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STRESZCZENIE

Liczba dostepnych chemoterapeutykéw o aktywnosci przeciwgrzybowej jest niewielka
i obejmuje przede wszystkim leki z grupy tzw. azoli, echinokandyny, antybiotyki z grupy
makrolidoéw polienowych oraz 5-fluorocytozyne. Ze wzgledu na stosunkowo niskg toksycznosé
dla organizmu gospodarza, w terapii choréb grzybiczych najczesciej stosowane sg azole.
Jednoczesnie, ich powszechne stosowanie przyczynia sie nieuchronnie do nabywania przez
mikroorganizmy opornosci na te grupe zwigzkéw, a przez to znaczgcego obnizenia ich
skuteczno$ci.

Poznanie molekularnych mechanizméw opornosci jest jednym z mozliwych sposobéw
walki z tym problemem. Innym mozliwym podejsciem jest poszukiwanie alternatywnych zrddet
zwigzkéw o aktywnosci przeciwgrzybowej. Obydwa przedstawione tematy zostaty podjete
podczas przygotowywania niniejszej rozprawy doktorskiej.

Celem badan, ktérych wyniki opisano w rozprawie, byto okreslenie skutecznosci
obecnie stosowanych lekdéw przeciwgrzybowych wobec licznej grupy izolatdw z rodzaju
Candida izolowanych od pacjentéw z polskich szpitali. W dalszym etapie, sprawdzono jakie sg
mozliwe mechanizmy warunkujgce opornos$¢ na najczesciej stosowang w terapii grupe lekow,
czyli azole. W kolejnym etapie, testowano aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wybranych produktow
pochodzacych ze zrédet naturalnych, w tym olejkéw eterycznych i produktéw pszczelich, ktore
mogtyby stanowi¢ alternatywe dla znanych lekéw. Podjeto takze badania dotyczace
mechanizméw ich dziatania przeciwgrzybowego.

W przebadanej puli izolatow C. glabrata, 22% wykazywato oporno$¢ na flukonazol,
a18,7% wykazywalo dodatkowo tzw. opornos¢ krzyzowg na cztery testowane azole
(flukonazol, posakonazol, itrakonazol i worykonazol). Wszystkie przebadane szczepy byty
wrazliwe na echinokandyny oraz amfoterycyne B. W grupie izolatéw C. albicans, liczba
szczepdw zaklasyfikowanych jako oporne na flukonazol zalezna byta od zastosowanej
procedury testowania wrazliwosci. Na podstawie testu Sensititre opornos¢ wystepowata w 29
Z 43 szczepow izolowanych od pacjentéw ze szpitala w Warszawie i w 19 ze 104 ze szpitala we
Wroctawiu, natomiast wyniki uzyskane na podstawie procedury rekomendowanej przez CLSI
pozwolity na oznaczenie opornosci odpowiednio w 5 i 2 izolatach. Opornos¢ krzyzowa wystapita
w 28,2% przypadkow. Wiekszos¢ przebadanych izolatéw byta wrazliwa na echinokandyny,
a wszystkie na amfoterycyne B.

Analiza ekspresji genu CDR1 w grupie izolatéw C. glabrata wskazata znaczacy wzrost
poziomu ekspresji w przypadku 86,6% szczepow opornych na flukonazol. Nadekspresja genu
CDR2 wystepowata w 22,8% izolatéw z grupy S-DD i w 35,7% z grupy opornych. W przypadku
C. albicans, nadekspresja genu CDR1 wystepowata w 4 z 5 szczepow opornych na flukonazol
(wg metody rekomendowanej przez CLSI), a genu CDR2 w 3. Dla genu ERG11 nie
zaobserwowano znaczacych zmian ekspresji w zadnej z grup wrazliwosci.

Znaczgcg réznicg w mechanizmach opornosci dla obydwu gatunkéw byto
wystepowanie mutacji w genie kodujgcym demetylaze 14-a-lanosterolu. W genie ERG11

u gatunku C. albicans wystepowata znaczna liczba réznych mutacji skutkujgcych zmianami
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w sekwencji aminokwasowej. Natomiast, w przypadku gatunku C. glabrata nie wykryto zadnej
mutacji w odpowiednim genie.

W kolejnym etapie badan testowano aktywno$¢ wybranych produktéw pochodzenia
naturalnego (PPN) wobec drozdzy z rodzaju Candida. W ramach badan przesiewowych
sprawdzono aktywnos¢ 38 dostepnych komercyjnie olejkéw eterycznych z réznych gatunkow
roslin oraz 50 ekstraktow propoliséw pszczelich (EEP) wobec szczepdéw referencyjnych
(C. albicans ATCC 10231, C. glabrata DSM 11226, C. albicans Gu4 i B3 wrazliwe na flukonazol
oraz izolaty oporne na flukonazol Gu5 i B4). Dodatkowg weryfikacje przeciwgrzybowego
potencjatu szesciu olejkéw wykazujgcych najwyzszg aktywnosc¢: tymiankowego, cytrynowego,
geraniowego, cynamonowego, bazyliowego i gozdzikowego przeprowadzono na grupie 259
izolatow klinicznych zrodzaju Candida (183 Candida albicans i 76 Candida glabrata).
Oznaczone wartosci parametru MIC miescity sie w zakresie od 0,002 do 2,5% (v/v), podobnie
jak wartosci MFC. Aktywnos$é szesciu najaktywniejszych EEP oceniono wobec grupy 69
izolatow, dla ktorych wartosci MFC wynosity od 0,08 do 2,5% (v/v).

Testowano ponadto mozliwos¢ wystepowania synergizmu pomiedzy zwigzkami
pochodzenia naturalnego a lekami przeciwgrzybiczymi. W wigkszosci przypadkow, efekty
dziatania kombinacji zaklasyfikowane zostaty jako obojetne, natomiast w przypadku
jednoczesnego zastosowania EEP oraz lekdw z grupy azoli stwierdzono bardzo silne
oddziatywanie synergistyczne.

Okreslono réwniez aktywnos¢ wybranych PPN wobec trzech gatunkéw drozdzakéw
tworzacych biofilm na powierzchniach abiotycznych, w tym na plytkach polistyrenowych oraz
cewnikach wykonanych z chlorku poliwinylu oraz silikonu. Zdecydowanie najtrudniejszy do
eradykaciji biofilm wytwarzany byt przez gatunek C. krusei a nastepnie C. glabrata. Stezenia
umozliwiajgce eradykacje biofimu w 50% (MBECs,) byly znacznie wyzsze niz MIC4y wobec
komadrek w postaci planktonicznej i siegaty 5%.

W ramach realizacji projektu badawczego przeprowadzono réwniez badania majgce na
celu ustalenie mechanizméw dziatania PPN o najwyzszej aktywnosci. Uzyskane wyniki
wskazujg btone komoérkowg za najbardziej prawdopodobny cel molekularny badanych PPN,
w szczegolnosci EEP. Sciana komoérkowa stanowi cel raczej drugoplanowy. Ponadto
dowiedziono, ze EEP w znaczacy sposob ograniczajg transformacje morfologiczng (tworzenie
form mycelialnych) C. albicans oraz podwyzszajg poziom ekspresji gendéw kodujgcych
transportery wielolekowe. Stwierdzono, ze ani olejki eteryczne ani EEP nie powodujg
nabywania trwatej, dziedziczonej opornosci.

Przeprowadzono takze badania skiadu chemicznego wybranych olejkéw oraz
ekstraktéw propoliséw. W przypadku EEP dokonano jedynie podziatu wystepujgcych w nich
zwigzkéw na 5 grup. Umozliwito to jednak stwierdzenie, Zze sktadnikami warunkujgcymi ich
aktywnos¢ przeciwgrzybowa sg flawonole. Dla olejkéw eterycznych przedstawiono doktadng
analize sktadu chemicznego.

Zastosowanie niektorych PPN mogtoby stanowi¢ interesujgcg alternatywe do

konwencjonalnych terapii przeciwgrzybiczych, jednak z catg pewnoscig kwestia ta wymaga
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wielu dalszych badan szczegdlnie nad mechanizmem dziatania. Istotna bytaby réwniez
identyfikacja konkretnych sktadnikédw czy nawet grup zwigzkéw w najwiekszym stopniu
wpltywajgcych na aktywnos¢ i poznanie ich doktadnych celéw molekularnych. Oprécz tego
niezbedne jest wykonanie badan nie tylko w warunkach in vitro, ale takze in vivo. PPN mogtyby
takze znalez¢ zastosowanie w tzw. terapiach kombinowanych bgdz do profilaktyki infekcji

grzybiczych.

Stowa kluczowe: oporno$¢ na leki, propolisy pszczele, olejki eteryczne, biofilm,
synergizm, Candida albicans, Candida glabrata
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SUMMARY

The number of available chemotherapeutic agents with antifungal activity is low and
includes primarily azoles, echinocandins, polienes, and 5-fluorocycytosine. The most commonly
used group of drugs in the treatment of fungal diseases are azoles due to their relatively low
toxicity to the host. At the same time, their widespread use inevitably contributes to the
acquisition of resistance to this group of compounds by microorganisms, and thus a significant
reduction in their effectiveness.

Therefore, getting knowledge of the molecular mechanisms that govern the
mechanisms of resistance is one of the possible ways to combat the problem of drug
resistance. Another possible approach, is to look for alternative sources of compounds with
antifungal activity. Both topics were undertaken during the preparation of this dissertation.

The purpose of the presented study was to determine the susceptibility toward currently
used antifungals against a large group of Candida isolates isolated from patients from Polish
hospitals. In the next experiments, mechanisms of resistance to the most commonly used class
of drugs — azoles were evaluated. Due to the fact that resistance has occurred in a significant
part of the gathered group of isolates, in the next step, the antifungal activity of naturally
occurring compounds, which could be an alternative to synthetic chemotherapy, was tested.
Studies on potential mechanisms of action have also been initiated.

In the examined population of C. glabrata, 22% of isolates revealed resistance to
fluconazole and 18.7% - a cross resistance to four tested azoles (fluconazole, itraconazole,
posaconazole, voriconazole). All the tested strains were susceptible to echinocandins and
amphotericin B. In the group of C. albicans isolates, the number of fluconazole resistant strains
was dependent on the diagnostic method used. Based on the Sensititre test, resistance was
reported in 29 out of 43 isolates obtained from patients from hospital in Warsaw and 19 out of
104 from the hospital in Wroctaw. The results from the CLSI-recommended method have
revealed resistance in 5 and 2 isolates, respectively. Cross resistance occurred in 28.2% of
cases. Most of the isolates tested were susceptible to echinocandins and all of them to
amphotericin B.

Analysis of CDR1 gene expression in C. glabrata isolates indicated a significant
increase in expression level for 86.6% of fluconazole-resistant strains. Overexpression of the
CDR2 gene occurred in 22.8% of isolates from the S-DD group and 35.7% from the resistant
group. For C. albicans, overexpression of the CDR1 gene was observed in 4 out of 5 strains
resistant to fluconazole (according to the CLSI recommendations) and the CDR2 gene in 3. No
significant expression changes were observed in the ERG11 gene in any of the susceptibility
groups.

A significant difference in resistance mechanisms for both species was the occurrence
of mutations in gene coding for the 14-a-lanosterol demethylase. In C. albicans ERG11 gene
a huge number of different mutations resulting in changes in the amino acid sequence was
identified. However, in the case of C. glabrata, no mutations in the sequence of the same gene

were detected.
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At the next stage of the study, the activity of compounds of natural origin against
Candida yeasts was tested. In the initial screening phase, the activity of 38 commercially
available essential oils of various plant species and 50 extracts of propolis against the reference
strains (C. albicans ATCC 10231, C. glabrata DSM 11226, C. albicans Gu4 and B3 susceptible
to fluconazole and Gu5 and B4 resistant to fluconazole) was tested. Based on the fungicidal
activity toward reference strains, the six most active essential oils: thyme, lemon, geranium,
cinnamon, basil and clove, were selected and their activity was further evaluated on a group of
259 Candida isolates (183 C. albicans and 76 C. glabrata). The MIC values determined ranged
from 0.002 to 2.5% (v/v), similarly like the MFC values. The activity of the six most active EEPs
was assessed against the group of 69 isolates resulting with MFC values ranging from 0.08 to
2.5% (vIv).

The possibility of synergism between compounds of natural origin and antifungals has
also been tested. Most of the tested combinations have been classified as indifferent, but in the
case of EEP and azoles, a very strong synergistic effect has been identified.

The activity of selected compounds of natural origin was also determined against the
three biofilm-producing Candida species on abiotic surfaces including polystyrene plates and
catheters made of polyvinyl chloride and silicone. Definitely the most difficult to eradicate biofilm
was produced by C. krusei followed by C. glabrata. Concentrations allowing eradication of
biofilm in 50% (MBECs,) were significantly higher than MICqyq for plankton cells and reached 5%.

The dissertation presents also the results of the research on mechanisms of action of
compounds on natural origin. Their impact on cell walls and membranes as well as
morphological transformation and gene expression levels of multi-drug pumps was presented.
The obtained results indicate that the cell membrane is the most likely molecular target of
compounds on natural origin (in particular propolis extracts). Cell walls comprise probably
a secondary target. Furthermore, it has been demonstrated that EEPs significantly limit
morphological transformation (creation of mycelial forms) and increases the level of multi-drug
transporters in the cell membrane. A preliminary experiment concerning possibility of induction
of resistance by tested compounds was also presented. The results obtained indicated that they
do not contribute to the acquisition of permanent, inherited resistance.

Finally, the chemical composition of selected oils and propolis extracts was evaluated.
For essential oils, a detailed analysis of the chemical composition is provided. In the case of
EEPs compounds, they were divided into 5 groups However, the flavonols were identified as the
components that have the highest impact on EEPs’ activity.

The use of compounds of natural origin would be an interesting alternative to
conventional antifungal therapy, but certainly further research, particularly on the mechanism of
action would be required. It would also be important to identify groups of compounds that have
the highest impact on activity and to get to know their precise molecular targets. In addition, it is
necessary to perform studies not only in vitro but also in vivo. PPN could also find use in so

called combination therapies or prophylaxis of fungal infections.
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CEL | ZAKRES PARCY

Liczba zakazen uktadowych wywotanych patogenami grzybiczymi ciggle rosnie.
Najczestszym czynnikiem etiologicznym schorzeh grzybiczych sg drozdze z rodzaju Candida.
S3 one jednoczesnie przyczyng czestych, nawracajgcych, a co za tym idzie trudnych w leczeniu
infekcji powierzchniowych.

Liczba aktualnie dostepnych chemoterapeutykdw przeciwgrzybiczych jest niewielka,
a jednoczesnie nie wszystkie mogg byC bezpiecznie stosowane w terapii ze wzgledu na
toksycznos¢ dla organizmu gospodarza (np. amfoterycyna B) czy mozliwo$¢ nabywania
opornosci (np. 5-fluorocytozyna). Ponadto ciggle brakuje nowych bezpiecznych w uzyciu
chemoterapeutykow, ktére mogtyby byé z powodzeniem stosowane w terapii infekcji
grzybiczych.

W ramach niniejszej pracy postanowiono sprawdzi¢ jak ksztattuje sie problem
lekoopornosci w stosunku do azoli wsréd izolatéow izolowanych od pacjentéw z polskich szpitali.
Oceniono réwniez poziomy wrazliwosci na inne dostepne chemoterapeutyki przeciwgrzybicze.
Dodatkowy aspektem, ktoéry nie byt pierwotnym celem niniejszej rozprawy, byto poréwnanie
skutecznosci dwoch metod okreslania wrazliwosci na flukonazol.

Celem pracy byto réwniez oznaczenie, ktéry z mechanizméw opornosci na azole,
dominuje wsrdd izolatow pozyskiwanych od pacjentéw z polskich szpitali. Okreslano zaréwno
poziomy ekspresji najwazniejszych genéw warunkujgcych opornos¢ jak i mutacje w kluczowym
genie biorgcy udziat w biosyntezie ergosterolu.

Kolejnym celem prowadzonych badan bylo sprawdzenie mozliwosci zwalczania
patogennych drozdzy, gtéwnie lekoopornych, z wykorzystaniem naturalnych substancji
nieantybiotykowych: olejkéw eterycznych i etanolowych ekstraktow propolisu pszczelego.
Celem tej czesci badan byto przede wszystkim ustalenie, ktore produkty wykazujg najwieksza
aktywnos¢ i w jakim zakresie stezen. Sprawdzano ich skuteczno$é do zwalczania biofilmu
utworzonego na roznych powierzchniach abiotycznych. Testowano czy produkty pochodzenia
naturalnego mogg oddziatywa¢ synergistycznie w potgczeniu z lekami stosowanymi
powszechnie w terapii infekcji grzybiczych. Przeprowadzono analize skfadu chemicznego
w celu ustalenia, ktére zwigzki badz grupy zwigzkéw mogg potencjalnie wptywac na aktywnos$é
produktéw naturalnych. Przeprowadzono takze szereg badah majacych na celu okreslenie
mozliwych mechanizméw dziatania przeciwdrobnoustrojowego testowanych produktow.
Sprawdzano réwniez czy olejki i propolisy pszczele mogag wptywaé hamujgco na tworzenie form

mycelialnych, ktére sg jednym z czynnikéw patogennosci gatunku C. albicans.
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1. WSTEP TEORETYCZNY

Do niedawna drozdzaki z rodzaju Candida uwazane byly za organizmy saprofitycznie
normalnie bytujgce w organizmie zdrowego cziowieka, jednoczesnie rzadko wywotujgce
powazne schorzenia. Jednak w ciggu ostatnich okoto 30 lat obserwowany jest ciagty wzrost
liczby ukfadowych zakazen grzybiczych. Ma to zwigzek z rozwojem medycyny, zwlaszcza
w zakresie transplantologii, leczenia nowotworéw, wydtuzeniem czasu przezycia chorych
poddanych leczeniu immunosupresyjnemu, chorych z upos$ledzeniem odpornosci oraz
wprowadzeniem bardziej inwazyjnych metod diagnostycznych i terapeutycznych. Problemem
jest takze nadmierne stosowanie chemoterapeutykdw o szerokim spektrum aktywnosci,
zaréwno w lecznictwie jak i profilaktyce (Al Thaqafi et al., 2014). Dlatego tez coraz czesciej ze
srodowisk szpitalnych izolowane sg od pacjentéw szczepy lekooporne, badz tez zaliczane do
gatunkéw, ktére uprzednio rzadko identyfikowano jako czynnik etiologiczny infekcji. W efekcie,
obserwuje sie zwiekszenie $miertelnosci z powodu zakazen grzybiczych. Obecnie kandydozy
stanowig czwartg co do czestotliwosci wystepowania przyczyne zakazen szpitalnych,
a $miertelnos¢ w wyniku zakazenia wynosi od 15 do 35%, w zaleznosci od gatunku je
wywotujgcego (Pfaller & Diekema, 2007). Za najpowszechniejszy patogen cziowieka z rodzaju
Candida uznaje sie C. albicans, jednak ostatnio coraz czesciej izoluje sie szczepy zaliczane do
innych gatunkéw, ktore w literaturze okresla sie wspolng nazwg non-albicans. Sposréd nich,
najpowszechniejszy jest C. glabrata. Gatunek ten nie posiada wielu czynnikéw wirulencji
charakterystycznych dla innych przedstawicieli rodzaju, takich jak tworzenie grzybni,
wydzielanie enzymow proteolitycznych czy fosfolipaz oraz adhezyn odpowiedzialnych za
adhezje do tkanek gospodarza (Kaur et al., 2005) (Rodrigues et al., 2014). Uwaza sie, ze
zwiekszenie liczby infekcji wywotanych przez C. glabrata jest gtéwnie wynikiem jego naturalnie
niskiej podatnosci na tzw. azole, $rodki powszechnie stosowane do leczenia, a takze profilaktyki
zakazen grzybiczych. Podobnie jak w przypadku innych gatunkéw z rodzaju Candida
(szczegdlnie C. albicans), C. glabrata nalezy do naturalnej mikroflory jamy ustnej, przewodu
pokarmowego i drog rodnych ludzkiego organizmu. Eliminacja innych gatunkéw drozdzy
Z organizmu gospodarza poprzez naduzywanie azoli prowadzi do selekcji opornych szczepow,
w tym C. glabrata, co powoduje rézne objawy kliniczne, poczawszy od drobnych infekcji bton

sluzowych do zagrazajgcych zyciu zakazen ogoélnoustrojowych.

1.1. Molekularne mechanizmy opornosci

Obecnie dostepnych jest kilka klas antymykotykéw, o réznych mechanizmach dziatania
grzybostatycznego bgdz grzybobdjczego. Tak zwane "azole”, takie jak flukonazol, ketokonazol,
itrakonazol, mikonazol, worykonazol, posakonazol czy rosakonazol blokujg biosynteze
ergosterolu przez inhibicje enzymatycznej demetylacji lanosterolu. Ponadto sg one
odpowiedzialne za brak mozliwosci budowania i odnowy steroli w btonie komérkowej oraz
uniemozliwianie niektérych proceséw zyciowych, takich jak transport komérkowy, sygnalizacja
molekularna, endocytoza iegzocytoza. Leki kolejnej waznej grupy, tzw. makrolidéw

polienowych, np. amfoterycyna B, nystatyna czy pimarcyna tgczg sie z czgsteczkami
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ergosterolu w btonie komaérkowej, skutkujgc tworzeniem por w btonie, a przez to wzrostem jej
przepuszczalnosci. Leki najnowszej grupy, tzw. echinokandyny, wsrdd nich kaspofungina,
hamujg biosynteze gtéwnego sktadnika $ciany komodrkowej B-glukanu. Dodatkowo wyréznié
mozna antymetabolity, takie jak 5-fluorocytozyna, ktére hamujg synteze RNA i biatek oraz
inhibitory syntazy chityny (Rodrigues et al., 2014). Te ostanie jednak, nie sg stosowane
w lecznictwie. Wzory strukturalne najwazniejszych lekéw przeciwgrzybowych przedstawione sg
w Tabela 1. 1.

Tabela 1. 1. Wzory strukturalne wybranych lekéw przeciwgrzybowych

Lek
. Struktura
przeciwgrzybowy
=
»
N
F °N
Flukonazol
OH
N& N
F =/
Itrakonazol
Posakonazol
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Lek
przeciwgrzybowy

Struktura

Ketokonazol

Mikonazol

Worykonazol

Amfoterycyna B
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Lek
Struktura
przeciwgrzybowy
NH,
F XN
5-fluorocytozyna | /K
N O
H

1.1.1. Mechanizmy opornosci na chemoteraputyki przeciwgrzybowe z grupy azoli

Mechanizmy opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe klasyfikowane sg jako
pierwotne lub nabyte i powigzane sg ze swoistymi bgdz nabytymi cechami patogendéw (Sardi et
al., 2013). Jednym z waznych mechanizmow przystosowania do warunkow $rodowiska takich
jak odpowiedz gospodarza bgdz dziatanie chemoterapeutyku przeciwgrzybowego jest
zmiennos¢ (plastyczno$¢) genomowa. Przyktadowo, gatunek C. glabrata utracit w swoim
genomie geny odpowiedzialne za asymilacje galaktozy i sacharozy, a takze biosynteze
tymidyny, pirydoksyny ikwasu nikotynowego (Kaur et al., 2005; Sardi et al., 2013).
W przypadku opornosci drozdzakéw z rodzaju Candida na azole, kluczowg role odgrywajg:
nadekspresja genoéw kodujgcych enzymy uczestniczgce w biosyntezie ergosterolu oraz mutacje
w obrebie tych gendéw skutkujgce zmianami sekwencji aminokwasowej oraz nadekspresja
gendw kodujgcych transportery lekowe oraz mutacje w obrebie czynnikéw transkrypcyjnych
regulujacych transkrypcje tych genéw. Wybrane mechanizmy opornosci przedstawione sg na
Rys. 1. 1.

Wyrzut leku
s
'

Normalne Modyfikacja Ergllp

Ergllp
o 4
aa
ved

‘ Czasteczka leku

“ Transporter MFS

Bariera
” Transporter ABC przepuszczalnosci
‘ Ergllp

Enzym 'Enzvmatyczna

' modyfikujacy lek modyfikacja leku

Rys. 1. 1. Mechanizmy opornosci drozdzakoéw z rodzaju Candida na azole
1.1.1.1. Zwigkszona ekspresja genéw ERG

Zwiekszona ekspresja gendw zaangazowanych w biosynteze ergosterolu, sposréd
ktorych najwazniejsze sg ERG1, ERG3, ERG6, ERG7, ERG9, a w szczegolnosci ERG11 jest

jednym z najwazniejszych mechanizméw opornosci na azole. Produkt genu ERG11, enzym
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demetylaza lanosterolowa, czyli gtéwny cel molekularny azoli, odpowiedzialny jest za konwersje
lanosterolu do 4,4-dimetylocholesta-8, 14, 24-trienolu. Uznaje sie, ze ma on centralne
znaczenie przy wzroscie produkcji ergosterolu w odpowiedzi na dziatanie zwigzkdéw azolowych
na drozdzaki Candida, a szczegdlnie C. glabrata, ktéry cechuje sie naturalng opornoscig na te
grupe zwigzkow (Akins, 2005; Henry et al., 2000). Potencjalne mechanizmy opornosci
ttumaczone sg wysokg nadekspresjg genu ERG11 lub matym powinowactwem czgsteczek leku
do demetylazy 14 a — lanosterolu.

Nadekspresja genu ERG11 uznawana jest za potencjalny mechanizm opornosci,
poniewaz przyczynia sie ona do wzrostu ilosci ergosterolu w btonie komérkowej, co utrudnia
dyfuzje leku do wnetrza komorki. Hipoteze takg potwierdzajg przyktadowo wyniki uzyskane
przez zespo6t badawczy Marichala, ktéry stwierdzit osmiokrotny wzrost poziomu mRNA genu
ERG11 izolatu C. glabrata opornego na flukonazol, uzyskanego od pacjenta leczonego
flukonazolem w dawce 400 mg dziennie w stosunku do izolatu wrazliwego (Timmerman et al.,
1997). Jednak czes$¢ doniesien literaturowych zdaje sie zaprzecza¢ temu, ze wzrost ekspresiji
genu ERG11 koreluje zjednoczesng opornoscig na flukonazol. Przykladowo Sanguinetti
okreslit, ze poziom ekspresji genu ERG11 w populacji 29 izolatéw w tym 20 opornych, byt na
poziomie wrazliwego szczepu referencyjnego (Sanguinetti et al., 2005). Podobng zaleznosc¢
zaobserwowali réwniez Xu i wsp. (Xu et al., 2015).

Czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za ekspresje genu ERG11, a takze
innych gendéw zaangazowanych w biosynteze ergosterolu jest Upc2p nalezacy do rodziny
cynkowych czynnikéw transkrypcyjnych. Nadekspresja gendéw kodujgcych biatko Upc2p
prowadzi do zmniejszenia wrazliwosci na flukonazol, natomiast jego brak badz uszkodzenie
skutkuje zmniejszong akumulacjg egzogennych steroli w komérce. Przy niskim poziomie
ergosterolu komoérki stajg sie bardzo wrazliwe na leki z grupy azoli. Niski poziom ergosterolu
jest poza tym, przy braku mutacji, pozytywnym regulatorem transkrypcji. Mutacja w obrebie
genu kodujgcego Upc2p moze doprowadzi¢ do konstytutywnej aktywacji transkrypcji i ciggtej
produkcji ergosterolu. Dunkel i in. stwierdzili, Ze mutacja tylko jednego nukleotydu w obrebie
genu kodujgcego Upc2p, prowadzgca do substytucji G484D, powoduje konstytutywny wzrost
ekspresji genu ERG11, co skutkuje zwiekszong opornoscig na inhibitory biosyntezy ergosterolu
takie jak flukonazol (Dunkel et al., 2008). ldentyfikowane sg takze inne mutacje w obrebie
sekwencji aminokwasowej Upc2p. W badaniach Heilmanna i wsp. substytucja alaniny na
treonineg w pozycji 643 rowniez skutkowata wzrostem ekspresji genu ERG11. To z kolei
prowadzito do trwatej aktywacji syntezy ergosterolu i pojawieniem sie opornosci na flukonazol
w szczepach poczgtkowo wrazliwych na jego dziatanie. 1zolat kliniczny tracit wrazliwos¢ na
flukonazol, lecz w mniejszym stopniu niz w wypadku substytucji G484D, co Swiadczy o tym, ze

mutacja ta ma mniejsze znaczenie przy nabywaniu opornosci (Heilmann et al., 2010).

1.1.1.2. Mutacje w genie ERG11

Mutacje powstate podczas ekspozycji patogenu na dziatanie leku mogg by¢ przyczyna
opornosci nabytej (Calcagno et al., 2003; Stead et al., 2010). Mutacje punktowe w sekwencji
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genu ERG11 mogg przyczyniaé sie do zmian w powinowactwie azoli do ich celu molekularnego,
a wiec do enzymu CYP51A1 (Sanglard et al., 1998). W literaturze opisywano juz ponad 140
réznych mutacji u klinicznych izolatow C. albicans, ktére skutkujg substytucjami w obrebie
sekwencji aminokwasowej tego biatka. Ten znaczacy polimorfizm genetyczny $wiadczy o tym,
ze demetylaza 14a-lanosterolu jest wyjatkowo podatna na rézne zmiany. Interesujgce jest to, ze
wiekszos¢ z opisywanych mutacji zgrupowana jest w trzech regionach tzw. hot spot.
W sekwencji aminokwasowej sg to pozycje od 105 do 165 (fragment biatka formujgcy kanat,
przez ktéry substraty i inhibitory docierajg do centrum aktywnego), 266 do 287 oraz 405 do 488
(fragmenty biatka odpowiedzialne za wigzanie grupy prostetycznej — hemu z atomem Zzelaza,
ktéry jest bezposrednim celem molekularnym azoli). Nie kazda mutacja w réwnym stopniu
przyczynia sie jednak do nabywania opornosci. Ustalono, iz substytucjami, ktére najczesciej
wystepujg w biatku Erg11p szczepdw opornych sa: K143R, S405F, G464S, R467K oraz 1471T.
Inne zmiany takie jak E266D, V488l prawdopodobnie nie majg wptywu na powstawanie
opornosci, gdyz stwierdzono ich obecnos¢ zardbwno w szczepach opornych jak i wrazliwych.
Zidentyfikowano takze, ze zmianami moggcymi przyczynia¢ sie¢ do zyskiwania opornosci s3a:
T315A, Y118A, Y118F i Y118T, jednak ich obecnosci nie potwierdzono w izolatach klinicznych.
Mutacje nie muszg w réwnym stopniu przyczynia¢ sie do opornosci na wszystkie azole. Cze$¢
moze skutkowa¢ brakiem wrazliwosci na jeden chemoterapeutyk przeciwgrzybiczy, inne moga
wywotywac tzw. opornosé krzyzowg. Mutacja R467K u C. albicans skutkuje zmianami w obrebie
centrum aktywnego enzymu, a przez to opornoscig na flukonazol, nie wywotuje jednak
opornosci na itrakonazol czy worykonazol. Substytucja Y132H wptywa na interakcje hemowej
grupy w centrum aktywnym enzymu z flukonazolem, a przez to na zmniejszone jego
powinowactwo. Mutacje Y137H oraz G464S mogg skutkowaé¢ spadkiem wrazliwosci na
worykonazol, flukonazol i itrakonazol jednoczes$nie. Mutacje przyczyniajgce sie do opornosci
mogg by¢ pojedyncze jak A129G lub mogg sie pojawiac¢ po kilka w obrebie jednego genu np.
R467K jednoczesnie z G464S. Wspdtistnienie dwdch mutacji moze byé przyczyng znacznego
obnizenia wrazliwosci szczepu. Zalezno$¢ miedzy mutacjami punktowymi, a opornoscig
powigzana jest z miejscem wystgpienia zmiany. Kluczowe znaczenie wydajg sie mie¢ mutacje
warunkujgce substytucje w centrum aktywnym, natomiast mutacje niezwigzane z opornoscig
odnajdywane sg w szczepach wrazliwych jak i niewrazliwych zaréwno w rejonach hot spot jak

i poza rejonem miejsca aktywnego (Feng et al., 2010; Morio et al., 2010).

1.1.1.3. Nadekspresja genéw kodujgcych pompy wielolekowe

Innym waznym mechanizmem opornosci na azole jest nadekspresja gendéw kodujgcych
transportery typu ABC (ATP Binding Cassette) (Rodrigues et al., 2014). Mechanizm oporno$ci,
ktéry opiera sie o nadprodukcje pomp wielolekowych powigzany jest z brakiem mozliwosci
akumulowania chemoterapeutykéw przeciwgrzybowych w komdrce drozdzaka. Poczgtkowo
ttumaczony byt on zmniejszonym naptywem leku do komorki ze wzgledu na niski poziom
ergosterolu w btonie badz zmniejszonym stosunkiem zawartosci fosfatydylocholiny do

fosfatydyloetanoloaminy. Jednakze zdecydowana wiekszos¢ odkry¢é wskazuje na to, ze
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podstawowym mechanizmem opornosci jest zwiekszony poziom usuwania z komorki lekéw
z wykorzystaniem mechanizméw transportu aktywnego. Opornos¢ jest czesto ttumaczona
zwiekszong ekspresjg gendéw kodujgcych pompy wielolekowe. Sg to przede wszystkim biatka
z rodziny Cdr, ktére nalezg do transporteréw typu ABC, oraz biatko Mdr1p, o szerokim spektrum
substratowym. Transportery typu ABC dziatajg jako pompy molekularne, ktére w sposéb
aktywny transportujg leki poza komoérke. Zrédtem energii dla transporteréw jest hydroliza
wigzanh fosforanowych w ATP. Uzyskana energia wykorzystywana jest do transportu substratow
przez btone wbrew gradientowi stezen. Charakterystyczng cechg transporterow ABC jest ich
polispecyficzno$¢, co oznaczg, ze sg zdolne do transportu strukturalnie niepowigzanych
ksenobiotykow w tym lekéw. Ma to szczegdlne znaczenie w chemoterapii, gdyz nabyta
opornos¢ dla jednego leku, skutkuje nabywaniem jej takze dla innych z danej grupy. Biatka ABC
zbudowane sg z dwoch domen transmembranowych (TMDs ang. transmembrane-spanning
domain) idwoch domen wigzacych nukleotydy po stronie cytoplazmatycznej (NBDs ang.
nucleotide-binding domains) (Rys. 1. 2). Najlepiej poznang pompg wielolekowg nalezgcg do
rodziny ABC jest produkt genu CDR1. Jest to integralne biatko btonowe o dlugosci 1501
aminokwaséw i 0 masie molekularnej 169,9 kDa. Kanat kodowany przez gen CDR1 sktada sie z
dwoch homologicznych czesci, a kazda z nich z N-terminalnej domeny hydrofilowej i C-
terminalnej domeny hydrofobowej. Cze$¢ hydrofobowa zbudowana jest z szesciu a-helis

i odpowiedzialna jest za kotwiczenie pompy w btonie (Shukla et al., 2003).

TMD1

QA¥e' (]

Rys. 1. 2. Topologia transportera Cdr1p nalezacego do rodziny ABC [18]

Domena hydrofilowa sktada sie z elementéw zdolnych do wigzania czgsteczek ATP.
Dwa sktadowe miejsca wigzgce ATP: kanoniczne miejsce wigzania ATP (oznaczone na
pomaranczowo na rysunku 1.3.) i odchylone miejsce wigzania ATP (ang. deviant ATP site)
(oznaczone kolorem czarnym), utworzone sg poprzez potgczenie obydwu domen NBD.
Kanoniczne miejsce ATP skfada sie z motywéw Walker A i B oraz petli Q pochodzgcych
zNBD2 oraz sekwencji aminokwasowej SGG (signature) i petli D pochodzgcych z NBD1,
podczas gdy odchylone miejsce wigzania ATP sktada sie z motywéw Walkera A i B oraz petli Q
z NBD1 i sekwencji NVE (signature) i petli D pochodzgcych z NBD2 (Prasad et al., 2015a).
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Odchylone miejsce wigzania ATP
Petla -Q Petla-D
Walker B ATP  Signature

NBDI1 Walker A NBD2
Walker A

Signature ATP  WalkerB

Petla-D  Petla-Q

Kanoniczne miejsce wigzania ATP

Rys. 1. 3. Budowa domen NBD wchodzacych w sktad biatka Cdr1p

W typowym cyklu wyptywu leku, chemoterapeutyk wigze sie do pierwszej domeny TMD.
Wigzanie to powoduje zmiany konformacyjne, przez ktére kazda z domen NBD zbliza sie do
drugiej, tworzgc miejsca wigzania ATP. Zwigzanie sie dwoch czgsteczek ATP umozliwia
przejscie biatka do drugiego stanu konformacyjnego, z otwartego wewnatrz komoérki do
otwartego na zewnatrz. W nowopowstatej konformacji obydwie domeny NBD zostajg potgczone
z czgsteczkami ATP, a zewnetrzna czes¢ domeny TMD zostaje otwarta do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, gdzie nastepuje uwolnienie leku, przez jego zmienione powinowactwo do
biatka. Hydroliza ATP umozliwia powrét do konformacji wyjsciowej (Martinez et. al., 2014).

Do tej pory zidentyfikowano 28 genéw kodujgcych transportery typu ABC u C. albicans,
lecz tylko w przypadku CDR1 oraz CDR2 jednoznacznie wykazano powigzanie z narastaniem
opornosci na flukonazol. Istniejg jednak przestanki, ze dodatkowe geny znajdujace sie na
chromosomach 3 i 4 mogg byé powigzane z opornoscig na flukonazol u C. albicans.
Monosomia czwartego chromosomu pojawiajgca sie po siedmiu dniach inkubacji w obecnosci
flukonazolu badz trisomia chromosomu trzeciego przy inkubacji 35-40-dniowej moze takze
przyczynia¢ sie do pojawiania sie komodrek opornych. Wielokrotne pasazowanie drozdzakéw
zrodzaju Candida na pozywkach nie zawierajgcych flukonazolu, itrakonazolu badz
ketokonazolu prowadzi do zmniejszenia poziomu mRNA genéw CDR1 i CDR2, a przez to do
utraty opornosci bedacej wynikiem czynnego usuwania lekéw z komoérki przez transportery
blonowe (Marr et al, 1998). Nadekspresja genéw CDR1 i CDR2 powigzana jest
z wystepowaniem opornosci krzyzowej, czyli tolerancji na lek w wyniku ekspozycji na inny
podobnie dziatajacy.

Badania dotyczgce mechanizméw opornosci odnoszg sie zazwyczaj do gatunku
C. albicans, jednak w ostatnich latach obserwuje sie znaczacy wzrost opornosci wsrdd innych
gatunkéw. C. glabrata, mikroorganizm haploidalny, odznacza sie naturalnie wysokg opornoscig
na azole, ktéra dodatkowo moze by¢ pogtebiona przez diugotrwatg ekspozycje na azole
zdecydowanie czesciej i gwattowniej niz u diploidalnego C. albicans. Opornos¢ moze byé¢

zarOéwno cechg recesywng jak i dominujgcg (Lupetti et al., 2002). C. glabrata charakteryzuje sie
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duzg spontanicznoscig w zyskiwaniu opornosci przy ekspozycji na flukonazol w warunkach in
vitro. Sanglard i wsp. oszacowali, ze czesto$é spontanicznego nabywania opornosci waha sie
uC. glabrata w granicach od 2 do 4 x 10™, podczas gdy uinnych haploidalnych grzybéw
wynosi 107 — 10 (Sanglard et al., 1998). Sanguinetti i in. okreslili za pomoca techniki real time
PCR, ze wérdd izolatéw klinicznych C. glabrata opornych obserwowany jest od 12 do 264 razy
wyzszy poziom ekspresji genéw CDR1 w stosunku do izolatu wrazliwego. Nadekspresja genéw
CDR2 byta nieco nizsza niz CDRL1 (relatywny wzrost w skali logarytmicznej wynosit 3,8 — 34,7)
(Sanguinetti et al., 2005). Mutanty C. glabrata, u ktérych doprowadzono do delecji genéw CDR1
oraz CDR2, odznaczaly sie zdecydowanie wiekszg podatnoscig na leki z grupy azoli. Badania
Sanglarda i wsp. wykazaly, ze nadekspresja genu CDR1 ma wigkszg role w nabywaniu
opornosci niz genu CDR2 (Sanglard et al., 2001).

Biatka okreslane jako MFS s3g jedng z dwoch najwiekszych nadrodzin transporteréw
obecnych w btonach komérkowych bakterii oraz archeonéw, a takze komoérek eukariotycznych.
Przedstawicielem tej rodziny dla gatunku C. albicans jest antyporter Mdrlp. W sktad sekwenc;ji
aminokwasowej tego biatka wchodzg 564 reszty aminokwasowe. Transporter zbudowany jest
z dwéch homologicznych domen transbtonowych TMD, z ktérych kazda zawiera szes¢
transmebranowych helis TMH (ang. transmembrane helices). Helisy potagczone sg wzajemnie
przez szes¢ petli zewnatrzkomdrkowych ECL (ang. extracellular loops) i pie¢ petli
wewnatrzkomérkowych ICL (ang. intracelluar loops) (Mandal et al., 2012). Dwie domeny
homologiczne TMD potgczone sg za pomocg petli ICL3 (Rys. 1. 4). W odréznieniu do pomp
typu ABC energia do transportu czasteczek leku przez btone nie pochodzi z hydrolizy wigzan

w ATP lecz z gradientu protondw w poprzek bfony.
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Rys. 1. 4. Topologia transportera Mdr1p nalezacego do rodziny biatek MFS

Podwyzszona ekspresja genu MDR1 moze skutkowac pojawianiem sie opornosci na
leki z grupy azoli. Potwierdza¢ to mogg wyniki uzyskane przez Morschhausera i wsp., ktérzy
okredlili, ze zniszczenie obydwu alleli genu MDR1 w szczepie C. albicans o obnizonej
wrazliwosci na flukonazol pozwala na zniesienie opornosci (Morschhauser et al., 2002).
Ponadto okreslili oni takze, ze za regulacje ekspresji tego genu odpowiedzialny jest czynnik
transkrypcyjny Mrrlp, kodowany przez gen MRR1 (ang. multidrug resistance regulator 1).
Podobnie jak w przypadku czynnikéw transkrypcyjnych regulujgcych transkrypcje genéw CDR1
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i CDR2, mutacja w obrebie Mrrip prowadzi do konstytutywnej ekspresji genéw MDR1
(Morschhauser et al., 2007a). Jednak wyniki uzyskane przez niektére grupy badawcze
wskazujg, ze mechanizm ten moze mie¢ mniejsze znaczenie niz synteza pomp typu ABC
(White et al., 2002).

1.1.1.4. Mechanizmy opornosci dominujgce u drozdzakéw z rodzaju Candida

Opornos¢ drozdzakéw z rodzaju Candida mozna podzieli¢ na pierwotng albo nabyta.
Wysokg naturalng opornos$¢ na flukonazol stwierdzono dla gatunku C. krusei (nawet 78%
szczepOw opornych, natomiast gatunek C. glabrata wykazuje zmniejszona, zalezng od dawki
wrazliwosé w poréwnaniu z innymi gatunkami Candida i ma charakter globalny (Pfaller et al.,
2010). Gatunki takie jak C. albicans, C. tropicalis oraz C. parapsilosis bardzo rzadko wykazuja
opornos¢ wewnetrzna.

Dla drozdzakéw z rodzaju Candida wyrdznia sie trzy podstawowe mechanizmy
opornosci, ktére moga wystepowaé w obrebie jednego szczepu jednocze$nie. Pierwszy
mechanizm powigzany jest z indukcjg syntezy pomp wielolekowych, ktére przyczyniajg sie do
obnizenia ilosci czgsteczek leku, ktére docierajg do celu molekularnego czyli demetylazy 14-a-
lanosterolu. Nadprodukcje pomp typu ABC zaobserwowano dla gatunkéw C. albicans,
C. glabrata oraz C. krusei, hatomiast nadprodukcja transporteréw z rodziny MFS pojawia sie dla
gatunkéw C. albicans, C. parapsilosis oraz C. dulbiniensis. Drugi gtdbwny mechanizm opornosci
to zmiany w obrebie demetylazy-14a-lanosterolu bgdz nadregulacja genu kodujgcego ten
enzym - ERG11. Niektére zmiany w sekwencji aminokwasowej biatka mogg prowadzi¢ do
zmniejszonego powinowactwa substratu do enzymu badz catkowicie uniemozliwi¢ jego
zwigzanie. Ten typ wrodzonej opornosci zidentyfikowano w przypadku gatunku C. krusei.
W przypadku gatunku C. albicans mutacje w obrebie biatka Erg11p réwniez sg czesto
identyfikowane jednak rzadko ich wystepowanie koreluje z opornoscig. Podobnie nadekspresja
genu ERG11 ma raczej drugorzedowe znaczenie. Trzeci mechanizm opornosci na azole polega
na wykorzystaniu przez komoérke alternatywnego szlaku syntezy steroli w btonie. Ekspozycja
komérki na azole prowadzi do zmniejszonej iloSci ergosterolu w bfonie oraz akumulacji
toksycznego produktu 14-a-metylo-3,6-diolu. Mutacje w genie ERG3 zapobiegajg wytwarzaniu
tego produktu, a powstajgce sterole sg w stanie uformowac¢ normalnie funkcjonujgcg btone. Ten
typ mechanizmu opornosci wystepuje u gatunkéw C. albicans oraz C. tropicalis (Sanguinetti, et
al., 2015; Whaley et al., 2017).

1.1.2. Specyficzne mechanizmy oporno$ci komoérek Candida spp. w strukturze biofilmu

Do tej pory potwierdzono skutecznosé leczenia infekcji powigzanych z biofilmem za
pomoca echinokandyn oraz lipidowej postaci amfoterycyny B zaréwno w warunkach in vitro jak
iin vivo. Badania potwierdzajg jednoczesnie niskg aktywnos$¢ azoli, analogow pirymidyny,
allylamin oraz klasycznej (nieliposomalnej) postaci amfoterycyny B (Mathé et al., 2013). Czes$é
badaczy potwierdza efektywno$¢ terapii kombinowanych i tak przyktadowo Fiori i wsp.

stwierdzili skutecznos¢ flukonazolu =z deoksycykling (Fiori et al.,, 2012), Zhou i wsp.

25


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

amfoterycyny B z aspiryng (Zhou et al., 2012), Bink i wsp. kaspofunginy z diklofenakiem (Bink
et al.,, 2012), a Shinde i in. stwierdzili uwrazliwienie biofiimu na rézne leki przez
cyklosporyne a (Shinde et al.,, 2012). Przez lata wiele grup badawczych prébowato wyjasnic¢
mechanizmy lezace u podstaw wysokiej opornosci lekowej komoérek w biofilmie. Niektore
Z przyczyn opornosci sg wspolne z komérkami w postaci planktonicznej np. nadregulacja pomp
wyrzutu lekéw, inne zkolei dotyczg jedynie Dbiofiimu np. obecno$¢ macierzy
zewnagtrzkomorkowej. Ponizej przedstawione sg najwazniejsze mechanizmy warunkujgce

opornosé biofilmu.

1.1.2.1. Obnizone tempo wzrostu

Uwaza sie, ze komorki rosngce wolno sg bardziej oporne. Tempo wzrostu komorek
zyjacych w biofilmie jest znacznie nizsze. Istnienie macierzy pozakomoérkowej w znaczny
sposob utrudnia dostep sktadnikow odzywczych w gtgb struktury. Przyktadowo badacze z grupy
Gilberta stwierdzili, ze przy coraz wiekszym tempie wzrostu, komorki P. aeruginosa, Escherichia
colii S. epidermidis zaréwno w formie planktonicznej jak i w biofilmie sg coraz bardziej wrazliwe
na tobramycyne i ciprofloxacyne (Duguid et al., 1992a; Duguid et al., 1992b; Evans et al.,
1991). Natomiast zesp6t Desai i in. udowodnili, Zze opornos$¢ narasta w fazie logarytmicznej i jest

najwieksza w fazie stacjonarnej (Desai et al., 1998).

1.1.2.2. Zmieniona ekspresja genéw

Nadekspresja niektorych gendéw jest generalnie uznawana za przyczyne opornosci
komorek w formie planktonicznej. Dlatego przyjeto sie, ze moze ona stanowi¢ takze przyczyne
opornosci komérek zyjacych w biofilmie. W tej kwestii badania dotyczg najczesciej ekspresji
genow zaangazowanych w produkcje skfadnikéw sSciany i btony komérkowej, a takze Sciezke
biosyntezy ergosterolu. Knot iwspétpracownicy okreslili obnizong ekspresje genu ERG1
w blastosporach opornych na amfoterycyne i nadregulacje ERG25, SKN1 i KRE1(Knot et al.,
2006). Borecka-Melkusova i wspotpracownicy stwierdzili niskie poziomy ekspresji ERG1, ERG?7,
ERG11, ERG25 po ekspozycji biofimu na dziatanie flukonazolu (Borecka-Melkusova et al.,
2009). Nails i wsp. okredlili znacznie podwyzszong ekspresje gendw ERG1, ERG3, ERG11,
ERG25 w dojrzatym biofilmie po dodaniu flukonazolu oraz nadregulacje genéw SKN1, KRE,
ERG1 po traktowaniu biofilmu amfoterycyng B (Nails et al., 2010). Yu i in. stwierdzili
podwyzszong wrazliwos¢ na flukonazol, gdy biofiim byt hodowany w obecnosci farnezolu,
prekursora ergosterolu. Stwierdzili oni, ze ekspresja genéw ERG1, ERG3, ERG6, ERG11 i
ERG25 jest obnizona w biofilmie suplementowanym farnezolem, potwierdzajgc tym, Zze
podwyzszona ekspresja tych gendéw moze by¢ przyczyng opornosci biofilmu (Yu et al., 2012).
Zmiany ekspresji mogg dotyczy¢ takze genu FKS1 zaangazowanego w synteze w [(-1,3-
glukanu. Nadekspresja tego genu prowadzita do podwyzszonej opornosci komoérek w biofilmie
na flukonazol. Pomimo, Zze B-1,3-glukan nie jest jego celem molekularnym, stwierdzono, ze
polimer ten w strukturze biofilmu wigze czgsteczki flukonazolu, zapobiegajgc jego dalszej

penetracji. Dodatkowo podwyzszona ekspresja genu FKS1 warunkowata oporno$¢ na
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anidulafungine i amfoterycyne B (Nett et al., 2010). Vediyappan i in. badajgc wptyw zwigzkdw
na caty genom komodrek zyjacych w biofilmie stwierdzili, ze pod wptywem amfoterycyny B
zmianie pozioméw ekspresji ulega 160 gendéw, a pod wptywem kaspofunginy nawet kilkaset
(Vediyappan et al., 2010). Wyniki uzyskane przez rézne zespoty nie sg jednoznaczne i w duzej

mierze zalezg od warunkéw prowadzenia doswiadczenia.

1.1.2.3. Nadekspresja genéw kodujgcych pompy wielolekowe

Podwyzszona ekspresja gendéw kodujgcych pompy wielolekowe u szczepow C. albicans
opornych na flukonazol byta potwierdzona przez wiele zespotéw badawczych na Swiecie w tym
takze przez nasz zespo6t (Mishra et al., 2007; Morschhauser et al., 2007b; Sanglard et al., 1998;
Szweda et al., 2015; You et al., 2017). Dotyczy to przede wszystkim transporteréw typu ABC
kodowanych przez geny CDR, oraz rodziny transporteréow MFS kodowanych przez geny MDR.
Podwyzszong ekspresje genéw CDR1, CDR2, MDR1 oraz FLU1l u komoérek w biofilmie
w poréwnaniu do planktonicznych stwierdzili m.in. Mateus i in. (2004), Mukherjee i in. (2009)
oraz Ramage i in., (2002) w warunkach in vitro oraz Andes i wsp. w warunkach in vivo (Andes
et al., 2004). Najwiekszg nadekspresje stwierdzono po 24 h formowania biofilmu (Mukherjee et
al., 2003; Ramage et al., 2002). Obserwacje tych zespotdéw wskazujg jednak, ze nadregulacja
pomp nie odgrywa kluczowej roli w opornosci, poniewaz ekspresja tych gendéw maleje
Z czasem, a opornos¢ w starzejgcym sie biofilmie rosnie. Badania z zastosowaniem mutantéw
nieposiadajgcych gendw kodujgcych pompy wykazaty, ze komorki w dalszym ciggu wykazujg
opornosé, co potwierdza tylko, ze nadekspresja pomp nie jest gtdwng przyczyng wzrastajgcej

opornosci komorek zyjgcych w biofilmie.

1.1.2.4. Komoérki przetrwalne

Komorki przetrwalne (ang. persister cells) to grupa komoérek zdolna do przezycia nawet
po zastosowaniu bardzo wysokiego stezenia leku. Uwaza sie, ze niezdolnos¢ do eradykacji
biofilmu z zastosowaniem lekéw jest konsekwencjg stanu uspienia, w ktérym znajdujg sie
komorki przetrwate, natomiast lek wymaga aktywnej formy celu molekularnego do poprawnego
dziatania. Obecnos¢ komérek przetrwalnych w biofilmach bakteryjnych zauwazono juz 1944
roku, natomiast w odniesieniu do Candida zostata po raz pierwszy opisana w 2006 r. przez
zespot LaFleur. Zaobserwowali oni, ze wiekszo$¢ komérek w populacji biofilmu moze by¢ zabita
stosunkowo niskim stezeniem amfoterycyny B, natomiast 1% ciggle zostaje nienaruszone
(LaFleur et al., 2006). Blokowanie przezywalnosci komodrek przetrwalnych moze by¢ jednym
z celéw przyczyniajgcym sie do podniesienia efektywnosci terapii infekcji powigzanych
z biofilmem. Jednak nie wszystkie szczepy Candida sg zdolne do wytwarzania komorek
przetrwalnych, a pomimo tego struktura ich biofilmu nadal odznacza sie duzg opornoscig (Al-
Dhaheri & Douglas, 2010).
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1.1.2.5. Macierz zewngtrzkomoérkowa

Komorki C. albicans formujgce biofilm osadzone sg w macierzy zewnatrzkomorkowej
ztozonej z réznego rodzaju biopolimeréw. Jej funkcjg jest ochrona wielkokomoérkowej struktury
mikroorganizmow przed szkodliwym wptywem Srodowiska zewnetrznego. W sktad macierzy
wchodzg roznego rodzaju grupy zwigzkéw takie jak polisacharydy, biatka, lipidy i kwasy
nukleinowe, ktérych zawartosé zalezy od warunkéw wzrostu (medium, temperatura, pH). Biatka
stanowig okoto 55% suchej masy macierzy, co stanowi wigkszy udziat niz kiedy$ zaktadano. Sg
to przede wszystkim glikoproteiny, biatka sygnatowe, enzymy glikolityczne. Zarnowski i wsp.
wyréznili w macierzy 565 biatek reprezentujgcych 458 réznych funkcji. Wskazat on 16 szlakéw
metabolicznych takich jak metabolizm weglowodandw, aminokwaséw i degradacji biofilmu
umozliwiajgcy dyspersje. Weglowodany stanowig w przyblizeniu 25% suchej masy macierzy.
Wsréod monosacharydow wyréznia sie przede wszystkim arabinoze, mannoze, glukoze
i ksyloze. Stosujgc analize NMR okreslono, ze najczestszymi polisacharydami sg a-1,2 i a-1,6
rozgatezione mannany potgczone z liniowymi B-1,6-glukanami stanowigc okoto 13% wszystkich
weglowodandw w  pozornym kompleksie mannan-glukan (MGCx), wskazujagc na
fizykochemiczng interakcje miedzy resztami glukanu i mannanu. W przeciwienstwie do tego co
uwazano do niedawna, [3-1,3-glukan stanowi tylko niewielki udziat w strukturze macierzy. Lipidy
stanowig okoto 15% suchej masy z czego ponad 99% to glicerolipidy. Pozostatg cze$¢ stanowig
sfingolipidy. Jedynym obecnym w macierzy sterolem jest ergosterol (Zarnowski et al., 2014).
Podstawowymi funkcjami macierzy jest nadawanie stabilnosci mechanicznej oraz kontrola
dyspersji komorek. Moze ona takze dziata¢ jako system trawienny zapewniajgcy zrodto
skfadnikéw odzywczych. Stanowi ochrone przed systemem odpornosciowym gospodarza oraz
lekami (Pierce et al., 2017). Zespét Douglasa wykazat korelacje pomiedzy iloScig macierzy,
a opornoscig na amfoterycyne B (Al-Fattani et al., 2006; Baillie & Douglas, 2000). Zespdt
Andesa wskazat na role 3-1,3-glukanu w opornosci na flukonazol poprzez zwigzanie leku
i zapobieganiu jego penetracji w gtgb struktury (Nett et al., 2007). Vediyappan i in. wykazali
podobny efekt w odniesieniu do amfoterycyny B (Vediyappan et al., 2010). Co ciekawe zespot
Nett stwierdzit, Ze Sciana komérkowa komdrek w biofilmie jest 2 razy grubsza niz w formie
planktonicznej, a zwartos¢ f-1,3-glukanu jest do 10 razy wyzsza. Wplywa to znaczaco na
wigzanie flukonazolu iobnizenie wrazliwosci komorek na ten lek. Dodatkowo Nett i wsp.
wykazali, ze flukonazol w stezeniu 1000 pg/ml podany wraz z zymolazg (enzym trawigcy
glukany) w stezeniu 1,25 jednostek/ml znaczgco uwrazliwia biofilm na flukonazol (Nett et al.,
2007). Znaczacg role w opornosci biofilmu wydaje sie zatem odgrywac¢ nadregulacja genu FLS1
kodujgcego syntaze B-1,3-glukanu. Badania, w ktérych zastosowano mutanty o obnizonej
0 30% zawarto$ci B-1,3 glukanu, wykazaty obnizenie o 80% przezywalno$ci komérek w
biofilmie po 48 h traktowania flukonazolem w stezeniu 250 pg/ml (Mathé & Van Dijck, 2013).
Martins i in. wskazali na role zewnatrzkomoérkowego DNA na nabywanie opornosci. Wykazali,
ze dodatek DNazy uwrazliwia biofilm na niektére zwigzki przeciwgrzybicze, lecz mechanizm

tego zjawiska nie jest poznany (Martins et al., 2012).
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1.1.2.6. Odpowiedz na stres

Adhezja oraz wzrost komérek Candida w biofilmie obejmujg aktywacje kilku odpowiedzi
stresowych, ktére przyczyniajg sie do zwiekszonej opornosci na leki. Pierwsze badania w tym
zakresie dotyczyty roli kinaz biatkowych serynowo-treoninowych okreslanych wspélnym mianem
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase), ktére odgrywajg role w regulacji odpowiedzi na
sygnaty zewnetrzne dochodzgce do komorki. Dla gatunku C. albicans specyficzng kinazg jest
Mkclp (ang. MAP kinase from C.albicans) kodowana przez gen MKC1. Komérki C. albicans
Z mutacjami w obrebie genu MKC1 okazaty sie niezdolne do tworzenia grzybni, rozwoju biofilmu
i zwigzanej z biofilmem opornosci na flukonazol. W pdzniejszych badaniach okreslono wptyw
dodatkowych szlakéw regulujgcych stres komorkowy na opornosé biofilmu (Mathé & Van Dijck,
2013).

Uppuluri i wsp. zidentyfikowali role kalcyneuryny, (biatko enzymatyczne o aktywnosci
fosfatazy biatkowej serynowo-treoninowej) dla homeostazy, morfogenezy i zjadliwosci Candida.
Inhibitory tego biatka znacznie uwrazliwiajg biofilm na flukonazol. Innym sposobem odpowiedzi
na stres, ktéry wptywa na opornos¢ biofilmu tworzonego przez Candida, jest synteza HSP9O,
biatka szoku cieplnego odpowiedzialnego za stabilizacje réznych biatek gospodarza.
W warunkach planktonicznych, HSP90 powigzane jest zaréwno z kalcyneuryng jak i Mcklp.
Zakiécenie syntezy biatka HSP90 powoduje rowniez ostabienie produkciji glukanu wchodzacego
w sktad macierzy otaczajgcej biofilm, sugerujgc, ze HSP90 moze dziata¢ jako regulator szlaku

sekwestracji tej macierzy (Robbins et al., 2011; Taff et al., 2013; Uppuluri et al.,2008).

1.1.2.7. Unikanie odpowiedzi immunologicznej

Obecnos¢ patogendw w organizmie i na ciele jest wykrywana przez receptory PRR
(ang. pattern recognition receptors) obecne w réznych komérkach o ukfadu immunologicznego
infekowanego organizmu. Receptory rozpoznajg ,wzor patogenu” (ang. PAMPs pathogen-
associated molecular patterns), ktory jest obecny na $cianie komdrkowej patogenu lub przez
niego wydzielany. Zwigzanie ligandu przez receptor PRR zapoczgtkowuje kaskade, w wyniku
ktérej rozpoczyna sie wydzielanie odpowiednich cytokin, chemokin oraz zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych, a patogen zostaje unieczynniony przez fagocyty (Seider et al.,
2010). Detekcji ulegajg zazwyczaj obecne w $cianie komérkowej polimery (-1,3-glukanu.
Drozdze C. albicans wyksztatcity kilka mechanizméw unikania odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Pierwszy z nich to maskowanie elementéw $ciany komodrkowej. Nastepny to
wydzielanie proteaz aspartylowych, ktore trawig elementy ukfadu immunologicznego
gospodarza. Kolejny to zmiana fenotypu na nieprzezroczysty (ang. opague) bez komorek
grzybni, ktére takze mogtyby ulec detekcji przez gospodarza. Komérki drozdzy produkujg takze
pewne biatka powierzchniowe (Pralp i Gpd2p), dzieki ktéorym przypominajg komorki
gospodarza i unikajg odpowiedzi immunologicznej. W odniesieniu do komoérek w biofilmie
zaobserwowano, ze komorki uktadu immunologicznego PBMCs (jednojgdrzaste komorki krwi
obwodowej, ang. peripheral blood mononuclear cells) nie fagocytujg komérek w strukturze

biofimu, a ponadto z niewyjasnionych przyczyn sprzyjajg formowaniu grubszej struktury.
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Podobnie zachowuje sie inny element ukfadu odpornosciowego - prozapalna cytokina IL-17A.
Biofilm jest w stanie zmieni¢ profil cytokin wydzielanych przez PBMCs. Dodatkowo
zaobserwowano, ze elementy ukfadu odpornosciowego sg w stanie dotrze¢ tylko do
powierzchniowej warstwy biofilmu (Mathé & Van Dijck, 2013). Obnizony potencjat fagocytéw do
walki z komérkami w biofilmie w poréwnaniu do komérek w formie planktonicznej zaobserwowat
takze Khardori (2010).

Dotychczasowe badania jednoznacznie wskazujg, ze opornos¢ biofilmu jest
zagadnieniem bardzo zlozonym. Moze wynika¢ z jednoczesnego dziatania, nawet kilku
mechanizméw molekularnych, co przyczynia sie do niskiej skutecznosci stosowanych
dotychczas lekéw. Jednoczesne przetamanie wszystkich tych czynnikdw z wykorzystaniem
jednej substancji wydaje sie mato prawdopodobne. W zwigzku z tym ciekawg ideg wydaje sie
stosowanie strategii, w ktérych na biofilm oddziatuje sie kilkoma lekami wykazujgcymi odrebne
mechanizmami dziatania jednoczesnie badz leku w pofgczeniu z niektérymi produktami

naturalnymi, co byto jednym z watkéw badan prowadzonych w ramach powyzszej pracy.

1.2. Alternatywne do istniejacych chemoterapeutykéw przeciwgrzybowych nie-

antybiotyczne zwigzki pochodzenia naturalnego

Schorzenia wywotane drozdzakami z rodzaju Candida w praktyce klinicznej najczesciej
sg leczone lekami z grupy azoli, gtéwnie flukonazolem nazywanym czesto lekiem z wyboru, ze
wzgledu na niewielkg toksycznos¢ dla organizmu gospodarza. Rzadziej stosowane sg leki
zaliczane do grupy echinokandyn czy tez makrolidy polienowe. Jednak w ciggu ostatnich lat
w literaturze pojawia sie coraz wiecej doniesien dotyczgcych niskiej skutecznosci azoli ze
wzgledu na zjawisko nabywania opornosci po dtugotrwatej terapii z ich zastosowaniem.
Opornos¢ na pozostate leki (echinokandyny, 5-fluorocytozyne i amfoterycyne B) pojawiata sie
sporadycznie, jednak sg to zwigzki chemiczne o wysokiej toksycznosci lub opornos¢ na nie
moze sie stosunkowo szybko rozwing¢ podczas terapii, dlatego tez rzadko znajdujg
zastosowanie w praktyce klinicznej (Szweda et al., 2015).

Problem niedostatku skutecznych, a zarazem bezpiecznych lekéw, wskazuje na
koniecznos¢ poszukiwania nowych zwigzkéw, na ktdére mikroorganizmy nie wyksztalcity
opornosci, a jednoczesnie wykazujgce wysokg aktywnos¢ przeciwgrzybowg. Natura stanowi
nieocenione  zrédio  produkidow  badz  zwigzkéw, ktdére  wykazujg = wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Olejki eteryczne bogate sg w catg game zwigzkéw lotnych takich jak
terpeny i terpenoidy (wsrdéd nich aldehydy, ketony, alkohole, estry) ktére stanowig o ich
wiasciwosciach biologicznych. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wykazujg takze ekstrakty
(wodne, etanolowe i inne) roslinne. Przyktadowo wysokg aktywno$é ekstraktu z czosnku,
ktérego sktadnikiem aktywnym jest allicyna, stwierdzono wobec drobnoustrojéw z rodzaju
Aeromonas, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Lactobacillus, Micrococcus, Leuconostoc,
Proteus, Pseudomonas, Providentia, Shigella, Salmonella, Streptococcus, Vibrio
i Staphylococcus (Sivam, 2001). Produkty pochodzenia pszczelego wytwarzane sg przez

pszczoty z pytkow kwiatdw, ktére nastepnie sg przetwarzane przez enzymy zawarte w ich
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Sliniankach. Ekstrakty propoliséw pszczelich sg bogatymi mieszaninami zwigzkéw aktywnych,
w ktérych aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg wykazujg polifenole. W miodach substancjg
aktywng jest nadtlenek wodoru, ktéry powstaje w wyniku reakcji utleniania glukozy przez
enzymy zawarte w $linie pszczoét (gtdwnie oksydaza glukozowa) (Bizerra et al.,, 2012).
Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg wykazujg rowniez niektére kwasy i biopolimery, w tym
chitozan uzyskiwany z muszli krewetek i innych skorupiakow morskich. Bardzo duzg grupe
zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej stanowig peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(AMP ang. Antimicrobial peptides). Sg to relatywnie krotkie peptydy (12 -100 aminokwasow),
ktére stanowig pierwszg linie obrony przed patogenami, dlatego tez izolowane sg z wiekszosci
organizmow, zaréwno z roslin, owaddéw, grzybdéw i zwierzgt. Bakterie réwniez produkujg
peptydy obronne, tzw. bakteriocyny, ktére hamujg wzrost innych spokrewnionych gatunkow
bakterii. Bakterie (zwlaszcza promieniowce) oraz plesnie sg rowniez producentami
antybiotykdw o charakterze niepeptydowym. Aktywnos¢ wobec drobnoustrojow wykazujg
niektére alkaloidy, cho¢ czes¢ z nich jest toksyczna dla cziowieka. Wybrane produkty

0 aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przedstawione sg w Tabela 1. 2 (Bahar & Ren, 2013).

Tabela 1. 2. Wybrane produkty pochodzenia naturalnego wykazujgce aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

Produkty

Przyktady

Spektrum aktywnosci

Olejki eteryczne z roslin

olejek cynamonowy, lawendowy,

bazyliowy, tymiankowy,
rozmarynowy

bakterie G+, bakterie G-,
grzyby

Ekstrakty ro$linne

ekstrakty z czosnku, cebuli, szatwi,
oregano, gozdzikow

bakterie G+, bakterie G-,

Produkty pochodzenia pszczelego

miody, propolisy, pierzga, pytek
pszczeli

bakterie G+, bakterie G-,
grzyby

Kwasy organiczne

kwas sorbinowy, propionowy,
cytrynowy

drozdze, plesnie, niektore
bakterie (Matsuda et al.,
1994)

Antybiotyki niepeptydowe

penicylina, tetracyklina,
streptomycyna, erytromycyna

bakterie G+, bakterie G-,
Mycobacterium

Polimery naturalne

chitozan

gtéwnie bakterie G+

Alkaloidy

pirydoakrydyny, chinoliny,
izochinoliny, pochodne indolu
(Cushnie et al., 2014)

bakterie G+, bakterie G-,
Mycobacterium

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe:

pochodzenia bakteryjnego

gramicydyna
tyrocydyna,
nizyna, natamycyna

pochodzenia grzybowego

pochodzenia owadziego

cekropia A, sachrotoksyna,
ceratonia, stomoksyna (Wang &
Lai, 2010)

pochodzenia roslinnego

a-purotionina z pszenicy, Rs-AFP2
z rzodkiewki, Ib-AMP1 z niecierpka
(Nawrot & Gozdzicka-Jozefiak,
2007)

pochodzenia odzwierzecego

laktoferyna z mleka,
defensyna z krélika,
lizozym

bakterie G+, bakterie G-,
grzyby (gtéwnie Sciana
komaérkowa), niektére wirusy
(kapsyd), pasozyty, spory
Clostridium botulinum
odporne na temperature
(aktywnos$¢ nizyny)
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1.2.1. Charakterystyka olejkéw eterycznych: wtasciwosci, aktywnosc przeciwdrobnoustrojowa

oraz mechanizmy dziatania

Niemalze kazda cze$¢ rosliny; kwiaty, liscie, nasiona, owoce, todygi, kora i korzenie
mogg by¢ zrodtem pozyskiwania olejkow eterycznych (EO). Olejki sg lotnymi, oleistymi
najczesciej bezbarwnymi bgdz jasnozottymi cieczami o intensywnym zapachu zaleznym od
zawartosci gtéwnego komponentu. Sg stabo rozpuszczalne w wodzie, natomiast rozpuszczajg
sie bardzo dobrze w ttuszczach, chloroformie, alkoholach czy eterach (Nazzaro et al., 2013).

Najpowszechniejszg metodg izolacji olejkéw z rosliny jest destylacja z uzyciem pary
wodnej, ktéra pozwala na uzyskanie czystego preparatu, jednak czes¢ skfadnikéw wrazliwych
na wysokg temperature moze ulec rozktadowi. W opracowaniach mozna znalez¢ informacje
dotyczace wykorzystania do izolacji olejkéw metod takich jak ekstrakcja w warunkach
nadkrytycznych, ekstrakcja ultradzwiekowa i mikrofalowa, ekstrakcja w ukfadzie ciecz-ciecz,
mikroekstrakcja do fazy cieklej oraz dyspersja matrycy na fazie statej (MSPD, ang. matrix solid-
phase dispersion) (Charles & Simon, 1990; Dawidowicz & Rado, 2010).

Rosliny produkujg sktadniki olejkow jako metabolity wtdrne, ktére stuzg im jako ochrona
przed atakiem patogenow; bakterii, grzybdw, wiruséw, a nawet drobnych roslinozercow, gdyz
mogg nadawac¢ gorzki smak roslinie. Pierwszy opisany eksperyment potwierdzajgcy
przeciwbakteryjne wtasciwosci olejkow eterycznych zostat przeprowadzony przez de la Croix
w 1881 roku (Boyle, 1955). W literaturze szeroko opisywana jest aktywnos¢ przeciwbakteryjna
olejkdw eterycznych oraz mozliwosci ich stosowania w rolnictwie, a takze w przemysle
spozywczym do konserwowania zywnosci. Przyktadowo Lillehoj i in. stwierdzili wzrost
odpornosci brojleréw na choroby bakteryjne po karmieniu ich paszg z dodatkiem oleozywicy
z papryki Capsinum oraz aldehydu cynamonowego (Lillehoj et al., 2011). Alali i wsp. natomiast
wykazali, ze takze mieszanka tymolu, karwakrolu, eukalyptolu oraz olejku cytrynowego
zapobiega kolonizacji i rozsiewaniu bakterii z rodzaju Salmonella u brojleréw (Alali et al., 2013).

Wiele opracowan naukowych skupia sie ha wyznaczaniu aktywnosci przeciwbakteryjnej
olejkdw eterycznych, znaczgco mniej badaczy podejmuje sie kolejnego kroku, ktéry miatby
wyjasni¢ mechanizm dziatania poszczegdlnych komponentéw mieszaniny. W opracowaniach
dotyczgcych mechanizmu dziatania olejkéw jako ich najczestszy cel molekularny wymienia sie
Sciane oraz btone komodrkowg. Aktywnosé przeciwbakteryjna olejkow jest silnie zwigzana z ich
hydrofilowoscig/hydrofobowoscig. Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich sktada sie
gldwnie z peptydoglikanu wraz z zwigzanymi czgsteczkami, takimi jak biatka lub kwasy
tejchojowe. Z drugiej strony, bakterie Gram-ujemne posiadajg zewnetrzng btone komérkowag
zawierajgcg hydrofilowe lipopolisacharydy (LPS), ktére tworzg bariere wobec zwigzkow
hydrofobowych zawartych w olejkach. Bakterie Gram-ujemne sg zatem mniej podatne na
dziatanie EO niz bakterie Gram-dodatnie. Natomiast hydrofobowe sktadniki EO mogg przenikac
do peryplazmy bakterii Gram-ujemnych poprzez biatka zwane porynami, znajdujgce sie
w btonie zewnetrznej (O’Bryan et al., 2015). Olejki eteryczne bgdz ich skfadniki, ktére oddziatujg
ze Sciang badz btong komorkowg to przede wszystkim karwakrol, olejek cynamonowy, aldehyd

cynamonowy, cymen, eugenol, farnezol, nerolidol, olejek rozmarynowy, z drzewa herbacianego,
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Z oregano, waniliowy oraz tymol (Bouhdid et al., 2010; Gill & Holley, 2004; Helander et al.,
1998; Inoue et al., 2004; O’Bryan et al., 2015; Ultee et al., 2002). Inny mechanizm dziatania
olejkdéw polega na zaburzaniu zdolnosci komérki do regulowania przeptywu potasu przez btone,
co prowadzi do wycieku tych jonéw z komorki, a nastepnie utraty jej zywotnosci. Wzrost
przepuszczalnosci btony komorkowej wywotany przez sktadniki olejkéw eterycznych
odnotowano przy zastosowaniu karwakrolu, waniliny, tymolu, olejku z drzewa herbacianego,
z oregano, alkoholi terpenowych takich jak farnezol, nerolidol i plaunotol (Bouhdid et al., 2010;
Cox et al., 2001; Fitzgerald et al., 2004; Inoue et al., 2004; Togashi et al., 2008; Ultee et al.,
2002). Uwalnianie innych sktadnikéw komdrkowych réwniez jest przedmiotem badan
dotyczacych mechanizméw aktywnosci EO. Nguefack i in. stosujgc cytometrie przeptywowg
wykazali permeabilizacje btony i wynikajgce z tego obnizenie przezywalno$ci komorek Listeria
innocua pod wpfywem olejkow eterycznych izolowanych z palczatki cytrynowej, bazylii, bazylii
eugenolowej, macierzanki i imbiru lekarskiego. (Nguefack et al., 2004). Bouhdid i wsp. wykazali
natomiast wplyw olejku cynamonowego na zmniejszenie potencjatu btonowego bakterii
P. areuginosa i S. aureus, wskazujgce na uszkodzenie btony cytoplazmatycznej (Bouhdid et al.,
2010). Ultee iinni badali wptyw karwakrolu oraz cymenu na potencjat btonowy komodrek
B. cereus i wykazali, ze wazne znaczenie ma obecnos¢ w strukturze karwakolu grupy
hydroksylowej. Ponadto, dziatanie karwakolu powodowato bardzo silny spadek zawartosci ATP
w komoérkach (Ultee et al., 2002). Obnizenie zawartosci ATP w komoérkach stwierdzono takze w
wyniku dziatania olejkéw pomaranczowego i bergamotowego na komorki Enterococcus spp.
(Fisher & Phillips, 2009). Eugenol hamuje biosynteze ATP, natomiast aldehyd cynamonowy
zarobwno hamuje biosynteze jak i obniza wewnatrzkomorkowg zawartos¢ ATP (Gill & Holley,
2004). Niektére olejki zakitdcajg mozliwo$¢ utrzymania odpowiedniego transbtonowego
gradientu pH, co jest niezbedne do wytworzenia odpowiedniej sity protonomotorycznej
w poprzek btony, to z kolei uniemozliwia synteze ATP w mitochondriach oraz btonach komoérek
prokariotycznych. Niektore EO zaktécajg zdolnos¢é komodrek bakteryjnych do prowadzenia
reakcji utleniania-redukcji, a poniewaz oddychanie jest integralng czescig metabolizmu
tlenowego, z pewnoscig stanowi takze cel molekularny dla czesci olejkow eterycznych (Bakkali
et al.,, 2008). Inny mechanizm aktywnosci EO dotyczy wptywu na tzw. zjawisko Quorum
Sensing. Komunikacja miedzykomoérkowa (Quorum Sensing, QS) wsréd mikroorganizmow
odbywa sie za pomocg matych czgsteczek sygnatowych wytwarzanych przez drobnoustroje.
Wykorzystywana jest do oceny $rodowiska zewnetrznego oraz wewnetrznego stanu
fizjologicznego. QS jest zaangazowane w produkcje biofilmu, ,petzanie komorek”, odpornos¢ na
stres i Zzjadliwos¢. Ponadto QS umozliwia patogenom zminimalizowanie odpowiedzi
immunologicznej gospodarza, opdzniajgc produkcje czynnikéw wirulencji, utatwia namnozenie
sie oraz ustanowienie infekcji. W przypadku czesci olejkéw udowodniono ich wtasciwosci
okreslane jako anty-quorum sensing. Najsilniejszy wptyw na zjawisko QS stwierdzono
w przypadku olejkow: rézanego, geraniowego, lawendowego oraz rozmarynowego (Szabo et
al., 2010; Yap et al., 2014).
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Niektére olejki wykazujg takze wysokie aktywnosci w stosunku do patogendw
grzybiczych. Pozzatti i in. wykazali przeciwgrzybowg aktywnosé olejku tymiankowego,
imbirowego, cynamonowego i z oregano wobec roznych gatunkéw drozdzakéw z rodzaju
Candida (Pina-Vaz et al., 2004; Pozzatti et al., 2008). Mustafa i wsp. wyznaczyli potencjat olejku
gozdzikowego w stosunku do C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, i C. glabrata (Mustafa et
al., 2016). Bannour i in. wykazali aktywnos$¢ olejku pozyskiwanego z tunezyjskiej rosliny
Calligonum azel (Bannour et al, 2016). Mechanizmy aktywnosci EO wobec komoérek
grzybowych sg po czesci wspolne z bakteryjnymi. Niektore sktadniki EO powodujg
depolaryzacje btony komérkowej obnizajgc potencjat transbtonowy, wptywajgc jednoczesnie na
prace pomp btonowych transportujgcych jony wapnia oraz kanatow jonowych. Zmniejszony
gradient pH uniemozliwia prace syntazy ATP zmniejszajgc wewngtrzkomorkowg zawartos¢ ATP
(Bakkali et al., 2008). Chen i wsp. stwierdzili, ze olej z nasion kopru powoduje dysfunkcje
mitochondriow C. albicans. Wykazali oni, ze olejek powodowat uszkodzenie btony oraz
zmniejszenie ilosci ergosterolu w bionie co zwieksza jej przepuszczalnosé i w konsekwencji
prowadzi do wycieku zawartosci cytoplazmy. Wplyw olejku z drzewa herbacianego na
uszkodzenia btony drozdzy wykazat zespét badawczy Cox (Cox et al., 2001). Zespét badawczy
Wang wykazat na podstawie zdje¢ wykonanych za pomocg skaningowej oraz transmisyjnej
mikroskopii elektronowej, ze olejek cynamonowy oraz z pogostemonu (roslina wodna)
powodujg uszkodzenia sciany oraz btony komoérkowej, organelli wewnetrznych oraz wyciek
cytoplazmy z komérek C. albicans (Wang et al., 2012). Miron i in. wykazali, ze skfadniki olejkow
eterycznych (geraniol, nerol, cytral) wykazujg powinowactwo do ergosterolu, przez co
destabilizujg btone komaérkowg (Miron et al., 2014). Dotychczas relatywnie niewiele wiadomo na
temat mechanizmoéw oddziatywania sktadnikow olejkdw na komorki grzybdw w przeciwienstwie
do komodrek bakteryjnych. Uzasadnia to celowo$¢ podjetej w niniejszej pracy doktorskiej

tematyki mechanizméw aktywno$ci olejkéw eterycznych wobec drozdzy z rodzaju Candida.

1.2.2. Charakterystyka najaktywniejszych sktadnikow olejkéw eterycznych

Sktad chemiczny olejkdéw jest na ogét bardzo ztozony, a efekt przeciwdrobnoustrojowy
jest zwykle wynikiem dziatania kilku substancji. Jednoczes$nie, bez watpienia olejki, ktére wg
doniesien literaturowych wykazujg najwyzszg aktywnos$¢, takie jak: cynamonowy, tymiankowy,
cytrynowy, lawendowy, kolendrowy, z drzewa herbacianego, rozmarynowy, eukaliptusowy itd.
zawierajg kluczowe sktadniki, ktére w gldwnej mierze odpowiadajg za ich wysokg skutecznos¢.
Sposréd aromatycznych sktadnikéw, dla ktérych odnotowuje sie najwyzsze aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe, wymieni¢ nalezy: aldehyd cynamonowy, tymol, karwakrol, eugenol

oraz cytral.

1.2.2.1. Tymol

Tymol (2-izopropylo-5-metylofenol) jest monoterpenoidem wystepujgcym gtéwnie
w olejku tymiankowym ekstrahowanym z rodliny macierzanka tymianek (Thymus vulgaris),

a takze z innych gatunkéw roslin. Jest zwigzkiem o specyficznym zapachu, uzywanym jako
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przyprawa do przygotowywania potraw ze wzgledu na charakterystyczny smak. Znane sg takze
jego wiasciwosci antyseptyczne. Z tego wzgledu, znajduje zastosowanie jako biocyd
w rolnictwie. W potaczeniu z niektorymi antybiotykami np. penicyling wykazuje wzmocniong
aktywnos¢ wobec bakterii. Ponadto, tymol opisywano jako $rodek o wiasciwosciach
przeciwgrzybowych (Ahmad et al., 2010), roztoczobdjczych (Aradjo et al.,, 2015),
przeciwcukrzycowych (Saravanan & Pari, 2015), przeciwzapalnych, przeciwalergicznych (Zhou
et al., 2014), przeciwutleniajgcych (Llana-Ruiz-Cabello et al., 2015), przeciwleiszmaniowych
(leiszmanioza to grupa chordb pasozytniczych, wywotywanych przez wiciowce z rodzaju
Leishmania) (De Morais et al., 2014) i przeciwnowotworowych (Ferreira et al., 2016).
Mechanizm molekularny dziatania nie jest doktadnie poznany, cho¢ pewne dowody sugeruja, ze
jego wiasciwosci biobojcze sg zwigzane z naruszaniem struktury bton komérkowych (Trombetta
et al.,, 2005). W badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro na modelu btony
uformowanej z dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) tymol inkorporuje w btone, zmniejsza
elastycznosé powierzchni oraz zmienia morfologie monowarstwy lipidowej (Ferreira et al.,
2016). Wedtug de Castro i in., mechanizm aktywnos$ci tymolu wobec C. albicans nie wynika
z oddziatywania na biosynteze Sciany komorkowej, poniewaz wartos¢ MIC w obecnosci
sorbitolu stabilizujgcego cisnienie osmotyczne pozostaje niezmieniona w stosunku do wartosci
parametru MIC z zastosowaniem samego tymolu. Autorzy ci odnotowali natomiast, ze wartos¢
MIC w obecnosci egzogennego zrédta ergosterolu wzrasta osmiokrotnie, co swiadczy o tym, ze
tymol wigze ergosterol w btonie, co zwieksza przepuszczalnosc jonow i ostatecznie prowadzi do
Smierci komorki (de Castro et al., 2015). Taki sam mechanizm aktywnosci wykazali Nobrega
i wsp. dla karwakrolu (5-izopropylo-2-metylofenol) bedgcego izomerem konstytucyjnym tymolu
(Nobrega et al., 2016).

1.2.2.2. Aldehyd trans-cynamonowy

Aldehyd trans-cynamonowy (3-fenylo-2-propenal) jest gtéwnym skfadnikiem olejku
cynamonowego ekstrahowanego z kory Ilub Ilisci cynamonowca z rodziny roSlin
wawrzynowatych (Prasad et al., 2009). Ro$lina ta jest szeroko rozpowszechniona na terenie
Chin, Indii, Sri Lanki, Seszeli i Malezji (Jantan et al., 2008). Znajduje zastosowanie jako dodatek
do zywnosci ze wzgledu na charakterystyczny smak i zapach. Intensywnie rozpatrywane sg jej
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wynikajgce z wysokiej zawartosci gtdéwnego sktadnika,
aldehydu trans-cynamonowego, siegajgcej w przypadku ekstrakcji olejku z kory 97,7%
(gtéwnym sktadnikiem olejku przy izolacji z lisci i zywicy jest eugenol w stezeniach 87,3%
i 87,2% odpowiednio) (Singh et al., 2007). Mechanizm selektywnej toksycznosci aldehydu
cynamonowedo jest znany i wynika z inhibicji zarbwno syntazy (3-1,3-glukanu jak i syntazy
chityny, czyli enzyméw syntetyzujgcych B-glukany oraz chityne, gtéwne sktadniki strukturalne
Sciany komorkowej grzybdéw. Z uwagi na fakt, ze toksycznos$é tego zwigzku wigze sie
Z oddziatywaniem na $ciane komoérkowg, nieobecng w komaérkach ludzi i zwierzat, rozpatrywany

jest jako potencjalny kandydat do zastosowan w farmacji i rolnictwie (Bang et al., 2000).
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1.2.2.3. Eugenol

Eugenol (4-allilo-2-metoksyfenol) pozyskiwany jest z gozdzikow, cynamonu, bazylii oraz
gatki muszkatotowej. Stanowi gtéwny sktadnik olejku gozdzikowego nadajac mu specyficzny,
charakterystyczny zapach. Jest on oleistg cieczg, bladozéttego koloru nierozpuszczalng
w wodzie, lecz rozpuszczalng w rozpuszczalnikach organicznych. Znajduje zastosowanie
w przemysle perfumeryjnym oraz jako dodatek smakowy. Wykorzystywany jest do produkcji
atraktantéw owadow, srodkéw przeciwbdlowych i antyseptycznych. Jest rowniez stosowany
przy produkcji stabilizatoréw i przeciwutleniaczy do tworzyw sztucznych i gum. W potgczeniu
z tlenkiem cynku jest uzywany jako wypetnienie dentystyczne (Markowitz et al., 1992).
Wykazuje wilasciwosci przeciwbakteryjne oraz przeciwgrzybicze. Ahmad i in. przeprowadzili
badania aktywnos$ci przeciwgrzybiczej eugenolu oraz jego metylowej pochodnej na grupie
drozdzakéw wrazliwych i opornych na flukonazol. Obydwa zwigzki wykazywaty nizsze stezenie
hamujgce wzrost w poréwnaniu do flukonazolu. W zaleznosci od stezenia, hamowaly synteze
ergosterolu, a przy zastosowaniu stezenia odpowiadajgcego wartosci MIC zwigzki te w sposéb
catkowity blokowaty jego synteze zaréwno w szczepach opornych jak i wrazliwych na flukonazol
(Ahmad et al., 2010).

1.2.2.4. Cytral

Cytral (3,7-dimetyl-2-6-oktadienal) jest mieszaning dwoch izomeréw geometrycznych
geranialu (trans-cytral, cytral A) oraz neralu (cis-cytral, cytral B), ktére sg alifatycznymi q,B-
nienasyconymi monoterpenoidowymi aldehydami, wystepujgcymi w wielu owocach cytrusowych
ziotach lub przyprawach. Geranial charakteryzuje silnie cytrynowy zapach, natomiast neral -
nieco stabsza lecz stodsza won. Ze wzgledu na swoj specyficzny aromat cytrynowy, cytral stat
sie powszechnie stosowanym surowcem w przemysle farmaceutycznym, spozywczym,
perfumeryjinym i kosmetycznym. Jednocze$nie cytral cechuje bardzo dobra aktywno$c
przeciwgrzybicza. Niedawno udowodniono jego zdolno$¢ do zaburzania integralnosci btony
komorkowej Geotrichum citriaurantii (Zhou et al., 2014). Cytral dramatycznie hamuje wzrost
grzybni Penicillium italicum poprzez mechanizm uszkodzenia btony komodrkowej, utraty jej
integralnosci i przepuszczalnosci. De Bona i in. wykazali silng aktywnos¢ tego zwigzku wobec
C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, oraz w szczegélnosci C. albicans (De Bona
et al., 2008). Zastosowanie cytralu pozwolito takze na zahamowanie zmiany morfologicznej
C. albicans z formy drozdZzowej do formy mycelialnej, ktéra odgrywa wazng role w patogenezie
oraz ustanowieniu infekcji (Leite et al., 2014). Jest to o tyle istotne, ze komadrki zmutowanych
szczepdw C. albicans niezdolnych do formowania strzepek sg na ogot niezjadliwe w mysich

modelach eksperymentalnych kandydozy bton sluzowych (Lo et al., 1997; Rocha et al., 2001).

1.3. Charakterystyka ekstraktow propoliséw: wiasciwosci, aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa oraz mechanizmy dziatania
Zainteresowanie budzg réwniez inne produkty naturalne wykazujgce bardzo dobre

wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Wspomnie¢ nalezy tu o tzw. propolisach pochodzenia
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pszczelego. Propolis (czasem okreslany takze mianem pszczeli "klej") to ogdlna nazwa dla
zywicznej substancji zbieranej przez pszczoty z réznych zrédet roslinnych. Stowo propolis
pochodzi od greckiego pro-, ,na rzecz’ lub ,w obronie” oraz polis-, ,miasto”, czyli ,obrona
miasta” (lub ula) (Ghisalberti, 1979). Propolis jest silnie klejgcg, zywiczng substancjg zbierana,
przetwarzang i uzywang przez pszczoty do uszczelniania otworéw w ulach i plastrach,
wygtadzania scian wewnetrznych i zabezpieczania wejscia do ula przed intruzami. Doktadny
skfad surowego propolisu zalezy od zroédta jego pozyskiwania. Na ogét sktada sie on w 50%
z zywicy, w 30% z wosku roslinnego i pszczelego, w 10% z olejkbéw eterycznych, w 5%
z pytkéw oraz w 5% z r6znych innych substancji, w tym zanieczyszczen organicznych (Burdock,
1998).

Ekstraktom zawierajgcym propolis przypisywane sg wiasciwosci antyseptyczne,
przeciwgrzybicze, bakteriostatyczne, sciggajace, rozkurczowe, przeciwzapalne, znieczulajgce
oraz przeciwutleniajgce. Dlatego wykaz preparatow, w ktdérych znajdujg one zastosowanie, jest
bardzo szeroki. Sg uzyteczne w leczeniu ran, regeneracji tkanek, leczeniu oparzen,
Swierzbigczki ogniskowej, owrzodzenia podudzi, tuszczycy, opryszczki narzadéw piciowych
i odbytu, swigdu i r6znego rodzaju dermatoz. Zostaty wprowadzone do obrotu jako substancje
pomocnicze w leczeniu reumatyzmu oraz w stomatologii do miejscowego znieczulania. Bywaja
stosowane w preparatach past do zebdéw i ptyndéw do ptukania ust, w leczeniu zapalenia dzigset,
zapalenia warg i jamy ustnej. Znalazly zastosowanie w produktach farmaceutycznych
i kosmetycznych, takich jak kremy do twarzy, masci i balsamy (Burdock, 1998; Dobrowolski et
al., 1991; Marcucci, 1995). Aktywnos¢ produktéw zawierajgcych propolis potwierdzono zaréwno
w warunkach in vitro jak i in vivo. Przyktadowo, de Castro i in. potwierdzili aktywno$¢ masci
zawierajgcych propolis w zwalczaniu kandydoz pochwy w modelach mysich. Masci te,
zawierajgce propolis w stezeniu 2 lub 3%, wykazywaty po dziesieciu dniach leczenia wiekszg
skutecznos$¢ niz tradycyjna mas¢ z klotrimazolem (10 mg/g) (de Castro et al., 2013).

Sktad chemiczny ekstraktéw etanolowych propoliséw (EEP) moze by¢ réwnie bogaty
jak olejkow eterycznych. Istniejg duze réznice w sktadzie chemicznym propolisu wytwarzanego
przez pszczoty w okredlonych strefach geograficznych Europy i $wiata. Dla przyktadu, inne
grupy zwigzkéw chemicznych wystepowaty w propolisie polskim, a inne w propolisie
pochodzgcym z rejonu Morza Srédziemnego, Azji i Ameryki Potudniowej. Gtéwne grupy
zwigzkoéw wystepujgce w EEP to przede wszystkim flawonoidy, kwasy i estry aromatyczne,
terpeny i seskwiterpeny, steroidy, biopierwiastki i enzymy. Najczesciej wystepujgcymi
flawonoidami w propolisie sg: chryzyna, tektochryzyna, pinostrobina, apigenina i chalkon
pinostrobinowy, rzadziej wystepujg: galangina, kemferol, genkwanina oraz pinobanksyna.
Zawarto$¢ zwigzkow flawonoidowych wystepujacych w EEP miesci sie w granicach 2,7-10,8%.
Wséréd estréow kwasdw fenolowych szczegdlne wiasciwosci przeciwbakteryjne wykazujg estry
etylowe kwasu cynamonowego i kawowego oraz estry fenylometylowe kwasu benzoesowego
(Kubina et al., 2009). Zwigzki flawonoidowe oraz kwasy i estry aromatyczne najczesciej

wystepujgce w EEP przedstawione sg w tabeli 1.3. (Kedzia, 2009).
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Tabela 1. 3. Zwigzki flawonoidowe oraz kwasy i estry aromatyczne najczesciej wystepujgce w ekstraktach

etanolowych propoliséw pszczelich (Kedzia, 2009)

Zwiazki flawonoidowe

Kwasy i estry aromatyczne

Flawony Kwasy aromatyczne
Tektochryzyna Kwas cynamonowy
Chryzyna Kwas izoferulowy
Apigenina Kwas kawowy

4°, 5,7,-Trihydroksy-3,3 -dimetoksyflawon

Kwas benzoesowy

Genkwanina

Kwas salicylowy

3',4°,5,7-Tetrahydroksy-3-metoksyflawon

Kwas ferulowy

Pilloina

Kwas chlorogenowy

Eukaliptyna Kwas 3,4-dimetoksycynamonowy
3,5-Dihydroksy-4",7-dimetoksyflawon Kwas 3,4-dimetoksybenzoesowy
Flawonole Kwas 2-amino-3-metoksybenzoesowy

3-Metyloeter kwercetyny

Galangina Estry aromatyczne
Kemferol Ester etylowy kwasu cynamonowego
Flawonony Ester etylowy kwasu benzoesowego

Pinostrobina

Ester fenylometylowy kwasu salicylowego

4’°,7-Dimetyloeter naryngeniny

Ester fenylometylowy kwasu benzoesowego

5-Hydroksy-4’,-dimetoksyflawon

Pinocembryna

Chalkony

Chalkon pinostrobinowy

Z ekstraktu etanolowego propolisu za pomocg destylacji z parg wodng wyodrebniono
olejek eteryczny w skitad ktérego wchodzity w najwiekszej ilosci 2 terpeny i 8 seskwiterpendw.
WSsrdd terpendw dominowaty: geraniol i nerol, natomiast w grupie seskwiterpenéw dominowaty:
farnezol, kariofilen, B-bisabolen i f-eudesmol. W mniejszych ilosciach stwierdzono
wystepowanie: gwajolu, B-burbonenu, patchulenu i sechulenu (Maciejewicz et al., 1983).
Ponadto, w propolisie wyodrebniono frakcje steroidowg, w ktdrej zidentyfikowano stigmasterol,
cholinasterol, fukosterol i dihydrofukosterol. Oznaczano réwniez liczne pierwiastki; magnez,
sbéd, potas, srebro, zelazo, miedz, krzem, Zelazo, cynk, chrom, mangan i selen witaminy:
prowitamina A, witamina B1, B2, B5, B6, C, D, E oraz enzymy, przede wszystkim amylazy
i esterazy (Kedzia, 2009; Kedzia & Hotderna-Kedzia, 2005).

Pionierem badan klinicznych nad aktywnoscia oraz zastosowaniem ekstraktow
propolisu w leczeniu trudno gojgcych sie ran przewlektych byt profesor Stan Scheller (Slgski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach). Szczegdlne zastugi w tym temacie przypisuje sie
réwniez profesorowi Bogdanowi Kedzi (Zaktad Innowacyjnych Biomateriatéw i Nanotechnologii).
Obaj badacze okredlili szczegdlng aktywnosé ekstraktu propolisu wobec bakterii Gram-
dodatnich (Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis) oraz
szczepOw maczugowcow i pratkéw gruzlicy.

W ekstraktach z propolisu krajowego i europejskiego dziatanie antybiotyczne, zaréwno
wobec bakterii jak i grzybéw, wykazujg dwie grupy zwigzkéw: flawonoidy i estry kwasow

fenolowych. Do najsilniej dziatajgcych substancji o charakterze przeciwdrobnoustrojowym
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mozna zaliczy¢é pinocembryne, galangine, pinostrobine, apigenine, myrycetyne, luteoline, ester
etylowy kwasu kawowego i ester fenetylowy kwasu kawowego. Wysokg aktywnoscig
antybiotyczng odznaczat sie rowniez kwas galusowy.

Badania Mertznera i wspétpracownikow wykazaty, ze najsilniejszym dziataniem wobec
drozdzakéw z rodzaju Candida odznaczata sie pinocembryna, nieco stabszym — ester etylowy
kwasu kawowego, ester benzylowy kwasu p-kumarowego i galangina. Ponadto stwierdzono, ze
wyizolowane zwigzki wykazywaty od 5 do 20 razy silniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
w poréwnaniu do ekstraktu etanolowego z propolisu. Kedzia i wsp. prowadzili takze badania
nad aktywnoscia wobec S. aureus z zastosowaniem ekstraktu eterowego. Najsilniejsze
dziatanie z wyizolowanych z niego zwigzkéw wykazywaty pinostrobina oraz apigenina jednak
aktywnos¢ antybiotyczna oznaczonych zwigzkéw byta od 4 do 20 razy nizsza od aktywnosci
samego ekstraktu eterowego (Kedzia & Hotderna-Kedzia, 2013).

Wiadomo, iz kazda grupa, a nawet poszczegdlne flawonoidy oddziatujg w odmienny
spos6b z komodrkami drobnoustrojow. Udowodniono na przykfad, ze kwercetyna posiada
zdolnos$¢ bakteriobdjczg dzigki hamowaniu gyrazy DNA bakterii. Odmienny wptyw na komorki
bakteryjne wykazuje np. sophoraflawon G. Flawonoid ten hamuje wzrost drobnoustrojéw
poprzez zaburzenie funkcji btony komérkowej (Cushnie & Lamb, 2005). Kolejnym przyktadem
moze byc¢ likochalkon A, majacy dziatanie bakteriobdjcze na skutek integracji w przemiany
energetyczne drobnoustrojéw. Jednym z flawonoidéw zastugujgcych na szczegdlng uwage jest
galangina. Jej miedzynarodowa nazwa chemiczna to 3,5,7-trihydroksyflawon. Cushine i wsp.
podajg, ze galangina powoduje agregacje komodrek gronkowcéw, powodujgc tym samym
zaburzenia w ich rozwoju. Flawonoid ten ma réwniez hamowac replikacje wiruséw i bakterii
Gram-dodatnich (Cushine et al., 2007; Kedzia & Hotderna-Kedzia, 2013; Kubina et al., 2009).
Natomiast Bryan i in. wskazali rowniez na inne mechanizmy dziatania propolisu. W swoich
badaniach zastosowali ekstrakt etanolowy propolisu rosyjskiego, ktérym traktowali komorki
E. coli oraz S. aureus. Obserwacje z zastosowaniem skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM) wykazaty silne zniszczenia Sciany komérkowej oraz btony komodrkowej, co z kolei
prowadzi do lizy oraz smierci komodrki (Bryan et al., 2016). Borges i in. wykazali, ze celem
molekularnym kwasow fenolowych takich jak kwas galusowy czy ferulowy jest btona
komérkowa bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Powodujg one zmiany hydrofobowosci
i tadunku powierzchniowego komorki prowadzac do wycieku zawartosci cytoplazmy (Borges et
al., 2013). Podobny efekt dziatania w stosunku do bony komodrkowej C. albicans
zaproponowano dla pochodnych kwasu kawowego (Sung & Lee, 2010). Bryan i wsp., stwierdzili
natomiast, ze propolis przeciwdziata tworzeniu biofilmu, dzieki ktéremu mikroorganizmy zyskujg
opornos¢ zarébwno na odpowiedz immunologiczng gospodarza jak i leki stosowane w przypadku
infekcji (Bryan et al., 2016)
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1.4. Aktywnos¢é  nie-antybiotykowych  produktéw  pochodzenia  naturalnego

w zwalczaniu biofilmu

Liczne doniesienia o opornosci biofilmu na leki sprawiajg, ze zwigzkoéw aktywnych
poszukuje sie takze wsréd produktdéw pochodzenia naturalnego. Nieocenione zrédto zwigzkdw
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej stanowig rosliny, ktére w medycynie naturalnej sag
stosowane od tysiecy lat. Przyktadowo Stantiuc i in. stwierdzili aktywnos$¢ ekstraktow roslin
takich jak arnika gérska (Arnica Montana), bylica piotun (Artemisia absinthium) i pokrzywa
zwyczajna (Urtica dioica) wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i drozdzy w formie
planktonicznej, oraz wobec S. aureus i C. albicans w formie biofilmu (Stantiuc et al., 2011).
Czes$¢ badaczy podejmuje tematyke aktywnosci ekstraktéw propoliséw pszczelich, ktérych
zrédto takze stanowig rézne gatunki roslin, jednak dotychczas doniesienia na temat aktywnosci
propolisu wobec biofilmu tworzonego przez Candida nie sg zbyt liczne. Jeden z zespotéw
sprawdzat aktywnos¢ brazylijskiego propolisu wobec 29 izolatéw klinicznych pozyskanych od
pacjentek chorujgcych na kandydoze pochwy. Wartosci MIC ekstraktéw etanolowych
propoliséw miescity sie w zakresie od 68 do 547 ug/ml catkowitej zawartosci fenoli (TPC ang.
total phenolic content). Stezenie 547 ug/ml powodowato $mieré 76% komorek w biofilmie
(Capoci et al., 2015). Tobaldini-Valerio i in. badali wptyw propolisu brazylijskiego na formowanie
biofilmu oraz eradykacje biofilmu juz wczes$niej wytworzonego. Wykazali, ze ekstrakt propolisu
w stezeniu 450 -700 pg/ml catkowitej zawartosci fenoli hamuje tworzenie biofilmu utworzonego
przez C. albicans, C. parapsilosis i C. tropicalis w 90%, a stezenie 1400 pg/ml w 99,9%.
Dodatkowo ekstrakty byty zdolne do niszczenia struktury biofilmu uprzednio uformowanego
(potwierdzono za pomocg zdje¢ z SEM) (Tobaldini-Valerio et al., 2016). Zespdt de Castro
okreslit, ze EEP w stezeniach 0,25-1,25% redukujg aktywno$¢ metaboliczng biofilmu o 40-45%
(De Castro et al., 2013). Innym przyktadem zwigzkow o aktywnosci przeciwbiofilmowej sg olejki
eteryczne. Przyktadowo Almeida i wsp. stwierdzili, ze olejki cynamonowy i citronella
w stezeniach odpowiednio 65 i 250 yg/ml hamujg tworzenie biofilmu, ale nie sg skuteczne do
eradykaciji biofilmu 48-godzinnego (Almeida et al., 2016). Freires i in. wykazali aktywno$¢ olejku
pozyskanego z kolendry siewnej (Coriandrum sativum) wobec biofilmu wytwarzanego przez
C. albicans (na podstawie zdje¢ z SEM) (Freires et al.,, 2014). Wyniki badahA Pires iwsp.
potwierdzajg efektywnos¢ olejku cynamonowego wobec biofilmu formowanego przez Candida
orthopsilosis i C. parapsilosis. Wyznaczone stezenia redukujgce wzrost (MBRC ang. minimum
biofilm reduction concentration) wynosity odpowiednio 1000 i 2000 pg/ml, natomiast stezenie
hamujgce tworzenie biofilmu wynosito 250 pyg/ml (Pires et al., 2011). Aktywnos¢ wobec biofilmu
formowanego przez C. albicans zostata oznaczona takze dla olejku z bazylii amerykanskiej
(Ocimum americanum) (Thaweboon & Thaweboon, 2009). Pires i in. wykazali aktywnos$¢ kwasu
usninowego (metabolit wtérny porostéw) do zwalczania biofimu tworzonego przez
C. parapsilosis i C. orthoparapsilosis (Pires et al.,, 2012). Inni badacze stwierdzili réwniez
aktywnosé wobec biofilmu formowanego przez C. albicans ekstraktéw pozyskanych z roslin
Caesalpinia ferrea, Cassia spectabilis, Croton cajucara oraz czosnku (Alviano et al., 2005;
Sampaio et al., 2009; Sangetha et al., 2009; Shuford et al., 2005).
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1.5. Opornos$é drobnoustrojow na nie-antybiotyczne produkty pochodzenia

naturalnego

Wiekszos¢ obecnie produkowanych antybiotykéw zostata wygenerowana witasnie
z produktéw pochodzenia naturalnego (metabolity wtdérne plesni i promieniowcéw). Jednak
w lecznictwie stosuje sie je w formie oczyszczonej i w efekcie zwalczenie patogendw
prowadzone jest z wykorzystaniem jednej substancji dziatajgcej na okreslony, czesto biatkowy
cel molekularny. Takie podejscie skutkuje szybkim nabywaniem opornosci — pojawiajg sie
mutanty produkujgce wieksze ilosci celu molekularnego badz tez cel molekularny jest
modyfikowany — niewrazliwy na dziatanie leku. Taki mechanizm dziatania wykazujg
chemoterapeutyki przeciwgrzybowe: antybiotyki (polieny i echinokandyny) jak i syntetyczne
antymykotyki (azole i 5-fluorocytozyna), to z kolei skutkuje szybkim rozwojem opornosci —
z wyjatkiem amfoterycyny B, dla ktorej celem molekularnym jest btona komdérkowa. Podejscie
zaproponowane w tej pracy dotyczy mozliwosci stosowania produktow naturalnych jako catosci
- mieszaniny substancji. Takie podejscie wigze sie z mniejszym prawdopodobieAstwem selekc;ji
mutantéw opornych. Mieszanka substancji jakg jest propolis czy olejki dziata jednocze$nie na
wiele celéw molekularnych, a jednoczesna modyfikacja przez komérke wszystkich jest mato
prawdopodobna. Dlatego tez znacznie trudniej jest wyizolowaé szczep, ktéry wykazywatby
opornos¢ na tak ztozone mieszaniny. Z drugiej strony duza zmiennos¢ sktadu chemicznego i co
za tym idzie duze rdéznice aktywnosci nawet olejkéw pozyskiwanych z tych samych Zrodet
botanicznych jest znaczgcym utrudnieniem. Przede wszystkim wigze sie to z matym
prawdopodobienstwo zastosowania ich w terapii infekcji uktadowych, poniewaz kazdy produkt
farmaceutyczny musi mie¢ $cisle okreslony sktad. Jednak w przypadku infekcji grzybiczych
duzy odsetek schorzen to infekcje zlokalizowane na powierzchniowych skory, btony sluzowej,
jamy ustnej czy drog rodnych, a w takich przypadkach realne byloby zastosowanie w terapii
wiasnie produktéw pochodzenia naturalnego. Oprécz samego faktu skutecznej terapii tego typu
infekcji z wykorzystaniem produktéw naturalnych, kolejng korzyscig bytoby ograniczenie
stosowania klasycznych chemoterapeutykéw, co z kolej zmniejszytoby ryzyko selekcji mutantow
opornych na ich dziatanie. Podobny efekt mozna by uzyskaé w przypadku wykazania
synergistycznego dziatania produktéw naturalnych i antymykotykéw. Jeden z aspektéw tej
pracy dotyczy wiasnie mozliwosci nabierania opornosci na PPN. Przeglad literaturowy tej
kwestii nie dostarcza wielu informacji. W bazie NCBI znajduje sie jedna publikacja, w ktérej
opisane zostaty badania mozliwosci nabierania opornosci na propolis. Jest to praca zespotu
badawczego Pippi, w ktérej przedstawili wyniki badan dotyczace czerwonego propolisu
brazylijskiego. W eksperymencie opisanym w tej publikacji, komoérki Candida byty wielokrotnie
pasazowane we wzrastajgcym stezeniu ekstraktu propolisu oraz dla poréwnania flukonazolu.
Pod koniec eksperymentu zostaty oznaczone wartosci MIC dla obydwu zwigzkdéw i poréwnane
do wartosci MIC poczatkowych. Okazato sie, ze wartos¢ ta dla flukonazolu znacznie wzrosta,
adla propolisu pozostata niezmieniona (Pippi et al., 2015). W literaturze brak dotychczas
informacji na temat wptywu ekstraktdow propolisu na poziomy ekspresji genéw wywotujgcych

opornos¢ w tym geny kodujgce pompy wielolekowe oraz na mozliwos¢ indukowania mutacji
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w genomie. Mozliwosé zyskiwania opornosci przez Helicobacter pylori na olejek z trawy
cytrynowej badat zespdt Ohno. Badania polegaly na wielokrotnym pasazowaniu kolonii na
poditozach z dodatkiem subletalnego stezenia olejku i poréwnaniu wartosci MIC przed i po
eksperymencie. W przeciwienstwie do efektu obserwowanego dla dziatania antybiotyku
klatromycyny, bakterie te nie byly w stanie uzyska¢ opornosci na olejek (Ohno et al., 2003).
Prawdopodobng przyczyng tego zjawiska jest fakt, ze patogenom trudno jest rozwingé
opornos¢ na tak ztozong mieszaning, w ktdrej zwigzki moga wykazywac¢ odmienne mechanizmy
dziatania (Daferera et al., 2003).
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2. MATERIALY | METODY

2.1. Drobnoustroje bedace przedmiotem badan

W badaniach wykorzystano kolekcje szczepdw drozdzakéw z gatunkéw C. albicans,
C. glabrata i C. krusei, ktére otrzymano z czterech szpitali: Instytutu ,Pomnik - Centrum Zdrowia
Dziecka” w Warszawie (44 szczepy C. albicans i 17 C. glabrata, 10 C. krusei), Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (54 C. glabrata), Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we
Wroctawiu (104 C. albicans i 10 C. glabrata) oraz ze szpitala Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie (10 C. glabrata). Szczepy izolowane byty od pacjentéw z réznych
miejsc fizjologicznych; gardfa, poptuczyn oskrzelowo-ptucnych, ptynu z jamy otrzewnej, stomii,
gastrostomii, katu, odbytu, moczu, krwi, pochwy, kanatu szyjki macicy, ran oraz z cewnikow
naczyniowych. Ponadto, w badaniach stosowano szczepy wzorcowe: C. albicans ATCC 10231
wyizolowany w latach szes$édziesigtych od pacjenta we wczesnym stadium infekcji, C. albicans
SC5314 izolat kliniczny wyizolowany od pacjenta w latach siedemdziesigtych, obecnie
najczesciej stosowany szczep wzorcowy C. albicans we wszystkich laboratoriach na $wiecie,
C. glabrata DSM 11226 (Leibniz Institute DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures), C. albicans Gu4 oraz B3 (wrazliwe na flukonazol, izolowane od pacjenta przed
terapig flukonazolem) oraz odpowiadajgce im izolaty oporne na flukonazol izolowane od tego
samego pacjenta po terapii flukonazolem Gu5 i B4, z czego pierwszy charakteryzuje sie stale
podniesionym poziomem ekspresji gendw CDR1 i CDR2 a drugi MDR1. Szczepy B3, B4, Gu4,
Gu5 otrzymano od Profesora Morschhausera z Uniwersytetu w Wirzburgu (Franz et al., 1998;
Franz et al., 1999). Identyfikacje gatunkowg wszystkich szczepéw potwierdzono za pomocag
posiewéow na podtozu chromogennym ChromAgar, poprzez reakcje PCR ze starterami
specyficznymi gatunkowo oraz za pomocg komercyjnie dostepnych testow APl Candida

(BioMérieux, Francja).

2.2. Sprzet i materialy laboratoryjne
Aparatura:
e cytometr przeptywowy FACScan, Becton Dickinson,
e cytometr przeptywowy Guava easyCyte, Merck,
¢ komora laminarna, ThermoFisher,
e mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60 U-DICT z kamerg DP50, Olympus,
o mikroskop konfokalny Olympus IX81, Olympus,
e termocykler LightCycler 480, Roche,
o termocykler 7500 Fast Real Time PCR System, Applied Biosystems,
e homogenizator FastPrep 120, Savant,
e pH-metr, Elmetron,
e pipety automatyczne, Eppendorf,
e spektrofotometr, ThermoSpectronic,

e waga analityczna, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej Gdarnsk,
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e waga laboratoryjna, Radwag,

e wirdbwka, Sigma, Eppendorf.

Materiaty jednorazowego uzytku:
o mikroptytki z tworzywa sztucznego, sterylne, 96-studzienkowe oraz 24-studzienkowe,
Medlab,
o ptytki Petriego, sterylne, Medlab,
e krgzki bibutkowe, jatowe, czyste, Oxoid,
o filtry membranowe do sterylizacji, PES, 0,2 ym, Cronus,
e jednorazowe butle do sterylizacji podtéz ptynnych z filtrem, Greener Bio One,
e cewniki wykonane z silikonu lub PVC, Zarys.

2.3. Stosowane podioza
Do hodowli drozdzy wykorzystano nastepujgce podioza state i ptynne:
Stock medium

Medium stosowane do wykonywania i przechowywania konserw z komoérek drozdzy
w temperaturze -80°C.

o ekstrakt drozdzowy 1g,

e pepton bakteriologiczny 249.
Sktadniki rozpuszczono w 50 ml wody destylowanej, dodano 27 ml glicerolu 92%. Dopetniono

do objetosci 100 ml. Medium jatowiono (121°C, 30 min).

Podtoze YPD gotowe (A&A Biotechnoogy):

e pepton 20 g,
e ekstrakt drozdzowy 10 g,
e glukoza 20 g,
e agar 20 g,
e chloramfenikol 34 pg/ml.

70 g gotowej pozywki rozpuszczono w 930 ml wody destylowanej i sterylizowano w autoklawie
(121°C, 1,5 atm., 30 min). Po ochfodzeniu do temperatury okoto 60°C do podtoza dodano

chloramfenikol do koncowego stezenia 34 ug/ml, rozlewano je na ptytki Petriego i pozostawiono

do wystygniecia.

Podtoze YPD
e granulowany ekstrakt drozdzowy (Merck), 10 g,
e pepton bakteriologiczny (Oxoid), 20 g,
e agar bakteriologiczny (Difco), 15¢.

Wszystkie skfadniki rozpuszczono w 900 ml wody dejonizowanej, dopetniono wodg do 950 ml.

Podtoze jatowiono (121°C, 30 min), po czym dodano 50 ml jalowego 40% roztworu glukozy.
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Podtoze ptynne Sabouraud (Oxoid):

e dekstroza 20 g,
e hydrolizat kazeinowy trzustki 59,
e pepton trawienny z tkanek zwierzecych 59.

30 g gotowej pozywki rozpuszczono w 970 ml wody destylowanej i sterylizowano w autoklawie
(121°C, 1,5 atm., 30 min).

LowFlow Medium

Jest to medium, w ktéorym mozna prowadzi¢ hodowle, a nastepnie wykonywaé obserwacje
z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego. Medium nie zawiera w sktadzie kwasu

foliowego i ryboflawiny, dzieki czemu nie jest obserwowana fluorescencja tta.

¢ YNB bez aminokwaséw, kwasu foliowego i ryboflawiny

(Formedium, UK) 6,99,
e siarczan amonu (Sigma) 50,
e mieszanina aminokwasow (MP Biomedicals, USA) 0,79 g.

Skfadniki rozpuszczono w 900 ml wody Milli-Q. Ustalono pH 5,5 za pomocg 4 M NaOH
i dopetniono do objetosci 950 ml. Podtoze jatowiono (121°C, 30 min) po czym dodano 50 ml
sterylnego, 40% roztworu glukozy.

RPMI 1640 medium:

¢ RPMI 1640 (Sigma) 10,4 g,
¢ glukoza bezwodna (Sigma) 18 g,
¢ MOPS (Sigma) 350.

Wszystkie sktadniki rozpuszczono w 900 ml wody destylowanej. Ustalono pH 7,0 za pomocg
4 M roztworu NaOH i dopetniono objetos¢ do 1000 ml. Medium sterylizowano przez

niepirogenny filtr o $rednicy poréw 0,2 ym.

Podloze ChromAgar (Biocorp):

e glukoza 20 g,
e pepton 10 g,
e chloramfenikol 0,54,
e mieszanina chromogenna 0,4 g,
e agar 15 ¢g.

45,9 g gotowego podioza rozpuszczono w 1000 ml jatowej wody destylowanej, ogrzano w fazni
wodnej do catkowitego rozpuszczenia sktadnikéw. Po schtodzeniu podtoze wylewano na plytki

Petriego i pozostawiono do zestalenia.
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2.4,

Komercyjnie dostepne zestawy reakcyjne:

zestaw do okreslania lekowrazliwosci ,Sensititre YeastOne YO10” (TREK Diagnostics
Systems). Numer referencyjny YO10,

zestaw do izolacji DNA z drozdzy ,Genomic Mini AX Yeast” (A&A Biotechnoogy).
Numer katalogowy 058-60,

mieszaniny sktadnikéw do reakcji PCR — ,PCR MixPlus”, ,PCR MixPlus HGC” oraz
StartWarm HS-PCR Mix” (A&A Biotechnoogy). W skiad powyzszych mieszanin
reakcyjnych PCR wchodzity: Tag DNA polimeraza 0,1 U/ul, MgCl, 4 mM, mieszanina
deoksynukleotydéw (dATP,dGTP,dCTP, dTTP) 0,5 mM kazdego, czerwony barwnik,
bufor obcigzajgcy, dodatkowo w skfadzie drugiej mieszaniny PCR MixPlus HGC
znajdowaty sie czynniki podwyzszajgce specyficznos¢ reakcji PCR,

zestawy do izolacji RNA z drozdzy : ,Total RNA mini Plus” numer katalogowy 036-100,
»Total RNA mini Plus Concentrator” numer katalogowy 036-100C lub ,Total RNA”
numer katalogowy 031-100,

zestaw do izolacji RNA ,ISOLATE Il RNA Mini Kit” (Bioline). Numer katalogowy BIO-
52072,

zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji ,TranScriba” (A&A Biotechnoogy). Numer
katalogowy 4000-100. W sktad zestawu wchodzity:

o TranScriba Odwrotna Transkryptaza (20 U/ul),
o inhibitor RNAz (40 U),

o 5 x stezony bufor reakcyjny,

o mieszanina dNTPéw (10 mM),

o starter oligo(dT).5 (100 uM),

o woda wolna od RNAz i DNAz.

zestaw do reakcji real time PCR ,,2xHS-PCR Master Mix Probe” (A&A Biotechnoogy)
Numer katalogowy 2017-200P. W sktad zestawu wchodzity:

o woda jatowa wolna od nukleaz,

o real time 2xHS-PCR Master Mix Probe (Tag DNA polimeraza 0,1 U/ul,MgCl,
10 mM, dNTPs (dATP,dGTP,dCTP, dTTP) 0,5 mM kazdego, bufor reakcyjny
2x stezony),

zestaw do reakcji real time PCR ,,SensiFAST Probe No - ROX Kit” (Bioline). Numer
katalogowy BIO-86005. W sktad zestawu wchodzity:

o woda jatowa wolna od nukleaz,
o mieszanina SensiFAST Probe No-ROX mix (2x stezona) zawierajgca
polimeraze  aktywowang termicznie, jony magnezu, mieszanine

deoksynukleotydéw, stabilizatory oraz wzmacniacze reakcji,
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e zestawy do oczyszczania genu po amplifikacji ,Clean Up” (A&A Biotechnoogy) numer
katalogowy 0211-50 oraz ,Clean Up AX” (A&A Biotechnoogy) numer katalogowy 026-
50,

e zestaw do odwrotnej transkrypcji iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio Rad, USA). Numer
katalogowy 170-8891,

e zestaw do reakcji real time PCR GoTaqg® qPCR Master Mix (Promega, USA). Numer
katalogowy A6002.

2.5. Odczynniki stosowane do elektroforezy DNA w zelach agarozowych

e roztwor bromku etydyny 1 pg/ml,

e agaroza,

e bufor 1 x TAE (10 mM Tris pH 8,3, 90 mM kwas borowy, 1 mM EDTA),

e markery:
o Marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder 0,5 pg/pl Fermentas 100-1000pz.
o Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder 0,5 ug/ul Fermentas 250-10000 pz.

2.6. Roztwory

10 x PBS:
e NaCl 8049,
[ ] KCl 2 gv
e Nay,HPO, 14,4 g,
e KH,PO, 2,44.

Wszystkie sole rozpuszczono w wodzie dejonizowanej dopetniajgc objetos¢ do 1000 ml.

Nastepnie roztwor jatowiono (121°C, 1,5 atm, 30 min).
40% roztwor glukozy:

o (glukoza x 2H,0 480 g,
e Woda Milli-Q do 1000 ml.

Glukoze rozpuszczono w wodzie dejonizowanej dopetniajgc objetosé do 1000 ml i jatowiono
(121°C, 1,5 atm, 30 min).

Roztwér PCI do izolacji DNA:

o fenol 25 ml,
e chloroform 24 ml,
e alkohol izoamylowy 1ml

Wszystkie rozpuszczalniki zmieszano. Na wierzch naniesiono roztwér wodny Tris w celu
zapobiegania utleniania fenolu (dwie rozdzielone warstwy) i przechowywano w lodéwce. Do

izolacji DNA stosowano dolng warstwe.
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1 M roztwér octanu litu do transformacji

10,2 g octanu litu rozpuszczono w wodzie do objetosci kohcowej 100 ml. Ustalono pH 7,5.

Roztwor jatowiono (121°C, 1,5 atm, 30 min).
50% roztwér PEG do transformacji

50 g PEG o masie molekularnej 3350 (Sigma) rozpuszczono w wodzie destylowanej

dopetniajagc do objetosci 100 ml. Roztwor jatowiono (121°C, 1,5 atm, 30 min).

2.7.Inne stosowane zwigzki i odczynniki

e barwniki fluorescencyjne:
o Calcofluor White (CFW), Sigma,

o Jodek propidyny (PI), Sigma,
o Dioctan fluoresceiny (FDA), Sigma,
o DIBAC, (kwas bis- (1,3-dibutylobarbiturowy) trimetino oksonol), Sigma,
e odczynnik TRIzol do izolacji RNA, Invitrogen,
e polimeraza DNA Ex Taq, TaKaRa, Clontech Laboratories,
e polimeraza Q5 oraz bufor, New England BioLabs,
e flukonazol, Sigma,
e worykonazol, Sigma,
o amfoterycyna B, Sigma,
e MTT (bromek 3- (4,5-dimetylotiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowy), Sigma,
o XTT ((2,3-bis- (2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo) -2H-tetrazolo-5-karboksyanilid), Sigma,
e menadion, Sigma,
e 7-AAD (7-aminoaktynomycyna D), Sigma,
e Sybr Safe, Thermo Fisher Scientific,
e bufor stayRNA, A&A Biotechnology.
2.8. Olejki eteryczne

W badaniach przetestowano 38 olejkéw eterycznych z linii ,Dr Beta” dystrybuowanych
w Polsce przez firme Pollena Aroma. Byty to olejki: z drzewa r6zanego (Aniba rosaeodora),
lawendowy (Lavandula angustifolia), mandarynkowy (Citrus nobilis), bergamotowy (Citrus
aurantium Bergami), rozmarynowy (Rosmarinus officinalis), petigrain (Citrus aurantium Amara),
jatowcowy (Juniperus communis), sosnowy (Pinus silvestris), eukaliptusowy (Eucalyptus glob
ulus), jodtowy (Abies Cibrica), manuka (Leptospermum scoparium), kminkowy (Carum carvi),
miety pieprzowej (Mentha piperita), hyzopowy (Hyssopus officinalis), tymiankowy (Thymus
vulgaris), ylangowy (Cananga odorata), cytrynowy (Citrus limonum), imbirowy (Zingiber
officinale), kopru witoskiego (Foeniculum vulgare), rumianku rzymskiego (Anthemis nobilis),
limetkowy (Citrus aurantifolia), pomaranczowy (Citrus aurantium dulcis), geraniowy
(Pelargonium graveolens), cedrowy (Juniperus virginiana), szatwi muszkatotowej (Salvia
sclarea), majerankowy (Origanum majorana), kardamonowy (Elettaria cardamomum),

cynamonowy z kory (Cinnamomum aromaticum), drzewa herbacianego (Melaleuca alternifolia),
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kolendrowy (Coriandrum sativum), sandatowy (Santalum album), bazyliowy (Ocimum
basilicum), anyzowy (lllicium verum), grejpfrutowy (Citrus grandis), cytronelowy (Cymbopogon
nardu), paczulowy (Pogostemon cablin), gozdzikowy z pgkéw (Eugenia caryophyllus) oraz
cyprysowy (Cupressus sempervirens). Producent zapewnia, iz sg to 100% naturalne olejki bez

dodatkow, ekstrahowane za pomocg destylacji z parg wodna.

2.9. Propolisy pszczele i otrzymywanie ich ekstraktéw etanolowych (EEP)

W trakcie realizacji projektu, dzieki uprzejmosci pszczelarzy posiadajgcych pasieki na
terenie Pomorza (m.in. miejscowos$ci Rumia, Reda, Wejherowo, Gdarnsk, Straszyn, Zblewo
i inne), zgromadzono 50 préb surowego propolisu. Najczesciej do badan stosuje sie ekstrakt
etanolowy propolisu (Fot. 2.2), ktéry otrzymuje sie na drodze ekstrakcji surowego propolisu
(Fot. 2.1) za pomocg 75% etanolu. Suchy surowiec poddawano ekstrakcji etanolem w stosunku
3:1 (v/iw) w ciggu 5 dni w temperaturze pokojowej. Po tym czasie ekstrakt odwirowano (5 000
RPM, 20 min), a nastepnie supernatant filtrowano za pomoca filtréow o srednicy poréw 0,2 pym.
Do badan aktywnosci oraz mechanizméw dziatania postuzyt uzyskany ekstrakt etanolowy.
Dodatkowego wyjasnienia wymaga natomiast dobdr ekstrakiow do kolejnych eksperymentow.
W pierwszej kolejnosci do badan stosowano najaktywniejsze propolisy. Jednak ze wzgledu na
to, ze sg to produkty o wysoce niepowtarzalnym sktadzie, niemozliwe byto ,dorobienie”
drugiego takiego ekstraktu, gdy pierwotny zostat zuzyty. W takich przypadkach do dalszych
badan stosowano kolejne propolisy z listy o poréwnywalnej badz nieznacznie nizszej

aktywnosci.

Fot. 2.1. Wyglad surowego propolisu pszczelego
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Fot. 2.2. Wyglad ekstraktow etanolowych propoliséw (EEP). Warto zwrdci¢ uwage na rézne

zabarwienie ekstraktéw pochodzacych z réznych miejsc

2.10. Badania aktywnosci lekéw stosowanych w terapiach przeciwgrzybiczych

Do okreslenia wrazliwosci drobnoustrojow na leki przeciwgrzybowee zastosowano dwie
metody: komercyjnie dostepne testy Sensititre YeastOne (TREK Diagnostics Systems) oraz

metode rekomendowang przez CLSI wg normy M27-A3.

2.10.1. Ocena lekowrazliwo$ci z zastosowaniem testu Sensititre

Wyznaczenie wartosci MIC mozliwe byto dzieki komercyjnie dostepnym testom SYO
(Sensititre YeastOne) zawierajgcym liofilizaty 9 najpopularniejszych chemoterapeutykéw
o0 aktywno$ci przeciwgrzybowej, ktére po rozpuszczeniu w rekomendowanej objetosci poditoza
skutkujg uzyskaniem stezen w zakresach: anidulafungina (0,015-8 pg/ml), mikafungina (0,008-8
pg/ml), kaspofungina (0,008-8 pg/ml), 5-fluorocytozyna (0,06-64 pg/ml), posakonazol (0,008-8
pg/ml), worykonazol (0,008-8 ug/ml), itrakonazol (0.015-16 ug/ml), flukonazol (0,012-256 pg/ml)
oraz amfoterycyna B (0,12-8 pg/ml). Testy wykonano w 96-dotkowych ptytkach zawierajgcych
w rzedach kolejne antymykotyki oraz niebieski barwnik Almar Blue zmieniajgcy zabarwienie na
ré6zowe pod wptywem reakcji erdoks zachodzacej w zywych komodrkach. Liczbe komérek
ustalano na poziomie 1,5 — 2 x 10° w podtozu RPMI i inokulowano studzienki ptytki 96-dotkowej
100 pl uzyskanej zawiesiny. Ptytki pokrywano folia uszczelniajgca i inkubowano 24 h w
temperaturze 37°C. Wartos¢ MIC zostata oznaczona jako stezenie w pierwszej studzience,

ktérej nie obserwowano wzrostu (czyli pierwsza niebieska po serii rozowych).

2.10.2. Ocena wrazliwosci na flukonazol z zastosowaniem metody mikrorozciericzeniowej
rekomendowanej przez CLSI

Badania aktywnosci zostaty przeprowadzone metodg podwojnych seryjnych rozcienczen
na podstawie zalecen CLSI z normy M27-A3 (Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard—Third Edition) (Rex et al., 2008). Badania

prowadzono w sterylnych 96-dotkowych mikroptytkach z zastosowaniem podtoza RPMI-1640.
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Po catonocnej hodowli (16-18 h) na podiozu statym YPD komérki badanych szczepdéw
zawieszano w sterylnej wodzie destylowanej. Po ustaleniu gestosci optycznej ODggo na
poziomie okoto 0,1 (co odpowiada 10° komorek w 1 ml zawiesiny), inokulum rozcienczano 50-
krotnie, aby uzyska¢ gestos¢ komorek wynoszgcg 2 x 10* komérek w 1 ml zawiesiny.
W ptytkach mikrotitracyjnych ustalano gradient flukonazolu w zakresie stezen 256 — 0,5 pg/ml.
Przedostatnia kolumna stanowita kontrole czystosci medium hodowlanego, a ostatnia kontrole
wzrostu mikroorganizmu. Nastepnie do wszystkich studzienek na ptytce pomijajgc przedostatnig
kolumne nanoszono po 100 pl inokulum o gestosci 2 x 10* komérek w 1 ml zawiesiny. Plytke
przykrywano wieczkiem i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C. Po inkubacji dokonywano
pomiaru absorbancji przy dtugoéci swiatta 531 nm za pomocg czytnika ptytek Victor® (Perkin
Elmer, USA). Jako warto$¢ MIC oznaczano stezenie zwigzku powodujgce obnizenie OD o 50%

(MICsp) lub 0 90% (MICgp) W poréwnaniu do kontroli wzrostu.

2.11. Badania mechanizméw opornosci na najczesciej stosowane leki
przeciwgrzybicze

2.11.1. Badanie poziomu ekspresji genow

W badaniach poréwnywana byta ekspresja genéw ERG11, CDR1, CDR2 oraz MDRL1.
Genem referencyjnym w przypadku gatunku C. glabrata byt URA3 kodujagcy dekarboksylaze
orotydyno-5'-fosforanu, natomiast dla C. albicans gen ACT1 kodujacy aktyne. Badanie poziomu
ekspresji genéw wymagato nastepujacych etapow; izolacja RNA, odwrotna transkrypcja oraz

reakcja real time PCR.

2.11.1.1. Procedura izolacji RNA z drozdzakéw Candida

Z nocnej hodowli ptytkowej na poditozu Sabouraud agar utworzono zawiesiny
komodrkowe w objetosci 4 ml w ptynnym podiozu Sabouraud o gestosci optycznej 0,1 przy
diugosci $wiatta 660 nm. Nastepnie hodowle wytrzasano (180 RPM, 30°C) do osiggniecia
ODggp=0,6 (okoto 5 h). Hodowle odwirowano (12 000 RPM, 2 min). Osad zawieszono w 0,5 ml
buforu StayRNA (A&A Biotechnology) i przechowywano w lodéwce do dalszej izolacji.
Kolejnego dnia prébki odwirowano (11 000 RPM, 2 min), a osad zawieszono w 0,5 ml buforu TE
(Tris/HCI-EDTA o pH=8,0). Zawiesing w buforze TE przeniesiono do probéwek 1,5 ml
zawierajgcych kulki cyrkonowe i wytrzgsano z maksymalng mocg w homogenizatorze FastPrep.
Zawiesine znad kulek pobierano do nowych jatowych probéwek 2 ml i kontynuowano izolacje
zgodnie z instrukcjami producenta z zastosowaniem jednego z zestawdw do izolacji RNA firmy
A&A Biotechnology zawierajgcych w skiadzie fenozol i izopropanol. Wyizolowane RNA
przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Czystos¢ wyizolowanego RNA sprawdzana byta przy pomocy reakcji PCR (sktad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w tabeli 2.1 a profil temperaturowo-czasowy w tabeli
2.2.). Poniewaz na Zelu agarozowym widoczne byly produkty reakcji, oznaczato to, ze RNA
zanieczyszczone bylo przez DNA i konieczne byto oczyszczanie prébek enzymem DNazg (A&A

Biotechnology). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w tabeli 2.3.
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Tabela 2. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do okreslania czystosci RNA

Skfadnik Objetosé [ul]
Bufor reakcyjny MixPlus 10

Starter CDR1 forward 1

Starter CDR1 reverse 1

Woda wolna od nukleaz 6

Matryca RNA 2

Tabela 2. 2. Profil temperaturowo-czasowy reakcji zastosowanej do okreslania czystosci RNA

Temperatura [OC] Czas [s]
94 300

94 20

63 15

72 20

72 420

Tabela 2. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej do oczyszczania RNA z DNA

Sktadnik Objeto$é [ul]

RNA 59

DNaza o stezeniu 10 U/pl

Bufor do DNazy 10-krotnie stezony 7

Prébki inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 godzine. Enzym inaktywowano przez
ogrzewanie w temperaturze 75°C przez 10 min. Nastepnie probki zmieszano z chlorowodorkiem
guanidyny 6M i izopropanolem w stosunku 1:1:1 iinkubowano 10 min w temperaturze
pokojowej. Catos¢ naniesiono na minikolumny do izolacji RNA z zestawu do izolacji firmy A&A
Biotechnology i ponownie przeprowadzano izolacje (poczgwszy od etapu dodatku fenozolu).

W alternatywnej metodzie izolacji stosowano zestaw do izolacji RNA Isolate 1| RNA Mini
Kit (Bioline). W metodzie tej stosuje sie tiocyjanian guanidyny (tgcznie z homogenizacjg) do lizy
komérek oraz kolumienki krzemionkowo-membranowe do oczyszczania RNA. lzolacje
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Poczatkowa gestos¢ komoérkowa oraz

objetos¢ byta taka sama jak w przypadku izolacji z zestawem A&A Biotechnology.

2.11.1.2. Odwrotna transkrypcja

Stezenia wyizolowanych, oczyszczonych prob RNA mierzono z pomocg urzadzenia
NanoDrop 1000 lub NanoDrop 2000. Umozliwito to kazdorazowo pobranie takiej samej ilosci
RNA, potrzebnej do wykonania reakcji odwrotnej transkrypcji za pomocg zestawu TranScriba
(A&A Biotechnology). Do jatowych probowek umieszczonych w lodzie dodano 2,5 pl startera
oligo (dT).s, maksymalng mozliwg ilo§¢ RNA (zestaw do izolacji RNA Bioline cechowat sie duzg
wydajnoscig dlatego dla gatunku C. albicans mozliwe bylo odmierzenie 2200 ng RNA,
a w przypadku izolacji RNA z C. glabrata zestawem A&A Biotechnology mozliwe byto pobranie
460 ng RNA) oraz wody do objetosci 22,5 pl. Préby inkubowano przez 5 minut w temperaturze
65°C, aby zdenaturowaé struktury drugorzedowe RNA. Nastepnie mieszaniny zwirowano

i schtodzono w lodzie, po czym dodano po 10 ul buforu reakcyjnego, 5 pl mieszaniny
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deoksynukleotydéw oraz 10 yl odwrotnej transkryptazy TranScriba. Mieszaning reakcyjna
inkubowano przez 60 minut w temperaturze 41°C, a nastepnie 5 minut w temperaturze 70°C,
aby zakonczy¢ reakcje poprzez denaturacje enzymu. Koncowa objetosé cDNA wynosita 50 pl.

Nastepnie proby zostaty rozcienczone 4-krotnie.

2.11.1.3. Reakcja real time PCR

Aby ustali¢ odpowiednie warunki reakcji dla gatunku C. glabrata w poczgtkowym etapie
wykonywano krzywe standardowe dla kazdego genu. W tym celu sporzgdzono mieszanine
wszystkich matryc cDNA, nastepnie jej 2, 4, 8, 16 krotne rozciehczenia i przeprowadzano
reakcje zmieniajgc warunki profilu temperaturowo-czasowego badz ilo§¢ dodawanych
starterow. Reakcja zostata przeprowadzona w objetosci 20 ul, sktad mieszaniny reakcyjnej byt
nastepujgcy: 10 pl mieszaniny real time 2xHS-PCR Master Mix Probe, po 1 ul kazdego z pary
starterow (10 uM) (wykaz starteréw i sond przedstawiony jest w tabeli 2.4.), 0,5 pl roztworu
sond molekularnych (10 yM), 1 pl matrycy cDNA, woda wolna od RNaz do objetosci korncowej
20 pl.

wspotczynnik kierunkowy uzyskanej krzywej standardowej wynosi w przyblizeniu -3,32 oznacza

Dla kazdego rozcienczenia reakcja zostala przeprowadzona trzykrotnie. Jezeli
to, ze wydajnos¢ reakcji wynosi 100% (Tyburski et al., 2008), czyli w kazdym cyklu nastepuje
podwojenie ilosci produktu. Wyznaczone optymalne warunki reakcji amplifikacji dla genéw

z gatunku C. glabrata przedstawione sg w tabeli 2.5.

Tabela 2. 4. Wykaz starteréow i sond uzytych do reakcji real time PCR dla gatunku C. glabrata

Nr dostgpuw | Oznaczenie . Lokalizgcja w
Sekwencja 5'-3' genomie
GenBank startera/sondy (5-3)
Cgcdrif TAGCACATCAACTACACGAACGT 4500-4522
(CADFFiclmzs) Cgcdrir AGAGTGAACATTAAGGATGCCATG 4624-4647
Cgcdrl pr 6FAM-TGCTGCTGCTTCTGCCACCTGGTT-TAMRA | 4621-4644
Cgcdr2f GTGCTTTATGAAGGCTACCAGATT 164-187
CDR2
(AF251023) Cgcdr2r TCTTAGGACAGAAGTAACCCATCT 251-274
cdr2 pr 6FAM-TACCTTTGCGTGCTGGGCGTCACC-TAMRA
Cgergl1f ATTGGTGTCTTGATGGGTGGTC 928-949
%&%ﬁég) Cgergllr TCTTCTTGGACATCTGGTCTTTCA 996-1019
Cgergll pr 6FAM-ACTTCCGCTGCTACCTCCGCTTGG-TAMRA
Cgura3f GAAAACCAATCTTTGTGCTTCTCT 168-191
URA3 Cgura3r CATGAGTCTTAAGCAAGCAAATGT 268-291
(L13661) 6FAM -ACGTCACCACCACCAGCGAATTGT-
Cgura3 pr TAMRA 194-217

A\ MOST
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Tabela 2. 5.Profil temperaturowo-czasowy reakcji real time PCR dla gatunku C. glabrata

Proces Temperatura [°C] Czas [s] Gen Liczba cykli
Denaturacja wstepna | 95 300 wszystkie 1
Denaturacja 95 15 wszystkie

55 URA3
w2 S

62 CDR2
Wydtuzanie 72 15 wszystkie

Po ustaleniu odpowiednich warunkéw kazda reakcja zostata przeprowadzona 2-krotnie
za pomocg termocyklera LightCycler Nano 2.0. Wyniki analizowano w programie Excel oraz
GraphPad Prism 5.0 przy uzyciu metody Livaka (podwaojnej delty).

Optymalne warunki reakcji dla genéw w przypadku gatunku C. albicans ustalano
w sposéb opisany powyzej. Do przyrzadzenia mieszaniny reakcyjnej wykorzystano odczynniki
firmy Bioline. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito 10 pl mixu SensiFAST Probe, po 2 ul
kazdego z pary starterow (10 pM) (wykaz starterow i sond dla gatunku C. albicans
przedstawiony jest w tabeli 2.6), 0,5 pl sondy molekularnej (10 pyM), 0,5 ul wody i 5 pl matrycy
cDNA. Przy wykonywaniu reakcji dla gatunku C. albicans ustalono, ze mniejsze btedy
pipetowania zostang popetnione, gdy dodamy wiekszg objetos¢ bardziej rozciehczonej matrycy
(w przypadku C. glabrata dodawano 1 ul matrycy, a w pozniej wykonywanych reakcjach dla
gatunku C. albicans 5 pl). Profil temperaturowo-czasowy przedstawiony jest w tabeli 2.7. Dla
wszystkich testowanych genéw (ERG11, ACT1, MDR1, CDR1, i CDR2) ustalono wspdlng

temperature przytgczania starterow.

Tabela 2. 6. Wykaz starterow uzytych do reakcji real time PCR dla gatunku C. albicans

Nr dostepu w Oznaczenie Lokalizacja w
Sekwencja 5'-3' genomie

GenBank startera/sondy (5'-3)
CaCdrlf CTCATGTTGCCAAACAATCC 1421-1440

CDR1

DQ462359.1 CaCdrlr TCGACGGATCACCTTTCATA 1521-1540
CaCdrl pr [6FAM]TCGCAACACCATACCTCACTTGCA[TAM] 1484-1507
CaCdr2 f GGTATTGGCTGGTCCTAATGTGA 4080-4102

CDR2

DQ4700011.1 CaCdr2r TGCACAAGTGACTTTTGCATTAGCT 4179-4203
CaCdr2 pr [6BFAM]TCCCGGGTTTTGGATTTTCATGTACAGA[TAM] 4104-4131
CaMdrl f TTACCTGAAACTTTTGGCAAAACA 885-901

Wiy CaMdrl r ACTTGTGATTCTGTCGTTACCG 946-966
CaMdrl pr [6BFAM]ITCGCAAGGCTAAAAGATTGAGAGCCATCA[TAM] | 915-943
CaErgl1l f GTTATAAAGTGCCTGACCCTGA 1637-1658

)E(TSFZ%)% 1 CaErgllr ATCGAAAGAAAGTTGCCGTT 1738-1757
CaErgl1 pr [6FAM]TTTCCCAAATGATTTCTGCTGGTTCA[TAM] 1686-1711
CaActl f TGGAAGCTGCTGGTATTGAC 761-780

ACT1

XM_717232.1 CaActlr TTCAGCAATACCTGGGAACA 869-888
CaActl pr [6FAM]CAACTCCATCATGAAGTGTGACATGGA[TAM] 792-818
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Tabela 2. 7. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real time PCR dla gatunku C. albicans

Proces Temperatura [0C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 60 1
Denaturacja 95 15

Przytagczanie starteréw 64 15 40
Wydtuzanie 72 15

Kazda reakcja zostata wykonana w dwoch powtdrzeniach przy uzyciu termocyklera
7500 Fast Real Time PCR System. Do analizy danych uzyto metody Livaka oraz wykorzystano

programy Excel oraz GraphPad Prism 5.0.

2.11.2. Sekwencjonowanie genu ERG11 C. albicans

W celu analizy sekwencji genu ERG11 C. albicans (1587 pz) amplifikowano gen
w dwéch fragmentach. Dziatanie takie byto konieczne, gdyz amplifikowanie genéw w calosci za
pomocg jednej pary starteréow niemalze zawsze dawato produkty niespecyficzne (na zelu
agarozowym widoczny byt dodatkowy prazek o wielkosci produktu bardzo zblizonej do produktu
gtébwnego, ciezko byto takze wyizolowa¢ odpowiedni prgzek za pomocg metody gel out).
Ponadto po wielokrotnych probach okazato sie, ze konieczne jest takze stosowanie zestawu
StartWarm HS-PCR Mix, gdyz w przypadku pozostatych stosowanych (High GC, Mix Plus (A&A
Biotechnology) badz tradycyjnie w przypadku dodawania wszystkich skladnikow osobno takze
otrzymywano produkty niespecyficzne. W tabeli 2.8. przedstawione sg startery zastosowane do
amplifikacji genu ERG11 C. albicans. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-

czasowy reakcji przedstawione sg kolejno w 2.9 oraz 2.10.

Tabela 2. 8. Wykaz starterow zastosowanych do amplifikacji genu ERG11 C. albicans

Nazwa Numer Lokalizacja w

startera dostepu w Sekwencja 5'-3' genomie
GeneBank (5-3)

IErF;E:];i L For GACAAAGAAAGGGAATTCAATCGTTATTC 52-80

ERG11 Rev GTT GAC CAC CCA TAA GAA TACC 1054-1075

Fragl

ERG11 For X13296.1

Frag2 GAAGAATTTTTGACCGTTCATTTGCTC 776-802

IErF;E:]EZl 1 Rev CCAACTAAGTAACAAAATGAAAACAATCAGAAC | 1763-1795

Tabela 2. 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej amplifikacji genu ERG11 dla gatunku C. albicans

Skfadnik Objetosé [ul]

Mieszanina StartWarm 25

Starter ERG11 For Frag 1/ Frag 2

Starter ERG11 Rev Frag 1/ Frag 2

Woda wolna od nukleaz 19

Matryca DNA 2

A\ MOST
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Tabela 2. 10. Profil temperaturowo-czasowy reakcji amplifikacji genu ERG11 dla gatunku C. albicans

Proces Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstgpna 94 300 1
Denaturacja 94 60

Przytagczanie starteréw 59 30 30
Wydtuzanie starterow 72 60

Wydtuzanie koncowe 72 420 1

Produkt PCR po amplifikacji oczyszczany byt za pomoca zestawu do oczyszczania
produktéw po reakcjach enzymatycznych ,Clean up” badz ,Clean up AX” (A&A Biotechnology)
zgodnie z instrukcjg dotgczong przez producenta. Do elucji uzyto 30 pl buforu TE uprzednio
podgrzanego do temperatury 70°C, aby zwiekszy¢ wydajno$é oczyszczania. Nastepnie
mierzono stezenie DNA w uzyskanych probach. Powinno ono wynosi¢ od 50 do 80 ug/ml
(wymog jednostki, w ktérej prowadzono sekwencjonowanie), dlatego tez proby o stezeniu zbyt
wysokim rozcienczano odpowiednio buforem TE. Do sekwencjonowania uzyto dwoéch starterow
o stezeniu 5 uM; Starter ERG11 For Frag 1 do sekwencjonowania pierwszego fragmentu genu
oraz Starter ERG11 Rev Frag 2 do sekwencjonowania drugiego fragmentu. Mieszanina do
sekwencjonowania zawierata 5 pl odpowiedniego startera oraz 5 upl oczyszczonego produktu
PCR odpowiedniego fragmentu we wskazanym rozcienczeniu. Sekwencjonowanie zostato
przeprowadzone przez firme Macrogen z Holandii.

Wyniki sekwencjonowania analizowano z uzyciem programu MEGA 6.1 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis). Sekwencja uzyskana z uzyciem startera forward byta ,gotowa
do analiz” natomiast sekwencje uzyskang ze starterem reverse nalezato przeksztatcic na
odwrécong i komplementarng. Jako wzorzec do poréwnywania i wyszukiwania ewentualnych
mutacji postuzytla sekwencja genu cytochromu p-450 o numerze dostepu w GenBanku
X13296.1.

2.12. Badania aktywnosci produktéw pochodzenia naturalnego
2.12.1. Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost

Aktywnos¢ przeciwgrzybowg olejkow eterycznych oraz ekstraktéw etanolowych
propolisbw pszczelich wyznaczano przez okreslenie minimalnego stezenia zwigzku
hamujgcego wzrost komoérek grzybiczych w 90%, czyli tzw. MICq,. Badania aktywnos$ci zostaty
przeprowadzone metodg podwdjnych seryjnych rozcienczen na podstawie zalecen CLSI
z normy M27-A3 (Rex et al., 2008) Badania prowadzono w sterylnych 96-dotkowych ptytkach
z zastosowaniem podtoza RPMI-1640. Po catonocnej hodowli (16-18 h) na podtozu statym YPD
komérki badanych szczepéw zawieszano w sterylnej wodzie destylowanej. Po ustaleniu
gestosci optycznej ODggo Na poziomie okoto 0,1 (co odpowiada 10° komorek w 1 ml zawiesiny),
inokulum rozcienczano 50-krotnie, aby uzyskaé gesto$¢ komoérek wynoszgcg 2 x 10* komorek
w1 ml zawiesiny. W ptytkach mikrotitracyjnych ustalano gradient badanych zwigzkéw
w objetosci 100 pl metodg seryjnych rozciehczen w taki sposéb, iz w pierwszej kolumnie
wystepowato najwyzsze stezenie, a w kolejnych dwukrotnie nizsze. Przedostatnia kolumna

stanowita kontrole czystosci medium hodowlanego, a ostatnia kontrole wzrostu
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mikroorganizmu. Nastepnie do wszystkich studzienek na plytce pomijajgc przedostatnig
kolumne nanoszono po 100 l inokulum o gestosci 2 x 10 komérek w 1 ml zawiesiny.
W analogiczny sposob przygotowano kontrole, w ktérych zamiast EEP stosowano etanol. Plytke
przykrywano wieczkiem iinkubowano 24 h w temperaturze 37°C. Po inkubacji dokonywano
odczytu wizualnego. Jako wartosé MIC odczytywano stezenie zwigzku w pierwszej studzience,

gdzie nie obserwowano wzrostu.

2.12.2. Wyznaczanie minimalnego stezenia grzybobdjczego

Poza okresleniem wartosci MIC w badaniach aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
konieczne jest takze wyznaczenie parametru bodjczego, ktéry w przypadku grzybéw okreslany
jest jako MFC (ang. Minimal Fungicidal Concentration). Stezenie grzybobdjcze definiowane jest
jako takie, ktére uniemozliwia wzrost komérek grzybdéw, gdy sg one przenoszone na medium
pozbawione czynnika hamujgcego wzrost. W celu wyznaczenia wartosci MFC zaréwno
w przypadku oznaczania aktywnosci zwigzkéw alternatywnych jak i okreslania synergizmu,
komorki z ptytek 96 dotkowych przenoszono za pomocg metalowego pinnera na piytki
z podtozem Sabouraud bgdz YPD z dodatkiem chloramfenikolu. Piytki inkubowano 24 h
w temperaturze 37°C. Nastepnie dokonywano odczytu wizualnego. Jako wartos¢ MFC
odczytywano najnizsze stezenie zwigzku ze studzienki na ptytce 96-dotkowej, ktore
uniemozliwito wzrost komorek drozdzaka na podtozu statym wolnym od czynnika hamujgcego

Wzrost.

2.12.3. Wyznaczanie synergizmu lekéw przeciwgrzybiczych z produktami pochodzenia
naturalnego

2.12.3.1. Metoda dyfuzyjno-krgzkowg

Idea metody dyfuzyjno-krgzkowej polega na pomiarze strefy zahamowania wzrostu
mikroorganizméw wokot krgzka zawierajgcego zwigzek o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.
Zwigzek dyfunduje promieniscie, tworzgc gradient stezen. Najwieksza jego koncentracja
wystepuje przy brzegach krgzka i spada wraz z odlegtoscig. Wielkos¢ strefy zahamowania
wzrostu komorek jest wprost proporcjonalna do stopnia wrazliwosci mikroorganizmu na dany
zwigzek. Aby okredli¢ ewentualny efekt synergistyczny leku przeciwgrzybowego ze srodkiem
alternatywnym, po catonocnej hodowli (16-18 h) na poditozu statym YPD komérki szczepu
referencyjnego C. albicans ATCC 10231 oraz C. glabrata DSM 11226 zawieszano w sterylnej
wodzie destylowanej. Ustalano gesto$¢ optyczng zawiesiny (przy dlugosci swiatta 660 nm) na
poziomie okoto 0,1 (co odpowiada 10° komorek w 1 ml zawiesiny). Wykonywano posiewy
powierzchniowe na podtozu YPD lub podtozu chromogennym ChromAgar na kwadratowych
ptytkach o boku 12,5 cm. Na ptytce umieszczano w réwnych odstepach trzy jatowe krgzki
bibutowe, na ktére nastepnie nanoszono pojedynczo lek przeciwgrzybowy i zwigzek
alternatywny oraz w kombinacji obydwa preparaty. Plytki inkubowano 24 h w temperaturze
37°C. Nastegpnie dokonywano pomiaru stref zahamowania wzrostu. W metodzie alternatywnej

okreslania synergizmu azoli i EEP zastosowano dodatek ekstraktéw do agaru. W tym celu do
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ochfodzonego podioza YPD dodawano EEP w ilosci umozliwiajgcej osiggniecie stezenia
koncowego 0,16% (v/v) i wylewano na ptytki. Nastepnie wykonywano posiewy powierzchniowe
(jak powyzej) i nakladano krgzki zawierajgce okreslone zawartosci lekéw z grupy azoli (gotowe
do uzytku krazki z firmy Oxoid). Dla poréwnania wykonano ptytki bez dodatku EEP do agaru lub
plytki bez krazkow z lekami. Plytki inkubowano 24 h w temperaturze 37°C i obserwowano strefy

zahamowania wzrostu.

2.12.3.2. Metoda checkerboard

Efekt dziatania lekéw przeciwgrzybiczych w kombinacji z produktami pochodzenia
naturalnego wyznaczano za pomocg metody checkerboard. Po catonocnej hodowli (16-18 h) na
podtozu statym YPD komérki badanych szczepdéw zawieszano w jatlowej wodzie destylowane;j.
Po ustawieniu gestosci optycznej zawiesiny ODggy na poziomie okoto 0,1, inokulum
rozcienczano 50-krotnie, aby uzyskac¢ gestos¢ komorek wynoszacg 2 x 10* komérek w 1 ml
zawiesiny. Na pitytce mikrotitracyjnej wzdtuz osi poziomej ustalono gradient leku
przeciwgrzybowego, a wzdtuz osi pionowej gradient olejku eterycznego lub ekstraktu propolisu.
Gradient leku byt wykonywany w objetosci 50 ul bezposrednio na ptytce za pomocg seryjnych
rozcienczeh w ten sposob, ze w pierwszej kolumnie znalazlo si¢ najwyzsze stezenie leku,
a w dziewigtej najnizsze. Malejgce stezenia olejku badz propolisu wykonywane byty
w osobnych probéwkach w podtozu RPMI-1640, a nastepnie dodawane w objetosci 50 ul do
studzienek w ten sposob, ze w rzedzie H wystepowato najwyzsze jego stezenie (w kolumnach
od 1 do 10), a w rzedzie B najnizsze. W rzedzie A (w kolumnach od 1 do 9) badano
skutecznos¢ dziatania samego leku bez dodatku olejku lub EEP (kolejne celki zawieraty
malejgce stezenie samego leku), z kolei w kolumnie dziesiatej (w rzedach od H do A) badano
skutecznos¢ dziatania samego produktu naturalnego (w celkach tej kolumny ustalano gradient
srodka alternatywnego). Kolumna jedenasta stanowita kontrole sterylnosci medium
hodowlanego, a kolumna dwunasta kontrole wzrostu. Nastepnie do wszystkich studzienek na
ptytce (z wytgczeniem kolumny 11) dodawano po 100 pl inokulum o gestosci 2 x 10* komdrek
w 1 ml zawiesiny. Plytke przykrywano wieczkiem i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C. Po
inkubacji dokonywano odczytu stopnia zmetnienia zawarto$ci kolejnych celek za pomocg
czytnika ptytek przy dtugosci Swiatta 531 nm okreslajgc MIC samego leku, MIC samego olejku
lub propolisu oraz MIC obydwu substancji w kombinacji. Nastepnie wyznaczano wartosé
parametru % FIC (Fractional Inhibitory Concentration). Do wyznaczenia tego parametru
wykorzystano nastepujgce réwnanie: ¥ FIC = FIC A + FIC B, gdzie FIC A to MIC leku
w kombinacji / MIC leku samego, a FIC B to MIC drugiego zwigzku w kombinacji / MIC zwigzku
samego. Synergizm okreslano w przypadku, gdy % FIC byt < 0,5, oddziatywania obojetne, gdy
2 FIC wynosit od > 0,5 do < 2, a antagonizm gdy % FIC byt = 2 (Odds, 2003; Orhan, Bayram,
Zer, & Balci, 2005).
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2.12.4. Aktywnos¢ PPN w eradykacji biofilmu z powierzchni ptytek polistyrenowych

Nocng hodowle komérek w podtozu ptynnym Sabouraud przeptukano dwukrotnie jatowg
woda iustalono gestosé optyczng ODgg = 0,1 co odpowiada 10° komorkom na mililitr
zawiesiny. Po 100 pl tak przygotowanej zawiesiny przeniesiono do celek ptytki 96-dotkowej
zawierajgcej po 100 ul podtoza RPMI dwukrotnie stezonego pozostawiajgc jedng kolumne jako
kontrole czystosci podioza. Struktura biofimu formowana byta przez 24 h (37°C) po czym
wszystkie celki zostaty przeptukane ftrzykrotnie roztworem PBSu w celu usunigcia
niezwigzanych komorek. Nastepnie celki zostaty napetnione 200 ul roztworéw EEP wykonanych
w podiozu RPMI w zakresie stezen 0,04 - 1,25% (v/v). Po 24 h inkubacji (37°C) studzienki
zostaly dwukrotnie przeptukane roztworem PBSu, a nastepnie napetnione 90 pl roztworu MTT
(5 mg/ml w roztworze PBSu). Po 2 h inkubacji roztwér z celek usunieto, a powstaty
nierozpuszczalny w wodzie formazan rozpuszczono w 100 pl izopropanolu. W analogiczny
sposob wykonano kontrole samego etanolu. Absorbancje mierzono przy diugosci swiatta 490

nm za pomocg czytnika ptytek Victor3 (Perkin EImer, USA).

2.12.5. Aktywnosé PPN w eradykaciji biofilmu z powierzchni cewnikéw silikonowych oraz PVC

Aktywnos¢ ekstraktéw propolisu w eradykacji biofilmu z powierzchni cewnikéw
oznaczono na grupie 9 izolatow klinicznych (3 C. albicans, 3 C. glabrata, 3 C. krusei). Cewniki
(Zarys, Polska) pociete zostaty w warunkach jatowych na fragmenty o dtugosci 0,5 cm,
wysterylizowane promieniowaniem UV i umieszczone w dotkach ptytki 24-dotkowej. Kazda
studzienka zostata wypetniona 1 ml podtoza RPMI dwukrotnie stezonego oraz 1 ml zawiesiny
komarkowej o gestosci 5 x 10° CFU/mI. Struktura biofilmu na cewnikach formowana byta przez
24 h (37°C). Nastepnie fragmenty ptukane byty roztworem PBSu i umieszczone w nowej ptytce
zawierajgcej w kazdej studzience po 2 ml roztwordw propoliséw w zakresie stezen 2,5-0,625%
(v/v) przygotowanych w podiozu RPMI. Po 24 h fragmenty ponownie zostaty optukane
roztworem PBSu i przeniesione do nowej ptytki 24-dotkowej zawierajgcej w kazdej celce 2 ml
roztworu MTT (1 mg/ml w mleczanie Ringera) lub w drugim wariancie doswiadczenia do
roztworu XTT (0,5 mg/ml w mleczanie Ringera z dodatkiem 1 yl menadionu (10 mM w acetonie)
na 10 ml roztworu XTT dodanym tuz przed wykonaniem doswiadczenia). Czas inkubacji
Z wymienionymi roztworami wynosit 24 h po czym prowadzono obserwacje wizualne badz

wykonywano pomiar absorbancji przy diugosci swiatta 450 nm (dla proby z XTT).

2.12.6. Wptyw produktéw pochodzenia naturalnego na kinetyke wzrostu

Do oceny wptywu PPN na kinetyke wzrostu drozdzy Candida zastosowano dwa
eksperymenty; badania z zastosowaniem cytometrii przeptywowej oraz tzw. ,Time Kill assay”.

Z catonocnej hodowli C. albicans ATCC 10321 lub C. glabrata DSM 11226 (16-18 h) na
podtozu statym YPD lub Sabouraud przygotowywano zawiesiny komérkowe w wodzie jatowej
oraz ustawiano gesto$¢ optyczng przy diugosci swiatta 660 nm na poziomie okoto 0,1.
Nastepnie inokulum rozcienczano 10-cio krotnie i traktowano wybranymi produktami

w stezeniach odpowiadajgcych ich wartosciom MIC wyznaczonym uprzednio dla zawiesiny
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0 gestosci 10° CFU/mI. Zawiesiny intensywnie mieszano za pomocg wytrzgsarki typu vortex
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 0,5, 2, 4, 6, i 24 h. Po odpowiednich czasach inkubacji
pobierano préby i wykonywano réwnolegle eksperymenty wg procedur opisanych ponizej. Jako

kontrole stuzyty hodowle komérkowe nie poddane ekspozycji na dziatanie PPN.

2.12.6.1. »1ime kill assay”

Po 0,5, 2, 4, 6, 24 h inkubacji pobierano 1 ml zawiesiny, odwirowywano (5 000 RPM,
25°C, 3 min) i zawieszano w 1 ml roztworu PBSu. Nastepnie wykonywano seryjne dziesietne
rozcienczenia, pobierano 100 pl zawiesiny i wykonywano posiewy na podtozu statym YPD
z dodatkiem chloramfenikolu. Piytki inkubowano 24 h w temperaturze 37°C, a nastepnie
zliczano kolonie (CFU — Colony Forming Units) i przeliczano ilos¢ CFU na 1 ml zawiesiny
wyjsciowej. Dodatkowo dla najbardziej aktywnego olejku oraz dwéch EEP eksperyment

wykonano réwniez dla gatunku C. glabrata oraz w stezeniu odpowiadajgcym wartosci MFC.

2.12.6.2. Fluorescencyjna cytometria przeptywowa

Po odpowiednim czasie inkubacji komérki ptukano jak opisano powyzej, a nastepnie
wybarwiano 10 pyl roztworu barwnika fluorescencyjnego FDA o stezeniu 5 mg/ml
(rozpuszczonego w acetonie). Cato$¢ inkubowano w zaciemnionym miejscu przez 15 minut. Po
tym czasie zawiesine ptukano trzykrotnie roztworem PBSu (5000 RPM, 25°C, 3 min)
i ponownie zawieszono w 1 ml roztworu PBSu. W zywych komodrkach FDA rozkifadany jest do
fluoresceiny, ktorej fluorescencja wzbudzana jest $wiattem o dlugosci 494 nm, natomiast
maksimum emisji wystepuje przy dtugosci swiatta 521 nm. Pomiaru fluorescencji dokonywano

za pomocg cytometru przeptywowego Guava easyCyte (Merck).

2.13. Badanie mechanizmoéw aktywnosci produktéw pochodzenia naturalnego
2.13.1. Wptyw olejkéw eterycznych i ekstraktow propoliséw na $ciane komérkowg

2.13.1.1. Obserwacje z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego

Wptyw olejkdw eterycznych na Sciane komoérkowa drozdzy badano z wykorzystaniem
mikroskopii fluorescencyjnej. Komorki odmtadzano na podtozu statym YPD. Nastepnie ustalano
gestos¢ optyczng zawiesiny na poziomie okoto 0,1, co odpowiadato 10°® CFU/ml. Inokulum
rozcienczano 50 krotnie i dodawano w objetosci 3 ml na ptytki 24-dotkowe z wyznaczonym
gradientem olejkéw w podtozu RPMI (takze w objetosci 3 ml). Po czasie 1 i 2 h inkubaciji
w temperaturze 37°C pobierano po 1 ml zawiesiny z celek z najwyzszym stezeniem olejku, a po
241 48 h po 1 ml zawiesiny z celek o wartosci stezenia odpowiadajgcej MIC i 2 x MIC. Komorki
odwirowywano (5 000 RPM, 25°C, 3 min) i ptukano roztworem PBSu. Do 100 ul pozostatej
zawiesiny dodawano 10 pl roztworu barwnika fluorescencyjnego Calcofluor White M2R
(Fluorescent Brightener 28) o stezeniu 1,1 mg/ml i doktadnie mieszano (stezenie korhicowe
barwnika wyniosto 100 ug/ml). Tak przygotowang zawiesing komérek z barwnikiem inkubowano
w temp. pokojowej. Po uptywie 15 min dodawano 890 pl wody destylowanej izawiesine

odwirowano (5000 RPM, 25°C, 3 min). Plukanie roztworem PBSu powtarzano trzykrotnie.
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Preparaty mikroskopowe przygotowywano przez nanoszenie 40 pl zawiesiny na adhezyjne
szkietka mikroskopowe. Obserwacje mikroskopowe prowadzono przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego, przy zastosowaniu obiektywu 100 x z dodatkiem olejku immersyjnego, przy

dtugosci swiatta wzbudzenia A = 365 nm.

2.13.1.2. Préba z zastosowaniem sorbitolu, czynnika stabilizujgcego ci$nienie

Gradient olejku badz EEP przygotowano w sposéb analogiczny jak w pkt. 2.12.1
(Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost) z tg réznicg, ze podioze RPMI
zawierato dodatkowo w sktadzie sorbitol, ktérego stezenie koncowe na ptytce wynosito 0,8 M
(bgdz nie zawierato w kontroli). Ptytki inkubowano od 24 do 48 h w temperaturze 37°C.
Nastepnie oznaczano takze parametr MFC wykonujgc ,odciski” z zastosowaniem metalowego
naktuwacza na podtozach YPD pozbawionych czynnika hamujgcego wzrost. Ptytki inkubowano
24 h w 37°C.

2.13.2. Wplyw olejkéw eterycznych i ekstraktéw propolisow na bfone komérkowg

2.13.2.1. Préba wigzania ergosterolu

W pierwszym etapie przygotowano podioze RPMI 1640 z dodatkiem ergosterolu.
Bezposrednio przed wykonaniem doswiadczenia ergosterol rozpuszczono w DMSO (jego
stezenie koncowe nie przekraczato 10%) z dodatkiem Tween 80 (maksymalne stezenie
koncowe 1%) i przefiltrowano przez filtr o $rednicy poréw 0,2 um bezposrednio do podtoza
RPMI przygotowanego z proporcjonalnie obnizong zawartoscia wody. Konhcowe stezenie
ergosterolu w podtozu wynosito 100 ug/ml. Gradient EEP byt przygotowany w podiozu
suplementowanym badz nie ergosterolem w zakresie stezen 5 — 0,01%, natomiast olejkow
eterycznych w zakresie 2,5%-0,005% (v/v). Jako kontrole dodatnig zastosowano
amfoterycyne B, o ktérej wiadomo, ze oddziatuje na sterole obecne w btonie komorkowej. Plytki
inokulowano zawiesing komérkowa, tak aby uzyskac 10* CFU/m po czym inkubowano 24 —

48 h w temperaturze 37°C. Nastepnie wyznaczano wartos¢ MFC.

2.13.2.2. Pomiar depolaryzacji bfony komérkowej

Komorki szczepu C. albicans SC5314 odswiezono na podiozu statym YPD przez 24 h
w temperaturze 30°C. Kolejnego dnia zaszczepiono hodowle pitynng w podtozu LowFlow
Medium. Hodowle prowadzono przez noc (240 RPM, 30°C) po czym ustalono ODgy Na
poziomie 0,5 — 1. Zawiesine komorek wytrzgsano (240 RPM, 30°C) przez trzy godziny
i dodawano EEP w stezeniach 10 x MFC, 1 x MFC oraz 2 x MFC. Jednoczes$nie przygotowano
kontrole samych komoérek bez dodatku EEP, samego medium, oraz medium z dodatkiem EEP
w analogicznych stezeniach. Hodowle prowadzono przez 1 h. Nastepnie komérki odwirowano
(3 000 RPM, 5 min), przeptukano jeden raz jatlowg wodg i ustalono ODg=3,0. Bezposrednio
przed wykonaniem pomiaréw fluorescencji przygotowano roztwor barwnika fluorescencyjnego
DIBAC, w 100% etanolu o stezeniu 1 mg/ml (Stock) oraz jego 50-krotne rozcienczenie

w wodzie Milli-Q (20 pg/ml, roztwér roboczy). Proby przygotowano przez dodanie 20 pl
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zawiesiny komorkowej badz kontroli do 1000 pl wody Milli-Q. Nastepnie sprawdzano czy
szybkos¢ przeptywu przez dysze cytometru jest optymalna (200 — 300 zdarzen na sekunde) po
czym 460 ul tak przygotowanej proby przenoszono do kolejnej probéwki i dodawano 40 ul
roztworu roboczego barwnika. Barwienie prowadzono przez 15 min w ciemnosci. Pomiar
fluorescencji prowadzono z zastosowaniem cytometru FACScan (Becton Dickinson, USA).

Dtugos¢ fali wzbudzenia wynosita 490 nm a emisji 530 £ 15 nm.

2.13.2.3. Pomiar wypfywu jonéw potasu

Szczep referencyjny C. albicans ATCC 10231 hodowano przez noc w podiozu
Sabouraud (150 RPM, 30°C). Zawiesine komérek odwirowano, osad przemyto dwukrotnie wodg
Milli-Q. Ustalono ODggp=1,0 w wodzie Milli-Q. Komérki traktowano EO lub EEP w stezeniach
odpowiadajacych 1 x MIC, 2 x MIC i 4 x MIC (1 x MIC dla olejow wynosity kolejno: tymiankowy
0,625%, cytrynowy 0,625%, geraniowy 1,25%, cynamonowy 0,016%, bazyliowy 0,31%,
gozdzikowy 1,25%, EEP 8 0,625%). Jednoczesnie przygotowywano kontrole EO/EEP w tych
samych stezeniach lecz bez dodatku komodrek. Zawiesiny intensywnie wytrzgsano przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Préby odwirowano (3 000 RPM, 5 minut), a supernatant
przeniesiono do nowych probéwek. Stezenie jonu potasu zmierzono za pomocg detektora
ptomieniowego BWB-1 (BWB Technologies LTD, United Kingdom).

2.13.3. Badanie wpfywu EEP na morfogeneze

Komorki C. albicans SC5314 hodowano w podtozu ptynnym Sabouraud przez noc, po
czym hodowle odwirowano(150 RPM, 30°C). Uzyskany osad przeptukano dwukrotnie jatowg
woda po czym ustalono gesto$é komdrkowg na poziomie 10° komorek na ml w podiozu
ptynnym Lee, ktére indukuje powstawanie formy mycelialnej. Nastepnie do hodowli dodano
roztwory EEP w stezeniach 1 x MIC lub 2 x MIC i prowadzono hodowle przez odpowiednio
2124 h (150 RPM, 30°C). Réwnolegle przygotowano kontrole niepoddane ekspozycji na srodki
alternatywne. Po odpowiednim czasie zawartos¢ form drozdzowych, pseudmycelialnych oraz
mycelialnych zliczano pod mikroskopem swietlnym stosujgc do tego komore Thoma.

Dodatkowo przeprowadzono eksperyment na podtozu limitujgcym Spider agar, ktore
réwniez indukuje powstawanie strzepek. W sktad podtoza wchodzity bulion odzywczy 1% (w/v),
mannitol 1% (w/v), K;HPO, 0,2% (w/v) i agar 1,35% (kontrola), a w prébach badanych
dodatkowo EEP w stezeniach %z lub %4 x MIC. Na ptytki nakrapiano po 5 pl zawiesiny o gestosci
10° komoérek/ml oraz 100-krotne rozcienczenia. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
7 dni. Obecnos$¢ grzybni stwierdzano oraz fotografowano za pomocg mikroskopu optycznego

oraz kamery cyfrowej.
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2.13.4. Wplyw ekstraktow etanolowych propoliséw na pompy typu ABC
2.13.4.1. Obserwacje z zastosowaniem szczepow znakowanych GFP

2.13.4.1.1. Transformacja komorek C. albicans

Transformacje komoérek C. albicans plazmidem gamma mGFP-NAT1 przeprowadzono
w celu uzyskania szczepu zdolnego do produkcji biatek fuzyjnych - potaczen pomp
Cdrlp/Cdr2p z biatkiem GFP. Jest to biatko, ktére po wzbudzeniu $wiattem
monochromatycznym o dtugosci 488 nm wykazuje zielong fluorescencje (maksimum emisji przy
dlugosci 515 nm). Natezenie emitowanego Swiatla jest wprost proporcjonalne do ilosci
komplekséw Cdr1p-GFP Ilub Cdr2p-GFP obecnych w btonie komoérkowej drozdzakéw.
Transformacje przeprowadzono z zastosowaniem starterow przedstawionych w tabeli 2.11,

plazmidu mGFP-NAT1 przedstawionego na rysunku 2.1 oraz szczepu C. albicans SC 5314.

gamma mGFP-NATL
5,307b

P

Rys. 2. 1. Schemat plazmidu gamma mGFP-NAT1
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Tabela 2. 11. Sekwencje nukleotydowe starteréow stosowanych do transformac;ji i diagnostyki

Oznaczenie Gen Start Stop Sekwencja 5’-3’
2405 | 4497 GTTGCTTTTATTGGTATCAATATCATTCTTACTATTTTCTTTTACTGGT

B6660 CDR2 TGGCTAGAGTTCCAAAAGGTAATAGAGAAAAGAAGATGAAAAAAGGT
GCTGGCGCAGGTGCT
GGTGCTACCAATGTCCCACACAAAAGACAAGCGTACAAATTCTTCCA

B6661 CDR2 4730 | 4643 | TACTTGAATCGACTACTACTACAACAACCAATACAGATCACTCTGATA
TCATCGATGAATTCGAG

B6587

Diagnostic CDR2 GCACCTAGAGAATTGGT

primer

A9776

Diagnostic GFP TTCCAATTTGTGACC

primer

Pare starteréw oznaczonych jak B6660 oraz B6661 w tabeli 2.11 zastosowano w reakcji

PCR, w ktdrej amplifikowano gen GFP zawarty w plazmidzie gamma mGFP-NAT1. W reakgciji tej

zastosowano polimeraze DNA Q5, ktéra posiada aktywnos¢ korygujaca, charakteryzuje sie

wysokg wydajnoscig reakcji, a uzyskany produkt wiernoscig sekwencji. Sktad mieszaniny

reakcyjnej przedstawiony jest w tabeli 2.12 natomiast profil czasowo-temperaturowy w tabeli

2.13.

Tabela 2. 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do amplifikacji genu GFP wraz z genem

opornosci na nourseotycyne zawartych na plazmidzie gamma mGFP-NAT1

Tabela 2. 13. Profil czasowo-temperaturowy reakcji amplifikacji genu GFP wraz z genem opornosci na

Sktadnik Objetos¢ [ul]
Bufor 5 x stezony 10
Mieszanina dNTPéw

DNA plazmidowe

Starter Forward 12,5 yM

Starter Reverse 12,5 yM

Woda Milli-Q 30
Polimeraza Q5 0,5
Objetosé 50

nourseotycyne z plazmidu gamma mGFP-NAT1

Nr kroku Temperatura [OC] Czas [s] Powrdét do kroku Liczba cykli
1 92 120 1
2 92 30 5
3 42 20 5
4 72 180 2 5
5 92 30 5
6 46 20 5
7 72 180 5 5
8 92 30 20
9 50 20 20
10 72 180 8 20
11 72 10
12 10 &
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Obecnos¢ produktu o dtugosci 2700 pz w mieszaninie poreakcyjnej potwierdzono
wykonujac elektroforeze zelowg w 1% zelu agarozowym z dodatkiem 4 pl barwnika Sybr Safe.
Nastepnie wykonano transformacje komoérek C. albicans SC5314 stosujgc metode z roztworem
octanu litu. W tym celu 0,5 ml nocnej hodowli C. albicans w podtozu ptynnym YPD (30°C, 240
RPM), przeniesiono do 50 ml $wiezej pozywki YPD uzyskujgc ODgq okoto 0,3. Komorki
wytrzasano przez kolejne 4 h w temperaturze 30°C do uzyskania ODggo W przedziale 0,6 — 1,2
w celu doprowadzenia ich do logarytmicznej fazy wzrostu. Nastepnie hodowle odwirowano
(3 000 RPM, 5 min), a osad zawieszono w 1 ml roztworu LIAc/TE (100 pl LiAc 1M, 100 pl 10 x
TE, 800 pl wody Milli-Q). 100 ul tak sporzadzonej zawiesiny przeniesiono do probowki
zawierajgcej 80 pl produktu reakcji PCR. Kontrole przygotowano bez dodatku produktu
amplifikacji. Nastepnie do préb dodano po 15 pl (10 mg/ml) ssDNA (single stranded salmon
sperm DNA, Sigma) wygotowanego uprzednio przez 5 min (95—99°C). Jednoniciowe DNA
pozyskane z tososia nie bierze bezposrednio udzialu w samej rekombinacji.
Najprawdopodobniej jego funkcja polega na wigzaniu sie do sktadnikéw Sciany komoérkowej,
ktére wigzg obce DNA, zwiekszajgc w ten sposéb wydajnos¢ przedostawania sie do wnetrza
komorki plazmidowego DNA. Zawiesine z ssDNA inkubowano w temperaturze pokojowej przez
30 min, po czym dodano 0,7 ml roztworu PEG/LIAc/TE (800 ul 50%-PEG, 100 pl LiAc 1 M, 100
pl 10 x TE). Mieszanine inkubowano przez noc (30°C, 300 RPM). Nastepnego dnia komorki
poddano szokowi cieplnemu (44°C, 15 min), odwirowano (7 500 RPM, 0,5 min). Osad
zawieszono w 1 ml YPD i inkubowano 3 h (300 RPM, 30°C). Ponownie odwirowano, odrzucono
wiekszg czes¢ supernatantu i wykonano posiew na podiozu YPD z dodatkiem nourseotrycyny
(200 pg/ml). Po 24 - 48 h wzrostu (30°C) kolonie ponownie przesiano na podtoze z dodatkiem
nourseotrycyny.

Po 24 h wzrostu z drozdzy izolowano DNA metodg chloroformowa. W odkrecanych 2 ml
probdéwkach zawieszono biomase drozdzy w 200 pl wody. Dodano kuleczki szklane i 200 pl
odczynnika PCI. Préby wytrzgsano w urzadzeniu FastPrep (homogenizator). Odwirowano
(14 000 RPM, 10 min, 4°C). 100 pl supernatantu przeniesiono do probowek typu eppendorf
zawierajgcych 500 pl 100% etanolu. Nastepnie préby umieszono na 1 h w temperaturze -20°C
po czym ponownie odwirowano (14 000 RPM, 10 min, 4°C). Usunieto etanol a osad DNA
zawieszono w 300 ul 70%-etanolu. Ponownie odwirowano (14 000 RPM, 5 min, 4°C). Dokfadnie
usunieto alkohol, a osad suszono przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po catkowitym
wyschnieciu osad zawieszono w 50 pl wody wolnej od nukleaz.

W celu potwierdzenia poprawnej insercji amplifikowanego fragmentu w genomie
C. albicans wykonano kolejng reakcje PCR. Starter diagnostyczny forward (oznaczenie B6587
w tabeli 2.11) jest komplementarny do fragmentu w genie CDR2, a reverse w genie kodujgcym
biatko GFP (oznaczenie A9776). Sklad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w tabeli 2.14,

a profil czasowo-temperaturowy w tabeli 2.15.
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Tabela 2. 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej do diagnostyki poprawnosci insercji genu GFP w genie CDR2

Sktadnik Objetosc¢ [ul]
Bufor reakcyjny Ex taq 10 x stezony 2
Mieszanina dNTPow 2

Starter diagnostyczny forward 10 uM 1

Starter diagnostyczny reverse 10 yM 1

Woda wolna od nukleaz 11,8
Polimeraza Ex taq 0,2

Tabela 2. 15. Profil temperaturowo-czasowy diagnostycznej reakcji PCR

Temperatura [OC] Czas [s] Liczba powtorzen
94 240 1

94 30

55 45 30

68 50

68 300 1

10 - 1

2.13.4.1.2. Obserwacje z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego

Szczepy C. albicans SC. 5314 zawierajgce biatka fuzyjne GFP-Cdrlp i GFP-Cdr2p oraz
szczep kontrolny C. albicans SC5314 (konserwy sporzadzone w Stock medium, —80°C) wysiano
na ptytki z podtozem YPD i inkubowano 24 h w temperaturze 30°C. Kolejnego dnia wykonano
zawiesiny szczepow w podiozu LowFlow i inkubowano przez noc (30°C, 240 RPM).
Nastepnego dnia rano odswiezono hodowle w nowej porcji LowFlow Medium uzyskujgc
ODgpo=0,2. Wykonano proby z dodatkiem ekstraktow propolisow EEP 1, EEP 4, EEP 18 a i
EEP 24 w stezeniach 0,08% (v/v) dla wszystkich trzech szczepow, a takze proby nietraktowane
zwigzkami naturalnymi. Hodowle prowadzono przez 4 — 5 h do uzyskania logarytmicznej fazy
wzrostu (30°C, 240 RPM). Po 1 ml hodowli przeniesiono do probéwek 1,5 ml, odwirowano
(10 000 RPM, 1 min). Usunieto 980 ul supernatantu, a osad zawieszono w pozostatej objetosci.
5 pl zawiesiny nanoszono na szkietko mikroskopowe, nakrywano szkietkiem nakrywkowym.
Obserwacje prowadzono z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego Olimpus IX81 stosujgc

obiektyw olejowy 60 x. Dtugos¢ fali wzbudzenia wynosita 488 nm, natomiast emisji 510 nm.

2.13.4.2. Analiza ekspresji genéw kodujgcych pompy typu ABC
2.13.4.2.1. Przygotowanie komérek

Z nocnej hodowli komérek w podtozu ptynnym RPMI 1640 wykonano zawiesiny 0 ODgq
okoto 0,2 w objetosci 50 ml (takze RPMI). Nastepnie dodawano badane zwigzki: ekstrakty
etanolowe propoliséw pszczelich w stezeniach réwnych %2 x MIC, flukonazol, EEP wraz
z flukonazolem. Wykonano takze préby kontrolne traktowane samym etanolem oraz proby
nietraktowane zadnym zwigzkiem. Tak przygotowane zawiesiny wytrzgsano przez 8 h (30°C,
240 RPM) do uzyskania logarytmicznej fazy wzrostu (ODgoy 1-2, pozywka podczas inkubagciji

zmienia czesciowo kolor w wyniku zmiany $Srodowiska na bardziej kwasowe, dlatego ciezko
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jednoznacznie oceni¢ OD) oraz stosunkowo duzej ilosci biomasy do izolacji RNA. Komorki
odwirowano (3 000 RPM, 5 min, 4°C). Nastepnie usunieto supernatant, a osad przeptukano
1 ml lodowatej wody Milli-Q. Cato$¢ przeniesiono do zakrecanych probowek 2 ml i ponownie
odwirowano (14 000 RPM, 2 min, 4°C). Usunieto supernatant. Probowki z osadem zanurzono
na 10 sekund w termosie z cieklym azotem w celu natychmiastowego zatrzymania metabolizmu

i przechowywano do izolacji RNA w temperaturze -80°C.

2.13.4.2.2. Izolacja RNA

Kolejnego dnia do probéwek dodano (pod wyciggiem) w temperaturze pokojowej 1 ml
odczynnika TRIzol i rozpipetowano osad. Do probowek dodano kuleczki szklane (jedng
objetos¢ proboéwki PCR) i odczekano 3 minuty. Probowki wytrzgsano 30 sekund
z zastosowaniem urzgdzenia FastPrep. Nastepnie probowki odwirowano (14 000 PRM, 10 min,
4°C) i umieszczono w lodzie. Supernatant przeniesiono do nowych probéwek odkrecanych,
dodano 360 ul chloroformu i wytrzgsano 15 sekund za pomocg urzgdzenia typu Vortex.
Probowki pozostawiono w temperaturze pokojowej na 5 minut po czym ponownie odwirowano
(14 000 PRM, 5 min, 4°C). Supernatant przeniesiono do nowych proboéwek typu eppendorf
i dodano 350 ul izopropanolu. Préby wytrzgsano 15 sekund i pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 15 minut. Probowki odwirowano (14 000 PRM, 10 min, 4°C) i umieszczono
w lodzie. Supernatant usunieto a osad przemyto 1 ml zimnego 70% etanolu. Cato$¢ wytrzgsano
15 sekund i odwirowano (14 000 PRM, 10 min, 4°C). Usunieto doktadnie cato$é supernatantu,
a osad suszono przez godzine w temperaturze pokojowej pod wyciggiem. Na koniec osad
zawieszono w 20 yl wody wolnej od nukleaz. W celu lepszego rozpuszczenia RNA catosé
inkubowano przez 5 minut w temperaturze 65°C. Stezenie RNA zmierzono za pomoca
urzgdzenia NanoDrop. Kontrolowano takze stosunek absorbancji przy dtugos¢ swiatta 260 nm
do 230 nm. W wiekszos$ci przypadkoéw miescit sie on w zakresie 1,8 — 2,0 (czyli optymalnym),
lecz w kilku przypadkach stosunek wynosit 1,0-1,8 co $wiadczy o pozostatosci w probie
izotiocyjanianu guanidyny zawartego w odczynniku TRIzol. Niemniej jednak te préby
uwzgledniono takze w dalszych procesach, poniewaz wg naukowcow z firmy Qiagen obecnosé
izotiocyjanianu guanidyny w stezeniu do 100 mM w probie RNA nie pogarsza wiarygodnosci
reakcji real time PCR nawet, gdy stosuje sie odczynniki wrazliwe na inhibitory (Von Ahlfen &
Schlumpberger, 2010).

2.13.4.2.3. Usuwanie DNA

Stezenie uzyskanego w poprzednim punkcie RNA powinno by¢ wysokie (optymalnie
powyzej 1000 ug/ml), aby stosunek stezenia ewentualnych zanieczyszczeh pozostatych po
izolacji RNA (izotiocyjanianu zawartego w odczynniku TRIzol) do stezenia RNA byt mozliwie
niski. RNA rozcienczono woda wolng od nukleaz tak, aby w objetosci 7,65 pl zawarty byt 1 ug
RNA. Przygotowano mieszaninge buforu do DNazy oraz enzymu DNazy (0,9 pl i 0,45 ul
odpowiednio, zestaw do odwrotnej transkrypcji Bio Rad, USA) i dodawano po 1,35 pl do 7,65 ul
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RNA. Catos¢ inkubowano najpierw przez 20 minut w temperaturze 37°C a potem 10 minut
w 65°C. RNA przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.
2.13.4.2.4. Odwrotna transkrypcja

Reakcje prowadzono z zastosowaniem odczynnikéw z zestawu iScript cDNA Synthesis

Kit (Bio Rad, USA). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w Tabela 2. 16.

Tabela 2. 16. Sktad mieszaniny w reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Objetos¢ [ul]
5 x iScript reaction mix 4

Odwrotna transkryptaza iScript 1

Woda wolna od nukleaz 6

RNA po oczyszczaniu DNaza (1 pg) 9

Catkowita objetos¢ 20

Cato$¢ inkubowano kolejno 5 minut w temperaturze 25°C, 30 minut w 42°C, 5 minut
w85°C, a nastepnie schiodzono w lodzie. Stezeni uzyskanego w ten sposdéb cDNA wynosito

okoto 50 ng/ul. cDNA przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

2.13.4.2.5. Reakcja gPCR

W pierwszym etapie wykonano krzywe standardowe wszystkich testowanych starteréw,
aby okreslic wydajnosci reakcji. Kolejne punkty krzywej obrazowaty wynik uzyskany przy
zastosowaniu 50 ng, 10 ng, 2 ng, 0,4 ng oraz 0,08 ng cDNA na reakcje. Gdy okreslono, ze
wydajnos¢ reakcji jest bliska 100% matryce cDNA (50 ng/pl) rozcienczono 125 razy w wodzie
wolnej od nukleaz uzyskujgc stezenie 0,4 ng/ul (rozcienczenie pozwala takze znaczgco obnizy¢
stezenie ewentualnych inhibitoréw reakciji). Do reakcji gPCR stosowano 5 pl matrycy o stezeniu
0,4 ng/ul  (stosowanie mniejszych objetosci mogtoby zwiekszyé btad  wynikajacy
z niedoktadnosci pipet). Przygotowano mieszanine starteréw forward i reverse (stezenie
poczatkowe 100 puM) poprzez zmieszanie 10 ul kazdego i 80 pl wody (stezenie koricowe
starteréw wynosito 10 yM). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony jest w Tabela 2. 17,
natomiast profil temperaturowo-czasowy w Tabela 2. 18. W celu sprawdzenia czy
w mieszaninie poreakcyjnej znajduje sie tylko jeden produkt wykonywano krzywe topnienia.
Analize stabilnosci starterow genow referencyjnych oraz wynikéw ekspresji wykonywano

w programie gbase+.

Tabela 2. 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcjach qPCR zaréwno do okreslania

wydajnosci jak i analizy ekspresji genow

Sktadnik Objetosé [ul]
bufor Go Taq QPCR (Promega) 10

barwnik CXR 0,2
Mieszanina starteréw 0,8

Woda wolna od nukleaz 4

cDNA 5

Catkowita objetos¢ 20
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Tabela 2. 18. Profil temperaturowo-czasowy reakcji gPCR

Temperatura [OC] Czas [g] llo$¢ powtdrzen
95 120 1
95 3
40
60 30
Krzywa topnienia [°C]
95 15s
od 60 do 95 2°C/min

2.14. Wplyw zwigzkéw pochodzenia naturalnego na nabywanie opornosci

W celu ustalenia maksymalnego stezenia pozwalajgcego na wzrost szczepdw drozdzy
w postaci nielicznych kolonii (od kilku do maksymalnie kilkuset) do niezestalonego podioza YPD
dodawano EEP bgdz EO w stezeniach 2 - 4 x MIC. Podtoza intensywnie mieszano i wylewano
na ptytki. Ze wzgledu na postac fizykochemiczng olejkdw wazne byto, aby podtoze nie byto zbyt
gorace, co mogto powodowac ulatnianie zwigzkéw lotnych oraz bardzo intensywne wytrzgsanie,
aby doprowadzi¢ do jak najdoktadniejszej dyspersji oleju w wodzie, krotko przed zastygnieciem
podtoza. Jezeli po maksymalnie 48 h na ptytkach nie obserwowano wzrostu, stezenie obnizano
dwukrotnie, az do uzyskania pozgdanego efektu.

Szczepy C. albicans SC5314 odswiezono na podtozu statym YPD przez noc (30°C).
Nastepnie wykonano zawiesiny w wodzie jatowej o gestosci optycznej ODggo=0,1. 100 ul
przesiewano na podtoza suplementowane olejkami eterycznymi badz ekstraktami etanolowymi
propolisow w najwyzszym stezeniem umozliwiajgcym wzrost. Tak samo sporzgdzono kontrole
na podtozu YPD niesuplementowanym EO/EEP. Ptytki inkubowano 48 h (30°C). Z uzyskanych
kolonii wykonywano zawiesiny w wodzie jatowej (ODgo=0,1), ktére nastepnie posiewano na
podtozach suplementowanych EO/EEP w stezeniu takim samym jak na piytce wyjsciowe;.
Rownolegle komoérki pasazowano czterokrotnie w podtozu ptynnym YPD bez suplementaciji
przenoszgco codziennie po 50 ul zawiesiny do 5 ml czystej pozywki (ODgqo okoto 0,3). Hodowle
inkubowano z wytrzgsaniem (240 RPM, 30°C), po czym ponownie ustalano ODg=0,1 i 100 pl
posiewano na podtoza suplementowane EO/EEP. Ptytki inkubowano 48 h w temperaturze 30°C,
po czym poréwnywano wzrost mutantéw do szczepow nie poddawanych uprzednio ekspozyciji

na dziatanie zwigzkéw alternatywnych (Rys. 2. 2).
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Podtoza
Posiew pojedynczych suplementowane EQ/EEP
kolonii

Suplementacja EO/EEP -
wzrost mutantow

Kontrola bez
suplementacji EQ/EEP

Rys. 2. 2. Schemat przedstawiajgcy eksperyment dotyczacy okreslenia wplywu zwigzkéw pochodzenia

naturalnego na nabywanie opornosci

Eksperymenty przedstawione w punktach 2.13.2.2, 2.13.4 oraz 2.14 zostaly wykonane podczas
pobytu na dwumiesiecznym, zagranicznym stazu naukowym w Katedrze Mikrobiologii
Molekularnej, Flamandzki Instytut Biotechnologii, Wydziat Nauki na Uniwersytecie Katolickim

w Leuven w Belgii.

2.15. Ocena skiadu chemicznego produktéw pochodzenia naturalnego
2.15.1. Ocena skfadu chemicznego propolisow

Ocene skiadu chemicznego wybranych ekstraktéw propolisébw wykonano przy
wspotpracy z dr inz. Barbarg Kusznierewicz z Katedry Chemii Technologii i Biotechnologii
Zywnosci. Separacji sktadnikéw mieszaniny dokonano za pomocg chromatografu cieczowego,
a do detekcji zwigzkow zastosowano detektor UV oraz masowy. ldentyfikacje prowadzono
przez porownywanie ksztalttdw widm UV oraz mas charakterystycznych jonéw molekularnych

do widm zwigzkéw zgromadzonych w prywatnych bibliotekach widm Katedry.

2.15.2. Ocena skfadu chemicznego olejkbéw eterycznych

Olejki eteryczne sg ztozong mieszaning lotnych zwigzkéw, co pozwala na zastosowanie
chromatografii gazowej do oceny ich skfadu. Analiza sktadu chemicznego wybranych olejkéw
eterycznych zostata wykonana przez dr. inz. Tomasza Dymerskiego w Katedrze Chemii
Analitycznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej z zastosowaniem kompleksowej
dwuwymiarowej chromatografii GCxGC MS, ktéra pozwala na dokfadny rozdziat sktadnikow
mieszaniny nieosiggalny w konwencjonalnej chromatografii gazowej. Do zastosowano sprzet
firmy Agilent 7890.
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3. WYNIKI

3.1 Analiza wrazliwosci i lekoopornosci szczepdw klinicznych drozdzakéw z rodzaju
Candida izolowanych od pacjentéw

W trakcie realizacji badan zgromadzono duzg kolekcje szczepéw z rodzaju Candida
(przede wszystkim C. albicans i C. glabrata, w mniejszym stopniu C. krusei) izolowanych od
pacjentow z czterech polskich szpitali. Kolekcja ta stanowita podstawe do oceny skutecznosci
najpowszechniejszych lekéw przeciwgrzybowych. W pdzniejszych badaniach ta sama kolekcja
postuzyta do oceny stopnia wrazliwosci izolatdw na PPN. Wybrane izolaty oporne krzyzowo na
azole zostaty rowniez zastosowane do testowana aktywnosci PPN w synergizmie badz wobec
biofilmu.

3.1.1 Ocena podatnosci na dziatanie lekéw stosowanych w terapiach przeciwgrzybiczych

Do oceny stopnia wrazliwosci izolatéw C. albicans oraz C. glabrata na dziewiec
chemoterapeutykéw przeciwgrzybiczych uzyto komercyjnie dostepnych testow SYO. Instrukcja
przedstawionego testu zawiera tzw. kliniczne wartosci graniczne CBP (ang. Clinical Interpretive
Breakpoints), czyli stezenia, przy ktérych szczepy klasyfikuje sie jako wrazliwe (S), wrazliwe
zaleznie od dawki (S-DD), sredniowrazliwe (I) oraz oporne (R). Wartosci stezen granicznych
zaproponowane w tescie nie sg zgodne z aktualnie obowigzujgcymi wytycznymi, ktére reguluje
dokument M27-A3 ,Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
yeasts: approved standard - third edition” zaproponowany przez CLSI. Do analizy wynikow
zastosowano w tej sytuacji wartosci CBP zaproponowane w powyzszych zaleceniach (Tabela
3.1). Dodatkowo w dokumencie M27-A3 w stosunku do niektérych lekdw nie zaproponowano
wartosci CBP, a jedynie ECV (ang. epidemiological cutoff values), ktére mozna uzna¢ za
najbardziej czutg miare pojawienia sie szczepdw o obnizonej wrazliwosci na dany lek. ECV jest
zatem wartoscig progowg MIC, ktéra pozwala na rozréznienie na szczepy typu dzikiego (WT,
ang. wild type) (bez mutacyjnych lub nabytych mechanizméw opornosci) oraz inne niz WT (ang.
non-wild type, posiadajgce mutacyjne lub nabyte mechanizmy opornosci) (Tabela 3. 1) (CLSI,
2012; Pfaller & Diekema, 2012). W tescie SYO nie jest natomiast sprecyzowane czy
wyznaczana jest wartos¢ MICy;, MICgy, MICso. Wynik odczytuje sie na podstawie zmiany
zabarwienia w studzience (kolor r6zowy oznacza wzrost, niebieski brak wzrostu), a wartosé MIC
odczytuje sie jako stezenie w pierwszej studzience zawierajgcej roztwér niebieskiego koloru.
W przypadku lekéw innych niz azole jest to zawsze ostra, jednoznaczna granica, najbardziej
obrazujgca MICy, natomiast w przypadku lekéw z grupy azoli, dla gatunku C. albicans
obserwuje sie stopniowg zmiane zabarwienia z rézowego na niebieskie przez kilka kolejnych
studzienek (czasami przez caty zakres stezen, co wskazuje na istnienie wzrostu resztkowego),
przez co precyzja oznaczenia jest zdecydowanie obnizona. W celu wyeliminowania ryzyka
btednego klasyfikowania szczepoéw jako oporne, ocene wrazliwosci izolatow C. albicans na
flukonazol przeprowadzono z wykorzystaniem metody ,klasycznej” zalecanej przez CLSI.
Zgodnie z zaleceniami CLSI| opornos¢ okreslano w oparciu o wartos¢ parametru MICsg.
Stosowanie wartosci MICgy do oceny wrazliwosci na azole nie jest zalecane, ze wzgledu na

wzrost resztkowy C. albicans, co skutkowatoby to uzyskiwaniem fatszywie wysokich wartosci
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stezen i btednym klasyfikowaniem szczepdw jako oporne. Metode CLSI zastosowano jedynie
do oceny wrazliwosci na flukonazol szczepéw C. albicans, ktére wg testu SYO zostaty wstepnie

zaklasyfikowane jako oporne.

Tabela 3. 1. Warto$ci stezen CBP oraz ECV testowania lekowrazliwosci Candida spp. w warunkach in

vitro

Lek ECV (ug/ml) CBP (ug/ml)

Gatunek . .
przeciwgrzybiczy WT non-WT S SDD R
Amfoterycyna B <2 >2
Flucytozyna <0,5 >0,5
Flukonazol <0,5 >0,5 <2 4 >8
Itrakonazol <0,12 >0,12 <0,12 0,25-0,5 >1

C. albicans Posakonazol <0,06 > 0,06
Worykonazol <0,03 > 0,03 <0,12 0,25-0,5 >1
Anidulafungina <0,12 >0,12 <0,25 0,5 >1
Kaspofungina <0,12 >0,12 <0,25 0,5 >1
Mikafungina <0,03 > 0,03 <0,25 0,5 21
Amfoterycyna B <2 >2
Flucytozyna <0,5 >0,5
Flukonazol <32 > 32 <32 =64
Itrakonazol <2 >2

C. glabrata | Posakonazol <2 >2
Worykonazol <0,5 >0,5
Anidulafungina <0,25 > 0,25 <0,12 0,25 20,5
Kaspofungina <0,12 >0,12 <0,12 0,25 20,5
Mikafungina <0,03 > 0,03 <0,06 0,12 20,25

Ocenie wrazliwosci na leki testem SYO poddane zostaty 43 izolaty kliniczne C. albicans
od pacjentéw ze Szpitala ,Instytut Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie oraz 104
izolaty C. albicans od pacjentéw ze Szpitala Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. W grupie
izolatow z Warszawy opornos¢ na flukonazol (FI) stwierdzono w przypadku 29 izolatéw (67,4%),
z czego w 20 przypadkach wartos¢ MIC byta = 256 ug/ml, a w grupie z Wroctawia opornosc¢
wystepowata w 19 (18,3%) przypadkach. Dodatkowo 19 izolatdw z Warszawy wykazywato
jednoczesnie tzw. opornos¢ krzyzowg na wszystkie pozostate testowane azole (posakonazol
(Pz), worykonazol (Vor) i itrakonazol (1z)), a w przypadku izolatéw z Wroctawia wystepowata
ona w 16 (15,4%) szczepach. Wéréd szczepdw z Warszawy, 2 oznaczone zostaty jako non-WT
w stosunku do posakonazolu (jednoczed$nie wrazliwe na pozostate azole), 6 izolatow
zaklasyfikowano jako non-WT i oporne odpowiednio na posakonazol i itrakonazol, 3 szczepy
zaklasyfikowano jak S-DD w stosunku do worykonazolu, 6 jako S-DD do itrakonazolu,
natomiast 6 izolatéw bylo wrazliwych na wszystkie testowane azole. W grupie izolatéw
z Wroctawia, 24 zaklasyfikowano jako non-WT w stosunku do posakonazolu, 23 oporne na
itrakonazol, 16 opornych na worykonazol. W trzech przypadkach, izolaty zostaty
zaklasyfikowane wytgcznie jako non-WT i oporne na posakonazol i itrakonazol (z jednoczesng

wrazliwoscig na inne azole), w dwdch przypadkach zaklasyfikowane jako non-WT i oporne na
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posakonazol i flukonazol. Dwa szczepy oznaczone zostaty jako non-WT w stosunku do
posakonazolu oraz wrazliwe na pozostate azole. Do grupy S-DD na itrakonazol i flukonazol
zakwalifikowano po jednym szczepie. W 79 przypadkach izolaty wrazliwe byly na wszystkie
azole. Dodatkowo, przebadana zostata wrazliwo$¢ w stosunku do trzech lekéw z grupy
echinokandyn; anidulafungine (And), kaspofunginy (Cas) imikafunginy (Mf) oraz 5-
fluorocytozyny (5-Fc) i amfoterycyny B (AmB). Wszystkie szczepy z Warszawy i Wroctawia
zaklasyfikowane zostaty jako WT w stosunku do amfoterycyny B. Rowniez wszystkie izolaty
z Wroctawia oraz prawie wszystkie (poza jednym) z Warszawy oznaczono jako WT w stosunku
do 5-fluorocytozyny. W grupie izolatéw z Warszawy nie stwierdzono opornosci na ktorykolwiek
Z lekdw z grupy echinokandyn, natomiast wsréd izolatéw z Wroctawia jeden oporny byt na
kaspofungine, jeden oporny na anidulafungine i kaspofungine jednoczes$nie oraz jeden oporny
krzyzowo na anidulafungine, mikafungine oraz kaspofungine. Dodatkowo, gdy obserwowano
opornos¢ na echinokandyny, to stezenia MIC klasyfikowaty sie na bardzo wysokim poziomie (>
8 pg/ml). W Tabela 3. 2. przedstawione jest zestawienie wynikow lekowrazliwosci izolatéw

C. albicans ze szpitali we Wroctawiu i Warszawie.

Tabela 3. 2. Zestawienie wynikéw oceny lekowrazliwosci izolatéw C. albicans

Lek WT non-WT Wrazliwe SDD Srednioop. Oporne
And 0 0 145 0 0 2

Mf 0 0 146 0 0 1

Cas 0 0 144 0 0 3

5-Fc 146 1 0 0 0 0

Pz 86 61 0 0 0 0

Vor 0 0 102 0 3 42

V4 0 0 89 7 0 51

Fl 0 98 1 0 48
AmB 147 0 0 0 0 0

Dla 19 izolatéw oznaczonych jako oporne na flukonazol testem SYO z Warszawy oraz
19 z Wroctawia przeprowadzono procedure oznaczania wrazliwosci na flukonazol zgodnie
z zaleceniami CLSI M27-A3. Ze wzgledu na wspomniany wczesniej wzrost resztkowy izolatéw
w catym zakresie testowanych stezen i mozliwos¢ uzyskiwania fatszywie pozytywnych wynikéw
opornosci na podstawie MICq, jako wigzgce wyznaczano wartosci MICs,. W Tabela 3. 3
i Tabela 3. 4 (wytacznie w celach poréwnawczych) przedstawiono, dlaczego na podstawie
wartosci MICyy mozna mylnie zaklasyfikowaé szczepy jako oporne na flukonazol. Na wykresach
3.1 oraz 3.2 przedstawiona zostata zalezno$é gestosci optycznej hodowli w funkcji stezenia
flukonazolu dla wybranych izolatéw. Linig przerywang oznaczone zostaty szczepy, ktére
wykazujg wzrost resztkowy w catym zakresie stezen. Linig ciggtg oznaczone sg izolaty oporne
na flukonazol wg metody rekomendowanej przez CLSI. Na wykresach wida¢ doktadnie réznice
pomiedzy zaleznoscig gestosci optycznej wzrostu od stezenia flukonazolu dla szczepow
opornych wg metody rekomendowanej przez CLSI oraz szczepédw opornych wg testu SYO.
W przypadku pierwszej grupy zaleznos$é ta przybiera ksztatt mocno pochytej linii, natomiast

w przypadku drugiej grupy wykres zaczyna sie od wysokiego OD, przy bardzo niskim stezeniu
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flukonazolu, gwattownie spada, a nastepnie utrzymuje sie na statym poziomie (linia pozioma) w

catlym zakresie stezenia leku.

Tabela 3. 3. Wartosci MICso (uzyskane metodg mikrorozcienczeniowg rekomendowang przez CLSI)
izolatow C. albicans z Warszawy zaklasyfikowanych wstepnie jako najbardziej oporne na flukonazol (MIC

2 256 pg/ml) testem SYO oraz w celach poréwnawczych MICqo. Izolaty prawdziwie oporne na flukonazol

A\ MOST

zacieniowane sg na szaro

sgln;&r MICso MICeo

30 64 128

40 1 4

48 16 32

94 0,5 2

185 1 2

258 0,5 1

266 1 > 256

298 0,5 > 256

299 0,5 > 256

365 0,5 > 256

398 0,5 > 256

412 0,5 128

458 0,5 > 256

472 0,5 > 256

483 0,5 2

572 128 256

604 0,5 > 256

1002 64 256

1026 32 64
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Tabela 3. 4. Wartosci MICsg izolatow C. albicans z Wroctawia zaklasyfikowanych wstepnie jako oporne na
flukonazol (MIC 2 256 pug/ml) testem SYO oraz w celach porownawczych MICgo. I1zolaty prawdziwie oporne

na flukonazol zacieniowane sg na szaro

Sglr:t‘ﬁze“'e MICso MICeo
4 0,5 4

7 16 128
16 0,5 4

17 0,5 1

26 0,25 1

35 <0,5 2

41 <0,5 1

46 0,5 2

49 0,25 128
67 0,5 > 128
96 <0,5 1

97 <05 1

99 <05 0,5
119 1 > 128
1433 <05 0,5
1768 0,5 1
1973 64 128
1989 1 4
2181 2 8

30
412

458
472
1002

e ood

OD 531

1026

0 32 64 128 256
Stezenie flukonazolu [pg/ml]

Wyk. 3. 1. Wykresy zaleznosci ODs3; od stezenia flukonazolu dla 6 wybranych izolatéw z Warszawy
z grupy zaklasyfikowanych wstepnie jako oporne na FL testem SYO. Linig ciggtg oznaczone sg szczepy
zaklasyfikowane jako oporne na FL na podstawie zalecen CLSI, linig przerywang oznaczone sg szczepy

wykazujgce wzrost resztkowy w catym zakresie stezeh
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Wyk. 3. 2. Wykresy zaleznosci ODs3; od stezenia flukonazolu dla 4 wybranych izolatéw z Wroctawia z 19
zaklasyfikowanych wstepnie jako oporne na FL testem SYO. Linig ciggta oznaczone sg szczepy
zaklasyfikowane jako oporne na FL na podstawie zalecen CLSI, linig przerywang oznaczone sg szczepy

wykazujgce wzrost resztkowy w catym zakresie stezen

W przypadku analizy lekowrazliwos$ci izolatéw z gatunku C. glabrata nie obserwowano
probleméw opisywanych dla gatunku C. albicans tzn. nie wystepuje wzrost resztkowy. Dzieki
temu, w tescie SYO widaé wyrazng granice wzrostu, a uzyskana analiza jest jednoznaczna.
W grupie 81 przebadanych izolatéw C. glabrata (ze szpitali w Gdansku, Warszawie i Szczecinie
zgodnie z punktem 2.1) 18 wykazywato opornos¢ na flukonazol, 63 zaklasyfikowano jako S-DD,
z relatywnie wysokimi stezeniami hamujgcymi wzrost (MIC = 8 pg/ml). 15 szczepow
wykazywato opornos$¢ krzyzowg na wszystkie testowane azole. Analiza lekowrazliwosci na
zwigzki inne niz azole wykazata, Zze wszystkie przebadane szczepy byly wrazliwe na
amfoterycyne B. Dodatkowo 1 szczep okreslono jako S-DD w stosunku do mikafunginy i 9 S-
DD w stosunku do kaspofunginy. W przypadku 5-fluorocytozyny 5 szczepdw
scharakteryzowano jako non-WT z czego wartosci MIC dla 3 szczepdw byty bardzo wysokie (>

64 pg/ml), co dla tego gatunku jest rzadko spotykane.

3.1.2 Analiza przyczyn lekoopornosci wyselekcjonowanych izolatow

Wyniki analizy podatnosci badanych izolatéw klinicznych na dziatanie lekow
stosowanych w terapiach przeciwgrzybicowych wskazujg na wystepowanie zjawiska opornosci
na leki z grupy azoli. Nalezy takze stwierdzi¢, ze odsetek szczepow opornych nie jest
stosunkowo duzy, szczegdlnie w przypadku szczepow z Wroctawia. W ramach dalszej czesci
badanh podjeto probe wyjasnienia mechanizmow, ktére spowodowaty brak wrazliwosci na azole

zidentyfikowanych opornych izolatow.
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3.1.2.1. Analiza ekspresji genéw odpowiadajgcych za opornosc C. albicans

Do najwazniejszych mechanizméw opornosci na leki z grupy azoli zalicza sie przede
wszystkim wystepowanie nadekspresji niektorych gendéw, szczegdlnie kodujgcych pompy
wielolekowe Cdrlp i Cdr2p, a takze genu ERG11 uczestniczgcego w szlaku biosyntezy
ergosterolu. W ramach powyzszej pracy przeprowadzono analize poziomdéw ekspresji genéw
CDR1, CDR2, MDR1 oraz ERG11 w dwdch grupach szczepdw klinicznych: 21 izolatow
C. albicans oraz 71 C. glabrata. Do wyliczeh pozioméw ekspresji zastosowano metode Livaka
(podwojnej delty). W metodzie tej oblicza sie réznice warosci Ct (Ct tocykl PCR, w ktérym
przekroczony zostaje progowy poziom fluorescencji, ang.treshold cycle) dla genéw badanego
i kontrolnego wyznaczong na podstawie reakcji amplifikacji z wykorzystaniem tego samego
cDNA (proby nieznanej czyli badanego szczepu lub kalibratora). Obliczenie przeprowadza sie

zaréwno dla prob nieznanych jak i kalibracyjnych:

ACt (préba nieznana) = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego,
ACt (kalibrator) = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego.
Nastepnie oblicza sie¢ AACt dla kazdej proby:

AACt =ACt (proba nieznana) - ACt (kalibrator).

Dla kazdego izolatu reakcja zostata wykonana w dwodch powtérzeniach i zostata
wyznaczona jedna, srednia wartos¢ parametru R z dwoch prob. Obliczanie znormalizowanej
wartosci wzglednego poziomu ekspresji badanego genu w probie nieznanej wzgledem
kalibratora przeprowadza sie wedlug wzoru:

R= 2—AACt

Uzyskiwane w ten sposéb wyniki wyrazane sg jako wielokrotnos¢ proby kalibracyjnej.
Nalezy to interpretowa¢ jako poréwnanie poziomow ekspresji genu targetowego pomiedzy
dwoma szczepami (badanego izolatu i kalibratora), przy zatozeniu, ze poziom ekspresji genu
referencyjnego w komorkach tych szczepow jest taki sam. Wartos¢ parametru R réwna
1 oznacza, ze poziom ekspresji lub liczba kopii genu w probie kalibracyjnej i nieznanej sg
jednakowe. Liczba mniejsza od jednosci wskazuje na wyzszy poziom ekspresji w prébie
kalibracyjnej za$ wieksza, na wyzszg ekspresje genu w probie nieznanej w poréwnaniu z prébg
referencyjng

W pierwszej grupie okreslano poziomy ekspresji gendw w grupie 21 izolatow
C. albicans zaklasyfikowanych wstepnie jako oporne na FL za pomocg testu Sensititre, z czego
wiekszos¢ klasyfikowano dodatkowo jako krzyzowo oporne na wszystkie testowane azole. Jako
kalibrator zostat zastosowany szczep referencyjny wrazliwy na flukonazol C. albicans ATCC
10231, natomiast jako gen referencyjny zastosowano gen ACT1 kodujgcy aktyne. Dodatkowo
jako kontrole zastosowano szczepy B3 i Gu4 izolowane od pacjenta przed terapig oraz B4
i Gu5 po terapii azolami. lzolat B4 wykazuje trwalg nadekspresje genu MDR1, natomiast Gu5
nadekspresje gendéw CDR1 i CDR2. Uzyskane dla nich wyniki potwierdzajg molekularne

podstawy opornosci (tzn. nadekspresje wymienionych genéw, Wyk 3.3, 3.4, oraz 3.6).
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Przeprowadzona analiza nie pozwolita stwierdzi¢ znaczgcego wzrostu ekspresji genéw
MDR1 oraz ERG11. W przypadku genu MDR1, wzrost ekspresji widoczny byt jedynie dla
szczepu B4 (kontrola pozytywna) oraz niewielki wzrost dla szczepu 213. Dla genu ERG11
nadekspresje stwierdzono jedynie w trzech izolatach (30, 472, 1026) z czego u dwdch (30
i 1026) opornos¢ na flukonazol potwierdzona byla dwiema metodami. Jednak w pozostatych
przypadkach ekspresja ERG11 byta nizsza niz u szczepu referencyjnego C. albicans ATCC
10231.

W przypadku 5 izolatéw (oznaczenia na wykresie 30, 213, 472, 1002, 1026) z 21
testowanych oznaczono znaczgcy wzrost poziomu ekspresji genu CDR1. Dodatkowo niewielki
wzrost ekspresji wystepowat w szczepach oznaczonych jako 48 i 298. Warto$¢ parametru R
wsréd izolatow 30, 213, 472, 1002, 1026 wynosita pomiedzy 2,02 a 5,82 w poréwnaniu do
szczepu referencyjnego (Wyk. 3.3).

Analiza ekspresji genu CDR2 w szczepach opornych na flukonazol ujawita bardzo
wysoki relatywny wzrost ekspresji w szczepach oznaczonych numerami 30, 472, 1002 oraz
1026. Warto$¢ wspofczynnika R byta nawet wyzsza niz dla szczepu Gu5 uzywanego jako
pozytywna kontrola nadekspresji i miescita sie¢ w przedziale 190 — 540. Mniejszy poziom
nadekspresji tego genu, jednak wcigz istotny, stwierdzono w przypadku dwoch izolatow 298
i 458, a wartos¢ wspotczynnika R wynosit dla nich okoto 4 (Wyk. 3.4).
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Wyk. 3. 3. Poziomy ekspresji genu CDR1 dla 26 izolatéw z populacji C. albicans
(23 zaklasyfikowane jako oporne a 3 wrazliwe na flukonazol wg testu SYO) w poréwnaniu do kalibratora
(ATCC 10231 MIC = 2 pg/ml)
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Zmiana poziomu ekspresji w skali Log,
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Wyk. 3. 4. Poziomy ekspresji genu CDR2 dla 26 izolatéw z populacji C. albicans

(23 zaklasyfikowane jako oporne a 3 wrazliwe na flukonazol wg testu SYO) w poréwnaniu do kalibratora

(ATCC 10231 MIC = 2 pg/ml)
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Wyk. 3. 5. Poziomy ekspresji genu ERG11 dla 26 izolatow z populacji C. albicans
(23 zaklasyfikowane jako oporne a 3 wrazliwe na flukonazol wg testu SYO) w poréwnaniu do kalibratora
(ATCC 10231 MIC = 2 ug/ml)
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Wyk. 3. 6. Poziomy ekspresji genu MDRL1 dla 26 izolatéw z populacji C. albicans (23 zaklasyfikowane jako

oporne a 3 wrazliwe na flukonazol) w poréwnaniu do kalibratora (ATCC 10231 MIC = 2 pg/ml)

3.1.2.2. Analiza ekspresji gendéw odpowiadajgcych za opornosc¢ drozdzy C. glabrata

Analizie poddanych zostato réwniez 71 izolatéw klinicznych z gatunku C. glabrata.
Szczepy zostaty podzielona na dwie grupy: oporne (MIC > 64 pg/ml, n=15) i wrazliwe zaleznie
od dawki (MIC < 32 pg/ml, n=56) zgodnie z wytycznymi CLSI M27-S4. Ponadto obydwie grupy
zostaty poddane analizie statystycznej testem U Manna Whitneya. Wyznaczany byt tzw.
parametr P, ktérego wartos¢ ponizej 0,05 oznacza, ze obydwie populacje sg znaczaco rozne,
co potwierdza hipoteze, ze w jednej z grup obserwowany jest znaczacy wzrost poziomu
ekspresji danego genu.

Przy analizie ekspresji genu CDR1 13 szczepdéw z 15 (86,6%) wykazywato wyrazny
wzrost poziomu ekspresji (Wyk. 3. 7). Wartos¢ parametru R wahata sie w granicach od 2,07 do
1318,25 w poréwnaniu do szczepu wybranego jako kalibrator (izobat kliniczny wrazliwy na
flukonazol na wykresach ponizej oznaczony numerem 6). W grupie izolatdbw oznaczonych jako
wrazliwe w zaleznosci od dawki (n=56) w stosunku do flukonazolu 16 (28,6%) wykazywato
podwyzszony poziom ekspresji (R od 2,27 do 36,13). Wartos¢ parametru P w tescie U Manna
Whitneya wynosita znaczgco ponizej 0,0001, co oznacza, ze obydwie grupy zdecydowanie
réznig sie poziomami ekspresji (Wyk. 3.8).

Analiza ekspresji genu CDR2 wykazata, ze nadekspresja wystepuje w 13 (22,8%)
izolatach z grupy S-DD i w 5 (35,7%) z grupy opornych (Wyk. 3.9). Warto$¢ parametru R, dla
szczepow, gdzie widoczna jest nadekspresja, wynosita od 2,02 do 18,81 dla szczepow S-DD

oraz od 2 do 6,36 dla opornych. Mozna takze zaobserwowac, ze w przypadku 28 szczepéw S-

81


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Zmiana poziomu ekspresji w skali Log,

DD ekspresja jest widocznie obnizona, a wartosci R w ich przypadku zaczynajg sie od 0,06.
W poréwnaniu do genu CDR1 poziomy ekspresji sg znaczaco nizsze. Natomiast wartosc
parametru P w tescie U Manna Whitneya wynosita 0,0681, a wiec grupy nie réznig sie znaczgco
i nie mozna stwierdzi¢, ze nadekspresja tego genu odpowiada za nabywanie opornosci
(Wyk.3.10.).

Odmienne od oczekiwanych wyniki uzyskano dla genu ERG11. Dwanascie (21%)
szczepdw z 57 oznaczonych jako S-DD wykazywato podwyzszony poziom ekspresji w stosunku
do kalibratora z warto$cig parametru R mieszczgcg sie w zakresie od 2,03 do 12,79. Natomiast
w grupie opornych nie zaobserwowano znaczgcego wzrostu ekspresji (powyzej 2) a warto$¢ R
wahata sie w granicach od 0,36 do 1,85 w poréwnaniu do izolatu 6 Gd. Takze analiza
statystyczna nie wykazata, aby grupa szczepdéw opornych réznita sie znaczgco od grupy

wrazliwych zaleznie od dawki (Wyk. 3. 11).
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Wyk. 3. 7. Poziomy ekspresji genu CDR1 dla 71 izolatéw z populacji C. glabrata
(15 zaklasyfikowane jako oporne a 56 S-DD) w poréwnaniu do kalibratora (6 Gd MIC = 8 pg/ml)
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Wyk. 3. 8. Analiza statystyczna zmian pozioméw ekspresji genu CDRL1 izolatow C. glabrata.
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Wyk. 3. 9. Poziomy ekspresji genu CDR2 dla 71 izolatéw z populacji C. glabrata

8 pg/ml)

(15 zaklasyfikowane jako oporne a 56 S-DD) w poréwnaniu do kalibratora (6 Gd MIC

83

LSOW /V


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

CgCDR2

Srednia zmiana poziomu ekspresji
N

ra

S-DD Oporne
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Wyk. 3. 11. Analiza statystyczna zmian poziomoéw ekspresji genu ERG11 izolatéw C. glabrata

3.1.2.3. Analiza mutacji w genie ERG11

Wyniki sekwencjonowania genu ERG11 43 izolatéw C. albicans z Warszawy oraz 17
z Wroctawia ujawnity wystepowanie licznych mutacji w obrebie sekwencji nukleotydowej
skutkujgcych zmianami w sekwencji aminokwasowej. Mutacje wystepowaly w wigkszosci
izolatéw, jednak ich brak stwierdzono w 8 izolatach z Warszawy oraz 3 z Wroctawia. W grupie
izolatow z Warszawy mutacje pojawity sie u 24 izolatéw opornych na flukonazol i 11 wrazliwych.
22 izolaty zawieraly wiecej niz jedng mutacje. Poszczegdlne mutacje pojawiaty sie zaréwno
w szczepach opornych jak i wrazliwych V1121 (5 R i1 S), E266D (18 Ri4 S), G450R (4 Ri 1 S)
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i V488l (9 R i 1 S). Zdecydowanie najcze$ciej obserwowana byta mutacja w pozycji 266
skutkujgca zamiang kwasu glutaminowego na kwas asparaginowy, ktéra wystgpita 22 (51,2%)
razy. Czestg mutacjg byta takze wymiana waliny na izoleucyne w pozycji 488, ktéra pojawita sie
10 (23,3%) razy. Uwzgledniajagc klasyfikacje opornosci na podstawie metody
mikrorozcienczeniowej zalecanej przez CLSI oporno$¢ na FL wystepowa w 5 szczepach.
WSsrdd nich substytucja V112l zostata zidentyfikowana w 4 przypadkach tak samo jak G450R.

W przebadanej grupie 19 szczepdw (z czego wyniki sekwencjonowania uzyskano dla
17) ze szpitala z Wroctawia, zaklasyfikowanych jako oporne testem Sensititre, mutacja
w pozycji 266 pojawita sie 9 (53%) razy, wymiana waliny na izoleucyne w pozycji 488, pojawiata
sie 5 (29,4%) razy, nie wystepowaty natomiast mutacje V112l oraz G450R.

Biorgc pod uwage wszystkie izolaty, dla ktorych zsekwencjonowano gen ERG11,
mozna stwierdzic¢, ze czes¢ mutacji pojawiata sie tylko w szczepach oznaczonych jako wrazliwe
na flukonazol. Sg to mutacje w pozycjach 116 (wymiana kwasu asparaginowego na kwas
glutaminowy) i 159 (wymiana waliny na izoleucyne). Mutacje wystepujace tylko w szczepach
opornych wystagpity dwukrotnie w pozycji 145 (wymiana fenyloalaniny na leucyne) oraz
jednokrotnie w pozycji 126 (rowniez wymiana fenyloalaniny na leucyne). Dwie mutacje R163K
oraz K342R obecne byly tylko w jednym izolacie (nr 7 z Wroctawia), ktory zaklasyfikowano jako
jeden z opornych wg zalecen CLSI. Pozostate mutacje, ktére pojawialy sie niezaleznie od
oznaczonej wrazliwosci na flukonazol to K128T, E266D, G450R oraz V488l (Tabela 3. 5Tabela
3. 6).

Zdecydowanie najczesciej mutacje pojawiaty sie w rejonach tzw. ,hot spot” (pozycje
aminokwasowe 105-165, 266-287, 405-488 w obrebie enzymu). W obydwu grupach izolatow
wystepowaly one tacznie 70 razy. Byly to kolejno substytucje: V112I, D116E, K128T, F145L,
D153E, V1591, R163K, E266D, G450R, V488I. Jedna z nich R163K nie zostata dotychczas

opisana w literaturze.

Tabela 3. 5. Zidentyfikowane mutacje w obrebie biatka Erg11p w 43 izolatach C. albicans izolowanych od
pacjentow ze szpitala ,Instytut Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka” oraz wrazliwosci na 4 testowane azole
(wg testu SYO)

MIC ( g/ml) oraz kategoria wrazliwosci na lek (oznaczone testem SYO) MIC50

NP (CLSD Mutacje
P | o | FLC° Pz VORM VA FLC
1 |25 1 s |>s8 C\%‘ g,01 S 012 | WT |nd Eﬁ%ﬁb‘?ﬁﬁél
2 | 30* 128 R |05 \r}\%‘ 1 R 0,5 3\%‘ 64 |R V112
3 |34 16 R 005 [wr [o25 |5 fo5 |07 |nd F145L; E266D
4 | 40* >256 |R | >8 \r}\c/’? >8 |R > 16 \r}\%‘ 1 S -
5 | 48 >256 |R |>8 |yt |>8 |R >16 | wr |16 |R 214‘;%'3 E266D;
6 |52 >256 |R | >8 \r}\%‘ >8 | R > 16 3\%‘ nd E266D; V488
7 |81 31012 S g,oo WT g,oo S 0,03 | WT |nd \%ég:z; K128T;
8 |82 025 |s |>8 |00 |20 |s >16 | 2" | nd oD 8T

85



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

MIC ( g/ml) oraz kategoria wrazliwosci na lek (oznaczone testem SYO) MIC50

NP (CLSH Mutacje
P | o | FLC Pz VORM V4 FLC
9 |92 0,5 003 |WT | 0,03 003 | WT |nd -
10 | 94* > 256 >8 \r}\%‘ >8 |R > 16 C\%‘ 05 |S V112l; V488I
11 |97 0,5 012 [ |012 |S 012 | WT |nd E266D
2 [0 [5op [= (39 [wr [3° [s [0 [wr [ | |chmEra
13 | 125 1 >8 \r}\%‘ 003 |s > 16 C\%‘ nd -
14 | 138* | >256 >8 |wr |>8 |R >16 |0t | nd E266D
15 | 185+ > 256 >8 \r}\%‘ >8 |R > 16 C\%‘ 1 S E266D; V488l
16 | 190* > 256 >8 \r}\%‘ >8 |R > 16 C\%‘ nd E266D; V488
17 | 191 > 256 >8 | i |>8 |R >16 |0 | nd E266D
18 | 202 S0t 000 Twr 999 s 5,01 WT | nd oiar et
19 | 213 > 256 >8 U\%‘ >8 |R > 16 C\‘/’? nd K128T
20 | 227 1 >8 |[Wwr |003 |S >16 |0 | nd T6A; E266D
21 | 247 > 256 >8 |wr |>8 |R >16 | wr | nd -
22 | 258 > 256 >8 | |>8 |R >16 | wr |05 |S -
23 | 260A |05 003 |WT |B S 006 | WT |nd -
24 | 260B |32 025 | o | 025 [S)b 025 | W | nd -
25 | 266 > 256 >8 C\%‘ >8 |R > 16 C\‘/’;‘ 1 s V126L; E266D
26 | 298* > 256 >8 C\%‘ >8 |R > 16 C\‘/’;‘ 05 |s CigélE%GD;
27 | 299+ > 256 >8 \r}\%‘ >8 |R > 16 3\%‘ 05 |S E266D
28 | 365* > 256 >8 \r}\‘/’? >8 |R > 16 \r}\%‘ 05 |s E266D
29 | 366 > 256 >8 C\%‘ >8 |R > 16 C\‘/’;‘ nd E266D
30 | 378 05 I A O >16 | 0" | nd K128T
31 | 398 > 256 >8 \r}\‘/’? >8 |R > 16 \r}\%‘ 05 |s E266D
32 | 412 > 256 4 C\%‘ >8 |R > 16 C\‘/’;‘ 05 |s E266D; V488l
33 | 435 1 >8 \r}\%‘ 2'01 S > 16 3\%‘ nd E266D
34 | 458* > 256 >8 \r}\%‘ >8 |R > 16 3\%‘ 05 |s E266D; V488
35 | 472* > 256 >8 \r}\c/’;‘ >8 |R > 16 \r}\%‘ 05 |s E266D; V488l
36 | 483 64 012 [ |012 |S 1 wr |05 |s E266D
37 | 572 128 1 \r}\%‘ 1 R 0,5 3\%‘ 128 | R V112l; G450R
38 | 574 > 256 >8 \r}\c/’;‘ >8 |R > 16 \r}\%‘ nd E266D; V488l
39 |604* | >256 >8 |wr |>8 |R >16 [t |05 |S -
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MIC ( g/ml) oraz kategoria wrazliwosci na lek (oznaczone testem SYO) MIC50
N (CLSH Mutacje
Lp. | . r FLCA Pz VORM 4 FLC
izolatu
. non- non- .
40 | 1002 128 R 0,5 WT 1 R 0,5 WT 64 R V112l; G450R
41 | 1018 0,5 S 0,03 | WT 0,03 | S 0,06 | WT nd V112I; G450R
" non- S- non- )
42 | 1026 64 R 0,5 WT 0,5 DD 0,5 WT 32 R V112I; G450R
non- non-
43 | 1037 0,5 S >8 WT 0,03 | S > 16 WT nd K128T

* W przypadku szczepdw oznaczonych ,*” przeprowadzona zostata analiza ekspresji genéw
CDR1, CDR2, MDR1, ERG11. ,nd” oznacza, ze warto$¢ nie zostata zdefiniowana, ,-” oznacza
brak mutacji w sekwencji aminokwasowej. Nadekspresja genu CDR1 oznaczona jest przez
pogrubienie i kursywe numeru izolatu, natomiast nadekspresja genu CDR2 przez pogrubienie

i podkreslenie.

Tabela 3. 6. Zidentyfikowane mutacje w obrebie biatka Erg11p w 17 izolatach C. albicans izolowanych od

pacjentow ze szpitala Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz wrazliwosci na 4 testowane azole wg

testu SYO
MIC (ug/ml) oraz kategoria wrazliwosci na lek (oznaczone testem SYO) MICso (CLSI)
Mutacje
Lp. Nr FLCH Pz VORM 1z FLC
izolatu

1 4 256 R >8 non-W1 >8 R >16 |non-W1T 0,5 S K128T

16 /> R163K; E266D;
2 7 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 |[non-WT 16 R K342R
3 16 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 |non-WT 0,5 S E266D; V488l
4 17 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 |non-WT 0,5 S E266D
5 26 16 R > 8 non-W71 > 8 R >16 |non-WT| 0,25 S E266D

>

6 35 > R > 8 non-W1 8/0,0 | R >16 |non-WT| 0,25 S -

256

15
7 41 256 R > 8 non-W71 > 8 R >16 |non-WT| 0,25 S E266D; V488l
0,01

8 46 0,5/> R 015/ non-W 0,01 S 5/> non-WT 0,5 S -

256 >8 5 16
9 49 %{;3 R > 8 non-W71 > 8 R >16 |non-WT| 0,25 S E266D; V488l
10 67 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 [non-WT 0,5 S D153E
11 96 256 R >8 non-W1l >8 R >16 |non-WT 0,25 | S K128T
12 97 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 [(non-WT 0,25 | S V51M
13 99 256 R > 8 non-W71 > 8 R >16 |non-WT| 0,25 S E266D; V488l
14 | 119 256 R >8 |nonwl1>8 |R >16 |non-WT 1 s -
15 1433 256 R >8 non-W1 > 8 R >16 [non-W1T 0,25 | S K128T
16 1768 256 R >8 non-W1 >8 R >16 |non-WT 0,5 S E266D
17 1973 256 R 4 non-W1 > 8 R >16 |[non-WT 64 R nd
18 1989 8 R 0,25 |[non-W1 0,06 2’02 WT 1 S E266D; V4388l
19 2181 8 R 0,5 non-W1 0,12 | S 0,06 [WT 2 S nd
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3.2. Analiza aktywnoS$ci przeciwgrzybowej in vitro produktéw pochodzenia
naturalnego mogacych stanowié alternatywe wobec obecnie stosowanych lekéw

przeciwgrzybowych

Wyniki dotychczas przedstawionych badan wskazujg, ze problemem jest wystepowanie
opornosci na najczesciej stosowane leki w terapii infekcji przeciwgrzybiczych, czyli azole.
Pozostate leki o aktywnosci przeciwgrzybiczej wydajg sie byé w dalszym ciggu bardzo
skuteczne. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze czes$¢ z nich jest znacznie bardziej toksyczna, dlatego
stosowane sg jako leki drugiego wyboru, przy nieskutecznosci leczenia infekcji azolami. Wiele
zespotdéw badawczych dowodzi jednak, ze stosowanie innych lekéw réwniez przyczynia sie do
nabywania opornosci przez mikroorganizmy (Edlind & Katiyar, 2010; Krogh-Madsen et al.,2006;
Perlin, 2015), a w niektérych przypadkach wystepuje ona jako opornos¢ pierwotna (Hope et al.,
2004). Dlatego tez, waznym zagadnieniem jest poszukiwanie nowych zwigzkéw wykazujgcych
aktywnos¢ przeciwgrzybowg, na ktére mikroorganizmy nie wykazywatyby opornosci, ktére
charakteryzowatyby sie jednoczesnie ograniczong toksycznoscig dla organizmu. Przedmiotem
badan, ktérych wyniki opisano w niniejszej rozprawie byty produkty pochodzenia naturalnego,

mianowicie olejki eteryczne i propolisy pszczele jako mozliwa alternatywa.

3.2.1. Aktywnos¢ olejkbéw eterycznych

W badaniach zastosowano komercyjnie dostepne olejki eteryczne, ktorych
dystrybutorem w Polsce jest firma Pollena Aroma. Producent gwarantuje, ze sg to czyste, 100%
(bez dodatkéw rozpuszczalnikéw organicznych) olejki eteryczne pozyskane ze zrédet
roslinnych, dodatkowo w fazie badan wstepnych stwierdzono, Ze wykazujg one wyzsze
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe niz testowane olejki innych marek, dlatego do dalszych
badan stosowano tylko olejki firmy Pollena Aroma (linia dr Beta). Aktywnos¢ przeciwgrzybowa
in vitro wyznaczana byta w buforowanym do pH = 7,0 podtozu RPMI-1640 rekomendowanym
przez CLSI do okreslania aktywnosci zwigzkoéw przeciwgrzybowych, ktérego sktad odpowiada
warunkom fizjologicznym w organizmie gospodarza. Przesiewowe oznaczenie aktywnosci 38
olejkdw eterycznych przeprowadzono na szczepach C. albicans B3, B4, Gu4 Gu5 oraz
referencyjnym C. albicans ATCC 10231. W rezultacie wyselekcjonowano szes¢
najaktywniejszych olejkéw; tymiankowy, cytrynowy, geraniowy, cynamonowy z kory, bazyliowy
i gozdzikowy z pgkéw (Szweda et al., 2015).

Nastepnie wyznaczono wartosci MIC wyselekcjonowanych olejkéw na grupie 183
izolatow klinicznych C. albicans oraz 76 C. glabrata. Poza okresleniem wartosci MIC
wyznaczano takze minimalne stezenie grzybobodjcze. Wedtug definicji jest to minimalne
stezenie zwigzku, ktére hamuje wzrost mikroorganizmu po przeniesieniu na podtoze nie
zawierajgce czynnika hamujgcego wzrost.

Na wykresach 3.12 ponizej przedstawiono histogramy wartosci MIC oraz MFC dla
wyselekcjonowanych olejkow eterycznych. W przypadku analizy wynikow uzyskanych
z zastosowaniem olejku tymiankowego dla gatunku C. glabrata widoczny jest typowy rozktad

dwumodalny z jednym maksimum dla wartosci stezenia 0,16% (v/v), a drugim < 0,005%,
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natomiast dla gatunku C. albicans rozktad odbiega od normalnego. Zahamowanie wzrostu
wszystkich przebadanych szczepéw nastepowato przy stezeniu 0,625%. Dominanta gatunku
C. albicans wynosi 0,08%, a dla C. glabrata 0,16% (v/v). W 30 i 15 przypadkach odpowiednio
dla C. albicans i C. glabrata niemozliwe byto wyznaczenie wartosci MIC w testowanym zakresie
stezen i wynosity one ponizej 0,005% (v/v).

Olejek cytrynowy wykazywat nieco wyzszg aktywnos¢ wobec drozdzakéw z gatunku
C. glabrata. Stezenie 0,625% (v/v) byto wystarczajgce, aby zahamowa¢ wzrost wszystkich
izolatow tego gatunku, przy czym wazne podkreslenia jest to, ze badania aktywno$ci wobec
C. glabrata zostaty przeprowadzone na 76 szczepach C. glabrata, natomiast liczba szczepdéw
C. albicans byta prawie 2,5 razy wyzsza. W 21 (11,5%) przypadkach dla C. albicans i 27
(35,5%) dla C. glabrata nie byto mozliwe wyznaczenie wartosci MIC, ktéra wynosita ponizej
0,005%.

Analiza aktywnosci olejku geraniowego wykazata typowy rozktad normalny dla obydwu
gatunkéw. Wartosé dominanty wynosita dla nich 0,16%. Olejek geraniowy wykazywat jednak
nizszg aktywno$¢ od dwoch poprzednich. Aby zahamowac¢ wzrost wszystkich izolatow nalezato
zastosowaé stezenie na poziomie 1,25% (v/v), a praktycznie wszystkie wartosci MIC byty
wyzsze niz 0,005% (v/v).

W rozktadzie wartosci stezen dla olejku bazyliowego takze widoczne byly dwa
maksima, jedno przy stezeniu < 0,005% a drugie 0,3125% w przypadku obydwu gatunkow.
Najwyzsza wartos¢ MIC wynosita dla nich 1,25% (v/v).

Analiza aktywnos$ci olejku gozdzikowego wykazata podobne wyniki aktywnosci jak
uzyskane dla olejku geraniowego. Tu takze rozktad jest w przyblizeniu normalny, wartos¢
dominanty dla obydwu gatunkéw réwniez wynosi 0,16% (v/v). Stezenie, przy ktérym wzrost

wszystkich izolatow zostat zahamowany, wynosito 2,5% (v/v) (Tabela 3. 7 i Tabela 3. 9).

Tabela 3. 7. Liczby izolatéw C. albicans wykazujgcych MIC przy okreslonych stezeniach wybranych

olejkdw eterycznych

MIC [% (v/V)] tymiankowy | cytrynowy geraniowy | bazyliowy gozdzikowy
< 0,005 30 21 1 24 2
0,005 3 3 0 0 0
0,01 28 13 6 1 6
0,02 14 12 8 6 8
0,04 20 21 17 7 17
0,08 31 20 30 21 29
0,16 22 20 47 30 35
0,3125 26 31 40 55 29
0,625 9 23 28 26 29
1,25 0 12 6 13 20
25 0

>25 0

Zdecydowanie najwyzszg aktywnoscig odznaczat sie olejek cynamonowy z kory. Dla

omawianego produktu zastosowano odrebny zakres stezen w granicach od 0,002% do 0,125%
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(v/v). To jednak w dalszym ciggu nie pozwolito na wyznaczenie wartosci MIC dla 114 (62%)
izolatow C. albicans oraz 43 (57%) izolatow C. glabrata, ktore w ich przypadku wynosity ponizej
0,002% (v/v). Stezenie, ktore hamowato wzrost wszystkich testowanych szczepéw wynosito
0,125% (v/v), a wiec byto przynajmniej pieciokrotnie nizsze niz pozostatych olejkéw (Tabela 3. 8
i Tabela 3. 10).

Stezenie 1,25% (v/v) okazalo sie wystarczajgce aby zahamowaé wzrost 92%
wszystkich przebadanych izolatéw C. albicans oraz 99% izolatéw C. glabrata przez kazdy
z wytypowanych olejkéw. Wartoéci MFC byty w wiekszosci przypadkéw réwne MIC lub co

najwyzej dwukrotnie wyzsze.

Tabela 3. 8. Liczby izolatéw C. albicans wykazujgcych MIC przy okreslonych stezeniach olejku

cynamonowego
MIC [% (v/V)] cynamonowy
< 0,002 114
0,002 9
0,004 12
0,008 9
0,016 12
0,031 16
0,062 10
0,125 1

Tabela 3. 9. Liczby izolatow C. glabrata wykazujgcych MIC przy okreslonych stezeniach wybranych

olejkoéw eterycznych

MIC [% (v/V)] tymiankowy | cytrynowy geraniowy bazyliowy gozdzikowy
< 0,005 15 27 0 7 2
0,005 0 0 0 0
0,01 5 0 1 0
0,02 7 5 2 5 1
0,04 8 7 0 10
0,08 13 3 17 11 12
0,16 16 18 20 14 16
0,3125 9 8 19 20 11
0,625 3 2 9 15 10
1,25 0 0 2 3 13
25 0 0 0

>25 0 0 0
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Tabela 3. 10. Liczby izolatéw C. glabrata wykazujgcych MIC przy okreslonych stezeniach olejku

cynamonowego
MIC [% (v/V)] cynamonowy
< 0,002 43
0,002 1
0,004 5
0,008 5
0,016 5
0,031 7
0,062 5
0,125 5
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Wyk. 3. 12. Aktywnosci szesciu wybranych olejkéw eterycznych wobec izolatow klinicznych C. albicans
oraz C. glabrata, wyznaczone jako warto$¢ MIC (wykresy po lewej stronie) oraz MFC (wykresy po prawe;j

stronie)

3.2.2.  Porbéwnanie aktywnosci olejku cynamonowego i aldehydu cynamonowego

Metodg dyfuzyjno-krgzkowg poréwnano aktywnos¢ olejku cynamonowego
z aktywnoscig czystego aldehydu cynamonowego, gtéwnego sktadnika tego olejku. Okreslano
strefe zahamowania wzrostu dla dwdch szczepow referencyjnych C. albicans ATCC 10231
i C. glabrata DSM 11226 na podiozach sporzadzonych na kwadratowych ptytkach o boku

12,5 cm. Strefa zahamowania wzrostu gatunku C. albicans po zastosowaniu 10 ul aldehydu
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cynamonowego wynosita okoto 9 cm, dla olejku cynamonowego byta poréwnywalna, natomiast

strefy zahamowania wzrostu C. glabrata wynosity odpowiednio 6,8 oraz 5,9 cm (Fot. 3. 1).

C. albicans, aldehyd cynamonowy 10 pl C. albicans, olejek cynamonowy 10 pnl

-
-~ _—

%;

C. glabrata, aldehyd cynamonowy 10 ul C. glabrata, olejek cynamonowy 10 ul

- e —

= \\ v‘ p——

Fot. 3. 1. Strefy zahamowania wzrostu szczepow C. albicans ATCC 10231 i C. glabrata DSM 11226
uzyskane po zastosowanie 10 pl aldehydu cynamonowego lub 10 ul olejku cynamonowego. Posiewy
wykonano na kwadratowych ptytkach o boku 12,5 cm

Ciekawy wynik uzyskano takze po zastosowaniu preparatéw rozcienczonych w DMSO
w stosunku 1:9 (Fot. 3.2). Strefy zahamowania wzrostu po 24 h wywotane olejkiem
cynamonowym byly znaczgco wigksze niz samym aldehydem. Ponadto po kolejnych kilku
dniach inkubacji wokét krgzka z naniesionym aldehydem cynamonowym, gdzie pierwotnie nie
obserwowano wzrostu, pojawit sie wtérny wzrost mikroorganizmu. Strefa zahamowania wzrostu
wokét krgzka z olejkiem cynamonowym czesciowo sie zmniejszyta, jednak wokoét samego

krgzka przestrzen zostata nieskolonizowana wtérnie przez mikroorganizmy. Kontrola samego
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rozpuszczalnika wykazata, ze DMSO w badanym stezeniu nie wptywat na wzrost

mikroorganizmu (Fot. 3.3).

C. albicans, aldehyd cynamonowy: DMSO C. albicans, olejek cynamonowy: DMSO C. albicans, aldehyd cynamonowy: DMSO C. albicans, olejek cynamonowy: DMSO 1:9,
1:9,10 1,24 h 1:9,10 1,24 h 1:9, 10 ul, 7 dni 10 4, 7 dni

N

=

C. glabrata, aldehyd cynamonowy: DMSO C. glabrata, aldehyd cynamonowy: DMSO

C. glabrata, aldehyd cynamonowy: DMSO C. glabrata, olejek cynamonowy: DMSO 1:9, 1:9, 10 ul, 7 dni 1:9, 10 yl, 7 dni

1:9,10 1, 24 h 104, 24h

Fot. 3. 2. Strefy zahamowania wzrostu C. albicans i C. glabrata po 24 h i po 7 dniach uzyskane
z zastosowaniem aldehydu cynamonowego lub olejku cynamonowego rozpuszczonego w DMSO
w stosunku 1:9

DMSO 10 pl

Fot. 3. 3. Efekt zastosowania rozpuszczalnika wobec szczepu C. albicans ATCC 10231

3.2.3. Okresdlenie kinetyki efektu grzybobdjczego olejkéw eterycznych

Kinetyke efektu grzybobdjczego olejkow eterycznych analizowano stosujgc metode
cytometrii przeptywowej oraz test ,time Kkill assay’. W pierwszej z tych metod, komorki
inkubowane z badanym zwigzkiem przez okreslony czas wybarwiano barwnikiem FDA (dioctan
fluoresceiny). Barwnik ten pozwala na selektywne wybarwianie komérek zywych, wykazujgcych
aktywnos¢é metaboliczng. Pod wptywem wewnatrzkomorkowych esteraz z FDA powstaje
fluoresceina wykazujgca po wzbudzeniu Swiattem odpowiedniej dlugosci zielong fluorescencje,
mierzong przy uzyciu cytometru. Druga metoda polega na wykonaniu odpowiednich

rozcienczen zawiesin komorkowych inkubowanych uprzednio przez okreslony czas z badanym
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zwigzkiem oraz kontroli, a nastepnie wykonaniu posiewow i zliczeniu liczby kolonii na ptytkach

wyrostych po 24 h inkubacji.

3.2.3.1. Fluorescencyjna cytometria przeptywowa

Wyniki eksperymentu, w ktérym badano kinetyke efektu grzybobdjczego metodg
cytometrii przeptywowe] przedstawiono na wykresie 3.13. Na wykresach tych o$ odcietych
oznacza poziom zielonej fluorescenciji, a 0o$ rzednych boczne rozproszenie $wiatta. Dodatkowa
linia pionowa na wykresie to dyskryminator, ktérego pozycja wyznaczona jest na podstawie
wykresow uzyskanych dla kontroli po okreslonych czasach. Dzieli on zbiér punktow na wykresie
na dwie populacje; po prawej stronie od dyskryminatora komérki wykazujg wysoki poziom
fluorescencji, czyli uznawane sg za zywe, a po lewej stronie wykazujg niski poziom
fluorescencji, a wiec w eksperymencie uznane za martwe.

W najwiekszym stopniu wida¢ wptyw olejkdw bazyliowego i gozdzikowego, ktére juz po
2 h inkubacji spowodowaty sSmieré niemalze wszystkich komoérek w zawiesinie. Olejek
geraniowy w zastosowanym stezeniu pozwolit na redukcje liczby zywych komoérek do potowy
(po 24 h w zawiesinie wcigz obecne bylo okoto 45% zywych komoérek) (Tabela 3. 11). Olejki
cynamonowy i tymiankowy zastosowane byty w najnizszych stezeniach, przez co pozornie ich
aktywnos¢ wydaje sie najmniejsza. Wskazuje to jednoczesnie, ze w tego typu eksperymentach
kluczowy jest dobdér odpowiedniego stezenia zwigzku aktywnego. Dla olejku cynamonowego,
ktéry we wczesniejszych eksperymentach zostat scharakteryzowany jako najaktywniejszy,
spadek liczby zywych komorek nie byt tak radykalny, jakiego mozna bylo sie spodziewac.
Prawdopodobnie wynikato to zastosowania zbyt niskiego stezenia, dlatego zostato on
zmodyfikowane w eksperymencie ,time Kkill assay’. Dodatkowo, w przypadku olejku
cynamonowego wida¢ ciekawe zjawisko. Po 2 h inkubacji przy stezeniu olejku wynoszgcym
0,004%, nastgpit spadek liczby zywych komoérek o blisko 90%, pozostawiajgc niewielkg
populacje komoérek opornych. W trakcie dalszej inkubacji, z grupy tej odrodzita sie populacja,
w ktorej po 24 h ponad 80% stanowity komoérki zywe. Przy zastosowaniu stezenia czterokrotnie
wyzszego w tescie ,time kill assay” (opis znajduje sie w kolejnym podrozdziale) zjawiska tego

nie zaobserwowano.
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Wyk. 3. 13. Przezywalnos$¢ komorek C. albicans ATCC 10231w czasie inkubacji z olejkami eterycznymi.
Os odcietych wskazuje poziom fluorescencji, 0$ rzednych boczne rozproszenie Swiatta. Zastosowane
stezenia olejkow: tymiankowy — 0,04%, cytrynowy 0,16%, geraniowy — 0,16%, cynamonowy — 0,004%,
bazyliowy 0,16%, gozdzikowy — 0,625%

Tabela 3. 11. Procentowa zawarto$¢ zywych komorek C. albicans ATCC 10231 w hodowli traktowanej

wybranym olejkiem eterycznym przez okreslony czas

Olejek/Czas [h] 2 4 8 24
Kontrola 88,83 97,64 99,45 99,77
Geraniowy 87,66 58,63 72,13 45,27
Tymiankowy 69,85 76,85 76,87 72,02
Cytrynowy 65,95 59,52 88,4 97,9
Cynamonowy 11,92 17,59 48,37 82,21
Gozdzikowy 3,18 2,64 1,57 3,22
Bazyliowy 2,13 0,44 0,44 3,36

3.2.3.2. ,Time kill assay”

Na Wyk. 3. 14 przedstawiono ,krzywe $mierci” uzyskane dla olejkéw tymiankowego,
cytrynowego, geraniowego, bazyliowego oraz gozdzikowego. Inkubacja inokulum z olejkami
W znaczacy sposob redukowata liczbe komoérek juz po 2 - 6 h, a po 24 h redukcja ta byta
wieksza niz dwa rzedy wartosci. Najlepiej wida¢ oddziatywanie olejku bazyliowego, ktéry po 2 h

inkubacji zredukowat liczbe CFU praktycznie do zera. Dla najbardziej aktywnego olejku, czyli
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cynamonowego wykonano osobng analize przy zastosowaniu stezen 1 x MIC i 1 x MFC.
Znaczacyg redukcje liczby zywych komoérek, podobnie jak w przypadku pozostatych olejkow,
widac¢ bylo po 2 — 6 h, a po 24 h liczba ta spadta do zera. Przy zastosowaniu stezenia MFC

catkowita redukcja zywych komérek wystepowat po 2 lub 4 h.

MIC

kontrola
tymiankowy
cytrynowy
geraniowy
bazyliowy
gozdzikowy

bP ot

Logqo CFU/mI
O L N W b 01 O N

4

12 16 20 24
Czas [h]

(@
>4
(o]

Wyk. 3. 14. Krzywa $mierci 5 testowanych olejkédw eterycznych przy zastosowaniu stezenia réwnego
1 x MIC wobec szczepu C. albicans ATCC 10231 (tymiankowy — 0,04%, cytrynowy 0,16%, geraniowy —
0,16%, bazyliowy 0,16%, gozdzikowy — 0,625%)

MIC

- C. albicans
-©- C. albicans kontrola
=¥ C. glabrata
-o- C. glabrata kontrola

Loglo CFU/ml

0 4 8 12 16 20 24
Czas [h]

Wyk. 3. 15. Krzywa $mierci dla olejku cynamonowego przy zastosowaniu stezenia rownego 1 x MIC
(0,016% (v/v)) wobec szczepdw C. albicans ATCC 10231 i C. glabrata DSM 11226
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Wyk. 3. 16. Krzywa smierci dla olejku cynamonowego przy zastosowaniu stezenia rownego 1 x MFC
(0,031% (v/v))wobec szczepdw C. albicans ATCC 10231 i C. glabrata DSM 11226

3.2.4. Aktywno$c¢ ekstraktow etanolowych propolisow

Wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow propoliséw pszczelich jest
znana, jednakze wiekszos¢ danych literaturowych na ten temat dotyczy aktywnosci
przeciwbakteryjnej. W naszym zespole badawczym postanowilismy sprawdzi¢ czy réwnie dobre
aktywnosci wykazujg one wobec drozdzakéw z rodzaju Candida.

W badaniach wstepnych przetestowano aktywnos¢ 50 propoliséw pszczelich,
pozyskanych z pasiek na terenie Polski Pdétnocnej. Otrzymano ekstrakty etanolowe tych
preparatéw (EEP) wg procedury opisanej w p. 2.9. i wyznaczono wartosci MFC wobec
szczepow referencyjnych z rodzaju Candida (Tabela 3. 12). Kontrole aktywnosci
rozpuszczalnika przeprowadzono na szczepach referencyjnych C. albicans ATCC 10231
i C. glabrata DSM 11226, w ktérych zamiast EEP zastosowano etanol. Wykazaty one, ze
stezenie 10% nie powoduje zahamowania wzrostu gatunku C. glabrata, natomiast wartos¢ MIC
dla gatunku C. albicans wynosi wtasnie 10%.

Tabela 3. 12. Aktywnos$¢ EEP wobec wybranych szczepdw referencyjnych z rodzaju Candida

Szczep referencyjny
MFC (% viv) C. albicans C. glabrata DSM Suma

ATCC 10231 11226 B3 | B4 | Gud | GuS
>25 7 19 9 15 5 15 70
2,5 8 5 10 4 10 5 42
1,25 12 14 9 7 10 8 60
0,625 15 9 17 22 19 21 103
0,3125 8 3 5 2 6 1 25
Liczba testowanych 50 50 50 50 50 50 300
EEP
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Ze wzgledu na charakter ekstraktow propolisow, ktére w kontakcie z pozywka stajg sie
bardzo metne i ,ciagngce”, co utrudnia wyznaczenie wartosci MIC, za miare aktywnosci przyjeto
wartosci MFC. Nastepnie wytypowano sposrdd nich 6 najbardziej aktywnych preparatéw
oznaczonych numerami 17, 21, 27, 15 b, 18 b i 23 i wyznaczono wartosci MFC wobec 69
izolatow klinicznych C. albicans. Podsumowanie wynikow tego eksperymentu przedstawiono na
Wyk. 3. 17.

Wartosci te dla wszystkich EEP wobec znakomitej wiekszosci szczepdw byly mniejsze
lub réwne 1,25% (v/v), a wobec wiekszosci szczepdw wynosity 0,3125% lub 0,625% (v/v).
Najbardziej aktywny byt preparat oznaczony jako 15 b, dla ktérego wyznaczono najwiekszy
udziat procentowy wartosci MFC rownej 0,16% (v/v) w poréwnaniu do innych preparatéw
(ponad 20% izolatow), a dla okoto 40% izolatow MFC wynosito 0,3125% (v/v) (Wyk. 3. 17).

Aktywnosci EEP
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Wyk. 3. 17. Aktywnos¢ szesciu ekstraktow etanolowych propoliséw pszczelich wyznaczona wobec grupy
69 izolatéw C. albicans

3.2.5. Wptyw ekstraktow propolisu na kinetyke wzrostu drobnoustrojow

Przy ocenie kinetyki wzrostu zastosowano metode ,time kill assay”, Krzywe otrzymane
dla dwéch najbardziej aktywnych EEP w stosunku do szczepdéw C. albicans ATCC 10231
i C. glabrata DSM 11226 przedstawione sg na wykresach 3.18. Zastosowane w eksperymencie
stezenia odpowiadaty wartosciom MIC (0,16% i 0,3125% dla EEP 15 b i EEP 18 b odpowiednio
wobec obydwu gatunkéw) oraz MFC (0,625% dla EEP 15 i EEP 18). Po zastosowaniu stezenia
EEP odpowiadajgcemu wartosci MIC liczba komérek zostata zredukowana o 2-3 rzedy w skali
Log:o W poréwnaniu do kontroli w czasie pomiedzy 4 - 6 h, natomiast po zastosowaniu stezenia

odpowiadajgcemu MFC liczba komérek spadta do zera w przedziale czasowym 2 — 6 h.
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Wyk. 3. 18. Krzywe $mierci dla izolatéw C. albicans ATCC 10231 i C. glabrata DSM 11226 uzyskane
z zastosowanie dwoch wybranych EEP (MIC EEP 15 b 0,16%, EEP 18 b 0,3125% - tak samo dla obydwu
gatunkow, MFC 0,625% we wszystkich przypadkach)

3.2.6. Badanie dziatania kombinacji lekéw przeciwgrzybiczych z produktami pochodzenia

naturalnego

Synergizm jest zjawiskiem wzajemnego wzmocnienia dziatania kilku substancji, gdy
wystepuja razem w jednym Srodowisku. Poszukiwania mozliwosci synergistycznego
oddziatywania pomiedzy dwoma zwigzkami ma duze znaczenie, gdyz ewentualny pozytywny

efekt pozwolitby na typowanie par substancji, ktére stosowane jednocze$nie, wywotujg lepszy
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efekt terapeutyczny niz po zastosowaniu tych samych zwigzkéw osobno. Do badan synergizmu
zastosowano dwie metody: dyfuzyjno-krgzkowg oraz tzw. metode checkerboard. Pierwsza
znich jest prostsza i pozwala na uzyskanie wyniku jakosciowego, a przez to szybsze
wytypowanie mozliwosci istnienia ewentualnego synergizmu. Za pomocg drugiej wspomnianej
metody mozna dokfadnie wyznaczy¢ przy jakich stezeniach obydwu zastosowanych zwigzkow

obserwuje sie najwiekszy efekt wzmocnionego dziatania.

3.2.6.1. Okreslanie efektu skojarzonego dziatania metodg dyfuzyjno-krgzkowg

W badaniach z zastosowaniem metody dyfuzyjno-krgzkowej przetestowano liczne
kombinacje; kazdy z wytypowanych olejkéw o najwiekszej aktywnosci (tymiankowy, cytrynowy,
geraniowy, cynamonowy, bazyliowy i gozdzikowy) z kazdym lekiem przeciwgrzyboym z grupy:
flukonazol, worykonazol, 5-fluorocytozyna, kaspofungina oraz amfoterycyna B oraz wybrane
preparaty EEP z kazdym z wymienionych lekéw. Na podstawie przeprowadzonych testéw nie
udato sie stwierdzi¢ wystepowania synergizmu pomiedzy wiekszoscig olejkéw a zastosowanymi
lekami. Jedyny przypadek, gdzie odnotowano wystepowanie wzmocnionego wzajemnego
dziatania dotyczyt jednoczesnego zastosowania amfoterycynyB z  rozcienczonym

dziesieciokrotnie (w DMSO) olejkiem cynamonowym (Fot. 3. 4).

Amp B 10 ug

‘\9 )

: ; OC: DMSO 1:9, 10 pl,
OC: DMSO 1:9, 10 pl Amp B 10 g

Fot. 3. 4. Synergistyczne dziatanie amfoterycyny B (Amp B) wraz z rozcienczonym olejkiem

cynamonowym (OC) wobec szczepu referencyjnego C. albicans ATCC 10231

Ciekawy efekt uzyskano takze przy jednoczesnym zastosowaniu lekéw z grupy azoli
(flukonazolu i worykonazolu) z wybranymi EEP. Obydwa zwigzki aplikowane byty jednoczesnie
na jatowy krgzek umieszczony na podtozu z wybranym szczepem. Dodatek EEP powodowat
eliminacje zjawiska tzw. ,ogonowania”, charakterystycznego dla gatunku C. albicans,
pojawiajgcego sie przede wszystkim przy stosowaniu lekéw z grupy azoli (Fot. 3. 5). Polega ono
na tym, ze pewna czes¢ komoérek wykazuje wzrost nawet przy wysokich stezeniach
zastosowanego leku, aprzez to moze sie staé zrodtem mikroorganizméw opornych

i powodowac¢ trudnosci w terapii. Na przedstawionych zdjeciach wida¢ wyraznie zjawisko
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Logonowania”, pojawiajgce sie wokot krgzkow z flukonazolem i worykonazolem na ptytkach
ze wzrostem C. albicans (wobec gatunku C. glabrata zjawisko to nie wystepuje lub w mniejszym
stopniu, przedstawiono zdjecia dla poréwnania). Wokoét krgzkéw pojawia sie strefa
ograniczonego wzrostu mikroorganizmow. Aktywnosé EPP 15 b w zastosowanym stezeniu byta
niewielka, natomiast gdy obydwa preparaty zastosowano jednoczes$nie, wokot krgzkéw

pojawiala sie wyrazna, duza strefa zahamowania wzrostu.

C. albicans

L 1 o

EEP 15 10 I

EEP 1510 !
EE FIcH FI1 30 ug

C. glabrata C. glabrata

EEP 1510
Vor 5 g

EEP 1510 !

EEP 1510 { EEP 1510
FI 30 ng |

Fot. 3. 5. Synergizmu flukonazolu i worykonazolu z EEP 15 b wobec C. albicans ATCC 10231 oraz
C. glabrata DSM 11226

FI — flukonazol; Vor - worykonazol

Synergizm ekstraktow etanolowych propoliséw z lekami z grupy azoli potwierdzono
réwniez dla innych ekstraktow propolisbw wobec izolatu klinicznego opornego na flukonazol.
W testach zastosowano nieznacznie zmieniong metode dyfuzyjno-krgzkowg. Modyfikacja
polegata na tym, ze EEP (nr 19 i 20) dodawano do stygngcego agaru do koncowego stezenia
wynoszgcego szacunkowo 4 - %2 x MIC Po wykonaniu posiewow na ptytkach, uktadano gotowe

do uzytku krazki z lekami (Oxoid). Testy wykazaty, ze w podtozach agarowych bez dodatku
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EEP flukonazol (FI 25 ug/krgzek) podobnie jak worykonazol (Vor 1 ug/krazek) nie powodujg
zahamowania wzrostu. Dalsze zwigkszanie stezenia flukonazolu (100 pg/krazek) réwniez nie
przejawialo sie pojawieniem sie strefy zahamowania wzrostu, natomiast wyrazny efekt
hamowania uzyskano przez dodatek do podioza EEP w stezeniu 0,16% (v/v). Inny lek z grupy
azoli, ketokonazol (Ket 10 pg/krgzek) wykazywat aktywnos$é wobec szczepu C. albicans
w pojedynke, natomiast nie powodowat wzmocnionego efektu w potgczeniu z EEP (Fot. 3.6).
Wystepowanie synergizmu z flukonazolem iworykonazolem potwierdzono takze dla innych

preparatéw EEP.

FI 25 ng/krazek _a : Vor 1 ug/krazek

FI 25 ug/krazek | Vor 1 pg/krazek Vor 1 pg/krazek
EEP 19 0,16% EEP 20 0,16%
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Ket 10 ug/krazek

i Ket 10 ug/krazek
EEP 20 0,16%

Fot. 3. 6. Synergizm EEP i azoli wobec izolatu klinicznego C. albicans opornego na flukonazol. Ekstrakty

propolisu dodawane byty do podtoza YPD w stezeniu 0,16%. Plytki zaszczepiono 10° komorek

i inkubowano (24 h, 37°C).
FI — flukonazol; Vor — worykonazol; Ket - ketokonazol

3.2.6.2. Badanie efektu skojarzonego dziatania metodg checkerboard

Synergizm bedgcy efektem skojarzonego dziatania flukonazolu i worykonazolu z EEP

potwierdzono metodg checkerboard stosujgc izolat kliniczny nr 7 wyizolowany od pacjenta ze

szpitala we Wroctawiu, oporny krzyzowo na leki z grupy azoli. W celu stwierdzenia istnienia

synergizmu wyznaczano parametr Z FIC (Tabela 3. 13 iTabela 3. 14). Jego warto$¢ ponizej 0,5

oznacza oddziatywanie synergistyczne. Ze wzgledu na to, ze dla EEP wyznaczano wartos¢

MICgyo, W przypadku azoli réwniez postuzono sie tg wartoscig (zamiast MICso). MICy, dla

worykonazolu wyznaczono jako 32 yg/ml. Dodatek EEP w stezeniu 0,005% (v/v) pozwolit na

zmniejszenie tego stezenia osmiokrotnie (Tabela 3. 13). Dla flukonazolu MICgy wynosit

przynajmniej 512 pg/ml (powyzej skali w zakresie 256-1 pug/ml). Dodatek EEP w stezeniu 0,01%

(v/v) pozwolit na obnizenie tej wartosci 16-krotnie (Tabela 3. 14).

Tabela 3. 13. Interakcje zalezne od stezenia pomiedzy worykonazolem (Vor) a EEP 18 a wobec izolatu

klinicznego opornego krzyzowo na azole. Rezultaty uzyskane metodg checkerboard

MIC samego zwigzku | MIC w kombinacji .
EEP 18 a | Vor EEP 18 a FIC leku FIC EEP 2FIC Interakcja
Vorlwg/mil | o vy | fugimi] | [% viv]
8 0,00125 | 0,25 0,02 0,27 S
8 0,0025 0,25 0,03 0,28 S
4 0,005 0,13 0,06 0,19 S
32 0,08 4 0,01 0,13 0,13 0,25 S
4 0,02 0,13 0,25 0,38 S
0,125 0,04 0,00 0,50 0,50 I
0,125 0,08 0,00 1,00 1,00 I
*S - synergizm, | — oddziatywanie obojetne
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Tabela 3. 14. Interakcje zalezne od stezenia pomiedzy flukonazolem (Fl) a EEP 18 a wobec izolatu

klinicznego opornego krzyzowo na azole. Rezultaty uzyskane metodg checkerboard

MIC samego zwigzku MIC w kombinacji .
Fl EEP 18 a EEP 18a |FIC leku FICEEP |> FIC Interakcja
[ug/mi] [% viV] FI lug/mi] [% viV]

256 0,00125 |0,50 0,02 0,52 I

128 0,0025 0,25 0,03 0,28 S

64 0,005 0,13 0,06 0,19 S
> 256 0,08 32 0,01 0,06 0,13 0,19 S

32 0,02 0,06 0,25 0,31 S

32 0,04 0,06 0,50 0,56 I

1 0,08 0,00 1,00 1,00 I

Efekt skojarzonego dziatania okreslano rowniez inng metodg, w ptytkach 96-dotkowych,
w ktorych w czterech kolejnych rzedach zastosowano gradient leku (dla flukonazolu 512 — 1
pg/ml, dla worykonazolu 8 — 0,015 pg/ml) oraz state stezenia EEP (0% w pierwszym rzedzie,
0,01% w drugim, 0,02% w trzecim, 0,04% (v/v) w czwartym). Uzyskane wyniki wskazaty, ze
dodatek EEP w stezeniu 0,02% (v/v) pozwolit na obnizenie wartosci MIC dla flukonazolu nawet

256-krotnie, a worykonazolu 32-krotnie (Tabela 3. 15).

Tabela 3. 15. Synergizm EEP 18 a z flukonazolem (FI) bgdz worykonazolem (Vor) wobec izolatu

klinicznego opornego krzyzowo na azole

EEP 18 a MICgo [Hg/ml]
[% (vIV)] FI Vor
0 >512 >8
0,01 128 16
0,02 4 0.5
0,04 4 0.5

3.2.7. Efektywno$c¢ eradykacji biofilmu z powierzchni ptytek polistyrenowych przez EEP

Intensywnos$é tworzenia biofilmu zalezy od gatunku mikroorganizmu a nawet od
podatnosci konkretnego izolatu. W badaniach, ktérych wyniki opisano w tym podrozdziale,
okreslano wartosci MBECs,, tzn. stezenie, ktére powoduje zahamowanie aktywnosci
enzymatycznej komorek w biofilmie o 50%. W tym celu zastosowano analize¢ MTT (ang. MTT
assay). Jest to test kolorymetryczny mierzacy redukcje z6ttego MTT przez enzymy
mitochondrialne takie jak dehydrogenaza bursztynianowa. MTT wchodzi do komorek
i przechodzi do mitochondridw, gdzie jest redukowany do nierozpuszczalnego,
ciemnofioletowego formazanu (Fot. 3. 7). Produkt ten rozpuszcza sie nastepnie
w rozpuszczalniku organicznym (np. izopropanolu), a intensywnosé zabarwienia powstatego
roztworu jest mierzona spektrofotometrycznie. Poniewaz redukcja MTT moze wystgpi¢ tylko
w metabolicznie aktywnych komodrkach, poziom aktywnosci jest miarg zywotnosci komorek.

W doswiadczeniu wyznaczono wartosci MBECs, dla 14 izolatéw klinicznych C. albicans,
10 C. glabrata oraz 10 C. krusei. Najwiekszg zdolno$¢ do tworzenia biofilimu wykazywat

gatunek C. krusei a nastepnie C. glabrata. C. albicans charakteryzowat sie mniejszg zdolnoscig
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tworzenia biofilmu, a pojedyncze izolaty nie tworzyly go wcale. Badaniom poddano
wyselekcjonowane EEP.

EEP8 152 21 155 20 28 8 15a 21 15b 20 28

A~
Ko ‘8

\,

)

Fot. 3. 7. Wptyw ekstraktéw propoliséw w stezeniach 0,04 — 1,25% (v/v) na eradykacje biofilmu
z powierzchni ptytek polistyrenowych. Ko oznacza kontrole podtoza, Kigo kontrole wzrostu samych

komoérek nietraktowanych EEP

Zakres testowanych stezen EEP wynosit 0,04 — 1,25% (v/v). Zdecydowanie najwieksza
aktywnos¢ w eradykacji biofilmu posiadat EEP 15b, natomiast najnizszg efektywnosé
wykazywat EEP 15 a. Dobre aktywnosci wykazywaty takze EEP z numerami 8 i 20.
Najtrudniejszy do eradykacji byt biofilm utworzony przez C. krusei, przykladowo dla
najaktywniejszego EEP 15 b wartos¢ MBECs, w 40% przypadkow wynosita > 1,25% (v/v), dla
poréwnania w przypadku C. glabrata stezenie 0,625% (v/v) bylo wystarczajgce do obnizenia
aktywnosci metabolicznej o 50% wszystkich testowanych izolatow. Wykresy 3.19 - 3.21
przedstawiajg jaki procent izolatow w badanej grupie charakteryzowat sie konkretng warto$cig
MBECs,. Kontrole rozpuszczalnika wykonane z dodatkiem etanolu zamiast EEP wykazaty, ze

stezenie wynoszace 10% nie wywotuje zadnych zmian w intensywnosci formowanego biofiimu
w poréwnaniu do kontroli wzrostu.
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Wyk. 3. 19. Wartosci MBECs przy eradykaciji biofilmu z powierzchni ptytek polistyrenowych za pomoca
szesciu roznych EEP w grupie 14 izolatéw klinicznych C. albicans
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Wyk. 3. 20. Wartosci MBECs przy eradykaciji biofilmu z powierzchni ptytek polistyrenowych za pomocg
szesciu roznych EEP w grupie 10 izolatow klinicznych C. glabrata
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Wyk. 3. 21. Wartosci MBECs przy eradykacji biofilmu z powierzchni ptytek polistyrenowych za pomoca

szesciu roznych EEP w grupie 10 izolatéw klinicznych C. krusei

3.2.8. Efektywno$c¢ eradykacji biofilmu z powierzchni cewnikéw silikonowych oraz PVC

Eradykacje biofilmu z powierzchni cewnikow medycznych testowano na 9 izolatach
klinicznych (3 C. albicans, 3 C. glabrata, 3 C. krusei). Wszystkie badane szczepy wykazaty
wyzszg zdolnos¢ tworzenia biofilmu na powierzchni cewnikéw silikonowych. Aktywno$¢é EEP
poréwnywano rowniez do aktywnosci lekéw przeciwgrzybiczych: flukonazolu, kaspofunginy oraz
amfoterycyny B. Flukonazol w zakresie stezen 512 — 128 pg/ml byt catkowicie nieefektywny.
Kaspofungina w stezeniach 8 — 2 ug/ml pozwolita na eradykacje biofilmu z powierzchni PVC,
natomiast nie dziatata na powierzchniach silikonowych. Podobne wyniki uzyskano dla
amfoterycyny B (zakres stezeh 8 — 2 pg/ml, MBECs, dla PVC wynosity 4 ug/ml dla C. albicans
i C. glabrata oraz > 8 ug/ml dla C. krusei, a w przypadku cewnikow silikonowych dla wszystkich
gatunkéw > 8 upg/ml). Swiadczy to o tym, Ze biofim nie tylko najtatwiej tworzy sie na
powierzchniach silikonowych lecz jest z nich takze trudniejszy do usuniecia. Pierwsze wyniki
badanh z zastosowaniem EEP wykazaty, ze EEP sg niezdolne do eradykaciji biofilmu w zakresie
stezeh 2,5-0,625% (v/v) (Fot. 3. 8).
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Cewnik PVC

Cewnik

Fot. 3. 8. Wplyw EEP na eradykacje biofilmu utworzonego przez 3 izolaty C. albicans na powierzchniach
cewnikéw PVC i silikonowych. EEP byly testowane w stezeniach 2,5 — 0,625% (v/v). Kigo 0znacza kontrole

wzrostu nietraktowang EEP. Na zdjeciu widac¢, ze izolat 1187 w kontroli wzrostu tworzy bardzo stabg
strukture biofilmu na obydwu typach materiatu.

Jednak pewne watpliwosci budzity obserwacje cewnikéw, na ktérych w kontroli wzrostu
nie tworzyt sie biofilm, a po traktowaniu propolisami na fragmentach widaé byto fioletowe
zabarwienie. Dlatego wykonano dodatkowy eksperyment w sposéb analogiczny do
powyzszego, jednak bez dodatku komoérek (Fot. 3. 9).

EEP8

EEP21

Cewnik PVC

EEP20

EEP8

EEP21

Cewnik
silikonowy

m
m
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Fot. 3. 9. Produkt interakcji MTT z roztworami propoliséw w stezeniach 2,5 - 0,625% (v/v) bez dodatku

komorek. Ko oznacza kontrole nietraktowang EEP

Okazato sie, ze w wyniku reakcji MTT z roztworami propoliséw na cewnikach tworzy sie
produkt podobny do tego wytwarzanego przez zywe komorki obecne w strukturze biofilmu.
Mozliwym wyjadnieniem tego zjawiska jest obecno$¢ w propolisie sladowych ilosci enzyméw
dehydrogenazy bursztynianowej, glukozo-6-fosfatazy, trifosfatazy adenozynowej i fosfatazy

kwasnej pochodzacych badz z gruczotdéw wydzielniczych pszczdét bgdz z pytkdw roslin.
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Kluczowe znaczenie wydaje sie mie¢ dehydrogenaza bursztynianowa, ktéra jest enzymem
redukujgcym MTT, a przez to podstawg analizy w tescie MTT.

W kolejnym etapie wykonano podobny eksperyment z zastosowaniem soli XTT.
Okazato sie, ze w tym przypadku, po traktowaniu cewnikéw samymi EEP, bez dodatku
komorek, nie powstaje barwny produkt reakcji, dlatego metode zastosowano do ewaluacii
aktywnosci EEP w eradykac;ji biofilmu tworzonego na powierzchniach cewnikéw medycznych.

Uzyskane wyniki przedstawione sg w Tabela 3. 16.

Tabela 3. 16. Aktywnos¢ czterech EEP w eradykaciji biofilmu utworzonego przez 3 gatunki Candida na

powierzchniach cewnikéw z PVC lub silikonu. Wyniki uzyskane metodg XTT

MBECs, wybranych EEP [% (v/v)]
Izolat kliniczny Cewnik z PVC Cewnik z silikonu

2 6 8 27 2 6 8 27
C. albicans 52 5 >5 5 5 0,625 0,625 0,625 0,625
C. albicans 139 | * * * * * * * *
C. albicans 1187 | * * * * 5 5 2,5 2,5
C. glabrata 137 | 1,25 0,625 1,25 1,25 * 0,625 0,625 2,5
C. glabrata 143 | 5 5 2,5 5 5 2,5 2,5 2,5
C. glabrata 342 | 0,625 1,25 0,625 0,625 0,625 >5 0,625 2,5
C. krusei 2 5 5 5 1,25 2,5 25 25 1,25
C. krusei 35 2,5 5 5 5 5 1,25 1,25 1,25
C. krusei 59 25 5 5 5 5 25 25 1,25

*staba zdolnos$é tworzenia biofilmu

Dwa z trzech izolatéw klinicznych C. albicans odznaczaty sie bardzo niskg zdolnoscig
tworzenia biofilmu. Stezenia powodujgce eradykacje biofilmu mieécity sie w zakresie 0,625 —
5% (v/v). W dwdch przypadkach wartos¢ MBECs, wykraczata poza 5% (v/v). Najbardziej oporny
okazat sie biofilm utworzony przez C. krusei, natomiast najwyzszg wrazliwos¢ stwierdzono
w przypadku izolatow C. albicans. Aktywnos$¢ poszczegdélnych EEP byla poréwnywalna
(z nielicznymi wyjgtkami np. wartos¢ MBEC, dla EEP 6 i 8 réznig sie znaczgco w przypadku
biofilmu tworzonego przez izolat C. glabrata na cewniku silikonowym). Nie mozna natomiast
wykazac¢ korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi metodg MTT i XTT. Dodatkowo biorgc pod
uwage fakt, ze w przypadku jednoczesnego stosowania MTT i EEP tworzy sie fioletowy produkt
dajgcy falszywie pozytywny wynik, wywnioskowano, ze przy ocenie eradykacji biofilmu za

pomoca ekstraktow propolisu absolutnie niezbedne jest korzystanie z metody XTT.

3.3. Badanie mechanizmoéw aktywnosci przeciwgrzybowej produktéow pochodzenia
naturalnego
3.3.1. Wptyw olejkbéw eterycznych i ekstraktéw propoliséw na $ciane komérkowag

3.3.1.1. Obserwacje mikroskopowe

Wptyw olejkdw na $ciane komérkowag drozdzakéw C. albicans okreslano za pomoca
selektywnego wybarwiania tych struktur barwnikiem fluorescencyjnym i prowadzeniu obserwacji

z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego. Odpowiednio przygotowane komoérki
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inkubowano z olejkami eterycznymi w stezeniu odpowiadajgcemu warto$ci MIC, a nastepnie
wybarwiano barwnikiem fluorescencyjnym Calcofluor White (CFW). CFW jest barwnikiem, ktory
wigze sie silnie ze strukturami zawierajgcymi w swoim sktadnie celuloze obecng w komérkach
roslinnych oraz chityne wystepujgcg w duzych ilosciach w Scianie komdrkowej drozdzy. Po
zwigzaniu barwnika z odpowiednig strukturg oraz wzbudzeniu swiattem w zakresie UV, sciana
komoérkowa wykazuje charakterystyczng niebieskag fluorescencje. Celem tego eksperymentu
byto okreslenie czy pod wptywem olejkow eterycznych w $cianie komdrkowej pojawiajg sie
zmiany strukturalne. Testy przeprowadzono na szczepie referencyjnym C. albicans ATCC
10231 stosujgc olejki tymiankowy, cytrynowy oraz cynamonowy. Dodatkowo wykonano kontrole
komoérek drozdzy bez inkubacji z olejkiem. Preparaty mikroskopowe sporzadzano po 2, 4, 24
i48 h. Ze wzrostem czasu inkubacji w obecnosci olejku ilos¢ komérek w polu widzenia
mikroskopu byta coraz mniejsza. Niewielkie zmiany strukturalne w $cianie komodrkowej
obserwowano dopiero po 48 h (Fot. 3. 10). Przyktadowo dla olejku tymiankowego widoczne sg
czesciowe uszkodzenia $cian, a w przypadku olejkéw cytrynowego oraz cynamonowego widac,
ze komorki majg zmieniony, nieregularny ksztatt, a $sciana komodrkowa wydaje sie byc¢
.pomarszczona”. Przede wszystkim jednak zaobserwowano hamowanie tworzenia form

mycelialnych, ktére dominujg w kontroli.

Olejek tymiankowy Olejek cytrynowy

Olejek cynamonowy Kontrola

Fot. 3. 10. Wplyw olejkdw eterycznych na $ciane komérkowg C. albicans ATCC 10231 po 48 h inkubacji

(biata linia odpowiada 20 um)
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3.3.1.2. Wplyw obecnosci czynnika stabilizujgcego cisnienie osmotyczne na efekt
grzybostatyczny
W celu zbadania wpltywu produktow naturalnych na $cianie komorkowa,

przeprowadzono test z sorbitolem. Ta pochodna sorbozy jest osmoprotektantem stosowanym
m.in. do stabilizacji protoplastéw grzybéw. Dziatanie przeciwgrzybicze specyficznych inhibitoréw
Sciany komorkowej jest odwracane w podtozu zawierajgcym sorbitol, dlatego tez komoérki mogg
rosngé w obecnosci zwigzkéw oddziatujgcych na sciany komérkowe, podczas gdy wzrost nie
bytby mozliwy w przypadku braku sorbitolu. Doswiadczenie, ktérego wyniki opisano w tym
podrozdziale polegato na poréwnaniu warto$ci MIC olejkéw eterycznych oraz propoliséw
w podiozach suplementowanych/niesuplementowanych sorbitolem. W przypadku dziatania
olejku geraniowego i cytrynowego, wartosci MIC pozostaty praktycznie niezmienione. Dla olejku
bazyliowego, wartos¢ MIC w obecnosci sorbitolu wzrosta dwukrotnie wskazujac, ze olejek ten
moze mie¢ niewielki wplyw na $ciane komorkowg. Ciekawe rezultaty otrzymano dla olejkéw
tymiankowego, gozdzikowego, a w szczegdlnosci cynamonowego. We wszystkich przypadkach
wartos¢ MIC w obecnosci sorbitolu zostata obnizona (poza wynikiem uzyskanym dla olejku
gozdzikowego wobec C. glabrata). Eksperyment powtarzano kilkukrotnie z zastosowaniem
sorbitolu produkowanego przez rézne firmy, a efekt byt zawsze poréwnywalny. Kontrole bez
dodatku produktéow naturalnych wskazaty, ze sam sorbitol nie powoduje hamowania wzrostu
oddziatywaé na Sciane komodrkowg C. albicans oraz C. glabrata oraz olejku gozdzikowego na
sciane C. glabrata (Tabela 3. 17). Niemniej jednak wzrost wartosci MIC nie byt drastyczny, co
wskazuje, ze jest to raczej drugorzedny cel molekularny. Podobnie, w przypadku ekstraktow
propolisu nie zaobserwowano, aby ktorykolwiek powodowat podniesienie wartosci MIC

w podiozu suplementowanym sorbitolem (Tabela 3. 18).

Tabela 3. 17. Poréwnanie wartosci MIC olejkow eterycznych w podtozach suplementowanych badz

niesuplementowanych sorbitolem lub ergosterolem

. C. albicans ATCC 10231 C. glabrata DSM 11226
Olejek RPMI RPMI+sorbitol RPMIl+ergosterol | RPMI RPMI+sorbitol RPMI+ergosterol
tymiankowy | 0,625 0,08 2,5 0,3125 | 0,16 1,25
cytrynowy 0,625 0,625 1,25 0,08 0,08 1,25
geraniowy 1,25 1,25 0,625 0,16 0,3125 1,25
cynamonowy | 0,016 bw 0,016 0,031 0,002 0,031
bazyliowy 0,31 0,6 0,3125 0,31 0,3125/0,625 0,16
gozdzikowy | 1,25 0,3125 2,5 lub > 0,625 2,5 2,5 lub >
AmB 0,06 0,5 0,06 8

A\ MOST
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Tabela 3. 18. Poréwnanie wartosci MIC ekstraktow propoliséw w poditozach suplementowanych bgdz

niesuplementowanych sorbitolem lub ergosterolem

C. albicans ATCC 10231 C. glabrata DSM 11226
EEP RPMI RPMI +sorbitol lee)'r\glosterol RPMI flebitol szglosterol
15b 0,16 0,08 2,5 0,04 n/0,01 0,16
17 0,3125 | 0,16 5 0,625 0,04 >5
18 b 0,3125 | 0,16 2,5 0,625 n/0,01 5
23 0,3125 | 0,16 5 0,3125 | 0,04/0,3125 0,04/0,08
AmB 0,0625 | - 0,5 0,0625 | - 8

*n/0.01 — brak catkowitego wzrostu (wytgcznie czesciowy wzrost do podanego stezenia EEP)

3.3.2. Wplyw olejkéw eterycznych i ekstraktow propolisow na btone komérkowag

3.3.2.1. Wptyw obecnosci ergosterolu w podfozu na efekt grzybostatyczny

Obecnos$¢ w podiozu ergosterolu moze powodowaé wzrost wartosci MIC dla zwigzkow
przeciwgrzybowych, ktérych celem molekularnym jest zawierajgca ten sterol btona komérkowa.
W przypadku badanych olejkéw, wzrost MIC zaobserwowano dla olejku tymiankowego,
cytrynowego oraz gozdzikowego wobec obydwu szczepow referencyjnych oraz dla olejku
geraniowego jedynie wobec gatunku C. glabrata (Tabela 3. 17). Zdecydowanie wyrazniejszy
wplyw na wzrost wartosci MIC zaobserwowano w przypadku ekstraktow propolisow. W podiozu
suplementowanym ergosterolem, stezenia hamujace wzrost byly 8 lub 16 razy wyzsze niz
niesuplementowanym (Tabela 3. 18). Jako kontrole dodatnig zastosowano amfoterycyne B,
o ktorej wiadomo, ze wigze sie z ergosterolem zawartym w btonie komorkowej. W jej przypadku

wartos¢ MIC wrosta 8 razy dla szczepu C. albicans oraz 128 razy dla C. glabrata.

3.3.2.2. Okreslanie stopnia depolaryzacji bfony komérkowej

Wyniki badan opisane w poprzednich podrozdziatach wskazywaty btone komodrkowg
jako najbardziej prawdopodobny cel molekularny sktadnika/sktadnikow ekstraktéw etanolowych
propoliséw pszczelich. W celu dodatkowego potwierdzenia tej tezy wykonano badanie, ktérego
celem byto sprawdzenie, czy propolis powoduje depolaryzacje btony. Kluczowym elementem
badania byto wykorzystanie anionowego barwnika fluorescencyjnego DIiBAC,, ktéry moze
wnikac tylko do komodrek z zdepolaryzowang btong komérkowa, po czym wigze sie z biatkami
wewnatrzkomérkowymi, co znaczgco wzmacnia jego fluorescencje. Hiperpolaryzacja z kolei
powoduje obnizenie fluorescencji. Barwnik wzbudzany jest Swiattem o diugo$ci okoto 490 nm,
a emisja nastepuje przy dlugosci fali swiatta 530 nm (x 15 nm) (Haugland, 2005). Dla
mikroorganizméw depolaryzacja btony oznacza smieré komoérki, dlatego tez metoda ta bywa
stosowana do oceny przezywalnosci.

Komorki doprowadzono do logarytmicznej fazy wzrostu, po czym traktowano przez 1 h
czterema roztworami EEP w stezeniach 10 x MFC (6,25%), 1 x MFC (0,625%) oraz 2 x MFC
(0,3125%) i tak traktowane komoérki poddano analizie z uzyciem cytometru przeptywowego.
Wyniki tej analizy przedstawiono na wykresie 3.22. Kolorem czerwonym zaznaczone sg punkty
odpowiadajgce komdrkom martwym, o wysokim poziomie fluorescencji, czyli ze

zdepolaryzowang btong komérkowa, Na zielono oznaczone sg punkty charakteryzujgce komoérki
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zywe, 0 niskim poziomie fluorescencji. Na czarno oznaczone sg punkty niezdefiniowane.
Pomiedzy bramkg czerwong i zielong zlokalizowane sg punkty oznaczajgce komorki
umierajgce, apoptotyczne, natomiast punkty blizej poczatku uktadu wspotrzednych wskazujg na
czgstki o mniejszych rozmiarach np. rozbite fragmenty komérkowe. Wykazano, ze przy stezeniu
wynoszgcym 10 x MFC depolaryzacja btony jest bardzo szybka i zachodzi w 86 - 97%
wszystkich komérek (Tabela 3. 19). W przypadku testowania stezenia 1 x MFC, najwiekszy
efekt zaobserwowano dla EEP 4 a najstabszy dla EEP 24 (najnizszy relatywny poziom
fluorescencji Swiadczacy o niskim poziomie depolaryzacji), czyli odwrotnie niz przy stezeniu 10
x MFC. Przy zastosowaniu stezenia 72 x MFC, EEP 24 nie wywierat Zadnego wptywu (poziom
fluorescencji na poziomie kontroli nie poddanej ekspozycji na dziatanie Zzadnego EEP),
a pozostate trzy EEP wywieraty tylko niewiele wigekszy efekt. Dodatkowo wykonane byty
kontrole samego medium hodowlanego, oraz roztworéw EEP w tych samych stezeniach bez
dodatku komodrek. W kontrolach tych nie stwierdzono obecnosci czgstek, ktore skutkowatyby
fatszywie pozytywnym wynikiem. Eksperyment z poréwnywaniem warto$ci MIC w podiozu
suplementowanym dodatkowym Zzrédtem ergosterolu jak i ten wskazujgcy na depolaryzacje
btony wzmacniajg wiarygodnosé¢ tezy, wg ktérej btona komérkowa jest pierwotnym celem
molekularnym EEP.

Tabela 3. 19. Relatywny poziom fluorescencji komorek C. albicans SC5314 po ekspozycji na EEP

i wybarwianiu barwnikiem DiBAC4

6,25% 0,625% 0,3125% | Kontrola
EEP 1 86,20 19,21 3,84
EEP 4 86,54 41,13 9,3 092
EEP 18 a | 90,39 27,04 7,62 '
EEP 24 96,92 5,93 0,07
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Wyk. 3. 22. Wptyw czterech ekstraktow propolisow (EEP 1, EEP 4, EEP 18 a, EEP 24) na depolaryzacje
btony komorkowej C. albicans. Komorki traktowane byty ekstraktami propoliséw w stezeniach 6,25%,
0,625%, 0,3125% odpowiadajgcym wartosciom 10 x MFC, 1 x MFC, %2 x MFC przez 1 h. Kolorem
czerwonym oznaczona jest wyraznie oddzielona grupa punktéw oznaczajgcych komérki o wysokiej
fluorescenc;ji, wskazujgcej na depolaryzacje blony w komaérkach martwych. Kolorem zielonym oznaczone
sg punkty wskazujgce komorki zywe, o niskiej depolaryzacji. Pomiedzy obydwiema zaznaczonymi grupami

wystepuje grupa punktéw o posredniej fluorescencji wskazujgca na komérki na drodze apoptozy.

3.3.2.3. Indukcja wyptywu jondw potasu pod dziataniem produktéw pochodzenia naturalnego

Prawidtowy poziom jonéw potasu w komdrce ma istotne znaczenie dla poprawnego
funkcjonowania pomp sodowo-potasowych. Umozliwiajg on utworzenie gradientu H* w poprzek
btony umozliwiajgc np. pobieranie glukozy wbrew gradientowi stezen. Odpowiedni poziom
potasu zapewnia prawidtowe pH i cisnienie osmotyczne w komdrce. Jony potasu sg rowniez
potrzebne do prawidtowej pracy niektérych enzyméw. Jeden z proponowanych w literaturze
mechanizméw dziatania PPN dotyczy zaburzania zdolnosci komérki do kontrolowania

przeptywu jonéw potasu przez btone, co prowadzi do wycieku jonéw z komorki, a nastepnie
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utraty jej zywotnosci. W przeprowadzonym eksperymencie nie stwierdzono, aby ekstrakt
propolisu wptyngt znaczgco na wyptyw jondéw potasu przez btone komodrkowg (dane
nieprzedstawione). Duzy wyptyw natomiast odnotowano w przypadku zastosowania olejkéw

eterycznych, a szczegdlnie tymiankowego, cynamonowego oraz gozdzikowego (Wyk. 3. 23).
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Wyk. 3. 23. Wplyw olejkow eterycznych w stezeniach 1 x MIC, 2 x MIC, 4 x MIC, na wyptyw jonéw potasu
z komorek C. albicans ATCC 10231

3.3.3.  Wplyw EEP na morfogeneze

Tworzenie formy strzepkowej u C. albicans jest kluczowym czynnikiem wirulencji
i inwazyjnosci. Indukcja formy mycelialnej moze byé zapoczgtkowana przez wiele czynnikéw
takich jak przyktadowo podwyzszona temperatura czy obecno$¢ serum w pozywce.
W przeprowadzonym doswiadczeniu zastosowano podioze o ograniczonej ilosci sktadnikow
odzywczych tzw. podtoze Lee. Ponadto zastosowano szczep C. albicans SC5314, poniewaz
szczep C. albicans ATCC 1023 charakteryzuje sie obnizong zdolnoscig tworzenia grzybni
(Thewes et al.,, 2008). Po dwdch godzinach wiekszo$¢ komoérek w kontroli wystepowata
w postaci mycelialnej bgdZz pseudomycelialnej, natomiast w prébach poddanych ekspozycji na
dziatanie EEP zawartosc¢ tych form nie przekraczata 14%. Po 24 h zawarto$¢ form mycelialnych
wynosita maksymalnie 2%, jednak stanowity one takze mniejszy odsetek w kontroli (Tabela 3.
20). W przypadku zastosowania olejkdw eterycznych, po 2 h inkubacji liczba form mycelialnych
stanowita jeszcze mniejszy udziat niz po traktowaniu EEP (Tabela 3. 21). Jednak po 24 h
zaobserwowano, ze dla olejku cynamonowego liczba form mycelialnych jest na poziomie
kontroli. Eksperyment prowadzono takze w podfozu limitujgcym Spider agar. EEP dodawano do

agaru w stezeniach subletalnych: 0,16% oraz 0,3125% (v/v). Przy obydwu stezeniach tworzenie
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grzybni zostato catkowicie zahamowane. W kontrolach nie poddanych ekspozycji na dziatanie

EEP widoczny byt wyrazny wzrost kolonii w postaci grzybni (Fot. 3. 11).

Tabela 3. 20. Zawartos$¢ form mycelialnych oraz pseudomycelialnych po traktowaniu komaérek C. albicans

SC5314 ekstraktami propoliséw przez 2 lub 24 h w stezeniach odpowiednio 1 x MIC oraz 2 x MIC

Formy mycelialne i
Propolis pseudomycelialne [%]
Po2h Po 24 h
Kontrola 91 66
EEP 4 3 1
EEP 8 14 2
EEP 17 9 2
EEP 18 b 13 0

Tabela 3. 21. Zawarto$¢ form mycelialnych oraz pseudomycelialnych po traktowaniu komérek C. albicans

SC5314 olejkami eterycznymi przez 2 lub 24 h w stezeniach odpowiednio 1 x MIC oraz %2 x MIC

Formy mycelialne i
Olejek pseudomycelialne [%]

Po2h Po 24 h
Kontrola 95 22
Tymiankowy 0 0
Cytrynowy 0 0
Geraniowy 0 0
Cynamonowy 0 27
Bazyliowy 5 11
Gozdzikowy 0 0

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

117



http://mostwiedzy.pl

118

|d'Azpaimisow z oueiqod 1SOW /\/\


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Fot. 3. 11. Wplyw EEP na hamowanie tworzenia grzybni przez C. albicans SC5314. A — kontrole bez
dodatku EEP do podtoza, B — EEP 2, C- EEP 6, D — EEP 8, E — EEP 27. Komorki rosty na podiozu Spider
bez EEP lub w obecnosci EEP w stezeniach 0,16% (szalki po lewej stronie) lub 0,3125% (v/v) (szalki po
prawj stronie) przez 7 dni w temperaturze 37°C. Zdjecia uzyskane przy zastosowaniu kamery cyfrowej

i mikroskopu optycznego

3.3.4. Wplyw zwigzkéw naturalnych na poziomy ekspresji genow kodujgcych pompy

wielolekowe

Wyniki wczesniej wykonywanych badan wskazaty na istnienie znaczgcego synergizmu
pomiedzy lekami z grupy azoli i ekstraktami etanolowymi propoliséw. Obnizona aktywnos$¢ azoli
jest czesto powodowana zwigekszong aktywnoscig pomp wielolekowych Cdrlp oraz Cdr2p.
Dlatego tez postanowiono hipoteze, ze tak znaczaca poprawa aktywnosci flukonazolu
w obecnoéci bardzo niskich stezen propolisu moze by¢é wywotana obnizong ekspresjg gendw
CDR1, CDR2 bgdz MDR1. Podobne przypuszczenia miat zespot badawczy Pippi i in. (Pippi et
al., 2015). Weryfikacje tej tezy przeprowadzono z zastosowaniem reakcji PCR w czasie
rzeczywistym. Poczgtkowo wyznaczono wydajnosci reakcji PCR dla wszystkich stosowanych
genow docelowych oraz referencyjnych postugujgc sie krzywymi standardowymi. Wszystkie

wydajnosci miescity sie w zakresie 90 - 100%. W nastepnym etapie wybrano najbardziej
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stabilne geny referencyjne w warunkach prowadzenia eksperymentu. Sposréd siedmiu
przetestowanych par starteréw dla genéw referencyjnych (TDH3, 18s, PMAL, RIP1, LSC2,
EFB1 i ACT1) najbardziej stabilne, w warunkach prowadzenia reakcji, okazaty sie by¢ geny
PMAL1, LSC2 i RIP1, dla ktérych wspétczynniki stabilnosci M wynosity odpowiednio 0,88 0,80
i 0,77 (Wyk. 3. 24). Dla idealnych starteréw genéw referencyjnych warto$¢ M powinna wynosié
nie wiecej niz 0,5, czego nie udato sie osiggnaé, natomiast w trudnych warunkach prowadzenia
reakcji dopuszczalna jest wartos¢ do 1,0.

W eksperymencie przetestowano wplyw trzech ekstraktow propolisow (EEP 1, EEP
18 a i EEP 24) w stezeniach odpowiadajgcych wartosciom % x MIC na ekspresje genéw CDR1,
CDR2 i MDR1, wplyw flukonazolu w stezeniu 64 pg/ml (stezenie subletalne), oraz wptyw
kombinacji EEP i flukonazolu w stezeniach, ktdre wywotujg efekt synergistyczny (0,01%, 0,02%,
0,04% dla EEP i 4 pg/ml dla flukonazolu). Dodatkowo zbadano wptyw etanolu dodanego
w objetosci odpowiadajgcej objetosci testowanych EEP. Jako kalibrator zastosowano szczep
nie poddany dziataniu zadnego zwigzku (oznaczony jako kontrola na wykresach ekspres;ji).
Wyniki przestawiono na wykresach 3.25, 3.26 i 3.27.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze EEP nie wywierajg jednoznacznego wptywu na poziomy
ekspresji badanych genéw. Dziatanie EEP 1 w znaczgcy sposéb zwigkszato poziom ekspresji
wszystkich trzech gendw, w najwiekszym stopniu dla genu CDR2. Intensywng nadekspresje
CDR1 obserwowano takze dla kombinacji EEP 1 z flukonazolem o stezeniu 4 pg/ml. Poziomy
ekspresji gendw po ekspozycji na EEP 18a i EEP 24 byly porownywalne do kontroli

nietraktowanej tymi zwigzkami.
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Average expression stability of remaining reference targets
0.885
0.880
0.875
0.870
0.865
0.860
0.855
0.850
0.845
0.840
0.835
0.830
0.825
0.820
0.815
0.810
0.805
0.800
0.795
0.790
0.785
0.780
0.775

0.770

0.765

Q\l“’\ \‘5_”\;

Wyk. 3. 24. Stabilnosci trzech wybranych gendéw referencyjnych
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EEF 24 0,16%
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EtOH 0,04% + Fl 4

EEF1 0,16%
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EtOH 0,04%
EEP1 0,01%
EEP1 0,04%
EtOH 0,01%
EtOH 0,02%
EtOH 0,16%
EtOH 0,02%

Fl &4

Fl 4

Wyk. 3. 25. Zmiany poziomoéw ekspresji genu CDR1 szczepu C. albicans ATCC 10231 pod wptywem trzech ekstraktéw etanolowych propoliséw pszczelich w
poréwnaniu do kontroli nietraktowanej propolisami. EEP — ekstrakt etanolowy propolisu, FL 4 lub FL 64 — roztwér wodny flukonazolu w stezeniu 4 ug/ml lub 64 pg/ml,

ETOH - etanol w stezeniu odpowiadajgcym jego zawartosci w ekstrakcie etanolowym propolisu
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3.3.5. Wplyw EEP ekstraktow etanolowych propoliséw na biosynteze pomp typu ABC

Wyniki uzyskane w poprzednio opisanym eksperymencie nie daty jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie czy EEP powodujg podwyzszenie lub obnizenie poziomu ekspresji
gendw kodujgcych pompy wielolekowe. Dlatego, w kolejnym eksperymencie sprawdzano czy
EEP powodujg obnizenie lub podwyzszenie wzglednej ilosci pomp w btonie w poréwnaniu do
kontroli nie poddanej ekspozycji na dziatanie EEP. Bylo to mozliwe dzieki sporzgdzeniu na
drodze transformacji odpowiednich szczepdéw, w ktdérych biatka Cdr1p oraz Cdr2p znakowane
sg biatkiem zielonej fluorescencji i wykonywaniu obserwacji z zastosowaniem mikroskopu
konfokalnego.

3.3.5.1. Transformacja komorek C. albicans

W pierwszym etapie transformacji amplifikowano gen GFP wraz z genem kodujgcym
opornos¢ na nourseotrycyne z plazmidu gamma mGFP-NAT1. Dodatkowo, amplifikowany
fragment zawierat dwie sekwencje komplementarne do koncowego odcinka genu CDR2.
Obecnos¢ produktu amplifikacji o dtugosci 2700 pz potwierdzono wykonujac elektroforeze w 1%
zelu agarozowym (Fot. 3. 12).

Marker 1 kb
10 000,

-

6000

B
o D G G- G— — -

Fot. 3. 12. Produkty amplifikacji genéw z plazmidu gamma mGFP-NAT1 w pierwszym etapie transformaciji

uwidocznione w 1% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Sybr Safe

Nastepnie transformowano komorki szczepu C. albicans SC 5314 uzyskanym
produktem reakcji PCR z zastosowaniem metody z roztworem octanu litu.

Insercja amplifikowanych genéw odbywa sie na drodze rekombinacji homologicznej, co
umozliwione byto specjalng konstrukcjg starterow (produkt amplifikacji posiadat dodatkowo dwa
fragmenty sekwencji komplementarne do odcinkéw w genie CDR2). Po przeprowadzeniu
transformacji wykonano posiewy na podtozu selekcyjnym YPD z dodatkiem nourseotrycyny. Po
inkubacji stwierdzono wzrost szczepu transformowanego produktem amplifikacji i brak wzrostu
w kontroli, w ktérej nie zastosowano produktu reakcji PCR. Z czterech kolonii wyizolowano DNA
i przeprowadzono reakcje amplifikacji z zastosowaniem starteréw diagnostycznych w celu

sprawdzenia poprawnosci insercji. Obecnosé produktéw o diugosci 741 pz stwierdzono w
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dwoéch prébach z czterech (Fot. 3. 13) (oprocz produktu o diugosci 741 pz widoczne sg
produkty niespecyficzne o dlugosci 1414 pz). Potwierdzono takze, ze szczepy wykazujg

fluorescencje po wzbudzeniu $wiattem lasera o dtugosci 488 nm.

Marker 1 kb

Fot. 3. 13. Produkty amplifikacji z zastosowaniem starteréw diagnostycznych uwidocznione w 1% zelu

agarozowym z dodatkiem barwnika Sybr Safe

W ten sposéb otrzymano rekombinanty C. albicans SC5314 zawierajgce geny kodujgce biatka
fuzyjne Cdrlp-GFP lub Cdr2p-GFP. Komorki te wykorzystano do zbadania wptywu EEP na
biosynteze Cdr1p i Cdr2p.

3.3.5.2. Wptyw EEP na biosynteze Cdr1p i Cdr2p.

Komorki zawierajgce geny kodujace biatka fuzyjne inkubowano w obecnosci EEP przez
4 - 5h i nastepnie poddawano obserwacjom w mikroskopie fluorescencyjnym. Wyniki
przedstawiono na obrazach 3.14, 3.15 i 3.16. Nie ulega watpliwosci, ze kazdy z czterech
testowanych EEP indukuje nadprodukcje pomp Cdr1p oraz Cdr2p. Objawiato sie to znaczgcym
wzrostem zielonej fluorescencji w btonie komodrkowej oraz cze$ciowo w wakuolach po
traktowaniu komoérek EEP w poréwnaniu do kontroli nietraktowanej tym czynnikiem (Fot. 3. 14
i Fot. 3. 15). Wyrazna nadprodukcja Cdr1p wystepowata w btonach komaérkowych, natomiast
nadprodukcja Cdr2p w wakuolach. Trzecia seria zdje¢ przedstawia komérki szczepu C. albicans
SC5314 (a wiec szczep, z ktoérego uzyskano jego pochodne ze znakowanymi przez GFP
pompami Cdrlp oraz Cdr2p) (Fot. 3. 16). Szczep nieznakowany biatkiem GFP nie powinien
wykazywaé fluorescencji badZz stosunkowo niski poziom autofluorescenciji. Kontrole
z zastosowaniem tego szczepu wykonano w sposob analogiczny do dwéch pierwszych
szczepOw (te same propolisy i stezenia), aby stwierdzi¢ czy roztwory EEP nie powodujg
wzrostu poziomu autofluorescencji. Jednak poréwnujgc obrazy przed i po traktowaniu EEP nie

zaobserwowano roznic w poziomie fluorescenciji.
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Kontrola EEP 1 0,08%

EEP 4 0,08% , "~ EEP 18 0,08%

©"O

o

EEP 24 0,08%

Fot. 3. 14. Wplyw EEP na biosynteze biatka fuzyjnego Cdr1p-GFP w btonach koméek C. albicans
SC5314: A - szczep nietraktowany EEP, B - szczepy traktowany EEP 1, C - EEP 4, D —EEP 18 a, E —
EEP 24 w stezeniu 0,08% (v/v). Zdjecia wykonane przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego Olympus
IX81
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Kontrola B EEP10,08%

EEP 4 0,08% D EEP 180,08%

EEP 24 0,08%

. ¢

Fot. 3. 15. Wplyw EEP na biosynteze biatka fuzyjnego Cdr2p-GFP w wakuolach komoérek C. albicans
SC5314: A - szczep nietraktowany EEP, B - szczepy traktowany EEP 1, C - EEP 4, D —EEP 18 a, E —
EEP 24 w stezeniu 0,08% (v/v). Zdjecia wykonane przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego Olympus
IX81
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Kontrola EEP 1 0,08%

EEP 4 0,08% EEP 18 0,08%

EEP 24 0,08%

Fot. 3. 16. Kontrole szczepu C. albicans SC 5314. A - szczep nietraktowany EEP, B - szczepy traktowany
EEP 1, C- EEP 4, D — EEP 18 a, E — EEP 24 w stezeniu 0,08% (v/v). Zdjecia wykonane przy
zastosowaniu mikroskopu konfokalnego Olympus 1X81

3.4. Préba indukcji opornosci C. albicans na dziatanie produktow pochodzenia

naturalnego

Celem tej czesci badah byto ustalenie czy drozdzaki C. albicans zdolne sg do

nabywania opornosci na EEP i olejki eteryczne.
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W doswiadczeniu sprawdzono mozliwos¢ indukcji opornosci C. albicans na dziatanie
EEP i olejkdw w wyniku dtugotrwatej ekspozycji. Doswiadczalnie ustalono maksymalne stezenia
zwigzkéw dodawanych do podtoza statego YPD, ktére pozwalajg na wzrost od kilku do kilkuset
kolonii na plytce lecz nie wzrost murawowy (Tabela 3. 22). W ten sposéb uzyskano
przypuszczalne mutanty oporne. Pojedyncze kolonie przesiano na ptytki z podiozem
zawierajgcym to samo stezenie zwigzku aktywnego, co na plytce wyjsciowej. W przypadku
zastosowania czterech testowanych propolisow EEP 1, EEP 4, EEP 18 a i EEP 24
zaobserwowano, ze szczepy te sg zdolne do wzrostu na catej powierzchni ptytki (Fot. 3. 17).
Jest to wynikiem przejSciowej nadekspresji genow kodujgcych pompy lekowe w odpowiedzi na
stres komoérkowy.

Tabela 3. 22. Maksymalne stezenia zwigzkéw umozliwiajgce wzrost w ciggu 48 h na podfozach statych
YPD

Produkt Stezenie [%]
Olejki

Cytrynowy 0,3125
Tymiankowy 0,02
Cynamonowy 0,004
Bazyliowy 0,625
Ekstrakty propoliséw

EEP 1 0,625
EEP 4 0,625
EEP 18 a 0,625
EEP 24 0,625

Fot. 3. 17. Indukcja opornosci C. albicans SC5314 na dziatanie EEP (EEP 24 z lewej i EEP 1 z prawej).
Ptytki gérne — wzrost kolonii na podtozu zawierajgcym 0,625 % EEP. Plytki dolne — wzrost komérek
wyizolowanych z pojedynczych kolonii na podtozu zawierajacym 0,625 % EEP

130


http://mostwiedzy.pl

/\___/__\> MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

W drugiej czesci eksperymentu, komorki izolowane z ptytek wyjsciowych oraz komaorki
szczepu kontrolnego nie poddawane uprzednio ekspozycji na EEP badz EO pasazowano
czterokrotnie (po 24 h) w podtozu ptynnym YPD bez dodatku zwigzkéw o aktywnosci
przeciwgrzybowej. Nastepnie wykonano posiewy na podiozach YPD zawierajgcych dodatek
EEP lub EO w stezeniach wyjsciowych (Tabela 3. 22). Wzrost komérek izolowanych z kolonii
znacznie intensywniejszy niz wzrost (lub jego brak) komorek szczepu kontrolnego oznaczatby,
ze komorki izolowane z kolonii majg charakter trwatego mutanta, opornego na dziatanie
zwigzku. W przeprowadzonym eksperymencie nie stwierdzono, aby komarki izolowane z kolonii
wyrostych na podtozach zawierajgcych ktorykolwiek z czterech testowanych EEP (EEP 1, EEP
4, EEP 18 a i EEP 24) iczterech EO (cynamonowy, bazyliowy, cytrynowy i tymiankowy)
cechowaly sie intensywnym wzrostem. Po inkubacji obserwowano albo brak wzrostu szczepu
testowanego jak i kontroli, albo bardzo poréwnywalny wzrost obydwu szczepéw (Fot. 3. 18).
Wskazuje to na to, ze ekspozycja na dziatanie EO i EEP nie spowodowata powstania mutacji

skutkujgcych nabyciem trwatej opornosci.

Fot. 3. 18. Wzrost komérek C. albicans SC5314 na podtozu suplementowanym EEP1 w stgzeniu 0,625%.
Plytki gérne — wzrost komaorek izolowanych z kolonii po czterokrotnym pasazowaniu. Plytki dolne — wzrost

komérek szczepow wyjsciowych

Podstawowym mechanizmem obronnym drozdzy na obecnos¢ w ich otoczeniu
zwigzkéw obcych jest nadprodukcja pomp btonowych z rodziny ABC, ktérych zadaniem jest
wyrzut leku z komorki, tak aby jego stezenie w srodku byto na tyle niskie, zeby nie stanowito
zagrozenia. Poczgtkowo mechanizm ten zaproponowano dla wyjasnienia zjawiska opornosci na
azole, ktére sg najczedciej stosowang grupg lekéw w terapii infekcji grzybiczych. Szybko
okazato sie jednak, ze pompy takie jak Cdr1p oraz Cdr2 zdolne sg do wyrzutu strukturalnie
niepowigzanych zwigzkéw. Nadprodukcja pomp moze byé zjawiskiem przejSciowym,
wynikajgcym ze stresu komorki narazonej na obecnosé w otoczeniu zwigzkéw obcych. Synteza
pomp stopniowo zmniejsza sie, gdy komorki nie sg narazone na ekspozycje danego zwigzku.

Innym mechanizmem opornosci sg mutacje w genomie. Zmiana taka jest trwata i dziedziczona,
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dlatego opornosc jest przenoszona na komorki potomne. Najczestszg mutacjg wystepujacg u C.
albicans prowadzacg do konstytutywnej ekspresji genow CDR1 i CDR2, kodujgcych pompy
typu efflux jest zmiana w obrebie czynnika transkrypcyjnego TAC1 (ang. transcriptional activator
of CDR genes) (Coste et al., 2004). Dla gatunku C. glabrata jest to odpowiednio czynnik
transkrypcyjny kodowany przez gen PDR1 (ang. pleiotropic drug resistance) (Tsai et al., 2006).
Mutacje mogg pojawic sie takze w obrebie w innych genow.

Wynik doswiadczenia opisanego w tym podrozdziale jest wstepem do badan
potencjalnych mechanizméw opornosci na produkty pochodzenia naturalnego, co samo w sobie
nie bylo gtébwnym celem projektu. Dalsze eksperymenty dotyczgce mozliwosci nabierania
opornosci wymagatyby diugotrwatych badan uzyskanych ,mutantow”. Kazda z kolonii uzyskana
na ptytce jest inna, a mutacja moze pojawi¢ sie w jednej kolonii na kilkaset. Przyktadowy
eksperyment screeningu trwatych mutantéw polegatby na wielokrotnym pasazowaniu kolonii
metodg replik na podioza nie zawierajgce EO/EEP, po czym ponownym sprawdzeniu ich
wzrostu na podiozu suplementowanym tymi zwigzkami. Spontaniczne mutacje w naturze sa
bardzo rzadkie, dlatego aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo uzyskania mutantéw, komorki
dodatkowo traktuje sie zwigzkiem mutagennym, np. EMS (metanosulfonian etylu) bgdz poddaje
dziataniu $wiatta UV. Gdyby po pasazach ktorakolwiek kolonia byta zdolna do wzrostu,
Swiadczytloby to o zaistnieniu trwatej mutacji, ktérg nalezaloby ujawni¢ za pomocg
sekwencjonowania. Jednak najbardziej pozgdanym wynikiem, ze wzgledu na skutecznosc¢
produktéw pochodzenia naturalnego, bytby brak mozliwosci indukowania takich mutaciji.

Eksperymenty przedstawione w punktach 3.3.2.2, 3.3.4, 3.3.5. oraz 3.4 zostaly
wykonane podczas pobytu na dwumiesiecznym, zagranicznym stazu naukowym w Katedrze
Mikrobiologii Molekularnej, Flamandzkiego Instytutu Biotechnologii na Wydziale Nauki na

Uniwersytecie Katolickim w Leuven w Belgii.

3.5.Analiza skltadu chemicznego olejkéw eterycznych

Olejki eteryczne stanowig bardzo ztozong mieszanine, ktorej sktad zalezny jest od wielu
czynnikéw. Istniejg juz liczne doniesienia dotyczgce witadnie skfadu najpopularniejszych z nich,
jednak ze wzgledu na duze zrdznicowanie takich produktéw wcigz istotna jest ocena sktadu
olejkéw, ktore sg obiektem aktualnych badan. W tym celu zastosowano chromatografie gazowag
sprzezong z detekcjg mas typu TOF.

Obecnos¢ (badz jej brak) poszczegdlnych komponentéw mieszaniny wykonywano
poréwnujgc uzyskane widma masowe z widmami w bazie danych NIST (National Institute of
Standards and Technology). W Tabela 3. 23 przedstawione zostaty sktady chemiczne sze$ciu
olejkdw eterycznych najbardziej aktywnych wobec drozdzakéw z rodzaju Candida oraz ich
udziat procentowy w mieszaninie. Stezenie procentowe danego zwigzku okreslone zostato jako
stosunek powierzchni pod pikiem okreslonego zwigzku do powierzchni wszystkich pikéw
wystepujagcych na chromatogramie. Nie jest to metoda idealna, gdyz rézne zwigzki mogg
wykazywaé rézne oddziatywania z fazg stacjonarng, a przez to dawaé¢ odmienng odpowiedz.

Idealne rozwigzanie wymagatoby sporzadzenia analizy, z zastosowaniem kazdego wzorca

132


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

zwigzku wystepujacego w mieszaninie dla przynajmniej pieciu stezen w trzech powtoérzeniach,
wykonanie krzywych kalibracyjnych, a dopiero na ich podstawie mozliwe bytoby wyznaczenie
faktycznego udzialu procentowego kazdego sktadnika w roztworze. Jednak ze wzgledu na to,
ze olejki eteryczne sg bardzo ztozonymi mieszaninami, w sktad ktérych wchodzi¢ moze nawet
kilkaset zwigzkdéw, takie podejscie wydaje sie nierealne, a metoda oznaczania stezenia
procentowego na podstawie pola powierzchni pod pikiem, mimo swojej niedoskonatosci, jest
powszechnie akceptowana istosowana w piSmiennictwie. Natomiast zastosowanie bardzo
nowoczesnej kompleksowej dwuwymiarowej chromatografii gazowej z detekcjg masowg
pozwolito na bardzo doktadng ocene jakosciowa.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze w sktad olejku tymiankowego wchodzg przede wszystkim
mircen i terpinen, co nie jest zgodne z danymi literaturowymi. Zawarto$¢ tymolu, ktéry powinien
stanowi¢ gtowny sktadnik olejku tymiankowego, wyznaczono na 1,75 %. Wynik ten nie jest
satysfakcjonujgcy, gdyz olejek tymiankowy wykazywat w badaniach bardzo dobre aktywnosci
przeciwgrzybowe, ktére powinny raczej, jak wspomniano we wstepie, wynikaé z zawartosci
zwigzkéw fenolowych, ktorych tymol jest przedstawicielem. Mircen oraz terpinen sg prostymi
monoterpenami, nie zawierajgcymi zadnych dodatkowych ugrupowan chemicznych, dlatego
mato prawdopodobne wydaje sie by¢, ze tak wysokie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe moga
wynika¢ z ich obecnosci. Mogg one natomiast wraz z innymi skladnikami mieszaniny

wywotywac efekt synergistyczny, czyli wzmocnionego dziatania.

Tabela 3. 23. Sktad chemiczny testowanych olejkdw eterycznych oznaczony metoda chromatografii

gazowej z detekcjg masowg

Powierzchnia pod pikiem

Zwigzek Tymiankowy | Cytrynowy Geraniowy Cynamonowy | Bazyliowy Gozdzikowy
2-amylofuran 0,01
2-bornanon 4,62
3,7-tlenek linalolu 0,1
Acetofenon 1,02
'r:\lggiglbzénzoesowy 0,23
Aldehyd anyzowy 0,46
Aldehyd benzoesowy 24,6
Aldehyd cynamonowy 42,79 0,87 0,19
Aldehyd salicylowy 2,57
Alkohol fenyloetylowy 2,66 0,69
Alloaromadendren 0,02
Anetol 0,82
a-Pinen 3,44
Aromandendren 0,16
Benzenopropanal 0,26
Benzofuran 0,15
Bergamoten 0,06 6,65
Borneol 0,61
Bornylen 8,21
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Powierzchnia pod pikiem

Zwigzek

Tymiankowy

Cytrynowy

Geraniowy

Cynamonowy

Bazyliowy

Gozdzikowy

Bourbonen

1,14

0,17

0,09

cis-octan geranylu

0,31

Cykloizosatiwen

0,26

Cymen

1,14

2,52

2,48

2,68

0,1

Cymenen

0,51

Cytral

53,85

0,02

0,29

Cytronelol

11,94

Dekan

0,13

Endo-borneol

0,99

Epoksyocymen

0,39

Estragol

0,02

0,11

0,16

6,18

0,06

Eter metylowy
karwakrolu

0,42

0,16

Eugenol

68,24

Eukaliptol

35,44

Exo-fenchol

3,04

Farnezen

0,18

Fellandren

0,67

0,46

0,3

Furfural

0,23

Fytan

0,01

Geraniol

2,99

Heptan

0,67

Herboxydu
drugorzedowy izomer

0,16

Humulen

0,01

0,17

9,09

Kadinen

0,01

0,25

0,33

Kalmenen

0,19

Kamfen

1,27

0,64

0,34

1,86

2,25

Kamfora

0,4

8,75

Karen

0,02

0,06

Karweol

Karwomenton

0,08

0,4

Karyofylen

0,2

14,47

Kopaen

0,4

1,29

0,07

0,61

Limonen

0,12

5,29

0,45

Linalol

0,96

10,51

Linalol o

0,77

Mentol

0,01

Metyloeugenol

0,13

Mircen

34,35

0,7

0,11

0,24

Mréwczan bornylu

0,32

Mréwczan cytronellylu

13,2

Mréwczan fenyloetylu

0,76

Mréwczan fenyloetylu

0,54

Mréwczan geraniolu

5,02
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Powierzchnia pod pikiem

Zwigzek

Tymiankowy

Cytrynowy

Geraniowy

Cynamonowy

Bazyliowy

Gozdzikowy

Murolen

0,31

Octan bornylu

0,07

Octan cynamylu

0,13

Octan izobornylu

3,01

Ocymen

0,49

3,2

Oktadekan

0,02

Okten-3-ol

0,88

Pinen

2,61

0,05

0,04

1,02

1,36

Piperiton

0,14

P-ment-2,8-dien-1-ol

0,33

P-menton

17,85

Propionian cytronellylu

0,05

Rozany tlenek a

5,59

Rézany tlenek b

1,93

Sabinen

0,02

0,04

Safrol

0,11

Styren

8,45

Sulkaton

0,15

0,47

Terpinen

46,55

4,49

0,03

0,32

Terpinen-4-ol

0,15

Terpineol

0,91

Terpinolen

4,57

Tetrahydrogeraniol

0,02

Tlenek limonenu

0,97

Tlenek linalolu

5,64

Toluen

3,41

Tymol

1,75

0,11

Inne

8,55

27,18

7,85

8,77

11,82

2,25
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Zgodnie z oczekiwaniami, olejku cytrynowym gtéwnym sktadnikiem jest cytral oraz
limonen. Cytral posiadajgcy ugrupowanie aldehydowe moze wptywa¢ na wysokg aktywnosé
tego olejku.

Analiza skfadu chemicznego olejku geraniowego wykazata obecnosé ponad 300
zwigzkow. W tabeli 3.21 zostata przedstawiona lista tych, ktérych podobienstwo do widm
masowych zwigzkéw wzorcowych obecnych w bazie NIST wynosi minimum 80% oraz takich,
ktérych zawarto$¢ procentowa w mieszaninie wynosi minimum 0,01%. Najwieksze stezenie
procentowe oznaczono dla cytronelolu, mréwczanu cytronelolu i linalolu, co jest zgodne z
danymi literaturowymi. W mieszaninie obecny jest takze geraniol w stezeniu niecate 3% oraz
jego pochodne.

Analiza wykazata takze bogaty skfad olejku bazyliowego, w ktéorym przewage stanowi
eukaliptol (ponad 35%). Dane literaturowe takze wskazujg na obecnos¢ tego zwigzku w olejku
bazyliowym cho¢ w znacznie mniejszym stezeniu. Ponadto w mieszaninie znajduje sie duza
zawartos¢ kamfory, tlenku linalolu, bergamotenu oraz estragolu.

W skfad olejkdw cynamonowego oraz gozdzikowego wchodzi zdecydowanie mniejsza
ilos¢ zwigzkéw chemicznych. Analiza olejku cynamonowego wykazata najwickszg zawartosé
aldehydu cynamonowego, ktéry zarazem jest najbardziej aktywnym skfadnikiem mieszaniny.
Ponadto w skfadzie tego olejku w duzych ilosciach odnalezé mozna benzaldehyd, niebedgcy
zadnym z terpendw oraz liczne zwigzki nalezagce do grupy monoterpenéw. Natomiast w skiad
olejku gozdzikowego wchodzi przede wszystkim eugenol (68% zawartosci), ktéry nadaje mu

wihasciwos$ci antyseptyczne oraz ostry charakterystyczny zapach.

3.6. Ocena sktadu chemicznego propolisow

W ramach badan oceniono réwniez sktad chemiczny czterech ekstraktow etanolowych
propoliséw z podziatem na grupy wystepujacych w nich zwigzkéw. Na podstawie analizy widm
UV oraz masowych dokonano podziatu zwigzkéw na 5 gtdwnych grup: flawonole, flawanony,
flawony, pochodne kwasu hydroksycynamonowego, kwasy hydroksybenzoesowe (Wyk. 3. 27).
W ekstraktach stwierdzono takze obecno$¢ zwigzkéw, ktore ciezko bylo przypisaé do
ktérejkolwiek z wymienionych grup. We wczesniejszych badaniach okreslano takze aktywnosé
ekstraktéw 50 zgromadzonych propolisow (w tym réwniez czterech ponizej przedstawionych)
wobec szeéciu szczepdw referencyjnych (C. albicans ATCC 10231, C. glabrata DSM 11226, C.
albicans Gu5 i B4 opornych na flukonazol oraz Gu4 i B3 wrazliwych na flukonazol).
Stwierdzono, ze propolis 15a nie posiada praktycznie zadnej aktywnosci (wszystkie wartosci
MFC powyzej 2,5%). Z pozostatych trzech EEP, 15b byt najaktywniejszy, bardzo podobng
aktywnos¢ wykazywat réwniez EEP 27 (MFC w zakresie 0,3125 — 0,625% (v/v)), natomiast dla
EEP 192 warto$ci MFC wynosity 0,625 — 1,25% (v/v). Poréwnujac aktywnosci i sktad chemiczny
propolisbw mozna stwierdzi¢, ze najmniej skuteczny (a wiasciwie catkowicie nieskuteczny)
propolis 15a jest praktycznie pozbawiony zwigzkéw z grupy flawonoli. Pozostate trzy propolisy
zawierajg znacznie wigekszg zawarto$¢ flawonoli, co koreluje z ich aktywnoscig. Dodatkowo z

analizy mozna wywnioskowa¢, ze na aktywnos¢ ekstraktéw propolisu nie wplywa zawartosé
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pochodnych kwasu hydroksycynamonowego, gdyz sg one zawarte zaréwno w propolisach

aktywnych jak i nieaktywnym (EEP 15 a). Co ciekawe, ogdlna zawartos¢ zwigzkow

organicznych (wyznaczona na podstawie pola powierzchni pod wszystkimi pikami) takze nie

koreluje z aktywnoscia, co wida¢ na przyktadzie poréwnania EEP 15 a (wieksza zawartos¢

zwigzkéw organicznych) i EEP 15 b (mniejsza zawarto$¢ zwigzkéw organicznych i wieksza

aktywnos¢). Jednak aby w petni okresli¢ zaleznos¢ aktywnosci od obecnosci i zawarto$ci

poszczegodlnych grup zwigzkéw chemicznych wskazane bytoby przeprowadzenia analizy sktadu

wiekszej liczby ekstraktéw, zaréwno tych o stwierdzonej niskiej jak i wysokiej skutecznosci.

250000

200000

150000

100000

Pole powierzchni piku

50000

m flawonole

M flawanony

M flawony

M poch. kw.
hydroksycynamonowego
kw. hydroksybenzoesowe

- - M niezidentyfikowane
T T T — 1
15a 15b 19 27
Nr propolisu

Wyk. 3. 28. Sktad chemiczny ekstraktdéw etanolowych propoliséw z podziatem na grupy wystepujgcych w

nich zwigzkow. Analiza sktadu zostata wykonana na podstawie ksztattu widm UV i obecnosci
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W przedstawionej rozprawie doktorskiej mozna wyodrebni¢ dwa gtéwne nurty pracy,
obydwa jednak dotyczgce zwigzkoéw wykazujgcych aktywnos¢ przeciwko drozdzakom z rodzaju
Candida. Pierwszy watek dotyczyt oceny aktywnosci w warunkach in vitro dziewieciu lekéw
przeciwgrzybowych, ktére w okreslonych sytuacjach mogg by¢ zastosowane w terapii infekcji
grzybiczych. Jako, ze grupa lekow pierwszego wyboru, ze wzgledu na niewielkg toksycznosé
dla gospodarza, sg azole, a ich naduzywanie nieuchronnie prowadzi do nabywania przez
mikroorganizm opornosci, podjeto badania ktérych celem byta ocena mechanizméw opornosci
na azole wsrdd izolatow grzybowych od pacjentéw z polskich szpitali. Badania te prowadzone
byty w ramach grantu ,Mechanizmy opornoéci na leki z grupy azoli wérdd krajowych, klinicznych
izolatow drozdzy z rodzaju Candida” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, ktérego
kierownikiem byt dr inz. Piotr Szweda. Jednym z waznych wnioskéw podsumowujgcych
wykonane w tym projekcie badania byto to, ze wsrdd krajowych izolatow Candida istnieje
opornos¢ na leki z grupy azoli lecz w mniejszym stopniu niz poczatkowo zaktadano. Niektore
leki o aktywnosci przeciwgrzybowej wykazujg wysokg toksycznos$¢ dla pacjenta, na inne
natomiast mikroorganizmy mogg stosunkowo szybko nabywac opornosé, dlatego tez narodzita
sie idea poszukiwania produktow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w zrédtach
naturalnych. Drugi gtéwny nurt pracy dotyczyt wtasnie aktywnosci oraz mechanizméw dziatania
produktéw pochodzenia naturalnego, a badania wykonywane byly w ramach projektu ,Olejki
eteryczne, propolis oraz nanoczastki srebra i miedzi jako alternatywa Ilub czynnik
wspomagajgcy dla konwencjonalnej terapii i profilaktyki infekcji wywotlywanych przez drozdze z
rodzaju Candida” zakwalifikowanego do programu Preludium 8, finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki. W obydwu projektach do badan aktywnosci lekéw jak i PPN
zastosowano te samg kolekcje izolatow klinicznych z rodzaju Candida, a pojedyncze izolaty
oporne na azole postuzyly do badan aktywnosci lekdéw w synergizmie z PPN bagdz aktywnosci
wobec biofilmu.

Celem badah prowadzonych w ramach pierwszego wspomnianego projektu byto
poznanie mechanizméw lekoopornosci drozdzakéw z rodzaju Candida oraz ocena aktualnego
stanu lekoopornoéci szczepow izolowanych od pacjentéw z polskich szpitali. Przeprowadzone
badania pokazuja, ze problemem jest wystepowanie opornosci na flukonazol, ktéra pojawia sie
zaréwno w przypadku gatunku C. glabrata (22% populacji oporna na chemoterapeutyk) jak i C.
albicans. Jednak w przypadku tego drugiego gatunku, zaklasyfikowanie do grup wrazliwosci jest
zdecydowanie bardziej problematyczne, w wiekszym stopniu zalezy od zastosowanego testu
diagnostycznego oraz czasu od momentu izolacji szczepu od pacjenta po jakim wykona sie
oznaczenie. Grupa 43 izolatéw ze szpitala w Warszawie wg pracownikow przyszpitalnego
laboratorium analitycznego sktadata sie wytgcznie z izolatéw opornych na flukonazol.
Testowana grupa szczepdw izolowana byta bezposrednio od pacjentéw leczonych
flukonazolem, a oporno$¢ na ten lek oznaczana byta tzw. E-testem. W nastepnym etapie,
wrazliwosé izolatbw okreslana byta przeze mnie testem Sensititre, w wyniku czego 29

szczepdw okreslono jako oporne na FL. Ostatecznie wrazliwos¢ testowano metoda
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mikrorozcienczeniowg rekomendowang przez CLSI, w wyniku czego 5 szczepéw oznaczono
jako oporne na FL. Grupa 104 izolatow C. albicans izolowanych od pacjentow ze szpitala we
Wroctawiu nie byla wstepnie charakteryzowana E-testem. Badania z zastosowaniem testu
Sensititre pozwolity okresli¢ opornosé na FL dla 19 izolatéw, natomiast w przypadku
zastosowania metody zalecanej przez CLSI tylko dwa okazaly sie by¢ oporne. Badane szczepy
byly pasazowane oraz odmtadzane na podtozu statym YPD bez dodatku flukonazolu, a wiec
czynnika dla nich stresujgcego. Analiza powyzszych wynikow wskazuje, ze szczepy izolowane
bezposrednio od pacjentéw leczonych flukonazolem, a wiec bedgce pod wplywem
przejsciowego stresu, wykazujg réwniez przejsciowg (w wiekszosci przypadkdéw) obnizong
wrazliwosé na FL. Opornos$¢ ta mija z czasem, gdy komorki nie sg poddane ekspozycji na
czynnik stresujgcy (flukonazol). Przy ostatecznej analizie zaledwie niewielka czesé¢ izolatow
wykazuje trwatg, dziedziczong opornosc¢, ktéra z wysokim prawdopodobieAstwem wynika z
mutacji w obrebie czynnika transkrypcyjnego TAC1, ktéra powoduje konstytutywng ekspresje
gendéw CDR. Dodatkowego komentarza wymaga takze uzytecznos¢ zastosowanych testow
diagnostycznych. E-testy sg stosunkowo proste i szybkie w wykonaniu, jednak uzyskany wynik
jest najmniej precyzyjny i najmniej wiarygodny. Test Sensititre jest réwniez stosunkowo prosty
w wykonaniu, nie ma potrzeby sporzgdzanie roztworéw chemoterapeutykéw w wymaganych
stezeniach, wynik odczytuje sie na podstawy zmiany zabarwienia zawiesiny w studzienkach, co
eliminuje konieczno$¢ stosowania dodatkowej aparatury takiej jak czytnik ptytek. Wiele
doniesien literaturowych potwierdza skutecznos$¢ tej metody i zgodnos¢ wynikéw z innymi
stosowanymi metodami diagnostycznymi, jednak w mojej opinii nie dotyczy to analizy
wrazliwosci gatunku C. albicans na leki z grupy azoli. Jest to metoda bardzo czuta, w ktérej
zmiana zabarwienia zawartosci studzienki pojawia sie juz przy minimalnym wzroscie
drobnoustroju, nawet przy wysokim stezeniu leku, co w przypadku gatunku C. albicans
okreslane jest mianem tzw. ogonowania. Moze ono skutkowaé uzyskiwaniem fatszywie
wysokich wartosci MIC i klasyfikacjg szczepdéw jako oporne, tymczasem w praktyce klinicznej
obserwuje sie, ze izolaty ze zjawiskiem ogonowania odpowiadajg na leczenie raczej jak
szczepy wrazliwe na lek (Revankar et al., 1998). Problemu tego nie odnotowano natomiast w
przypadku gatunku C. glabrata. Metoda mikrorozciefczeniowa jest zdecydowanie najbardziej
czaso- i pracochtonna, jednak uzyskane wyniki sg zdecydowanie najbardziej miarodajne.
Dlatego tez jezeli celem badan jest dalsza charakterystyka szczepdw opornych, najbardziej
racjonalne jest stosowanie metody rekomendowanej przez CLSI.

Wsréd szczepdw izolowanych od pacjentdw obserwowano takze istnienie opornosci
krzyzowej na wszystkie chemoterapeutyki z grupy azoli. Zrédta literaturowe wskazujg, ze utrata
wrazliwosci na jeden lek w wyniku diugotrwatej ekspozycji na jego dziatanie moze powodowac
nabywanie opornosci na inny z danej grupy nawet, gdy komérki drozdzaka nie byly wczesniej
poddawane jego dziataniu. Leki z grupy echinokandyn, a takze 5-fluorocytozyna i amfoterycyna
B wydajg sie by¢ wcigz skuteczne, co wynika prawdopodobnie z ich rzadkiego stosowania, lecz
w grupie przebadanych szczepdéw znalazly sie pojedyncze, ktére wykazywaty wysokg opornosc

na echinokandyny oraz 5-fluorocytozyne. Jednak echinokandyny sg uwazane za znacznie
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bardziej toksyczne niz powszechnie stosowany flukonazol, a 5-fluorocytozyne, na ktérg
mikroorganizmy stosunkowo szybko nabywajg opornosé¢, nalezy stosowac¢ w formie terapii
kombinowanej wraz z innymi lekami (Keele et al., 2001).

Jednoznaczne wyjasnienie istnienia opornosci we wszystkich szczepach jest wcigz
trudnym zadaniem. Na podstawie wynikow uzyskanych z przeprowadzonych badan mozna
stwierdzi¢, ze mechanizmy opornosci réznig sie w zaleznosci od gatunku. Szczegdlng role w
nabywaniu opornosci gatunku C. glabrata odgrywa nadekspresja gendéw kodujgcych pompy
CDR1 usuwajgcych lek poza komoérke. Podobne wyniki uzyskali w swoich badaniach Abbes i
in., wskazujgc nadekspresje genow transporterow z rodziny ABC jako kluczowg w nabywaniu
opornosci gatunku C. glabrata (Abbes et al., 2013). Vermitsky i Edlind. stwierdzili 6 -15 krotng
nadregulacje genu CDR1 w 10 z 12 izolatéw opornych na flukonazol (Vermitsky & Edlind,
2004). Takze inni autorzy potwierdzajg, ze opornos¢ C. glabrata wynika z nadekspresji genéw
kodujgcych transportery typu ABC (geny CDR1 oraz PDH1 i SNQ2), ktéra z kolei wynika
z ciggtej nadregulacji przez hipaeraktywng forme czynnika tanskrypcyjnego PDR1.

Ciekawe jest to, ze poziomy ekspresji takich genéw jak ERG11, ktéry uczestniczy
w biosyntezie ergosterolu czy MDR1, kodujgcego pompy wypompowujgce leki z komorki nie
majg realnego wptywu na poziomy lekowrazliwosci. W przeprowadzonych badaniach zaledwie
5 izolatbw opornych wykazywato podwyzszony poziom ekspresji genu ERG11, a 18
zdecydowanie obnizony. Jest to takze sprzeczne z naszymi oczekiwaniami, gdyz nadekspresja
genu ERG11 jest w literaturze czesto wymieniana jako jeden z potencjalnych mechanizméw
lekoopornosci. Przyktadowo Marichal i wsp., oszacowali oSmiokrotny wzrost ekspresji ERG11 w
szczepach opornych na flukonazol w stosunku do wrazliwych (Timmerman et al., 1997). Z
drugiej strony Abbes i in. okreslili, Zze nadekspresja genu ERG11 nie ma znaczenia
w nabywaniu opornosci C. glabrata (Abbes et al., 2013). Takze Vermitsky i wsp. nie odnotowali
znaczgcej zmiany w poziomach ekspresji genu ERG11 u C. glabrata opornych na FL
(Vermitsky & Edlind, 2004)

Takze wystepowanie mutacji punktowych genu ERG11 nie ttumaczy fenomenu
zyskiwania opornosci C. glabrata. W przeprowadzonych badaniach na grupie 43 szczepéw C.
glabrata uzyskanych od pacjentéw poddanych leczeniu flukonazolem ze szpitali w Gdansku i
Warszawie nie stwierdzono istnienia zadnych mutacji punktowych w sekwencji aminokwasowej
produktu tego genu. Jednak w literaturze wystepujg pojedyncze doniesienia méwigce o
mozliwosci wptywu takich substytucji na zjawisko opornosci C. glabrata. Przyktadowo, Nabili i
in. w badaniach z zastosowaniem modelowania molekularnego stwierdzili, ze substytucja
G236V w miejscu wigzania oraz substytucje H146Q i D234E w poblizu miejsca wigzania triazoli
z duzym prawdopodobienstwem mogg sie przyczynia¢ do rozwoju opornoéci (Nabili et al.,
2016). Natomiast brak zmian w obrebie Erg11p stwierdzit zesp6t badawczy Silva (dos Santos
Silva et al., 2016). Réwniez Whaley i wsp. w pracy przeglgdowej wskazali, ze mutacje w genie
ERG11 dotyczg przede wszystkim gatunkéw C. albicans, C. parapsilosis oraz C. tropicalis i

raczej nie wystepujg w gatunku C. glabrata (Whaley et al., 2017).
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W przypadku izolatéw C. albicans przyczyna opornosci jest bardziej ztozona. W roku
1995 Prasad i wsp. po raz pierwszy scharakteryzowali role genu CDR1 w nabywaniu opornosci
na azole (Prasad et al., 1995) natomiast w roku 1997 Sanglard i in. opisali znaczenie genu
CDR2 (Sanglard et al,, 997). Od tamtej pory, doniesienia dotyczgce korelacji pomiedzy
nadekspresjg obydwu gendw a opornoscig gatunku C. albicans na azole sg bardzo liczne. W
bazie danych Candida Genome Database wyréznionych jest blisko 400 publikacji dotyczgcych
powigzania obydwu opisywanych gendéw z oporno$cig na azole. Dodatkowo zesp6t badawczy
Niimi wykazat, ze nadekspresja genéw CDR1 przyczynia sie do opornosci C. albicans takze na
inne niz flukonazol zwigzki, niekoniecznie strukturalnie powigzane takie jak terbinafina,
brefeldina A, cerulenina i nigeryna, a takze inne z grupy azoli, ale nie na antybiotyki polienowe
(M. Niimi et al., 2004) czy echinokandyny (K. Niimi et al., 2006). Prasad i in. w pracy
przegladowej z 2015 roku wyliczajg, ze substratami dla pomp Cdr1p mogg by¢ rowniez leki
przeciwnowotworowe, steroidy, lipidy, herbicydy, zwigzki pochodzenia roslinnego, antybiotyki
i barwniki fluorescencyjne (Prasad et al., 2015).

Nadekspresja genéw kodujgcych pompy wielolekowe moze pojawiaé sie réwniez w
parze z mutacjami w genie ERG11. Przykladowo Chen i in. okreslili, ze oporno$é moze wynikaé
z nadekspresji genéw CDR1 i CDR2 wraz z jednoczesnym wystepowaniem mutacji G487T i
T916C w obrebie genu ERG11 (Chen et al., 2010). W przeciwienstwie do gatunku C. glabrata,
mutacje w obrebie genu ERG11 u gatunku C. albicans sg bardzo powszechne, a w literaturze
sg czesto wskazywane jako kolejny mozliwy mechanizm opornosci. W odniesieniu do
najnowszych badan, Xiang i wspotpracownicy oznaczyli w sekwencji genu ERG11 w grupie 23
izolatéw C. albicans 17 mutacji skutkujgcych zmianami w sekwencji aminokwasowej, z czego 7
nie byto dotychczas opisanych w literaturze (K143Q, Y205E, A255V, E260V, N435V, G472R i
D502E). Za pomocg mutagenezy ukierunkowanej oznaczyli oni, ze 5 mutacji w znaczacy
sposéb podwyzsza opornos¢ na flukonazol badz worykonazol (przynajmniej czterokrotnie),
natomiast nie majg wiekszego wptywu na opornos$¢ na itrakonazol (Xiang et al., 2013).
Podobnie wprowadzenie pojedynczej mutacji (jako mutacji homozygotycznej) sposréd Y132F,
K143R, F145L, S405F, D446E, G448E, F449V oraz G450E do szczepdéw wrazliwych na
flukonazol powodowato przynajmniej czterokrotny wzrost opornosci na lek (Flowers et al.,
2015).

Kolejny zespdt stwierdzit istnienie mutacji A114S oraz Y257H pojawiajgcych sie
wytgcznie wsrdd izolatéw C. albicans opornych na flukonazol (Xu et al., 2015). Dodatkowo
zespot sprawdzit czy w grupie tych izolatéw wystepuje nadekspresja gendéw opornosci (CDR1,
CDR2, ERG11, MDR1, FLU1). Stwierdzono, ze ekspresja czesci gendw jest podwyzszona, a
czeéci obnizona badz nawet ledwie wykrywalna. Swiadczyé to moze o tym, Zze to wiasnie
zmiany w obrebie Erg11p mogg stanowié¢ bardzo prawdopodobng przyczyne opornosci na
azole, szczegolnie wsrod szczepow, u ktorych nie da sie jej wyjasni¢ nadekspresjg genéw
warunkujgcych opornos¢ (Xu et al., 2015).

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan nie potwierdzajg, aby ktoéras ze

zidentyfikowanych mutacji miata realny wptyw na nabywanie opornosci na flukonazol przez
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szczepy C. albicans, ktére badatam. Bardzo czesto wystepujgce mutacje E266D i V488
pojawiaty sie zaréwno w szczepach wrazliwych jak iniewrazliwych na flukonazol, co jest
zgodne z danymi literaturowymi. Cze$¢ mutacji pojawita sie tylko w szczepach
zaklasyfikowanych jako wrazliwe. Byly tez takie, ktére wystepowaty tylko w izolatach
oznaczonych jako oporne na flukonazol. Byly to substytucje D153E, R163K oraz K342R.
Obecnos¢é mutacji D153E w szczepie opornym jednoczesnie na flukonazol, worykonazol
i itrakonazol zaobserwowali Rosana i in. (Rosana et al., 2015). Istnienie tej samej mutacji wsréd
izolatow o obnizonej wrazliwosci na flukonazol stwierdzili Wang i wsp. (Wang et al., 2009).
Natomiast Marchial i in. stwierdzili jej obecnos¢ réwniez w szczepie wrazliwym na FL. Podobnie
substytucja K342R roéwniez stwierdzona byta w izolacie wrazliwym na FL (Goldman et al.,
2004). Natomiast rola mutacji R163K w opornosci na flukonazol nie jest jeszcze opisana w
literaturze.

W badaniach dotyczgcych nadprodukcji genéw kodujgcych pompy typu ABC wsréd
szczepdw opornych na FL szczegdlnie istotna okazata sie prawidtowa diagnostyka grup
wrazliwosci. Przy zastosowaniu najbardziej miarodajnej metody do grupy szczepdéw opornych
na FL (ze szpitala w Warszawie) zaliczono izolaty o numerach 30, 48, 572, 1002, 1026, z
ktérych wszystkie poza numerem 572 wykazywaty podniesiony poziom ekspresji genu CDR1, a
numery 30, 1002, 1026 dodatkowo wykazywaty szczegdlnie wysoki poziom ekspresji genu
CDR2. Natomiast szczep C. albicans 572 zostat oznaczony jako oporny, a pomimo to miat
obnizong ekspresje poréwnywanych gendéw. W jego przypadku zidentyfikowano wystepowanie
dwéch mutacji V1121 oraz G450R w obrebie genu ERG11, jednak w pojedynke wystepowaty
one rowniez w szczepach wrazliwych. W przypadku niektérych szczepdw mozna
zaobserwowacé jednoczesne wystepowanie nadekspresji genéw CDR1, CDR2 i ERG11 wraz z
wystepowanie mutacji punktowych. Sg to przyktadowo izolaty 30 (substytucja V112l) oraz 1026
(substytucje V1121 oraz G450R). Uzyskane rezultaty s$wiadczg o tym, Zze opornosc
w najwiekszym stopniu tlumaczona jest trwatg ekspresjg gendéw kodujgcych pompy
wielolekowe. Mutacje w genie ERG11 majg zdecydowanie ograniczone znaczenie, poniewaz
czesto identyfikowane sg réwnolegle w szczepach wrazliwych na FL. Zdarzajg sie takze
przypadki w ktoérych, obnizona wrazliwos¢ na lek nie jest ttumaczone zadnym z proponowanych
w literaturze mechanizméw. Swiadczy to o tym, ze najprawdopodobnigj istniejg jeszcze inne niz
poznane dotychczas i opisywane w literaturze mechanizmy opornosci.

Celem badan prowadzonych w ramach drugiego realizowanego projektu byt screening
produktéw pochodzenia naturalnego, wykazujgcych wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, ktére
mogtyby stanowi¢ pewng alternatywe dla lekéw stosowanych w terapiach przeciwgrzybiczych.
Poszukiwanie nowych mozliwosci poprawy skutecznosci obecnie stosowanych terapii
przeciwgrzybowych jest interesujgcym celem wielu zespotéw naukowych na swiecie. Naturalne
produkty stanowig niewyczerpane zrédto zwigzkoéw o] silnym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Dodatkowo rozpoczeto réwniez badania nad mechanizmami

dziatania tego typu produktéw.
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Szczegdlnie interesujgcg grupg zwigzkdéw okazaty sie olejki eteryczne ze wzgledu na
ich wysokie aktywnosci oraz ztozony mechanizm dziatania wynikajgcy z bogatego sktadu
mieszaniny. Spos$réd 38 olejkéw eterycznych wybrano sze$¢ o najwiekszej aktywnosci:
tymiankowy, cytrynowy, geraniowy, cynamonowy, bazyliowy oraz gozdzikowy. Stezenia, ktore
hamowaty wzrost drozdzakéw zrodzaju Candida nie przekraczaty 1,25% (v/v). Zalecane
stezenia olejkow eterycznych w roznych rodzajach preparatéw do inhalacji bgdz materiatach
stosowanych jako opatrunki na rany mieszczg sie w przedziale od 1 do 5%. Wartosci MIC
testowanych olejkéw znajduja sie w tym zakresie, dlatego mogtyby stanowi¢ swietny substrat do
produkcji tego typu wyrobéw. Dodatkowo stwierdzono bardzo wysokg aktywnos¢ olejku
cynamonowego z kory, ze stezeniem hamujgcym wzrost wszystkich przebadanych szczepow
nie wyzszym niz 0,125%, a dla ponad potowy przebadanych izolatéw bytlo ono nizsze niz
0,002%. Gtéwnym sktadnikiem olejku cynamonowego jest aldehyd cynamonowy, ktéremu
przypisuje sie role w hamowaniu aktywnosci syntazy 3-1,3-glukanu oraz syntazy chityny (Bang
et al., 2000). Testy porownujgce aktywnos¢ olejku cynamonowego i aldehydu cynamonowego
potwierdzaja, ze tak duza aktywnos¢ olejku wynika przede wszystkim z obecnosci w sktadzie
aldehydu cynamonowego. Jednak dalsze eksperymenty z preparatem rozcienczonym z
kilkudniowg inkubacjg wykazaty, ze aldehyd cynamonowy wykazuje przede wszystkim dziatanie
grzybostatyczne, a olejek cynamonowy dziatanie grzybobdjcze. Wynika to najprawdopodobniej
Z réwnolegtego dziatania aldehydu oraz innych zwigzkéw zawartych w tym produkcie.

Skiad chemiczny olejku cynamonowego oraz pieciu pozostatych produktéow
wykazujgcych obiecujgce aktywnosci, oznaczono z zastosowaniem chromatografii gazowej z
detektorem spektrometrii mas. Stwierdzono, ze w skfad olejku tymiankowego wchodzg przede
wszystkim terpinen, mircen oraz tymol, olejku cytrynowego limonen i cytral, olejku geraniowego
menton, cytronelol, linalol i geraniol, a w olejku cynamonowym poza wspomnianym aldehydem
cynamonowym w duzej ilosci znajduje sie tez benzaldehyd. W sktadzie olejku bazyliowego w
duzych ilosciach wystepujg eukaliptol, estragol i kamfora, a w olejku gozdzikowym eugenol,
kariofilen i humulen.

Jak pokazano na przyktadzie olejku cynamonowego aktywnos¢ danego olejku moze
wynikac z aktywnosci gtéwnego skiadnika. Nie jest to jednak regutg. W niektorych przypadkach
wieksze znaczenie ma obecnos¢ zwigzkdw chemicznych zawierajgcych specyficzne
ugrupowania funkcyjne. Tak jak wspomniano na przykfadzie olejku tymiankowego to raczej
tymol odgrywa decydujacg role w aktywnosci niz inne zwigzki o budowie alifatycznej bez
dodatkowych ugrupowan. Wiekszos¢ terpendw, rozumianych jako zwigzki chemiczne
zawierajgce rdzeh weglowodorowy bez dodatkowych ugrupowan (czasami okreslenie terpeny
bywa niepoprawnie stosowne zamiennie z okresleniem terpenoidy) nie ma znaczgcego wptywu
na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg (Bagamboula et al., 2004). W$rdd terpendw do
najpopularniejszych nalezg cymen, limonen, terpinen, sabinen, pinen. (Dorman & Deans, 2000)
Dorman i in. okreslili, ze gdy sg one stosowane w pojedynke wykazujg wobec bakterii bardzo
niskie lub wrecz zerowe aktywnosci. Nieco inaczej sprawa przedstawia sie dla terpenoiddw,

zwigzkéw ktére posiadajg dodatkowy atom tlenu w postaci grupy funkcyjnej. Najbardziej
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znanymi terpenoidami sg tymol, karwakrol, linalol, mentol, geraniol, octan linalolu, linolelal czy
piperyton. Aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowa tych zwigzkéw powigzana jest z grupg funkcyjng
i zalezy od obecnosci grupy hydroksylowej w pierscieniu fenolowym oraz obecnosci
delokalizowanych elektronéw. Przyktadowo karwakrol wykazuje zdecydowanie wiekszg
aktywnosé niz identyczny strukturalnie terpen p-cymen, nie posiadajgcy grupy hydroksylowej
(Rys. 1) (Ben Arfa et al., 2006; Ultee et al., 1999).

OH

Rys. 1 Wzory strukturalne karwakrolu i p-cymenu

Zmiana pozycji grupy hydroksylowej tak jak ma to miejsce w przypadku karwakrolu i
jego izomeru konstytucyjnego tymolu nie wptywa na aktywnos¢ tych zwigzkéw (Lambert et al.,
2001).

W badaniach screeningowych 50 ekstraktéw propoliséw pszczelich stwierdzono, ze
wiekszo$¢ z nich wykazuje obiecujgce aktywnosci wobec C. albicans oraz C. glabrata. W
wiekszosci przypadkéw stezenia uzyskanych preparatéw wykazujgce efekt bojczy wynosity
0,3125 - 0,625% (v/v), jednak zdarzaty sie tez ekstrakty, dla ktérych wartos¢ MFC wynosita >
2,5%. Wyliczona gestos¢ preparatow EEP stosowanych w moich badaniach wynosita 170
mg/ml. Oznacza to, ze stezenie 2,5% (v/v) odpowiada wartosci 4200 ug/ml, a przewazajgcy
zakres stezeh wywotujgcy efekt bojczy (0,3125 — 0,625% (v/v)) odpowiada wartosciom 530 -
1060 pg/ml. Uzyskane aktywnosci ekstraktéw propolisow pochodzacych z Polski sg zatem
poréwnywalne do aktywnosci EEP pochodzgcych z réznych rejonéw geograficznych swiata, co
potwierdzono w pracach innych autoréw. Przyktadowo Siqueira i wsp. wykazali, ze stezenia
bojcze czerwonego propolisu brazylijskiego wynoszg 64-512 ug/ml dla C. albicans i 64-256
pg/ml dla C. glabrata. Grupa Tobaldiniego okre$lata stezenia hamujgce wzrost dla zielonego
propolisu brazylijskiego, ktére miescity sie w zakresie 220 do 880 pg/ml. Bardzo dobrg
skutecznos$c¢ brazylijskich EEP stwierdzili rowniez inni badacze (Freires et al., 2016; Pippi et al.,
2015; Dota et al., 2011), natomiast grupa Pina zastosowata brazylijski EEP z sukcesem do
leczenia kandydozy jamy ustnej (Pina et al., 2017). Haghdoost i in. badali aktywnos$¢ propolisu
iranskiego. Wartosci MIC i MFC wobec szczepu C. albicans wynosity dla nich odpowiednio
360 pg/mli 1250 yg/ml (Haghdoost, et. al., 2016). Kolejne prace dotyczg aktywnosci propoliséw
argentynskich (MFC w zakresie od 200 do 800 pg/ml) (Aguero et al., 2014) oraz z potudniowe;j
Afryki (MFC od 147 do 3125 pyg/ml) (Suleman et., 2015). Natomiast Massaro i wsp. donosili o
braku aktywnosci propolisu ze wschodniej Australii wobec C. albicans ATCC 10231 (Massaro et
al., 2015).
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Stezenia EEP, przy ktérych obserwowano efekt grzybostatyczny lub grzybobdjczy byty
stosunkowo wysokie (siegaty 1,25% (v/v)), co nie bytoby akceptowalne w przypadku lekow.
Jednak nalezy tu dodaé, ze preparaty propoliséw pszczelich posiadajg szereg zalet, ktérych
brakuje  lekom  przeciwgrzybiczym. Wykazujg one dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwpasozytnicze, przeciwzapalne, antyoksydacyjne, aktywnosé
immunomodulacyjng, przeciwnowotworowg, przyspieszajg gojenie ran, dziatajg przeciwbdlowo
(De Castro et al.,, 2013), nie bedgc przy tym tak toksyczne jak czes¢ stosowanych lekéw
przeciwgrzybowych, dodatkowo nie wystepuje wobec nich zjawisko opornosci.

W kolejnych badaniach stwierdzono wystepowanie znaczgcego synergizmu pomiedzy
dwoma lekami z grupy azoli a ekstraktem propolisu. Aktywno$¢ synergistyczng brazylijskiego
propolisu z flukonazolem zaobserwowat zespdt badawczy Pippi (Pippi et al., 2015).
Naduzywanie lekéw przeciwdrobnoustrojowych czesto prowadzi do nabywania przez dany
mikroorganizm opornosci, a przez to koniecznos$ci stosowania coraz wyzszych dawek lekéw, co
zwiekszenia ryzyko wystepowania powaznych skutkow ubocznych. Problem wystepowania
opornosci bardzo czesto wystepuje w odniesieniu do flukonazolu, ktéry jest uwazany za
najmniej toksyczny z obecnie stosowanych lekéw przeciwgrzybowych, a zatem jest najczesciej
stosowany. Dzieki zastosowaniu terapii kombinowanej, ze zwigzkami pochodzenia naturalnego
mozliwe byloby znaczne spowolnienie rozwoju zjawiska opornosci na azole w tym flukonazol.
Dodatkowo w zwigzku z tym, ze bardzo mate stezenia mogg znaczaco obnizy¢é wartosci MIC
flukonazolu czy worykonazolu, koszty takiej terapii mogtyby byé znaczgco obnizone, pacjenci
odczuwaliby mniej skutkéw ubocznych zwigzanych z przyjmowaniem duzych dawek lekéw, a
ponadto terapia taka bytaby bardziej przyjazna dla Srodowiska. Istotne jest takze, ze przy
zastosowaniu flukonazolu w kombinaciji z propolisem eliminuje sie tzw. ogonowanie C. albicans.
Polega ono na tym, ze czes¢ komorek jest w stanie przezy¢ nawet przy bardzo wysokich
stezeniach zastosowanych lekdw, a przez to staC sie przyczyng nawracajacych infekcji.
Zomorodian i in. okreslili, ze ogonowanie pojawia sie¢ nawet w 90% izolatdw poddanych
dziataniu flukonazolu, ketokonazolu bgdz itrakonazolu oraz w 78% izolatow traktowanych
worykonazolem (Zomorodian et al., 2016). Eliminacja zjawiska ,ogonowania” jest o tyle wazna,
ze C. albicans jest patogenem najczesciej przyczyniajgcym sie do infekcji grzybiczych na azole,
ktdre sg najpowszechniej stosowang grupg lekow w terapii. Miedzy innymi ze wzgledu na
zjawisko ,ogonowania”, terapia grzybic bywa nieskuteczna i skutkuje pojawianiem sie szczepow
opornych. Zastosowanie w terapii infekcji grzybiczych lekéw z grupy azoli wraz z ekstraktami
propolisbw z catg pewnoscig przyczynitoby sie do poprawy skutecznoéci takiej terapii i
eliminowania sytuacji czestych nawrotéw choroby.

W moich badaniach wykazatam, ze EEP wykazujg znacznie nizsze aktywnosci w
stosunku do komérek zyjgcych w biofilmie. Struktura ta jest jednym z kluczowych elementéw
wirulencji rodzaju Candida, a dodatkowo przyczynia sie¢ do zwiekszonej opornosci na leki.
Stezenia EEP, ktére pozwalaty na eradykacje biofilmu w 50% wynosity do 5% (8,5 mg/ml) lub w
pojedynczych przypadkach powyzej. Oznacza to, ze mogg by¢ nawet kilka razy wyzsze niz

analogiczne stezenia w stosunku do formy planktonicznej. Jednak w przypadku stosowania
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niektorych lekdw rozbieznosci te moga by¢ duzo wieksze. Przyktadowo Maiolo i in. okreslili, ze
MIC flukonazolu moze by¢ w stosunku do biofilmu nawet tysigc razy wyzszy niz dla formy
planktonicznej. Ci sami autorzy stwierdzili takze, ze réznica skutecznosci kaspofunginy w
eradykaciji biofilmu i eliminacji komérek planktonicznych jest duzo nizsza. Stezenie < 0,5 ug/ml
hamowato wzrost szczepéw Candida w formie planktonicznej, natomiast do eradykac;ji biofilmu
wymagane byly stezenia od 2 do 16 pg/ml dla C. albicans i C. glabrata oraz do 64 pg/ml C.
krusei i C. parapsilosis (Maiolo et al., 2014). Badania aktywnosci propoliséw prowadzono takze
w innych zespotach badawczych. Przyktadowo Capocci i in. wykazali, ze EEP w stezeniu
273 pg/ml hamowat tworzenie biofilmu, natomiast Freires i wsp., ze EEP w stezeniu 500 ug/ml
niszczyt strukture biofilmu uprzednio utworzonego przez szczepy Candida (Capoci et al., 2015;
Freires et al., 2016) Dlatego tez, uwzgledniajgc niskg efektywnos¢ lekéw przeciwgrzybowych
w stosunku do komérek w biofilmie, ekstrakty propolisow wydajg sie by¢ ciekawg alternatywg
badz uzupetnieniem terapii infekcji wywotywanych przez biofilmu Candida spp.

Rozpatrujgc mozliwe mechanizmy aktywnosci badanych EEP i EO stwierdzitam, ze
najbardziej prawdopodobnym celem molekularnym obydwu grup zwigzkéw jest btona
komérkowa. Wiekszy efekt na btone wydajg sie jednak wywiera¢ propolisy pszczele. Wzrost
wartosci MIC wybranych EEP w podiozu suplementowanym ergosterolem byt poréwnywalny do
wzrostu uzyskanego dla amfoterycyny B, ktérej celem molekularnym jest wiasnie btona
komodrkowa. Zaobserwowano réwniez wyrazny wptyw EEP na depolaryzacje btony, zalezny od
zastosowanego stezenia. Olejki natomiast powodujg znacznie wiekszy wyptyw jonéw potasu. Z
kolei $ciana komodrkowa stanowi raczej drugoplanowy cel obydwu grup zwigzkow. W
eksperymencie z podtozem suplementowanym sorbitolem nie zaobserwowano znaczgcych
réznic we wzroscie wartosci MIC w porownaniu do kontroli. Jednak wptywu EEP na $Sciane
komodrkowg nie mozna wykluczy¢é (sugerujg to niektére wyniki badan, ktére zostang
przedstawione w przysztej publikaciji).

Kolejnym niezwykle istotnym czynnikiem wirulencji jest ,przetgczanie fenotypowe (ang.
phenotypic switching). Komérki C. albicans majg zdolnos¢ do odwracalnej przemiany z formy
drozdzowej, w pseudogrzybnie lub grzybnie, co utatwia im znaczaco proces infekcji. Wydtuzona
forma mycelialna umozliwia adhezje do nabtonkéw gospodarza za pomocg biatek stanu
mycelialnego takich jak Als3 i Hwp1, utatwia penetracje przez tkanki, a nastepnie dostanie sie
do ukfadu krwionosnego. W naczyniach krwionosnych wydtuzone formy nitkowe umozliwiajg
ucieczke z makrofagéw lub ich rozbicie. Forma mycelialna nie jest jednak niezbedna do
procesu infekcji. Przyktadowo gatunek C. glabrata, ktéry nie tworzy grzybni, do adhezji stosuje
biatko Epa, sposdb penetracji przez tkanki nie jest do korica wyjasniony, natomiast stwierdzono,
ze gatunek ten moze przezyé we wnetrzu makrofagédw i byé za ich posrednictwem
transportowany do innych miejsc w organizmie gospodarza. Wyniki przez nas uzyskane
wskazujg, ze zaréwno propolisy jak i olejki eteryczne efektywnie hamujg transformacje do
pseudomycelium bgdz mycelium w stezeniach subletalnych, co w przypadku gatunkéw
tworzgcych grzybnie niewatpliwie wptywa na zmniejszenie inwazyjnosci patogenu. Wyniki te sa

zgodne z rezultatami otrzymanymi przez Haghdootsa i wsp., ktorzy stwierdzili efektywnos$c
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iranskiego propolisu w hamowaniu tworzenia mycelium przez gatunek C. albicans (Haghdoost
et al., 2016).

Dodatkowo w badaniach stwierdzano wptyw olejkéw jak i propolisbw na ekspresje
gendw kodujgcych pompy wielolekowe oraz ich obecnos¢ w bionie komoérkowej. W
poczgtkowych zatozeniach zaktadano, ze bardzo wysoka aktywnosé flukonazolu w potaczeniu z
ekstraktem propolisu moze wynikaé ze zmniejszonej syntezy pomp. Jednak uzyskane rezultaty
wskazujg, ze jest wrecz przeciwnie, a pomimo tego EEP ciggle zachowujg wysokg aktywnosc¢
zwlaszcza w synergizmie. Dlatego tez wyjasnienie synergizmu moze by¢é zupetnie inne.
Prawdopodobnym wytlumaczeniem moze byé takze to, ze gdy komorki ,zajmujg sie”
wypompowywaniem skfadnikéw ekstraktu propolisu, czagsteczki flukonazolu mogg znacznie
efektywniej oddziatywaé z celem molekularnym. W trakcie badan sprawdzano réwniez za
pomocag mikroskopii konfokalnej z zastosowaniem szczepu C. albicans produkujgcego biatko
fuzyjne CDR1-GFP wptyw na ilos¢ pompy Cdr1p w btonie czterech olejkéw eterycznych (zdjecia
nie zostaly przedstawione w tej pracy). Olejki tymiankowy, cytrynowy oraz bazyliowy réwniez
powodowaty nadprodukcje pompy, lecz w znacznie mniejszym stopniu niz ekstrakty propoliséw,
natomiast fluorescencja szczepu traktowanego olejkiem cynamonowym byta na poziomie
kontroli szczepu nietraktowanego. Obserwacje te potwierdzajg to, ze wiele strukturalnie
niepowigzanych zwigzkéw chemicznych moze by¢ substratem dla pomp typu ABC.

Analiza sktadu chemicznego wykazata, ze ekstrakty propolisbw rowniez stanowig
bardzo zlozong mieszanine. W sktad kazdego preparatu wchodzito blisko po sto zwigzkow,
ktére w przeprowadzonej analizie zostaty zaklasyfikowane do pieciu réznych grup: flawonole,
flawanony, flawony, pochodne kwasu hydroksycynamonowego, kwasy hydroksybenzoesowe.
Stwierdzono réwniez, ze grupg ktéra ma najwiekszy wplyw na aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg propolisow sg flawonole. Podobne dane przedstawiane sg w
literaturze, natomiast flawonole najczesciej wystepujgce w propolisach to przyktadowo
kwercetyna, kemferol, pinobanksyna, galangina. Kolejna grupa zwigzkéw o nizszej aktywnosci
to flawanony. Strukturalnie sg one bardzo podobne do flawonoli, jednak nie posiadajg
ugrupowania hydroksylowego na trzecim atomie wegla. Obecnos¢ witasnie tej grupy funkcyjnej
w danym miejscu zdaje sie mie¢ najwiekszy wptyw na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg
flawonoli. Na rysunku 2 przedstawiono strukturalne podobienstwo pinocembryny (flawanon)
i galanginy (flawonol).

Rys. 2 Wzory strukturalne pinocembryny i galanginy

Analiza sktadu chemicznego uwzgledniajgca wszystkie obecne w mieszaninie olejkéw

czy tez ekstraktow propoliséw sktadniki nie odpowie jednak na pytanie, ktéry ze zwigzkéw na
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pewno wptywa na aktywnos$¢ preparatu, ale ewentualnie czy jego obecno$é moze mieé¢ wptyw
na aktywnos¢ catego preparatu. Ponadto zwigzki zawarte w mieszaninie mogg wzajemnie
wywotywacé efekt synergistyczny, niekoniecznie obecny przy zastosowaniu komponentéw

oddzielnie.
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PODSUMOWANIE

Reasumujgc powyzsze zagadnienia mozna stwierdzi¢, ze zjawisko opornosci drozdzy
zrodzaju Candida izolowanych od pacjentéw polskich szpitali na leki inne niz azole jest
problemem stosunkowo rzadkim. Rozpatrujac opornosé izolatéw C. albicans na leki z grupy
azoli mozna stwierdzi¢, ze problem ten faktycznie istnieje, jednak w mniejszym stopniu niz
pierwotnie zaktadano. Przejsciowa opornos$¢ na flukonazol rozwija sie w trakcie ekspozycji na
dziatanie leku, co prawdopodobnie wigze sie z koniecznoscig zmiany sposobu leczenia przy
dlugotrwatej terapii. Czes$¢ izolatdw wykazuje jednak trwalg dziedziczng oporno$¢ na FL,
dlatego aby w takich przypadkach unikng¢ btednej klasyfikacji do grup wrazliwosci oraz leczenia
pacjentdw lekiem od poczatku nieskutecznym wazne jest stosowanie odpowiedniej metody
okreslania lekowrazliwo$ci. Pod tym wzgledem proste metody dostepne komercyjnie (E-test i
Sensititre) sg zdecydowanie mniej skuteczne, a uzasadnione jest stosowanie metody zalecanej
przez CLSI.

Mechanizmy opornosci na azole drozdzakoéw z rodzaju Candida réznig sie w zaleznosci
od gatunku. W przypadku C. glabrata wynikajg przede wszystkim z nadprodukcji biatek z
rodziny transporteréow typu ABC, nie moga by¢ ttumaczone mutacjami (ze wzgledu na ich brak)
genu ERG11. Opornos¢ gatunku C. albicans jest bardziej ztozona. Wynika przede wszystkim z
nadprodukcji pomp wielolekowych jednak uzupetniajgce znaczenie moze mieé takze istnienie
mutacji w genie ERG11. Nadekspresja gendw kodujgcych pompy moze réwniez wystepowaé
jednoczesnie z mutacjami w obrebie genu ERG11. W niektérych przypadkach opornosé nie jest
ttumaczona zadnym z powyzszych mechanizméw, dlatego ciggle potrzebne sg dalsze badania
w celu doktadnego poznania problemu.

Podsumowujagc badania dotyczgce produktéw naturalnych z catg pewnoscig mozna
stwierdzi¢, ze zaréwno olejki eteryczne jak i ekstrakty propoliséw pszczelich stanowig bardzo
obiecujagcg grupe zwigzkéw o aktywnosci przeciwgrzybowej. Sg one jednoczes$nie
zadawalajgco aktywne, bezpieczniejsze w stosowaniu niz produkty syntezy chemicznej
podawane pacjentom jako leki i posiadajg dodatkowe zalety, ktérych brak mykotykom. Sg one
dodatkowo aktywne w stosunku do komoérek zyjgcych w biofilmie, jednak ich efektywnosc¢,
podobnie jak w przypadku lekdw, jest nizsza. Najciekawszym spostrzezeniem dotyczgcym
aktywnosci produktéw naturalnych jest to, ze ekstrakty propoliséw wywotujg bardzo istotny efekt
synergistyczny w potgczeniu z flukonazolem (obnizenie warto$ci MIC flukonazolu do 256 razy)
lub z worykonazolem (do 32 razy). Dodatkowo propolisy eliminujg zjawisko ,ogonowania”.

Zaréwno olejki eteryczne jak i propolisy pszczele oddziatujg na btone komdrkowa,
jednak efekt bardziej widoczny jest w przypadku EEP. Natomiast dla olejkéw zaobserwowano
znaczgco wyzszy wyptyw jonéw potasu. Obydwie grupy zwigzkéw stanowig substrat dla pomp
wielolekowych, lecz pomimo tego ciggle zachowujg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg. Bardzo
znaczgcym wynikiem jest réwniez to, ze obydwie grupy zwigzkéw hamujg przejscie do formy
mycelialnej badZz pseudomycelialnej, co jest kluczowym czynnikiem zaréwno wirulencji jak i

inwazyjnosci gatunku C. albicans. Ciekawym spostrzezeniem jest takze to, ze olejki i propolisy
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nie przyczyniajg sie do trwatego nabywania opornoéci, jednak aby to zweryfikowac potrzebne

bylyby dalsze badania na szerszg skale.

PERSPEKTYWY NA PRZYSZLOSC

W ciggu dwdch ostatnich lat przeprowadzono badania aktywnosci olejkéw eterycznych
i propoliséw wobec drozdzy z rodzaju Candida. W testach okreslono aktywnos$¢ olejkéw
ekstrachowanych z roslin 37 gatunkéw. W naturze wystepujg tysigce gatunkéw roslin, ktére
mogg produkowaé zwigzki wykazujgce aktywno$¢é przeciwdrobnoustrojowg, dlatego
uzasadnione bytoby przetestowanie znaczaco wiekszej grupy olejkow eterycznych. Dodatkowo
pewng niepewnos¢ budzi sposob testowania aktywnosci tego typu produktéw. Wiekszos¢
zespotéw badawczych aktywnosé testuje w sposéb analogiczny do badania np. lekéw (proszek
rozpuszczalny w wodzie). Jednak gtdéwng frakcja aktywna w olejkach jest faza lotna, ktéra moze
takze wywolywac¢ aktywnosé¢ na odlegtos¢, a przez to skutkowac¢ uzyskiwaniem fatszywie
pozytywnych wynikéw w przypadku, gdy na jednej ptytce 96-dotkowej testowanych jest wiecej
niz jeden olejek. Po raz pierwszy problem ten dokfadnie opisat dopiero w roku 2017 zespot
badawczy Adama Feyaertsa (Feyaerts et al.,, 2017). Wedtug tych badaczy faza lotha olejku
pozyskanego z Origanum compactum moze hamowa¢ wzrost w kontrolach wzrostu przylegtych
do studzienek zawierajgcych olejek (powyzszych, ponizszych oraz po bokach lecz nie po
skosie). Proponowanym podej$ciem jest zastosowanie uszczelnienia 96-dotkowego, ktdre
hamuje migracje fazy lotnej do sgsiadujgcych studzienek. Innym rozwigzaniem moze byc¢
zastosowanie dodatkowych kontroli wewnetrznych pomiedzy rzedami z gradientem olejku.
Oczywiscie nie kazdy olejek eteryczny musi wywotywac efekt na odlegtosé. Autor przedstawia
przyktadowo, ze olejek pozyskany z Pimenta racemosa nie wywotuje analogicznego efektu na
odlegtos¢. Tak wiec dodatkowym rozwigzaniem wydaje sie byé w fazie wstepnej badan
sprawdzenie czy dany olejek wywotuje efekt w sgsiadujgcych studzienkach, w celu sprawdzenia
czy do oznaczenia wartosci MIC konieczna jest modyfikacja tradycyjnej metody
mikrorozcienczeniowe;j.

Drugim aspektem wartym szerszego rozwazenia sg mechanizm aktywnosci olejkow
eterycznych badz propoliséw pszczelich. W niniejszej pracy przedstawiony zostato wptyw na
kilka mozliwych celéw molekularnych. Obydwie przedstawione grupy zwigzkéw sg bogatg
mieszaning nawet do kilkuset zwigzkéw dlatego nie dziwi fakt, ze mechanizm dziatania jest tak
réznorodny. Jednak do potencjalnego zastosowania w przemysle farmaceutycznym stanowi to
duza przeszkode, ktora na razie uniemozliwia zastosowanie ich w celach terapeutycznych.
Stosowanie jakiegokolwiek zwigzku do produkcji lekéw wymaga znajomosci doktadnego sktadu
i zawartosci danego zwigzku, a w przypadku produktéw naturalnych nie jest to w zasadzie
mozliwe. Dlatego celowe wydaje sie by¢ okreslenie, ktéry ze zwigzkdw w mieszaninie wywiera
najwazniejszy efekt oraz jaki jest jego konkretny cel molekularny. By¢é moze podobnie jak w
przypadku antybiotykédw mozliwa bytaby modyfikacja danego zwigzku (np. wymiana ktérego$ z
atoméw, przytgczenie dodatkowej grupy funkcyjnej) i sprawdzenie w warunkach in silico wptywu
na interakcje z danym celem molekularnym oraz mozliwosci zwielokrotnienia pozgdanego

efektu. Pewne trudnosci moze jedynie budzi¢ modyfikacja zwigzkow, ktére majg charakter lotny.
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Oczywiscie sprawdzanie po kolei, ktéry ze sktadnikéw danego olejku/propolisu
wywotuje najwiekszy efekt byloby bardzo trudne i czasochtonne. Dlatego w tym celu nalezatoby
przeprowadzi¢ tzw. analize skupien. Badanie tego typu wymagatoby okreslenia aktywnosci
szeregu olejkéw/propoliséw wobec szczepdw referencyjnych oraz oceny skladu chemicznego
wszystkich badanych produktéw (z podziatem na grupy zwigzkéw a nie na konkretne skfadniki).
W nastepnym kroku nalezatoby ustali¢, ktére produkty wykazujg najwiekszg aktywnos¢ i jaka
jest réznica w sktadzie danego produktu, w stosunku do tego, ktéry nie wykazuje zadawalajgcej
aktywnosci. Gdyby przyktadowo olejek nr 1 wykazywat bardzo wysokg aktywnos$¢, a nr 2 bardzo
staba, a jedyng réznicg w grupie zwigzkéw obecnych w obydwu olejkach bytoby wystepowanie
np. fenoli w olejku 1, to w ten sposéb zidentyfikowana zostataby grupa zwigzkéw majgcych
najwiekszy wptyw na nadawanie wysokiej aktywnosci.

Szukajgc analogii do antybiotykéw nalezatoby takze uwzgledni¢ mozliwo$é nabywania
opornosci na produkty alternatywne. Pod tym wzgledem bogaty skiad chemiczny takich
produktéw wydaje sie by¢ raczej zaletg, poniewaz komoérce wiele trudniej naby¢ opornosé na
kilkadziesigt lub nawet kilkaset zwigzkéw jednoczesnie niz tylko na jeden. Jednak nie jest to
wykluczone. Przedstawione eksperymenty sg jedynie namiastkg badan nad mozliwoscig
indukcji mechanizmow opornosci. Konieczny bytby tu screening na duzg skale z jednoczesnymi
czynnikami takimi jak przedstawione w pracy promieniowanie UV czy zwigzkami chemicznymi
jak EMS, ktére zwiekszajg czestotliwosé wystepowania mutacji w genomie. Do tej pory jedynie
pojedyncze zespoly badawcze zajely sie tematykg mechanizmoéw opornosci na zwigzki
naturalne, a ponadto tylko przy zastosowaniu bardzo podstawowych technik badawczych.

Podsumowujac, badania dotyczace PPN sg bardzo interesujgce, obiecujgce i z

pewnoscig warte kontynuacji.

Mimo wielu doniesien na temat badan wptywu naturalnych substancji na leczenie, przed
Swiatem naukowym jest jeszcze wiele do zrobienia, a cichym zyczeniem kazdego badacza jest,

aby efekty jego pracy ujrzaty Swiatto dzienne zgodnie z sentencja:
~Wszystko, czego sie dotgd nauczyte$, zatraci sens, jesli nie potrafisz znalez¢ zastosowania dla

tej wiedzy.”

Paulo Coelho
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