban
koncentraci6 fliggetlen oOlést tapasztaltunk (4-32 mg/L). Huméan szérum
jelenlétében 1-32 mg/L tartomanyban koncentracio fliggetlen €s szignifikansan
nagyobb oOlést figyeltiink meg a vizsgélt C. inconspicua torzseknel az RPMI-
1640-ben tapasztalt értékekkel dsszehasonlitva. In vitro €és in vivo eredményeink
alapjan a doziseszkalacio klinikai relevancidja megkérddjelezhetd a C. krusei €s

C. inconspicua klinikai 1zolatumok ellen.
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