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Farmaceuticky prostiedek pro oSetFovani
houbovych infekci a zpiisob posuzovani
vhodnosti latek jakoZto ndsobiciho ¢inidla
pro latku fungicidné iéinnou

Farmaceuticky prostfedek pro o$etfovani houbovych infek-
ci obsahuje G¢inné mnoistvi (i) protihoubového ¢&inidla a
(ii) ¢inidla ndsobiciho jeho G&inek a farmaceuticky vhodné
excipienty. Néasobici u¢inek (ii) se posuzuje tak, Ze se ne-
chéva riist kultura houbové buitky v ptitomnosti &inidla (i),
ke kterému je houbovi butika odolnd a tinidla (ii) a meki se
nésobici protihoubové plisobeni (ii) na (i).
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armaceuticky prostfedek pro ofetfovéadni houbovych infekef a zpa-
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b posuzovidni vhodnosti létek jakoZto néasobiciho ¢&inidla pro
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¥4 farmaceutického prostfedku pro oSetfovéni
jiciho citliveosti houbové buiky k proti-
houbovému ¢&inidlu a zplsobu posuzovini vhodnosti 1latek jakoZto
nfésobiciho ¢inidla pro latku fungicidnd d&¢innou.

Dosavadni stav techniky

cich houbovich infekei vzristéd
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N
n
et
el
ct
-
JEAN
814
o’
et
@]
Ly
tb
b
—
)
<—'—
,J‘
O
PJ(

albicans mimo nemacnice vzroztl v letech 19280 a¥ 1990 o 37C %. Ve

stejné dobé viskyrt infekei krevniho tedidté houbou C. albicans

v nemecenicich vzrostl o 487 %2 S v¥jimkou koagulase negativnich
staphylokckd je statisticky C. =albicans nejrychleji rostouci ob-

cnicénd ofetfovanich infekc!{ krevniho Fedistd® (RBanerjee
), str. B88S az

.

Rostouci viskyt nosokomidlnich houbovfich infekei je podpo-
rocvdn zménou lékafské praxe v&etn& invaznich chirurgickich proce-
st, tfkajicich se ndhrady kloube® a oteviené chirurgie srdce,

pie rakoviny a epidemie AIDS. VEechny tvto pro-
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cesy naruluji imunitni systém a vytvidfeji poedminky, za kterfch se

dari houbevim infelkcinm.
]

PribliZné 20 ¥ nosokomidlnich thoubovfch infekei{ je pfisoberno
trfidou Candida. Zbylé hecubové infekce jsou veétfincu plisobeny tii-
dou Aspergillus species, Cryptococcus species a Pneumocystis car-

&

s

fon
!

sti je diagnosa houbového onemocnéni obti¥ni

2

&
rofnd na Cas. Spi%e neZ na &ekani visledk® diagnostickfch zkougek

se <Casto musi nasazovat experimentdlni protihoubova terapie ini-

ciovand slouéeninou naptfiklad amphotericinem B (vysoce toxicksnm)




nebo  alesporim Jjednim  z azold (ke kterym si t¥idy hub rychle vy-
tvaredt odolnost). Proto by byl velice Z2ddouci protihoubovy pro-
stredek se Sirokym spekbtrem ddinnosti spojenym s nizkou toxicitou

Objev a vyvaj protihoubovych slouenin pro specifické druhy
hub  vykazal weity Jdspach. JelikoZ t¥ida Candida prfedstavulie
hlavrt houbovée infekce, byl navrden scrining pro nové protihoubo-
vé sloutteniny k objevent sloudenin ddinnych proti t¥fde Candida.
Y prabshu vyvoje produktu se protihoubovd aktivita obecn# optima-
Lizovala se zFetelem déinnosti proti  Candida albicans. Nasledkem
~oho  tyto slouteniny proti Candida nemaJi Casto klinicky vyznam-
nmou acinnost proti Jinym drubdm Hub. Je viak zajJimaveé poznamenat,
fe  pFi vyEsich  koncentracich  Jsc nekteré z  téchto sloutenin
schopny nicit jing tétdy bub za predpokladu, Ze protiboubovy teri
je v arganismu pFitomen. Zp&tng takaové vysledky naznaculdi, Z2e ty-
Lo  arganisny maji néjake prirvozené echanisny odolnosti, které
jim umoZrudy  pFefrt pri klindcky zéVaZHVCh kancentracich sk te-
~ych protihoubovych sloudenin. Takové obecne mechanismy odolnosti
< protihoubave drinrym slouteninam zGstavaly nepopsandé v pripade
Aaub po desetileti.

Problem adolnosti proti plscbent negkolika drog (mdr - mul-
tiple drug resistance), zprostfedkovavany mdr genem, byl nejdfive
zjistan v prabshu vyvoje rvezfimu chemoterapie rakoviny. Rakovinove
bufiky s odolnosti k cetnym drogam vykazuJi odolnost 1 k vysokym
koncentractim velkého mnoZstvi cytotoxickych slouCenin. Casto tyto
cytotoxicke slouteniny nemaji spoledné  strukturdalnit charakteris-
tiky ani nevykazudi interakci s b&Znymi terdi v budice. Odolnost
proti  témto cytotoxickym  slougenindm  Jje zprostfedkovdavand ven
smEFujicin ferpadlem, zavislym na ATP. V  dasledku tohoto mecha-
nismu nevytvord toxické koncentrace wé@ité slouZeniny k akumulaci
v bunice.

Kroma vytoku, Je take zredmé, Ze vtok se rovn@z mlZe sniZit
v bufikach vykazudicich mdr (Gottesman a Pastan, 1993, Annual Re-
view of Biochemistry 62, str. 385 az 427). Byla charakterizovdna
seela velkd rodina mdr gent, zahrnuldicl Zetné zcela odliZneg orga-

nismy . K dnegninu dni seznam  organismd, ktere majti furkci Jako




mee . zalynude Cetred derobhy balkterid, ouska Drosopbdila melanog:

aamodinm  Taleiparum, hama sapiens, kvasinky  Saccharomyoes

hmania donovanii, mopake

Caenorhabditis elegans, e

houby & rostline Arabidopsis thaliane.
Desetilets vyrkumd vedls k popisu odolnosti protd mnoba dea-

-

¢ rakoviny . Extenzived egwloam ved |

gam  Fernotypu v budkach {ids

b shupindam  sloufenin, Kterd  Jesou schaprny obedtit mde fenotwe

Cebrryeh ko doraam ada oot Lind T Fra o Lo Lk i
cetrnvob kodaradam adalnyeh ] booew vy b

citlivymi na pOsobent cvtotoxickych slourendin (nariklad blokdto—

o vaperrwoh kanalka, antiarvhytmiba, antibyporten arntibia-

f imunitu. steroidove hosmos

tika, antihistaminy, Llatky potlacud

rry . modifilkovans steraidy, Lipafilnd kationty, diterperyy, deter -

ey dimed hegd e

genty, antidesrecsanty, antipovehotiba Jakol talos

Fatfabrt anfipatick smear A Pas

zloudteriny a Jedich analogy (Gotte

tar, 1923, Annual Review of  Biochen:

T alecva e ge oemadadt Jako¥to inbteibitory mde .

aptikace Lidskych odr Anhdbitord prd chenobrapii rabkoving

Lta oborem intenzivoiha vdsbuma.

Nedrnoveii byla objevena existence od mdr odvorenyoh gend

v nepatogenntoh houbdach tale v kliesave opoartund Fratoaa-

“uJt Jdako “podabog mde ", ol

aernt houb s, Tuton Gerey se

tude  homologie proteiny kodovanvmi tamito cerny o Lidskygm
mdr -1 genovym produbkt em.
S objeventm mdr podobngch gend v Setrioh houbdoh voetng k-

cove: patagennt haouby . Jako Je Asperagillus flavus, Aspergillus fu-

H

migatus a Cryptocooous neafoarmans, vwhildidka  pouZits  kombinovana

terapio, zabvoudict protibhaubovée Sindidlo madlet dolo@ernd spektiom

Uedrmmostd s hoabovym mde Anbiibitoren o stala skutednosty .

apektra protibogbove

Kombimovand terapie umodiuje oo

aeirinostl pro danou protihoabovon sTouderninua, kterda dissve vobaso-

Vala omazenown Klindocky  vyrnamnou protihoubovou adinnost . Padobod

u slouternin, kbtera vyhazad? protihoubovon adinnost, se take mize

acinmost. ndsabit houbovygm mde inhdibitorem, takXe protihoubova g-

Cinnost. téchto sloudendn se vorSTET na dfive adolné deoabey.




Podatata vyndalery

Podstata wphsabu zvyiovanl citlivosti houbove bunky ko proti-
Foubovemy  Sinddlu sporiva podle veondleza v otom, Ze ae podava ta-
kave bufce deirnmeg mnofstvy (D) protihoubového Cinidla a (11) «i-

ridla néasobilotiho jeho daeinebk.

Farmaceuticky prostifedel podle wvwvnd obaahude Qeinmes

atnarstvi (1) protihoubovehn cinidla, (i) @inidla ndsobiciho Jeho

ceinel o farmaceuticky vhodng exciplenty.

g rpdanby stanovent ndsobiciho Qoin-

Vyndlezr se take ty
ku  slouwdeniny na protihoubove Sinidlio plsabriol na foubave bunkoy,

s

oo

nechavd Fiast ultwe-a houbove bunbky v pEltomnosti (L) proti-

houboveho slouteniny, ke kterd je houbovd burba  odalng a (i)

sloudeniny s moafnym ndasobiocim Qlinkemn protihoubavaho Sinddlia a

) mert se ndasobfetl protihoubove plsobent slouteniny na protitoo-
bave @inidla-

Pripadneg pouXivanvm vyrazoem Coubjekt”  se  zde vy wind

organishus, orgdn, organovy systém  nebo bun@tng Linde wGanismu,

vier ktewrveh Fije Linde houbovyeh banck nebo  ve kteryoeh

T Linmde

houbowvyeh bunsk.  Subjek Jako takovy mize byt ofetfovan dn vitro

nebra in viva. Predeveim je subjektem seveo vetng Lidi, u ket e yoh

se provadt ofSetVerc in viva.

Vyrazem "protihoubove ¢inidlo” nebo "pratihoubova sloudeni-

sy mint slouteninag nebo prostiedek,  Rtera Jsouw oy-

1}
11t [ Vo

costaticks neba ecytotoxickd se ziotelem na houbove burikey.

Vyrazem "nasobtol Cinidlo”  (UMpotentiating agent ) 'mdsobe-

u

T, Unasobek” nebo "nmasobeny’ a  podobnid se

womel v La

nost  sloudteniny, sloudenin  nebo prostyedka podpoarovat Qinnost

protifmubaove plsoblotha @inidla nebao pratihoubovieo plasobyol slou-

“orviny na houbovou burikua
Ve i

i "podpora GeEirannastd szey eyl

am podporend W

schopnost protihoubove  pasobiciho @inidla nebo protihoubove slow
ceriny vwhkarzovat oytostaticke pasobent nebo cytostaticke jevy bud

kencentract, ne? Jje oytostaticka nebao coybotoxicka acin-




atickou  nebo

Vi mdmoblorho Cinddla nebo o

nost, Vet ompns

sl uZmomu

cyvtotoxickon  deinnost  ne hoobave bunby Jinak cdalne pey
protihaubove pasobicimu Sindidla nebo protibhoubove slouceniny v no-

pritomnosti nadobyortha Sinddla.

Virrazen "odolony”  nebo "odolnos ae mind schopnost orgea-

s ma tento

st v o pETtonnostd Sinddlia, kterd Je ovtotowd

arganismus .

Vyrazem "protihoubova  a@dinnost” nebo "protihoubovy jev' se

Jee  ming oytostaticks nebo ovtotoxdic pOsubert Protihaubovaho

inidla nebao protibhoubave slaudening na houbovow burky.

vl

Vyrazem "poddnt"”  se zde vidy  mind vhodng poddant  moods

t

proatibouboveha @inidla neba protihoubove vudertirg T viteo nebo

i viva bunice, takXe pak mO0Fe dodit b oprofyl emn nebo tetea-

peutickemu ainku. Poddnim mdZe Syt 4 Jen uvedend do styku slou-

o

Zeniny s Lindd bundk, nebao ba om byt o sobd zndame poddnt saveln

o Fovanamy  subjektu. JakoPto berre davkoaves farmy e

Jaka¥®ta of%e

<, Jaka Jmou nape ke

wvadejl  formy poadavand aralng neba  pod Ja

Lad  prasky, kulicky, tablety., kapsle, sivup ddle vstFikovact in-

prostredky podavane

travenorznt roztoky nebo  koloidnd smoes

transdornalng nebo Jing externalnd prostiFedioy, Jako Json roztalkoy,

a/meba prostifednictvim  dmp Lantatd

biygamy guly nebo Jine ma
¢ vychlym nebo pomalym uvoliovanin aoinng Ldathky .

nidlo  se mohow podavat

Frotibhoubave midlo & nasabied

bud (&) soudtes

(popFipads  formulovanin dvou ldatel ve spoledném

nosicei) naba (b)) v orazng chvili v oprabehy ofelrfovant. Vo taomta

A

druheém pEFipadd se dvée slouteniny podavaji v dostatesns kratka do-

ba, aby nasabi Cinidlo  podporilo protihoubovou adinnost protd-

houboveho  prost

dlu ria houwbaove burl v. Kromé tobho Je modng, abyy

Towderdin o dedno nebo

st e b

Jedna nebao nakolbik protibhoubovie pOsobreoteh

ra

nskolil ndsabroich cinidel bylo obsaferna v Jedingm farmac

Prost Fedbog .

Nasobicty @indidlo e poddavda v dosstatedrmdn boen sl e

il mmoXstvi protihoulaveho Sinidla potFebrneha b

azent oitli-

vasti haubavyeh bunek k moos

tvi podavanshao protihoubaveho @Sinbgd-

la. PouZivane mnofestvy protihoubovehe Cinidla podle vwrndlezu




ME RprTaluinem  mdcenam  houboveém  organismu, na podmynbkach

st Fent, na rviolenaem  protihoubovem Sinddle & na zvaolenam naso-
srerm Sinddle.

Farmareut icks prostfedsy protihouboveho @inidla nebo proti-

honbovyeh Zinidel & ndsobicrha Sinidla nebo nasobioich Sinidel,

sud samatnveh nebo ve sogsi o se nohow pripravovat o sob@ gndnym

spasabemn, pricem?  se protihoubove @imdidlo  nebo protihoubovd

inidla, bud samotng nebo

ridla a nésabict Soidlao nebo  ndsabion

Vi e

i wpracovaavaldl  spolu s farmaceuticky vhodnym  nos

Viradneg ros & dejich farmulace vietn® dal®ich Lidskych proteind

rreafe vl Tidakeho  seroveha  albuminu, Jdsouw  popsdny  napfiklad

v publikaci Remington s Pharmaceutical Sciences, 16, vyddnr, 1580,

in,

Mack  Publishing Co.. Osto. Farmaceuticke prostrediy obsahuo i

GEirmg mnazetvy protihouboveho Sinddla a nasobioetha Sinidla bud

t

farmaceutickeha prostFedka vhodneho  pro addnne paddnt hostiteld.

samating nebo Ve amd e vhaodnyn mooZatvim noside  Pro PEipeavu

Takove prostFedky se mohou  poddavet arding, topicky, parenterdlnd

neba nasalng  nebo opthalmickou cestou nebo  Jinak b

fho Cinidla na miste

volfiovarnt protihoubove aodinnsg Latky a ndsobs

s Fronrmen .

st . Wit pondita

raby s

1

!

ledudiet priklady vynales b
latky o podminky nedsou viak  nijak minény Jjako amerud ol nvbrd

taolika JjJako abjasdudict.

dy RProvedend

Pyl lad 1

Klimicky izoldt Aspergillus fumigatus, kmen TOAF

Eid Lilly and Camparny) se pouXide pPro protihoubove sloud
vacti a ndeobrotho deinku. Spory Asperailiue fumigatus, kmern TOAF
ce pEipravi naockovanim bramboroveého dextrosaveho  skerobu (Difoo

il

Leabenratories, Detroit, ML) sporami dliouhodob@ wloZenyi. Oe

< 5

se inkubudt PEd teplote 35 7C po dobu 24 hodin a pak Jedte po do-

bu Jjednoha af dvou dnd pEl teploté nistnos do chvile afejmé




vk 0L 05% o ok

ra Lavenim  de

sPpcatlare . DRory Ge

L

Simo o pavechia destds

F e

Tweonu a  Jemrygm < 2 by ko osupensovdnt apar.

srulme @ resuspenduldy se ve stude,smoge

Spory se pabk siskalr odstde

qem kangervaoavanem  prostfedt obsahuaddorm 50 g/l Laktosy, 100

St

i/ glveeroly a 850 ml vedy.  SuspPenre spor,  pELIPpravend timto

(o, pobaad Wizt

sitiantyem, wlOetava Fivouotl po dobu nakoliba me

sl beplots =70 7C.

o= 105/} spor Agpergillus fumigatus, kmen T0AF

R4

e asuspendude voautoklavovanam sodovem agaru Trypticase (ochlaza-

peEsn pEa b Liene na terlotu 50 TC)Y & 15 ml suspenze se VN

Povioh agaru téchto petri d

dou @ petri
vacchnout v bionlogickem  poklopu ("bioharar-d hood) .

Frotihaubova sloudening R1061 se  vozpusty ve 100%8 ethanolua

v obkoncentraci bud U neba 70 mg/ml. Tato protiboubovda sloudenina

5 Q57413

voamenrliokm o patentovam gpid

srtobky U omgfm) R10ET na zlugebny kotoudek s anti-

biotickou citlivaosti (Oifeo Laboratoriecs, Deteoit ML) . Po prdidant

aribibiotickeho roztoku ng kotoufek se kotoutek nechd zaschnout na

i ma

vyduchu v biologickam pokiopu. Po raschrott botoudky umr

Sleek obsahudioioh apory Acpergillius fumicatus,

pocviech pete de

i iy
slouderninag (mapviklad domnale Sinddla), Jedi? nasobici pdso-

cousT, e rozpustl

bornd na R1061 proti Aspergillus  tumigatus se

slouderniny, pridavane do dimetbey)-

vodiimethy Lol foxdidu. Mnos
sulforidu, zavisi na rovspustnosti Jednotlive zkouSens slautenirey.

srnou sloudening, na skue

Vi sy se 20w obsabudior zlkaus

S e

Sebrt kotowdek g citlivasts K antibiotikam (Difoo Laboratorices

Detroit MIY . Tyto kaotousky, catua Jiod zhougenaw slowdoninu.  se

i
v

nechadd zaschhout na vedoucha v binlogickem polklopu. akl we polody

schliyoeh petei d <L obsahudioioh spary Asperall lus

na poveeh

fumigatus, pEribliZXng 2 cm od kotoucka, obosahulftetho  protibhaoubove

altwijrey aba kotousksy, se dnkabods pEid

Cinddlo. Petri destisky, ob

teplotea 35 7"C pres rmoc. PEOstd rano e petri desticky coumadl e

afFetelom ng wory dnhvibice rQstu okola kotouska.

V tabuloce 1 Jo

gornam sloudtenin (ba de domnolyveh ndganbiorch




CAandtdely a  vysledka, o aryen oo temito aloudeninami P shonra

FOp s

A nudce schopnosti nasobit a@innost R10G6T proti Agpergll-

srom

Tus fumicatus. PFi shora uvedenveh koncentract ch R1061

nepazo-

pude Fadnd vy

mamnd woana inhibice rdstu okolo otousku obsabhuadi-

rtl'hm‘ RICET . V tabulce I vysledek "+ rnamend,

e

Je wona intuibi

e

rastu e whugebnt misce, Fe tedy

b

arving, obs wa v kotouskou,

pEd Lehadfoim na kotoud

s  antibictikem, nasobi protih oubavou d-

edot =" zramend,

Ginmoat protihoubove sloufeniny RIQBT. ¥
v

wervi wana inhibice rdstu na whou

sl misoe, e teady

sl oudterinma,
ana v kotouwsku, pEilehadrioim na kotourelk s antibiotiken, ne-

o L ouderriny R]OSI. Ta"

drinnost proatihoubove

bulka | take obsahude kedathy

Cetryeh shonfenyoeh slowdenin

s rFetelem na schopnost nasobit protihoubovou adinnoest R1061 .

fabulba 1

7l outernd et ey

Loudending Vyele Ny
ver apamif ! binkdator Ca** kandlku
200 mg/kotoudek? + Tidakey mdr inhibiton

vindolin antineopl ove Sinddlo

40Q mg /ot ouds - Tidaskoy mdy dntribitor

60 mg oot our

Lt Lucrape antipsychoticksa cinddlo

440 mg/lotou

+ uklidnnvact prostredesbk

Lidasky mdr intuibitor

g

1 pradubkt spolednosti Diama Chemical Company, St. Louls MO

i

R1061 hUﬁCGHtVdC@ 2Q mg/k@tguﬁek

I

© RI106] koncentrace 140 mg/kotoudek

Pirklad 2

Praotoplasty Pendiocilliom chyrysogenum  (spolednost gl Lially

and Company) se vylvory s Novosyoe 244 podstatng zplsobem, khepry

popeal  pra o Cephalosporium o acy @maryium Queenor & kol., 12865

Microbiology 1985, Amevican Society for Micrabialngy, st 468 .




87, Cuarvent. Genetdics 12, wlr . 237 ap 348

470 a Skatrud e kal..

Vo oprabeha vetvarond Permded Lldum chyvsogenum, protoplast a na-

sledng  vogenerace Dunédng LNy se poudiva sacharoasy Jak

Foohlondidu sadneha, J:

motiokdho stabiliratoru

sude  ve shora  avedeons LiteratuFe.  PEipravi se  petri des

Etere  obsabudd agarovou viestva, kKterda ma tuta wl ofky: kvasniionoug

dusikovou basi ber aminokyselin & stranu amonmaha (1.7 /1) (Dif-

co Laboratories,  Deteoit MDY aclan oma

Aty 5 a/1): &

y

(tes o/l lrifluorcperazin  (kanedng boncentraces 250 mM; Si.gmey

Chemical Co. Catalog # T-8518): & chiorid kademnat QY

ki~

centyace 3 mM/mi) . PEablirns 30 % 10 7 pratoplasta

L dam

chryvsagenum ge vresaw na povech stubleho agaru do 4 m) mebkke aga-

vove hornd virstvy . kberd ma twto slo¥k vi o Evagsndornon dustlovau ba-

Far amornného (1, 7

si ber  awinokyselin a

“esn. Qetrolt MDY siran amonny 5 /105 &

N

(125 a/1);: «

noc PEIL teplote 15 °C.

tidkey oo dnkubuldi  pfoes

rano  se pridda hyaromyedin B (kanedrnd Roncentrace 250

me Smy o, chringer Marmheim Catalog # 843 555) 1y

tieky da 4 m}

makke argarave hornd virst Vi stavadierd » kvasni@ng dustlbove ba-

Tramu anormeho (1,7 A0y (Qiten Laborato-

co e amdmobliyee i a

pies,  Uebroit M) ze siranu amonneho (50 /1) a sacharosy

(125 a/1)s & 2z agaru (4 /L) . Destivky se inkubull po dobu 48 ho-

i

slote 28 "C. ProvadolTd se dals whion

1 by, Pl kteryeh e
komcentrace triflum orerazinue  a hryaranycing B ment, Jak wvedeno
v obtabulce 11.

Viymledby teto zhousky jJeou uvedery v tabulee 11. 2 vyra ] ed i

de mPeimd, Fe boxick pasobent hygromyeinu B se v pripade Perd -

cillium chrysogenum ndzobt voprTtomnostd it Laoremeraeinu. Vot @

0

Dulce 11 vyslodek "+ shamenda rast bunek Penavillium chy yaogenum

a  Ludy

Loxdoke paesabont hygromyeinu 8 nend nasober wr o by

fFluororerazinem. Vysledek "= Fnamend, Zo se nepozorude st bol-
tury  Perdolliium chrysogenum a tudi®, o t oxiokad ploobeeny hyaro-

mycinu B Je nasobeno trif luoroperasinom.




Tabulka 11

Gst Pendollliom cheyaagenum
Byaramycin B T fluororerarin Froiet
me Sl jaf

Q 500 +

0,250 250 -

1,000 500 -

Z,000 500 -

3,000 500 -

4,000 QQ .

5,000

(S e
Q
i

5,000 G +

slova Wy

tlivasti houbovyoh  bonsk b protihoubaove et -

b

avary oo

v Latkam poddvanim protihoubove wwinngeh 1a spolu s Sinidlv,

<tevda dedich doinek  ndsabi.  Zpasob  shoufent vhodoosti Sinidel

ko ndsobent acinnosti protihoubovie posobrich Latebk .
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