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1. uvoD

Mikafungin je danas sve CeSc¢e upotrebljavani antimikotik koji zajedno s kaspofunginom i
anidualfunginom pripada skupini ehinokandina, najnovijih antimikotika koji se koriste u
lje€enju razli¢itih gljivicnih infekcija. Princip djelovanja ovih agenasa je inhibicija stani¢ne
stijenke koja patogenima daju &vrstocu i oblik. Prema svim glavnim vrstama Candida,
Aspergillus, te manje uobiCajenih patogenim vrstama poput Paecilomyces i Penicillium
mikafungin ima snazno in vivo i in vitro djelovanje (Enoch i sur. 2014).

Niskotemperaturna eutekticka otapala (DES) karakterizira niska hlapljivost i zapaljivost te vrlo
dobra kemijska i termicka stabilnost $to ih €ini zanimljivima za stvaranje poboljSanih verzija
otapala. Dizajniranjem DES-a s odredenim komponentama moguce je dobiti eutekticke
smjese s niskom toksi¢nosc¢u i visokom biorazgradivo$¢éu. Dodatkom, odnosno otapanjem
aktivne tvari u DES-ovima dobivena su terapeutska niskotemperaturna eutektiCna otapala s
aktivnom tvari (THEDES). THEDES se definira kao mjeSavina dviju komponenti koje pri
odredenom molarnom sastavu postaju tekuce pri sobnoj temperaturi i u kojima je jedna od
njih aktivni farmaceutski sastojak (API) (Mannu i sur., 2021).

Stoga je cilj ovog rada bio odrediti antifungalnu aktivnost Cistog mikafungina prema izabranim
test mikroorganizmima te mikafungina otopljenog u eutekti€cnim otapalima. Takoder je
odredena minimalna inhibitorna koncentracija navedenih kombinacija kako bi se vidjelo da li
otapanjem mikafungina u eutekti¢nim otapalima dolazi do boljeg djelovanja navedene aktivhe

tvari, tj.postize li se sinergijski u€inak navedenih komponenti.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. GLJIVE

Gljive (fungi) su eukariotski, heterotrofni, nefotosintetski organizmi od kojih su najveci broj
saprofiti (Zive na mrtvoj organskoj tvari koja im je izvor hrane). Vecina su viSestani¢ni oblici, a
kvasci spadaju u jednostanic¢ne. Karakteriziraju se kao aerobi ili fakultativni anaerobi. Stanice
su obavijene stani¢nom stijenkom (hitinom) a razmnozavaju se sporama koje mogu biti spolne
i nespolne. U gljive ubrajamo plijesni, kvasce, mesnate gljive, rde, snijeti, gube, puhare,
simbionte te parazite. Gljive klasificiramo u pet taksonomskih skupina na osnovi tipa spora,
morfologije hifa, spolnog ciklusa; Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes,
Deuteromycetes, Oomycetes. Osim njihove vaznosti u razgradnji mrtve organske tvari u
ekosustavima, njihova uloga neizostavna je u mnogim biotehnoloSkim procesima poput

proizvodnije lijekova i hrane (Stepheson, 2022; Markov, 2022).

Jedna od zanimljivosti jest i njihova kljuéna uloga u globalnom ciklusu ugljika jer spadaju medu
glavne razlagaCe biomase, a posebice se to odnosi na razgradnju lignina u prirodi . Mnoga
istraZzivanja pokazala su njihovu znacajnu ulogu u kruzenju ugljika i energije. Ipak sama
koli¢ina oslobodenog ugljika varira i ovisi o vrsti, karakteristikama i funkcijama razlicitih gljiva
(Galli sur.,2022).

Gljive mogu imati i negativan ucinak i biti uzro€nici razli€itin bolesti odnosno fungalnih infekcija
koje nazivamo mikozama, koje se mogu Kklasificirati kao: sustavne, potkoZne, kozZne,
povrSinske i oportunistiCcke. Mikotoksikoze bolesti su uzrokovane aktivho$éu sekundarnih

produkata metabolizma patogenih plijesni- mikotoksinima.



2.2 MIKOZE

Gljive mogu uzrokovati razliCite mikoze koje mogu zahvatiti razliCite dijelove tijela kod ljudi
poput koZe, noktiju, sluznice i kose. Patogene gljive uzrokuju bolesti kod ljudi zbog njihove
sposobnosti prijanjanja u ljudskom organizmu, izlu€ivanja razli€itih toksina i enzima te
mijenjanja svog oblika, $to omogucuje njihov ulazak u organizam, razmnozavanje i ostecenje
tkiva, rezultirajuci razli¢itim infekcijama. Prijanjanje na povrSinu ljudskih stanica, koje je prvi
korak prema nastanku odredenih bolesti, postize se uslijed hidrofobne povrSine gljiva i
djelovanja Van der Waalsovih sila. Gljive mogu prouzro€iti tri osnovne vrste mikoza kod ljudi:
tropske mikoze, dermatomikoze i sistemske mikoze (Stepheson, 2022). Dermatomikoze su
oboljenja koze i njezinih dodataka poput vlasiSta i noktiju koja su uzrokovana gljivicama.
Dermatomikoze se mogu klasificirati u: a) dermatomikoze prouzro¢ene dermatofitima ili
dermatofitozama, b) dermato-mikoze uzrokovane kvascima, te c) dermatomikoze izazvane
plijesnima (Skerlev, 2007). Skupinama dermatomikoza pripadaju rodovi gljiva Trichophyton,
Microsporum i Epidermophyton. Tropske mikoze izazivaju egzogene infekcije te su ove gljivice
opcée prisutne i najéesce se javljaju u tropskim podruéjima. Primjeri ovih gljiva ukljucuju:
Spirotrix schenckii, Rhinosporidium seeberi, Fonsecaea pedrosci, Fonsecaea compacta,
Phialophora verrucosa, Egzophilia jeanselmei i dr. Gljive koje uzrokuju sistemske mikoze
mogu prezivljavati kao endosaprofiti u ljudskoj kozi ili kao egzosaprofiti u tlu i na biljkama. Ove
infekcije Cesto se pojavljuju kod osoba s oslabljenim imunoloskim sustavom, kao $to su
pacijenti oboljeli od AIDS-a (Zivanovié i sur., 2009). Prevenirati mikoze moguée je uz pravilno
i redovno odrzavanje higijene, noSenje Ciste odjeCe te izbjegavanje dijeljenja osobnih

predmeta kao $to su rucnici, odjec¢a i obuéa.
2.2.1. Aspergiloza

Aspergillus spp. su filamentozne gljivice koje uzrokuju Sirok spektar infekcija kod ljudi,
ukljuCujuci reakcije preosijetljivosti, kronicne pluéne infekcije te akutne i po Zivot opasne
infekcije, pri ¢emu se najceS¢e javljaju kod imunokompromitiranih osoba. Poznato je preko
250 vrsta Aspergillus, a za njih manje od 40 utvrdeno je da uzrokuju infekcije kod ljudi. Medu
njima se pak najviSe istiCe Aspergillus fumigatus kao najceS¢i uzro€nik ozbiljnih invazivnih
bolesti. Globalne procjene iz 2017. godine ukazuju na viSe od 3.000,00 slu€ajeva kroni¢ne
pluéne aspergiloze (CPA) i oko 250.000 sluCajeva invazivne aspergiloze (IA) godiSnje.
Kroni¢na plucna aspergiloza napreduje sporije od invazivne aspergiloze i pogada pacijente s

vec¢ postoje¢om pluénom patologijom, kao $to su aktivha ili prethodna tuberkuloza i ne-



tuberkulozne mikobakterijske infekcije, prethodne operacije za rak pluéa, kroni¢na

opstruktivna pluéna bolest (KOPB) ili sarkoidoza (Jenks i Hoengil, 2018).

Postoje dvije vrste aspergiloze-invazivna i neinvazivha aspergiloza te ih se &esto tesko

razlikuje.

Invazivna aspergiloza se najceSce javlja kod bolesnika s teSkim oblikom imunosupresije i
karakterizirana je infekcijom nalik pneumoniji koja &esto brzo napreduje i u kojoj gljivica
napada pluéni parenhim, a posebice ima tendenciju invazije na krvne Zile, uzrokujuci tako
infarkt plu¢a. Invazivna aspergiloza glavni je uzrok i smrtnosti kod imunokompromitiranih
pacijenata. Faktori rizika se i dalje razvijaju i uklju€uju novije bioloSke agense koiji ciljaju
imunoloski sustav te postinfekcije nakon gripe. Novija istraZivanja zabiljeZila su pojavu i
prisutnost aspergiloze nakon infekcije COVIDOM-19 (Cadena i sur., 2021).

S obzirom da je uvelike povezana s oslabljenim imunolo$kim sustavom, ovakav oblik naziva

se jo$ i sekundarna invazivna aspergiloza.

Neinvazivna aspergiloza je najces¢i oblik i javlja se u obliku kroni¢nog sinusitisa (kuglice
plijesni Aspergillus prisutne su u sinusu) koji ne reagira na klasi¢no medicinsko lijecenje.
Zabiljezni su takoder i sluCajevi prelaska neinvazivne aspergiloze u invazivni oblik (Ota i sur.,
2010).

Od primarne vaznosti kod lijeCenja protiv invazivnih aspergiloza je upravo rano otkrivanje i
antifungalna terapija, dok kirurgija igra vaznu ulogu uglavnom u rjedim manifestacijama
bolesti, ukljuCuju¢i sinusitis i osteomijelitis. Upotreba antifungalnih agensa kao lijeka u
primjerima ove vrste bolesti uklju€uje triazol, amfotericina B i ekinokandine (Jenks i Hoenigl,
2018).



Slika 1. Prikaz stanica plu¢a zarazenih vrstom Aspergillus sp. (anonymus 1)

2.2.2. Kandidijaza

Do danas je zabiljeZzeno da viSe od 17 razli¢itih vrsta roda Candida uzrokuje invazivnu
kandidijazu kod ljudi, a vrsta Candida albicans je naj¢eSéa vrsta u svijetu. Invazivna
kandidijaza (takoder poznata kao sistemska kandidijaza ili hematogeno diseminirana
kandidijaza) ukljuCuje infekciju i Sirenje ovog kvasca putem krvotoka u mozak, bubrege, srce,
pluc¢a i jetra. Imunokompromitirane i imunodeficijentne osobe, odnosno osobe s dijabetesom,
neutropenijom, opeklinama, pacijenti s intravaskularnim kateterima, na hemodijalizi, pacijenti
koji su podvrgnuti abdominalnim operacijama ili oni na potpunoj parenteralnoj prehrani, te
osobe na produljenoj terapiji antibioticima Sirokog spektra ili kortikosteroidima posebno su
osjetljivina C. albicans. (Lim i sur., 2012). Antifungalna rezistencija je danas sve veca prijetnja,
Sto rezultira poteSko¢ama u lije€enju i uklanjanju ovakvih vrsta infekcija.

Virulencija kao sposobnost mikroorganizma da uzrokuje odredenu bolest opisuje stupanj
patogenosti te je odredena razliitim Cimbenicima, a neki sojevi mogu biti viSe ili manje
virulentni od drugih. Jedna od vaznijih karakteristika C. albicans je njena prilagodljivost u
prezivljavanju na razli€itim djelovima tijela Sto je posliedica prisutnosti nekoliko faktora
virulencije ukljuCujuci prijanjanje na stanice domacina, luCenje degradativnih enzima i
promjenu morfologije (Lim i sur., 2012).

Candida glabrata drugi je najc¢eS¢i uzrocnik infekcija krvotoka nakon C. albicans. UCestalost
pak raste zbog sve veée populacije imunokompromitiranih osoba i Siroke primjene
antimikotika. Ova vrsta takoder je jedan od naj¢es¢ih uzroCnika u slu¢ajevima oralnih infekcija

i vaginitisa (Cooper, 2011).



NajceSc¢e izolirana od pacijenata koji boluju od neutropenije, Candida krusei identificirala se
kao patogen u nekih pacijenata koji su primali profilaktiCku terapiju flukonazolom. Ova vrsta

kvasca spada takoder u jedne od uzro¢nika vaginitisa (Cooper, 2011).

Candida spp. kao oportunistiCki patogen, iskoriStava oslabljeni imuno sustav domacina s
ciliem uzrokovanja bolesti u bilo kojem dijelu tijela. Posljednjih nekoliko desetljeca kandidijaze
uzrokovane ovom vrstom, sve su ¢eS¢i slu€aj. Jedan od razloga je primjena imunosupresivnih
terapija za druge bolesti, a neka izvjeS¢a pokazuju da glavno mjesto zaraze mogu biti upravo
zdravstvene ustanove. Candida spp. je tako Cetvrti najéed¢i uzroénik bolni¢kih infekcija u
Sjevernoj Americi (Cooper, 2011).

Rezistencija na antimikotike postoje¢i je problem kod svih gljivicnih bolesti pa tako i
kandidijaze, vrste Candida spp. pokazale su otpornost na lijekove naj¢esSée prvog izbora

poput ehinokandina i flukonazola (Pappas i sur., 2018).

2.2.3. Bolesti uzrokovane bazidiomicetama

Glavni patogeni rodovi ove skupine su Cryptococcus i Malassezia te se pokazalo da pogadaju
znacCajno viSe osoba za razliku od rodova kao Sto su Sporobolomyces, Rhodotorula,
Trichosporon i Ustilago. Rod Cryptococcus obuhvaéa najmanje 70 vrsta koje su izolirane iz
razli€itih stanista i zivotinja na svim kontinentima. Vrste Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
curvatus i Cryptococcus albidus uzrokuju povremene infekcije koje se nazivaju kriptokokoze,
dok se samo dvije vrste Cryptococcus neoformans i Cryptococcus. gattii klasificiraju kao
patogeni za ljude (Cooper, 2011).

Malessezia spp. se smatra normalnim pripadnikom mikrobioma koZe, iako moze uzrokovati
odredene klinike probleme. U odredenim uvjetima izaziva povrsinske infekcije koze koje se
javljaju na dijelovima tijela na kojima se lu€i sebum kao $to su lice, Celo, tjeme i leda. Klinicka
stanja poput seborei¢nog dermatitisa i peruti pripisuju se infekciji uzrokovanoj s Malassezia
sp.. Neke vrste ovog roda uzroCnici su i drugih dermatoza kao Sto su atopijski

ekcem/dermatitis, otitis, folikulitis i psorijaza (Cooper, 2011).

Manje poznati rodovi skupine bazidiomiceta su Richosporon spp., Rhodotorula spp.i
Sporobolomyces spp. Ove vrste ne uzrokuju velik broj infekcija ali ih je vrlo tedko lijeciti zbog

individulanog stanja bolesnika i izbora prikladnih antifugalnih rezima (Cooper, 2011).



2.3. MIKOTOKSIKOZE

Bolesti uzrokovane mikotoksinima kao sekunadrnim produktima metabolizma plijesni
nazivamo mikotoksikozama, a najéesc¢e je mikotoksine mogucée pronaci u hrani i krmivu gdje
uzrokuju velike probleme. Mikotoksini kod ljudi i Zivotinja mogu biti karcinogeni, genotoksicni
i mutageni. Identificirano je vise od 400 kemijski i strukturalno razli€itih vrsta mikotoksina
Stetnih za ljude i Zivotinje. Ptice tako mogu oboljeti od mikotoksikoza ako se hrane
kontaminiranom hranom koja sadrzi visoke koncentracije mikotoksina. Posljedi¢no se upravo
ti toksini nakupljaju u jetri, bubrezima i miSiénom tkivu, a ljudi koji konzumiraju takvo
kontaminirano meso odnosno hranu skloni su trovanju. Kuhanje mesa navodi se kao metoda
dekontaminacije, ali to nazalost nije jedan od nacina prevencije jer inaktivacija mikotoksina
nastaje daleko iznad granica temperatura pecenja (Khatoon i Abidin, 2018). U zemljama u
kojima prevladavaju povoljniji uvjeti za rast plijesni i sintezu, kao Sto je tropska klima,
prevladavaju oblici akutne mikotoksikoze koje nastaju pri izloZenosti Zivotinja i ljudi velikoj
koncentraciji mikotoksina. (Peraica i sur., 2012). U zemljama s umjerenom klimom akutne
mikotoksikoze su pak rjedi slu€aj. Postoje takoder i kroni€ne mikotoksikoze koje nastaju pri
dugotrajnoj izloZenosti nekom mikotoksinu ranjivih skupina, Zivotinja i ljudi. Razli¢ite vrste
mikotoksina imaju drugacije ciljane organe toksi¢nog djelovanja, na pokusnim Zivotinjama je
tako dokazano da je za alfatoksin B1(AFB;) to jetra, za okratoksin A (OTA) bubrezi, a za
zearalenon (ZEA) reproduktivni sustav. Dokazano je i da izlozenost AFB: uzorkuje maligne
tumore kod ljudi, a prema istrazivanjima provedenim na zivotinjama pretpostavlja se da bi
karcinogeni i za ljude mogli biti fumonizin B1(FB,) i okratoksin A (OTA). Navedeni mikotoksini
uslijed prisutnosti u hrani i krmivu €ine ljude trajno izloZenima navedenim opasnostima
(Peraica i sur., 2012).

2.4. ANTIMIKOTICI

Antimikotici klasificiraju se u 4 najnovije skupine Ciji se antifungalni agensi koriste protiv
razli€itih vrsta i uzro€nika mikoza. Razlikujemo ehinokandide, azole, flucitozine i poliene koji
se medusobno razlikuju i po mehanizmu djelovanja. Najstarija upotreba antimikotika pogodnih
za terapijske ucinke kod ljudi upravo se odnosi na poliene s obzirom na njihovo otkri¢e u 1950-
ima. Ehinokandini su pak najée$¢e danas rasprotranjeni i koristeni animikotici, a kaspofungin
je prvi ehinokandin odobren 2001. godine kao pogodan i u¢unkovit za ljude (Wall i sur., 2020).

Azoli su naj¢esci izbor za lije€enje oralnih kandidijaza (Iversen i sur., 2021).
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2.4.1. Amfotericin B

Amfotericin B (AmB) jedan je od najstarijih, ali i naju€inkovitijih antimikotika. Medutim, njegova
je korisnost i efikasnost ograniena zbog nuspojava osobito nefrotoksiénosti. Kako bi se
poboljSala njegova opéenita sigurnost i konzumacija, nove farmaceutske formulacije
amfotericina B posebno su dizajnirane za smanjenje njegovih Stetnih u¢inaka na bubrege.
Medu klini¢ki dostupnim vrstama istiCu se amfotericin B deoksikolate (ABD), liposomalni
ampfotericin B (LAB) i amphotericin B lipidni kompleks (Hagiya i sur., 2023). IstraZivanje
provedeno od autora Agarwal i sur. (2023) istiCe ulogu primjene injekcije amfotericina B.
Pandemija COVID-19 rezultirala je zamijetnim porastom broja slu¢ajeva mukormikoze.
Kirurski zahvat u ovim sluCajevima ostaje pak najpogodnije rjeSenje, ali istrazivanje je ispitivalo
lije€enje dva pacijenta primjenom lokalnog amfotericina B (AmB). Rezultati su ukazali da rani
zahvat za gljiviCni sinusitis u obliku lokalnog AmB-a moze izbjeCi potrebu za invazivnijim
ljeCenjem. Osim utjecaja i lijeCenja gljivicnih bolesti primjena amfotericina B u novijim
istrazivanjima pokazala se ucinkovita kod specfi¢nih dermatoloskih stanja. AmB ispitivao se
kao potencijalni inhibitor enzima tirozinaze odgovornog za produkciju melanina, pigmenta koji
organizmu daje boju. Abnormalna produkcija melanina pak vodi do specifi¢nih dermatoloskih
stanja poput hiperpigmentacije, melazme, pojave pjegica.Rezultati su pokazali da je
amfotericin B pokazao najviSu veznu ucinkovitost protiv ljudske tirozinaze medu 3210 FDA-

odobrenih lijekova dostupnih u ZINC bazi podataka (Mahalapbutr i sur., 2023).

2.4.2. Azoli

U skupinu azola ubrajaju se flukonazol, itrakonazol, vorikonazol i posakonazol. Antifungalni
azoli su kemijski klasificirani kao imidazoli ili triazoli na temelju broja atoma dusika (dva ili tri,
redom) u azolnom prstenu. Vorikonazol,-triazol druge generacije, razvijen je sustavnom
kemijskom manipulacijom flukonazola kako bi se proizveo spoj s pojaanom shagom i
spektrom djelovanja. Struktura vorikonazola sli¢na je flukonazolu, ali je jedan triazolni prsten
zamijenjen fluoriranim pirimidinom, a alfa metilna skupina dodana je u propanolni kostur
(Andes i Dismukes, 2010). Ove modifikacije povecéavaju afinitet vorikonazola prema ciljnom
enzimu u Aspergillus fumigatus za 10 puta u odnosu na flukonazol. Posakonazol je kemijski
slian itrakonazolu. Strukture oba azola sadrze proSirene boc¢ne lance piperazin-fenil-triazola,
dok se posakonazol sastoji od furanskog prstena s fluorom. Ovi azolni lijekovi takoder se mogu
razlikovati po svojoj relativnoj veli€ini molekule i topljivosti u vodi (Andes i Dismukes, 2010).
Flukonazol je jedinstven medu antifungalnim azolima zahvaljujuci svojoj relativno maloj veli€ini

molekule i dobroj topljvosti u vodi. Itrakonazol, vorikonazol i posakonazol manje su topljivi ili



netopljivi u vodi pri fizioloSkom pH, ¢ime se smanjuje njihova oralna bioraspoloZivost i oteZzava
razvoj prikladnog parenteralnog oblika doziranja. Azoli posjeduju Siroki spektar djelovanja
prema vecini gljivicnih patogena povezanih sa sistemskim infekcijama. Medu vrstama
Candida, azoli su najucinkovitiji protiv C. albicans, Candida. parapsilosis, Candida tropicalis,
Candida lusitaniae i Candida dubliniensis (Andes i Dismukes, 2010).

2.4.3. Ehinokandini

Ehinokandini su najnoviji antimikotici u borbi protiv gljivicnih infekcija. Po svojoj kemijskoj
strukturi su lipopeptidi sintetski modificirani iz fermentacijskih bujona raznih gljiva. Ameri¢ka
agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila je tri vrste ehinokandina: kaspofungin, mikafungin
i anidulafungin. Ovi agensi imaju Siroki spektar djelovanja i sli¢ni su jedni drugima s obzirom
na in vitro aktivnost prema Candida sp., pri ¢emu mikafungin i anidulafungin imaju sli¢ne
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), generalno nize u odnosu na kapsofungin
(Cappelletty i Eiselstein, 2007).

Mehanizam djelovanja ehinokandina je inhibicija sinteze (-1,3-glukana, koji zajedno s hitinom
osigurava cjelovitost i oblik stanine stijenke gljiva. Inhibicija se temelji na vezanju
ehinokandina na (3-1,3-D-glukan sintazu, blokirajuéi tako samu sintezu B-1,3-glukana. Ova
vrsta inhibicije rezultira osmotskom liazom stanice i u konacnici fungicidnim djelovanjem

prema Candida spp. (Cappelletty i sur., 2007).

Provedeno istrazivanje pokazalo je da monoterapija u kojoj su se ehinokandini (mikafungin i
kaspofungin) primjenjivali intravenozno bila jednako ucinkovita kao i drugi antimikotici
(amfotericin B, itrakonazol) u lijeCenju sistemske kandidijaze kod imunokompromitiranih
bolesnika. Pokazala se takoder i prednost KkoriStenja ehinokandina nad Siroko
rasprostranjenim i primjenjenim amfotericinom B prilikom €ega se izbjegavaju ozbiljni Stetni

ucinici poput nefrotoksi¢nosti (Tang i sur., 2023).
2.4.3.1. Mikafungin

Mikafungin (MICA) je trenutno najéesce upotrebljavani antimikotik iz skupine ehinokandina.
Dobiva se kemijskom modifikacijom ciklic(kog heksapeptida, produkta fermetacije gljive
Coleophoma empetri. Posjeduje Sirok spektar djelovanja in vivo te in vitro protiv vrsta kao §to

su Aspergillus i Candida spp., a za poboljSanje antifungalnog u¢inka moze mu se dodati N-
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acilni bo¢ni lanac. Mehanizam djelovanja mikafungina temelji se na nekompetitivnoj inhibiciji
sinteze 1,3-B-D-glukana, kao vazne komponente prisutne u stani€noj stijenci gljivica.
Kontinuirana sinteza 1,3-p-D-glukana iznimno je vazna i neophodna za odrzavanje integriteta
i CvrstoCe staniCne stijenke ovih mikroorganizama, a inhibicija te sinteze dovodi do gubitka

osmotske nestabilnosti, Sto posljedi€no dovodi do smrti stanice (Marena i sur., 2021).

Slika 2. Kemijska struktura i 3-D konformacija mikafungina (Marena i sur., 2020)

2.4.3.1.1. Primjena mikafungina u lije€enju

Kao $to je prethodno navedeno mikafungin je antimikotik visokog polarnog afiniteta i
zahvaljujuci toj znacajci upotrebljava se u formulacijama za intravenoznu primjenu. Ovaj je
ljek odobren za lijeCenje odraslih i djece s dijagnosticiranim gljivicnim infekcijama
uzrokovanim patogenim vrstama Candida sp. i Aspergillus sp. S obzirom na eksponencijalni
porast sistemskih gljivicnih infekcija posljednjih godina, MICA je naj¢e&¢e koristeni lijek i u
slu€ajevima tezih infekcija. Obzirom na njegovu sve ¢e$¢u primjenu, istrazivaci razvijaju
razliCite analitiCke metode za identifikaciju i kvantificiranje MICA u bioloSkim proizvodima i
farmaceutskim formulacijama (Marena i sur., 2021). Uz dobru podnoSljivost odraslih i
pedijatrijskih bolesnika, istrazivanja takoder pokazuju da mikafungin ne zahtijeva prilagodbu
kod bolesnika s bubreznim i jetrenim osteéenjem. Osim navedene uginkovitosti protiv Candida
sp. MICA takoder pokazuje sigurnost i u€inkovitost i u interakcijama s drugim lijekovima §to
ga ¢ini pozeljnim u lije€enju bolesti poput kandidijaze jednjaka i profilakse tijekom invazivnih

infekcija vrstom Candida (Joseph i sur., 2012).



U istrazivanju Jospeh i sur. (2012) sudijelovalo je 882 odrasla i pedijatrijska bolesnika koji su
primali mikafungin i flukonazol u izabranim koncentracijama s ciliem lije€enja gljivicnih
infekcija tijekom neutropenijske faze prije transplatacije hematopoetskih mati¢nih stanica.
Ukupne stope uspjesnosti lije€enja bile su znac¢ajno vece u skupini koja je primala mikafungin

u odnosu na skupinu koja je primala flukonazol tj. 80 % u odnosu na 73,5 %.

Sigurnost i podnosljivost bolesnika za primjenu mikafungina ispitivana je i u istrazivanju autora
Torreisur. (2014). Rezultati su pokazali da od preko 3.000 pacijenata koji su primili mikafungin
kao terapiju lijeCenja u sluCajevima za kandidijazu i njene razliCite oblike te invazivnu
aspergilozu, treéina njih dozivjela je nuspojave povezane s lijeCenjem. Nuspojave bile su pak
riedi slu¢aj kod pedijatrijskih bolesnika $to je ukazivalo na dobru podnosljivost i uc¢inkovitost

samog lijeka.

Primjena mikafungina istrazivana je ne samo kod gljvicnih infekcija, ve¢ i kod lijeCenja
onkoloskih bolesnika. Mikafungin, antifungalno sredstvo koje inhibira proizvodnju 1,3-B-D-
glukana u gljivicnim stanicnim stijenkama, djeluje kao inhibitor koji cilja ubikvitin konjugirajuci
enzim (UBE2M) koji ima klju€nu ulogu u procesu povezivanja (konjugacije) molekula ubikvitina
na ciline proteine, Sto ih oznaCava za razgradnju ili sudjelovanje u drugim stani¢nim
procesima. U opisanim stanjima oboljelih regulacija UBE2M je klju¢na. Mlikafungin svojom
interakcijom s UBE2M blokira vezanje istoimenog enzima na ciliane molekule te inducira

oSteéenje DNA u stanicama Zelu¢anog karcinoma. (Mamun i sur., 2023)

2.5. PRIMJENA THEDESA U FARMACEUTSKOJ INDUSTRWNI

THEDES odnosno niskotemperaturno eutekticko otapalo s izraZzenim bioaktivnim
komponentama definira se kao mjeSavina dviju komponenti koje pri odredenom molarnom
sastavu postaju tekuce pri sobnoj temperaturi i u kojima je jedna od njih aktivni farmaceutski
sastojak (API) (Duarte i sur., 2017). Farmaceutska industrija suoCava se s velikim izazovima
vezanim za topljivost i propusnost lijekova, §to rezultira neadekvatnom farmakokinetikom i

slabom bioraspolozivoSc¢u aktivhog farmaceutskog sastojka (API).

Novije vrste THEDESA razvijene su na bazi kolin klorida i askorbinske kiseline u molarnom
omjeru 2:1 s ili bez deksametazona. Kolin klorid koji najée$ée dolazi u kombinaciji sa
skupinama B vitamina, u formulacijama otapala nalazi se zbog vazne uloge u metabolickim

funkcijama koja ukljucuje sintezu fosfolipida, neurotransmitera te kao donora metilnih skupina.
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Askorbinska kiselina poznatija kao vitamin C istiCe se u poticanju biosinteze kolagena,
pruzanju foto-zastite, smanjenju sinteze melanina te jatanje imuniteta. Deksametazon je
glukokortikoid niske topljivosti u vodi i koristi se za sprjeCavanije ili €ak suzbijanje upale nastale
inhibicijom proizvodnje vazoaktivnih, kemoatraktivnih ¢imbenika te lipolitickih i proteolitiCkih

enzima (Silva i sur., 2018).

Novija istrazivanja fokusirana su i na primjenu THEDES-a uz pomo¢ zelene tehnologije s
ciliem razvoja ekoloski prihvatljivijih, sigurnijih i u€inkovitijih lijekova. Upotreba THEDES-a u
kombinaciji sa superkriticnim CO; poclela se istrazivati radi formuliranja sustava dostave lijeka
primjenom zelene tehnologije. Istrazivanje Roda i sur. (2020) imalo je za cilj razvoj THEDES
dostavnih sustava u terapiji tuberkuloze, kroz inkapsulaciju L-arginin baziranihn THEDES-a u
lipidnu matricu, putem tehnologije superkriticnog CO, a rezultati u€inkovitosti inkapsulacije
bili su oko 75 % Sto je pokazalo uspjeSnost inkapsulacije tekucih terapeutskih eutekti¢kih

otapala pomoéu tehnologije superkritiCnih fluida.

Duarte i sur. (2017) razvili su THEDES na bazi mentola u kombinaciji s ibuprofenom,
fenilacetiinom kiselinom i bornom kiselinom, u razli¢itim omjerima. Rezultati su pokazali da je
u pripremljenim THEDES-ima doSlo do povecéane topljivosti aktivne tvari u izotoni¢noj otopini

pri pH 7,4, te povecane propusnosti.

Silva i sur. (2018) su istrazivali formulacije THEDES-a na bazi mentola i zasi¢enih masnih
kiselina razli¢itih duljina lanaca i pratili njihov biolo3ki utjecaj na rast patogenih bakterija i
staniCne kulture keranocita. Rezultati su pokazali dobru antibakterijsku aktivhost prema

Staphylococcus epidermis i Staphylococcus aureus i uspjeh u zaciijeljivanju rana.

Novije istraZivanje autora Yin i sur. (2022) u fokusu je imalo razvoj THEDES-a s ostolom
(derivat kumarina) i paenolom (fenolni spoj) a rezultati su pokazali kako ova kombinacija
zadrzava bioaktivnost Cistih API-ja i pokazuje bolju topljivost u odnosu na topljivost u vodi te

bolju propusnost THEDES-a.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

Mikroorganizmi koriSteni u ovom zavrSnom radu dio su zbirke mikroorganizama Laboratorija
za opc¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta,
Sveucilista u Zagrebu. Tijekom izrade eksperimentalnog dijela rada koristeni su kvasci:
Candida utilis 11, Candida lipolytica 33M, Candida albicans 86, Candida famata SL-K te
plijesni Aspergillus niger 2100 i Aspergillus flavus Z107.

3.1.2. Mikafungin

U radu je koriStena otopina mikafungina u PBS (Phosphate Buffered Saline) puferu pH 7,4 u
koncentracijama 50 ug/ml i 100 pg/ml. Ostale otopine ukljucivale su mikafungin otopljen u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima tj. DES-ovima (Deep Eutectic Solvents) u istim
koncentracijama. Prikaz koriStenih eutekti¢nih otapala nalazi se u tablici 1. Otapanjem aktivne
farmaceutske supstance (API) u ovom slu€aju mikafungina u DES-u dobiva se terapeutsko

niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo (THEDES).

Tablica 1. Prikaz koridtenih niskotemperaturnih eutekti¢nih otapala

Naziv otapala Sastav Molarni udio
THEDES 1 Betain:Sukraloza Mikafungin
THEDES 2 Betain:Etilen-glikol Mikafungin
DES1 Betain:Sukraloza 4:1
DES2 Betain:Etilen-glikol 1:2
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3.1.3.

3.1.4.

Hranjive podloge za uzgoj kvasaca i plijesni

SA (sladni agar) sastava: sladni ekstrakt 30 g/I; agar 17 g/I. pH vrijednost podloge je

5.5+0.1; sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C/15 min.

SB (sladni bujon) je istog sastava kao sladni agar, samo bez dodanog agara.
Sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. Sadrzaj je dobro promjeSan i razliven po 10 ml u

epruvete s Cepom.

Pribor i oprema

automatske pipete (Eppendorf, SAD)

vibracijska mijeSalica (Tehnica, Slovenija)

inkubator MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Njemacka)
autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

hladnjak sa zamrzivaéem, CUef 3311 (Liebherr, Njemacka)
mikroskop (Olympus, Japan)

Thomaova komorica

mikrobioloSke epruvete (16x160 mm)

mikrobioloSka uSica

Petrijeve zdjelice (@ 10 cm)
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3.2. METODE

3.2.1. Cuvanje mikroorganizama

Sojevi kvasaca i plijesni ¢uvaju se na 4 °C u sladnom bujonu tj. na sladnom agaru (Biolife,

Milano, ltalija). Svi sojevi su trajno pohranjeni na -80 °C uz dodatak 30 % (v/v) glicerola.
3.2.2. Uzgoj mikroorganizama

Izabrani sojevi kvasaca i plijesni nacijepljeni su na sladni agar (Biolife) te inkubirani na 28 °C

tijekom 48 h ukoliko je rije€ o kvascima te 3-5 dana na 25 °C za plijesni.

3.2.3. Neizravno odredivanje broja mikroorganizama brojanjem poraslih kolonija na ¢vrstoj

hranjivoj podlozi u Petrijevoj zdjelici (broj Zivih mikroorganizama)

Nakon perioda uzgoja, s ciliem odredivanja broja Zivih stanica, pripremljena su decimalna
razrjedenja kultura kvasca i plijesni, u omjerima 1: 10. Zatim je po 0,1 ml odredenih razriedenja
svake suspenzije ispitivanih mikroorganizama otpipetiran na sladni agar i ravhomjerno
razmazan Stapi¢em po Driglaskom. Nakon inkubacije od 48 sata na 28 °C za kvasce, odnosno
25 °C za plijesni, izbrojane su porasle kolonije koje predstavljaju broj Zivih stanica i izrazavaju
se kao CFU vrijednosti (CFU, eng. Colony Forming Units) a vrijednosti su bile u rasponu 107-
108 CFU/ml za kvasce te 10%-10” CFU/ml za plijesni.

3.2.3. Odredivanje antifungalne aktivnosti disk difuzijskom metodom

0,1 ml prethodno pripremljenih suspenzija nacijepljeno je na sladni agar za svaki pojedini
mikoorganizam i razmazano Stapiéem po Drigalskom. U sljedeéem koraku na povrsinu
hranjive podloge u sterilnim uvjetima dodani su filter diskovi prethodno natopljeni u eutekti¢na
otapala prikazana u tablici 1. Kao pozitivha kontrola koristen je mikafungin otoplijen u PBS-u

a negativna kontrola samo PBS pufer. Shematski prikaz vidljiv je na slici 3.
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Slika 3. Shematski prikaz uzoraka otapala naneSenih na sladni agar (plo¢a 1: 1-mikafungin
100 pg/ml, 7-mikafungin 50 pg/ml, 6-PBS; plo¢a 2: 2-THEDES 1 100 pug/ml, 3-THEDES 2
100 pg/ml, 4-DES 1 100 pg/ml, 5- DES 2 100 ug/ml; plo¢a 3: 8-THEDES 1 50 pg/ml, 9-
THEDES 2 50 pg/ml, 10-DES 1 50 yg/ml, 11-DES 2 50 pg/ml )

PloCe s nacijepljenim kulturama i diskovima stavljene su na inkubaciju tijekom 48 sata pri 28
°C za kvasce, odnosno 4 dana na 25 °C za plijesni. Ukoliko je mikroorganizam osjetljiv na
otapalo dolazi do pojave prozirne zone koja predstavlja zonu inhibicije tj. zonu u kojoj nema
rasta. Promjer zone nakon zavrSenog perioda inkubacije izmjeren je ravnalom a vrijednost

inhibicije iskazana je u mm. Pokus je proveden u triplikatu.

3.2.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije otapala provedeno je u mikrotitarskim
ploCicama s 96 jazica. U prvi stupac dodano je 200 pl sladnog bujona kao slijepa proba. U
jazice 2-11 dodano je 100 ul inokuluma mikroorganizma te 100 ul serijski razrijedenih
ispitivanih eutektiCnih otapala. U 12. jaZicu nacjeplijen je samo mikroorganizam. Pocetna
koncentracija otapala je iznosila 50 ug/ml a pripremljena su dvostruka serijska razrijedenja
(25 pg/ml, 12,5 pyg/ml, 6,2 ug/ml, 3,4 pg/mi, 1,7 pg/ml, 0,8 ug/ml, 0,4 ug/ml, 0,21 pg/mi, 0,11
pg/ml). U svaki red dodano je jedno otapalo a posljednji red je predstavljao negativnhu kontrolu
tj. u te jazice je dodan samo PBS pufer. Za svaki mikroorganizam koristena je posebna plocica,

ukupno njih 6. Shema nacjepljivanja prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Prikaz uzoraka naneSenih u mikrotitarsku ploCicu (MO-mikroorganizam, M-
mikafungin)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj rada bio je usporediti antifungalnu aktivhost mikafungina te mikafungina otopljenog u
izabranim eutektiCkim otapalima (DES-ovima) kao i odrediti minimalnu inhibitornu
koncentraciju navedenih kombinacija. Kao test mikroogranizmi koristene su izabrane vrste
plijesni i kvasaca a rezultati antifungalne aktivnosti dobiveni disk difuzijskom metodom

prikazani su na slikama 5-10.

mikafungin THEDES1  THEDES 2 DES1 DES 2

40
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o o1 O 01 O O

promjer zone inhibicije (mm)

62
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100ug/ml = 50 ug/I

Slika 5. Antifungalna aktivnost eutekti¢nih otapala i mikafungina prema Aspergillus niger

mikafungin THEDES 1 THEDES 2 DES1 DES 2
100ug/ml = 50 ug/l
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Slika 6. Antifungalna aktivnost eutekti¢nih otapala i mikafungina prema Aspergillus flavus
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Analizom rezultata A. niger i A. flavus moze se vidjeti kako nema znacajnije razlike u inhibiciji
prilikom koriSenja koncentracije mikafungina od 50 ug/mli 100 pg/ml. Nesto jaa antifungalna
aktivnost je zabiliezena prema A. niger (slika 5) gdje je raspon zona inhibicije za mikafungin i
THEDES-e bio 28-33 mm pri koncentraciji 100 ug/ml te 31-36 mm pri 50 uyg/ml, u odnosu na
A. flavus gdje je zabiljeZeni raspon iznosi 28,33-29,33 mm odnosno 25,67-26,67 mm. lako je
bilo za o€ekivati kako ¢e kombinacija mikafungina u DES-u pokazati znac¢ajnu razliku u odnosu
na Cisti mikafungin radi bolje topljivosti navedene aktivne tvari u eutekti¢nim otapalima, kao i
radi antimikrobne aktivnosti samih DES-ova vidljive iz prikazanih grafova, rezultati su pokazali
tek neznatno bolju aktivnost THEDES-a i to samo kod plijesni A. flavus (slika 6).

Dobra antifungalna aktivhost mikafungina prema Aspergillus vrstama koridtenim u ovom radu
dodatno potvrduje vec¢ postojeca istraZivanja u kojima se ovaj antimikotik uspjesno koristio u

lje€enju sistemskih aspergiloza (Ota i sur., 2010; Zhang i sur., 2020).

Rezultati antifungalne aktivnosti prema kvascima su nesto drugadiji i prikazani su na slikama
9-12. Jedino je kod kvasca C. utilis zabiljezena antimikrobna aktivnost svih ispitivanih otopina
tj. mikafungina, DES-ova i THEDES-a (slika 7). Veli€ina zona inhibicije kod vece primjenjene
koncentracije od 100 pg/ml bila je u rasponu 14,33-28,67 mm dok je kod koncentracije 50
Mg/ml iznosila 7,33-21,33 mm.
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Slika 7. Antifungalna aktivhost eutekti¢nih otapala i mikafungina prema Candida utilis
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Ostale vrste ispitivanih kvasaca- C. lypolitica, C. albicans i C. famata pokazale su umjerenu
osjetljivost prema ispitivanim otopinama, prilikom ¢ega je kod ispitivanja C. lypolitica izostala
osjetljivost prema DES 1 i DES 2 otapalima (slika 8), C. albicans nije pokazala osjetljivost
prema DES 2 (slika 11) dok je kod vrste C. famata od primjenjih eutektickih otapala samo
DES 1 u vecoj koncentraciji pokazao antifungalnu aktivnost (slika 10). Slijedom navedenog
moze se zakljuciti kako je C. utilis kvasac koji je najviSe osjetljiv na antifungalno djelovanje
koristenih kombinacija $to je takoder i vidljivo iz promjera zona inhibicija koje su se kretale u
rasponu 14,33-28,67 mm za konc. 100 pg/ml te 7,33-21,33 mm za konc. 50 ug/ml. S druge
strane, najotpornijim kvascem se pokazala C. lypolitica (slika 8) koja je bila osjetljiva samo na
Cisti mikafungin i THEDES-e i to u rasponu 16,33-19 mm za konc. 100 pg/ml te 15,67-16 mm
za konc. 50 pg/ml.
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Slika 8. Antifungalna aktivnost eutekti¢nih otapala i mikafungina prema Candida lipolytica
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Slika 9. Antifungalna aktivnost eutekti¢nih otapala i mikafungina prema Candida albicans

Sveobuhvatno gledajuéi, Cisti mikafungin i onaj otoplien u DES-ovima pokazao je
zadovoljavaju¢u antifungalnu aktivnost prema izabranim vrstama plijesni i kvasaca.
Mehanizam djelovanja temelji se na nekompetitivnoj inhibiciji sinteze 1,3-B-D-glukana, vazne
komponente prisutne u stani¢noj stijenci gljivica. Kontinuirana sinteza 1,3-B-D-glukana
iznimno je vazna i neophodna za odrzavanje integriteta stanine stijenke ovih
mikroorganizama, a inhibicija te sinteze dovodi do gubitka osmotske nestabilnosti, Sto

posliediéno dovodi do lize stanica i smrti (Hasim i Coleman, 2019).
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Slika 10. Antifungalna aktivnost eutektiCnih otapala i mikafungina prema Candida famata
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Kako bi se dobio bolji uvid u inhibicijska svojstva mikafungina i DES-ova u sljede¢em koraku
istrazivanja odredena je minimalna inhibitorna koncentracija a rezultati su prikazani u tablici
2.

Tablica 2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (ug/ml) izabranih DES-ova i
THEDES-a prema odabranim test mikroorganizmima. PocCetna koncentracija otapala je
iznosila 50 pg/ml a pripremljena su razrijedenja: 25 yg/ml, 12,5 pg/ml, 6,2 pug/ml, 3,4 pug/mi,
1,7 yg/ml, 0,8 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,21 pg/ml, 0,11 pg/mi.

Minimalne inhibitorne koncentracije (ug/mL)
Mikafungin | DES 1 | DES 2 | THEDES 1 | THEDES 2

Aspergillus niger 1,7 25 12,5 3,4 0,4
Aspergillus flavus 50 12,5 50 0,4 0,8
Candida utilis 1,7 25 50 1,7 1,7
Candida lipolytica 3,4 6,2 12,5 6,2 6,2
Candida albicans 0,21 / 0,4 0,21 0,21
Candida famata 3,4 50 50 0,21 0,21

Otapanjem mikafungina u DES-ovima zabiljeZzena je promjena MIC vrijednosti u odnosu na
Cisti mikafungin kod svih ispitanih mikroorganizama osim kod C. utilis i C. albicans gdje
kombinaciia THEDES-a nije pokazala niti bolji niti loSiji u¢inak u odnosu na MIC C¢istog
mikafungina. Jedino je kod kvasca C. lypolitica zabiljezen porast MIC vrijednosti $to nije u
skladu s postoje¢im istrazivanjima gdje je zabiliezeno smanjenje MIC vrijednosti nakon

kombiniranja aktivne tvari i eutekticnog otapala (Silva i sur., 2019; Swebocki i sur., 2024). Kod
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kvasca C. famata te kod obje vrste plijesni bila je potrebna manja koncentracija kako bi se
inhibirao mikrobni rast a primjetna razlika je zabiljezena za A. flavus gdje je MIK THEDES-a
bio maniji od 1 u odnosu na MIK ¢istog mikafungina od 50 ug/ml.

S ciljem jo$ boljeg razumijevanja dobivenih rezultata potrebno je ispitati antifungalnu aktivnost
te MIK koncentracije zasebnih komponenti DES-ova te kombinirati razliCite molarne omjere
kako bi se postigli jos bolji rezultati.

Obzirom da su istrazivanja mikafungina u kombinaciji s eutekti¢kim otapalima tek u zacetku,
dobiveni rezultati se ne mogu usporediti s ve¢ poznatom literaturom, medutim pruZaju vrijednu

osnovu za daljnja istraZivanja.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata u ovom radu zaklju€eno je sljedece:

1. Mikafungin je u kombinaciji s eutektickim otapalima inhibirao sve izabrane test

mikroorganizme.

2. Plijesni A. nigeri A. flavus pokazale su sli¢nu osjetljivost prema testiranim kombinacijama

mikafungina.

3. Od ispitanih kvasaca, C. utilis je pokazala najveéu osjetljivost dok je C. lypolitica bila

najmanje osjetljiva na mikafungin otopljen u DES-ovima.

4. Nije zabiliezena znacajna razlika prilikom primjene vece (100 pg/ml) i nize (50 pg/ml)

koncentracije mikafungina.

5. Otapanje mikafungina u DES-ovima je utjecalo na smanjenje minimalne inhibitorne

koncentracije kod plijesni A. nigeri A. flavus te kod kvasaca C. famata.
6. Potrebna su dodatna istrazivanja antifungalne aktivnosti mikafungina u kombinaciji s DES-

ovima kako bi se dobio bolji uvid u osjetljivost mikroorganizama te kako bi se postigli optimalniji

sastavi i omjeri eutektickih otapala.
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Izjava o izvornosti

Ja Ema Zubovi¢ izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u
njegovoj izradi nisam Koristio/la drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu navedeni.
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