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1.UVOD

1.1. Mentol

Mentol (Slika 1.) je monoterpenski, ciklički alkohol, niskomolekularni sekundarni metabolit višeg bilja. Pretežito je prisutan u eteričnim uljima nekih vrsta porodica usnatica (Lamiaceae). Obzirom da potražnja za mentolom daleko nadmašuje količinu iz prirodnih izvora, danas se mentol dobiva industrijskom sintezom.

Mentol ima tri asimetrična ugljikova atoma na položajima 1, 2 i 5 te posjeduje osam mogućih stereoizomera (Slika 2.) od kojih su u uporabi pretežito (+)-mentol, (-)-mentol (sinonim levomentol), te njihova ekvimolarna smjesa (racemat). U prirodnom sastavu eteričnih ulja nalazi se samo (-)-mentol [1,2], iako se u malim količinama može pronaći i (+)-neomentol [2,3].

 Mentol je sekundarni metabolit nekih vrsta porodica Lamiaceae, posebice roda Mentha gdje se nalazi kao sastavnica eteričnih ulja. Levomentol se prirodno nalazi u eteričnom ulju vrste Mentha arvenis var. piperascens gdje ga može biti i do 80%, a u eteričnom ulju vrste Mentha x Piperita ga može biti i do 55% [1,2].  Osim levomentola, vrste Mentha arvensis i Mentha x Piperita mogu sadržavati i male količine stereoizomera (+)-neomentola(1-2%)  [3,4].

[image: image1.png]HsC

CHs

CHs




Slika 1. Kemijska struktura mentola, Mr=156,27gmol-1
Prema IUPAC nomenklaturi: 5-metil-2-propan-2-il-cikloheksan-1-ol
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Slika 2. Mogući stereoizomeri mentola

1.1.1 Antimikrobni učinci mentola

Studije su pokazale da eterična ulja metvice posjeduju antivirusni [5], antibakterijski i prtugljivični učinak [6-8] te sprječavaju nastanak biofilma [9-11]. 

Tablica 1. Mikrobicidni učinak mentola na uzročnike kvarenja hrane  [12-15]
	Mikrobna vrsta
	Mikrobicidna koncentracija mentola (m/V)

	E.coli
	0,05%-0,5%

	Salmonella typhimurium
	0,05%

	Clostridium spp.
	0,05%

	Staphylococcus spp.
	0,003%-0,05%

	Bacillus spp.
	0,05%

	Vibrio spp.
	0,405%


Sam mentol je pokazao dobra antibakterijska i protugljivična svojstva [12-17]. Utvrđeno je da stereokemija ima važnu ulogu u aktivnosti mentola te tako (+)- mentol i (±)-mentol pokazuju niže vrijednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) i minimnalnih mikrobicidnih koncentracija (MMC) od (-)-mentola, dok (-)-mentol pokazuje brži antifungalni učinak u vremenu [18]. Antibakterijska svojstva mentola, te ostalih monoterpena, objašnjavaju se toksičnim učincima na membransku strukturu i funkciju. Monoterpeni, također i mentol, imaju lipofilna svojstva te se zbog toga mogu otopiti u membranskoj strukturi, stvarajući pritom promjene lipidnih frakcija plazmatske membrane mikroorganizama, rezultirajući promjenom membranske propusnosti i posljedičnim izlaskom unutarstaničnog materijala (prvenstveno nukleinskih kiselina i proteina) u izvanstanični prostor [19].  Usprkos dobrim antifunglanim svojstvima, mentol ne pokazuje utjecaj na biosintezu ergosterola [20]. Naima, djelovanje mentola na gljivične vrste je još nedovoljno istraženo, te smo u našem istraživanju pokušali odrediti koje su to promjene do kojih dolazi prilikom djelovanja mentola na gljivičnu vrstu  Candida albicans.

1.1.2. Uporaba mentola u ljekarništvu

Lokalno primijenjen mentol uzrokuje osjećaj hladnoće stimulacijom TRPM8 receptora u koži inhibicijom struje kalcijevih iona na neuralnim membranama [21], a također ima i sposobnost blokiranja natrijevih kanalića ovisnih o naponu, smanjujući tako živčanu aktivnost koja stimulira mišiće [22]. Analgetski učinak mentola ostvaruje selektivnom aktivacijom κ opioidnih receptora [23], a jedno istraživanje pokazuju da mentol ima slična anestetska svojstva kao propofol, obzirom da djelovanje ostvaraju modulacijom istih mjesta na GABAA receptorima [24].

Navedena svojstva čine mentol pogodnim za uporabu u ljekarništvu, posebice u OTC (engl. over-the-counter) pripravcima pri liječenju bolesti grla i nosa (katara dišnih puteva), olakšavanju bolova u mišićima i zglobovima, kao lokalni anestetik u tekućim puderima za ublažavanje svrbeža kože, u proizvodima za peroralnu uporabu gdje djeluje opuštajući na glatko mišićje gastrointestinalnog sustava. Kao što je već navedeno, mentol pokazuje značajna antibakterijska svojstva te je kao lokalno antibakterijsko sredstvo pogodan za korištenje u proizvodima za oralnu higijenu te u zubarskoj industriji. 

1.1.3. Toksičnost mentola

Istraživanja provedena na miševima kojima je davan levomentol kroz pet dana pokazala su da tako tretirane životinje ne pokazuju nikakve abnormalnosti [25]. Racemat mentola je utjecao samo na ženke, koje su pri visokim dozama imale značajno sniženu tjelesnu masu, a pri 1100 i 2300 mg/kg uočena je povećana incidencija perivaskularne limfne hiperplazije i intersticijskog nefritisa [26]. Istraživanja na štakorima pokazuju da levomentol ili racemični mentol u hrani (1%) nemaju negativan učinak na tjelesnu težinu, lučenje glukuronida, vode i elektrolita, te nema djelovanje na živčani sustav. Međutim zabilježene su povećane vrijednosti kolesterola i triglicerida u serumu, no bez učinka na indikatore statusa lipoproteina visoke gustoće, apoA-1 lipide [27,28]. Pokazano je povećanje apsolutne i relativne težine jetre pri srednjim i visokim dozama mentola, uz vakuolizaciju hepatocita neovisno o primijenjenoj dozi te je moguće da je ona odraz adaptacije organizma [29]. 

Miševi i štakori koji su uzimali (±)- mentol tijekom 103 tjedna nisu imali značajnije pojavnosti malignih oboljenja [26]. Mentol je pokazao citotoksično djelovanje i utjecaj na tkivne procese u  traheji (dušnici) pilećih embrija, sarkoma BP8 stanica, izoliranih smeđih adipocita hrčka te mitohondrija jetre štakora [30]. Suprotno tome, mentol nije imao citotoksično djelovanje na ljudske karcinomske (linija HeLa) stanice [31] te korištenje cigareta s mentolom nije pokazalo povećanje incidencije raka pluća [32]. Kontrolirana studija u svrhu istraživanja učinka praška s mentolom je izvedena na 60 djece s deficijencijom glukoza-6-fosfat dehidrogenaze. Značajno više beba je razvilo ikterus, te se smatra da je nesposobnost novorođenčadi da konjugira mentol odgovorna za pojavnost žutice [33]. 

1.2. Vrsta Candida albicans 

Gljivična vrsta Candida albicans je diploidna gljivica koja je komenzal ljudskog mikrobioma, a pretežno se nalazi na sluznicama gastrointestinalnog [34] i urogenitalnog sustava (pogotovo vagine, gdje je drugi mikroorganizmi drže u stanju supresije), te na koži [35]. Iako relativno rijetko uzrokuje infekcije (mikoze), niz čimbenika može utjecati na njezin prijelaz iz komenzalnog u patogeni oblik. Glavni od čimbenika prelaska vrsta roda Candida u patogeni oblik  su narušena homeostaza mikrobioma (disbioza) [36] te defektivan imuni sustav domaćina [37]. Disbioza je često rezultat neracionalne uporabe antibiotika, što za posljedicu ima smanjenje broja komenzalnih bakterija u gastrointestinalnom traktu, rezultirajući nedostatkom kompeticije za postojeće kandide te njihovom propagacijom [38]. Skoro 15% ljudi s oslabljenim imunim sustavom razviju sistemsku bolest uzrokovanu vrstom Candida [39], a pacijenti s AIDS-om su posebice pri riziku od kandidoze [40,41].

U patogenom obliku, ona prodire u tkiva domaćina te ga oštećuje na molekularnoj, staničnoj, tkivnoj i organskoj razini.Vrsta Candida albicans, kao i sve vrste roda Candida, uzrokuje mikoze koje se nazivaju kandidoze,  a mogu se podijeliti na sluzničke, kožne, sustavne i diseminirane [43]. 

 Među sluzničkim kandidozama najučestalije su oralna i vaginalna kandidoze. Oralna kandidijaza predstavlja najučestaliju oportunističku infekciju usne šupljine ljudi [40]. Oralne kandidoze novorođenčadi česte su zbog toga što u ranoj dobi imuni sustav nije dovoljno razvijen [39]. Pacijenti s AIDS-som su skloni oralnoj i ezofaringealnoj kandidijazi. Nošenje zubnog aparatića, posebice ne uklanjanja ga tijekom sna, je još jedan rizični faktor za razvoj oralne kandidoze [51]. Glavni etiološki čimbenik stomatitisa uzrokovanog nošenjem aparatića je vrsta C. albicans [44], iako su i druge vrste roda Candida (primjerice vrste C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei) izolirane iz pacijenata sa stomatitisom uzrokovanim zubnim aparatićem [45,46]. Vulvovaginalna kandidoza je česta te pogađa skoro 75% svih žena barem jednom u njihovom životu [47,48] a otprilike 20% žena razviju kliničku sliku kandidoze barem jednom godišnje [49]. Ona je također drugi najučestaliji uzrok vaginalne upale poslije bakterijalne vaginoze [49].

Jednostanične blastospore mogu ući u krvotok bolesnika i tada nastaje ozbiljna gljivična infekcija koja se naziva kandidemija [50]. Takve blastospore mogu izazvati infektivno žarište te inficirati organ te se to naziva sistemska kandidioza, ili barem dva organa te se to tada naziva diseminirana kandidoza [51]. U slučajevima sistemske i diseminirane kandidoze svojstvo polimorfizma vrste C.albicans dolazi do izražaja, te jednostanične blastospore prelaze u filamentozni oblik koji lakše prodire u duboka tkiva [72]. Kandidemija i diseminirana kandidijaza su izrazito ozbiljna medicinska stanja s mortalitetom od 30 do 50 %, te predstavljaju drugi najčešći uzrok smrti zbog nozokomijalnih infekcija [52-55]. Sama kandidoza je četvrta najčešća nozokomijalna infekcija [54] zbog činjenice da  kandida pokazuje sposobnost infekcija materijala korištenih u zdravstvu, ponajviše katetera i intravenoznih otopina [56]. Svi navedeni čimbenici čine infekcije vrstom C.albicans, posebice one nozokomijalne, značajnim zdravstvenim problemom, posebice u bolnicama.  

1.2.1. Virulencija vrste C.albicans
Najvažniji čimbenici virulencije C. albicans su oni zaslužni za adherenciju na tkivo domaćina ili medicinskih alata, oni koji stvaraju biofilm, te sekrecija hidrolitičkih enzima [55,56]. Posebno svojstvo virulencije je polimorfizam vrste C.albicans, blastospore koje su pogodne za rasprostranjivanje krvožilnim sustavom, te invazivni filamentozni oblici koji prodiru u organe i duboka tkiva. 

Adherencija je isprva postignuta fizikalnim silama kao što su van der Waalsove i hidrofobne sile, te odbijajućim efektima električnog dvosloja stanica. Adherencija se zatim potpomaže specifičnim molekulama, adhezinima, koji se nalaze na površini površini stanica gljivice te prepoznaju niz liganada koji mogu uključivati serumske proteine te komponente izvanstaničnog matriksa. Vrsta C.albicans se može vezati na faktor H, ključni regulator alternativnog puta aktivacije sustava komplementa, te tako suprimirati imunološku reakciju domaćina [57]. Komponente izvanstaničnog matriksa s kojima C.albicans može ostvariti interakciju uključuju lamine, fibronektine, kolagen, entaktin i mnoge druge [58]. Najbolje proučen adhezin vrste C.albicans je hifalni protein stijenke 1 (engl. hyphal wall protein ") ili Hwp1. Glutamniski ostatci N-terminusa domene se povezuju sa zasada nepoznatim proteinima domaćina preko aktivnosti transglutaminaze domaćina te se ostvaruje kovalentno vezanje gljivice na epitelne stanice domaćina [59]. Nakon što se adherencija na mukoznu površinu (ili neživu podlogu) ostvarila, vrsta C.albicans može formirati biofilm koji otežava terapiju. 

Biofilm je definiran kao mikrobna zajednica koja je obavijena izvanstaničnim matriksom koje same proizvode te predstavlja oblik zaštite mikroorganizama koji omogućuje preživljavanje u neprijateljskom okruženju [60]. Jedan oblik kandidoze je pseudomembranska kandidoza, te su pseudomembrane koje se razviju na oralnoj sluznici upravo  tipični biofilmovi [61]. Pretpostavlja se da matriks u biofilmu ograničava prodiranje lijekova stvaranjem difuzijske zapreke zbog koje su samo površinski slojevi u izravnom dodiru s letanim dozama lijekova [62]. Važni regulator biofilma vrste C.albicans je transkripcijski faktor Bcr1, koji je također pozitivni regulator nekoliko gena zaslužnih za sintezu adhezina [63].

Vrsta C. albicans može stvarati niz hidrolitičkih enzima sa širokim spektrom aktivnosti koji oštećuju stanične strukture domaćina. Hidrolitički enzimi uključuju lipaze, fosfolipaze te lučenje aspartil-proteinaze (klase Sap).Porodica gena koja kodira za lipaze čini barem deset gena (LIP1-10) [66] dok je za sada identificirano samo sedam gena za fosfolipaze (PLA,PLB1-2,PLC1-3,PLD) [67]. Međutim, najbolje proučeni od svih hidrolitičkih enzima vrste C.albicans su aspartil proteinaze (Sap) za koje kodira deset gena te imaju značajnu ulogu u adherenciji, oštećenju tkiva, promjeni u imunom sustavu, formaciji hifa, invaziji epitela, apoptozi epitelnih stanica te indukcije IL-1β, TNF-α,i  IL-6 [67,68]. Bitnu ulogu kod virulencije imaju hemolizini. Oni razaraju eritrocite odakle vrste roda Candida primaju željezo, koje im je neophodno za razvoj [69].

1.2.2 Polimorfizam vrste C. albicans

Polimorfizam C. albicans je posebno svojstvo virulencije te vrste. Vrsta C. albicans postoji u barem tri morfološka oblika : kvasac (blastospora), pseudohifa i hifa [72]. Poznat je i četvrti oblik, klamidospora, čija je biološka funkcija za sada nepoznata [70]. Blastospora je jednostanična forma te se dijeli pupanjem. Pupanje uključuje stvaranje novog staničnog materijala na površini blastospore, a novi pup zauzima mjesto distalno od ožiljka stečenog rođenjem i započinje fazu rasta. Nakon toga započinje dioba stanica, a pregradom se odvajaju roditeljska stanica i stanica kćer [71]. Pseudohife jako podsjećaju na prave hife, te se često i hife i pseudohife nazivaju filamenti. Svojstvo formiranja filamenta u prisutnosti seruma karakteristično je za vrstu Candida albicans među rodom Candida te može poslužiti kao razlučno svojstvo [81]. Međutim, pseudohife i hife mogu se morfološki razlikovati. Pseudohife su izdužene, eliptične stanice kvasca koje ostaju stisnute jedna uz drugu na mjestima formiranja pregrade. Tako nastaju strukture koje se granaju, a pretpostavlja se da je na ovaj način olakšana potraga za hranjivim tvarima [72]. Prave hife su dugačke, visoko polarizirane, te imaju paralelne strane cijelom duljinom.  One također nemaju vidljiva suženja na mjestima pregradnje [72]. 
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Slika 3. Razlika između pseudohifa (A), pravih hifa (C) i stanica kvasca (B) [73]

Oblik hife ima ključnu ulogu u procesu infekcije, te je stoga morfološka raznolikost vrste C. albicans  čimbenik virulencije. Tijekom mukozne infekcije, hife napadaju epitelne i endotelne stanice te uzrokuju štetu, vjerojatno preko otpuštanja hidrolitičkih enzima [74-77]. In vitro istraživanja pokazuju da je točno hifalni oblik invazivan [74], a uzorci biopsije iz pacijenata s mukozalnom infekcijom pokazuje da su samo hifalni oblici u epitelnim stanicama [78]. Kada makrofagi progutaju stanice kvasca, one bježe tako što se prebaciju u oblik hife [79]. Usprkos navedenim činjenicama, konkretnog dokaza da je hifalni oblik potreban za virulenciju nema. Najčešće korišten infekcijski model, model hematološki diseminirane kandidoze, je neinformativan o sposobnosti ispitivanih sojeva da izazovu mukoznu infekciju. Također, druge Candida vrste, uzročnici ozbiljnih gljivičnih infekcija, ne posjeduju sposobnost formiranja hifa te je stoga očito da hifalni oblik nije esencijalan za patogenost. Sistematsko istraživanje delecija genoma vrste C.albicans pokazalo je da od 24 mutanta s manjkom sposobnosti filamentacije, njih 16 pokazuje normalnu sposobnost virulencije [80]. 

Promjena morfološkog oblika vrste C.albicans je pod utjecajem vanjskih čimbenika. Hife se formiraju u odgovoru na prisutnost seruma [81], neutralnog pH [82], 5% CO2 (što je parcijalni tlak CO2 u krvotoku) [83] i N-acetil-D-glukozamina (GlcNAc) [84]. Hifalni rast se može inducirati u sintetičkim medijima kao što su Lee-jev medij koji sadrži mješavinu aminokiselina [86], te Spiderov medij koji je polusintetski medij s manitolom kao izvorom ugljika [87]. Na promjenu iz oblika kvasca u oblik hife mogu također utjecati i ostali mikroorganizmi koje vrsta C. albicans osjeti u svom okruženju. C. albicans stanice osjećaju gustoću ostalepopulacija preko "quorum sensing" mehanizma temeljenog na seskviterpenu farnezolu, koji inhibira formaciju hifa [88]. Aromatski alkohol tirozol promovira hifalni rast u biofilmovima [89]. Vrsta C. albicans može također osjetiti vrstu Pseudomonas aeruginosa preko prisutnosti 3-okso-homoserin laktona, koji je komponenta P. aeruginosa "quorum sensing" mehanizma. Taj spoj uzrokuje potiskivanje hifalnog rasta i promociju rasta kvasca [90,91]. 

Nekoliko je signalnih puteva koji reguliraju ekspresiju gena za rast hifa. Signalni putevi koji potiskuju ekspresiju gene za formaciju hifa su kompleks od korepresora Tup1 [93] u asocijaciji sa korepresorom Rfg1 ili Nrg1 [94]. Stanice koje nemaju navedene korepresore rastu kao pseudohife ili hife. 

Na pozitivnu regulaciju gena za hife utječe niz transkripcijskih faktora : Efg1, Cph1, Cph2, Tec1, Flo8, Czf1, Rim101,Ndt80 [92]. Efg1 se smatra glavnim regulatorom stvaranja hifa pod većinom uvjeta, te je potreban za formaciju hifa u odgovoru na prisutnosti seruma, CO2, neutralnog pH, GlcNAc u tekućem mediju, te krutom Spiderovom mediju [95,96]. Cph1 je potreban za stvaranje hifa samo na čvrstom Spiderovom mediju, ali ne i u tekućem mediju [87].  Efg1 signalni put temelji se na cikličkom AMP-u a Cph1 put na mitogenom-aktiviranom protein kinazom (MAPK) [92]. Inaktivacija Efg1 puta sprečava stvaranje hifa u svim slučajevima, dok inaktivacija Cph Oba puta stimulira Ras1 faktor [97]. Sojevi koji nemaju Efg1 nemaju sposobnost stvaranja filamenata u većini uvjeta, dok oni sojevi koji nemaju Cph1 ne stvaraju filamente samo u nekim uvjetima. Mutant cph1 efg1 gdje su oba puta inaktivirana je u potpunosti avirulentan na mišjem modelu hematološki diseminirane kandidoze.  Treba napomenuti da ovaj mutant nije u potpunosti izgubio sposobnost rasta filamenata, te ih može stvarati u određenim in vitro i in vivo uvjetima [72].
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Slika 4. Svi trenutno poznati signalni putevi koji vode to povećane ekspresije gena specifičnih za formaciju hifa [92]

1.2.3.Liječenje kandidoza
Liječenje kandidoze uključuje lijekove koji se nazivaju antimikotici. Oni se prema mehanizmu djelovanja mogu podijeliti u pet glavnih skupina : inhibitori sinteze DNA/RNA (flourirani analozi pirimidina), modifikatori funkcije stanične membrane (polieni), blokatori sinteze stanične stijenke inhibicijom β(1,3)-glukan sintaze (ehinokandini), blokatori sinteze ergosterola inhibcijom skvalen epoksidaze i akumulacijom toksičnih intermedijara (alilamini), te inhibitori lanosterol demetilaze koja sudjeluje u sintezi ergosterola (azoli) [98].

Amfotericin B (AmB) pripada u poliene, te se dugo smatrao zlatnim standardom liječenja infekcija uzrokovanih rodovima Candida, Asperigillus, Fusarium i dr. [99]. On veže ergosterol u staničnoj membrani gljivice, stvarajući pore u membrani. Time se povećava njena permeabilnost, gomilaju se oksidativna oštećenja, te dolazi do izlaska staničnog materijala. Međutim, on pokazuje toksične učinke povezane s njegovim afinitetom za ljudski kolesterol,a očituju se kao groznica, vrućica, glavobolja, mučnina i povraćanje te o dozi ovisna nefrotoksičnost [100].

Vorikonazol pripada u azolne antifungike, te inhibiraju aktivnost citokrom P-450 enzima lanosterol demetilaze vezanjem na njegovu hem skupinu, te na taj način inhibiraju sintezu ergosterola. Oni su prvi izbor u liječenju mikoza. 

Terapijska primjena ovih lijekova je u nekim slučajevima ograničena zbog hepatotoksičnost i nefrotoksičnosti, ali i zbog porasta broja rezistentnih sojeva vrsti roda Candida [50,101,102]. Do rezistencije najčešće dolazi ako okolišni faktori dovode do kolonizacije ili zamjene osjetljive vrste s rezistentnom, što je najčešće i posljedica prekomjerne i neracionalne uporabe antimikrobnih lijekova. Važan ograničavajući čimbenik kod kandidoza jest da su i domaćin i patogen eukarioti, što otežava stvaranje selektivnog antimikotika. 

Zbog navedenih činjenica, ukazala se potreba za pronalaskom alternativnog tretmana koji je istovremeno učinkovit i siguran. Kroz povijest je vidljivo da su se određeni biljni produkti i njihove sastavnice koristile kao učinkovita sredstva raznovrsnog djelovanja, uključujući i antimikrobna svojstva [4]. 

2.CILJ RADA

Gljivična vrsta C.albicans je normalni dio ljudskog mikrobioma te je u većini slučajeva komenzal [34]. Međutim, kada je imuni sustav narušen ona prelazi u patogeni oblik. Posebice su u opasnosti pacijenti u raznim bolnicama, djelomično zbog toga što imaju suprimiran imuni sustav (bilo svojim bolestima, kao posljedica terapije ili transplantacije). Vrsta C. albicans predstavlja četvrtu najučestaliju bolničku infekciju, a sistemska kandidoza predstavlja ozbiljan medicinski problem [54]. Jedan od najučestalijih oblika bolesti izazvanih infekcijom vrstom C. albicans je oralna kandidoza koja je učestala kod novorođenčadi, pacijenata sa AIDS-om, osoba koje nosi zubne proteze (aparatić), ili pokazuju lošu oralnu higijenu [39,44]. 

U liječenju kandidoza koristi se pet vrsta lijekova [98], međutim brojni od njih pokazuju značajne nuspojave (od kojih su najopasnije nefrotoksičnost i hepatotoksičnost), te se pojavljuju sojevi koji su izrazito rezistentni na navedene lijekove [50,101,102]. Zbog navedenih činjenica, pokazana je potreba za alternativnim metodama liječenja kandidijaza. Antimikotski učinak na Candidu ima i nekoliko tvari biljnog izvora, posebice eterična ulja i njihove sastavnice [12-15]. Primjer takvog spoja je mentol, koji i sam pokazuje pregršt antimikrobnih svojstva. Mentol se osim u ljekarništvu koristi u prehrambenoj, kozmetičkoj, te zubarskoj industriji u obliku korigensa okusa i mirisa, dodataka pastama za zube i vodicama za ispiranje usta. Međutim, on se nalazi u nekoliko stereoizomera. U ljekarništvu se koristi (-)-mentol, koji se i nalazi u biljnim drogama [1-4], dok se u prehrambenoj i kozmetičkoj industriji koristi racemat (±)-mentol. Nedavne studije [18] pokazuju učinak stereokemije na antimikotsko djelovanje mentola [18], no za sada je relativno malo podataka o učincima različitih izomera (posebice (+)-mentola). 

Jednu od najopasnijih vrsti kandidoza čini kandidemija, kada blastospore dospijevaju u krvotok domaćina [50]. Da bi mentol bio sigurna alternativa navedenim lijekovima, on ne smije pokazati utjecaj na oštećenje stanične membrane eritrocita te je posljedično jedan od ciljeva ovog rada ispitati utjecaj mentola na oštećenje eritrocita, odnosno njegovu sigurnost prilikom intravenozne primjene.

 Cilj ovog rada je stoga ispitati utjecaj (+)-mentola, (-)-mentola, te njihovog racemata na germinaciju vrste C.albicans, te njihov utjecaj na oštećenje stanične membrane vrste C. albicans ali i ljudskih eritrocita. 

U ovu su se svrhu provela slijedeća istraživanja u uvjetima in vitro:

1. Stupanj oštećenja stanične stjenke na modelu vrste C. albicans ATCC 90028 pod utjecajem pojedinog stereoizomera mentola u vremenskom rasponu od 1h do 24h s posljedičnim otpuštanjem proteina u vanstanični prostor.

2. Stupanj oštećenja stanične stjenke na modelu vrste C. albicans ATCC 90028 pod utjecajem pojedinog stereoizomera mentola u vremenskom rasponu od 1h do 24h s posljedičnim otpuštanjem nukleinskih kiselina (DNA/RNA) u izvanstanični prostor.

3. Stupanj oštećenja stanične membrane ljudskih eritrocita pod utjecajem različitih koncentracija mentola s posljedičnim otpuštanjem hemoglobina u izvanstanični prostor.

3. MATERIJALI I METODE
3.1. Gljivične vrste

Ispitivana gljivična vrsta, Candida albicans soj ATCC (American Type Culture Collection, SAD)  90028 uzeta je iz Zbrike Zavoda za mikrobiologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu. 

3.2. Mikrobiološki materijal

Od hranjivih podloga, u radu je korišten Sabouraud 2% glukozni agar (Merck, Njemačka), PBS pH 7.0 priređen "in house", apsolutni etanol (Sigma-Aldrich, SAD), (+)-mentol (Sigma-Aldrich, SAD) i (-)-mentol (Sigma-Aldrich, SAD), te vorikonazol (Fluka, SAD).

Sav mikrobiološki materijal je predhodno bio steriliziran.

3.3. Priprema radne otopine pojedinog stereoizomera mentola

Radne otopine (-)- mentola,(+)-mentola, te racemata mentola pripremljene su otapanjem adekvatne mase mentola pojedinog stereoizomera mentola u 40% (V/V) etanolu u eppendorf epruveti tako da je konačna koncentracija pojedinog stereoizomera mentola 50 mg/mL. Racemat je pripremljen otapanjem jednakih masa oba izomera u navedenom otapalu tako da je konačna koncentracija racemata 50 mg/mL. 40% etanol pripremljen je miješanjem koncentriranog etanola i PBS u omjeru 2:3.

3.4. Uzgoj vrste C. albicans
Vrsta C.albicans nasađena je na Sabouraud 2% glukozni agar i inkubirana tijekom 24h na 37°C u aerobnim uvjetima u mraku (Sanyo MIR-533, Japan).

3.5. Priprava inokuluma

Inokulum je pripremljen suspendiranjem kolonija vrste C. albicans u PBS-u tako da optička gustoća konačne suspenzije bude nefelometrijski određena kao 1,0 McFarlandovih jedinica, odnosno 5 x 106 blastostospora/mL. 

3.6. Određivanje učinka mentola na integritet i propusnost stanične stjenke vrste C. albicans
Učinak neke tvari na staničnu propusnost u smislu oslobađanja unutarstaničnog materijala u izvanstanični prostor može se odrediti spektroskopskim mjerenjem upravo tog unutarstaničnog materijala, posebice DNA/RNA na 260 nm te proteina na 280 nm.

Ispitivane kandide bile su podvrgnute djelovanju pojedinog stereoizomera mentola pri koncentraciji od 1 mg/mL u vremenskom slijedu (1, 3, 6, 12, 24 sata) u vremenskom rasporedu od 24 sata. 

Stanice suspendirane u PBS-u predstavljale su negativnu kontrolu, a pozitivna kontrola bio je vorikonazol u koncentraciji od 4 µg/mL u istom vremenskom razdoblju.

Nakon tretmana, stanične suspenzije su podvrgnute centrifugi (2500 okr/min, 5 minuta). Apsorbancija supernatanta određivala se na valnim duljinama od 260 i 280 nm (NanoDrop 2000, ThermoScientific, SAD). Analize su provedene u triplikatu.
3.7. Određivanje učinka mentola na integritet i propusnost stanične membrane eritrocita

Svježe pribavljena ljudska krv (AB+) isprana je izotoničnim PBS-om te 5 minuta centrifugirana pri 2500 okretaja po minuti. Supernatant (plazma zajedno sa slojem leukocita i trombocitaje odbačen te je centrifugirani sloj crvenih krvnih stanica pripremljen u PBS-u tako da čini 4% suspenziju.

Pripreme se koncentracija pojedinog stereoizomera mentola u iznosu od 1 mg/ml, 0.1 mg/mL, te 0.01 mg/mL. 100 µL svake koncentracije pojedinog stereoizomera mentola doda se u 900 µL alikvota 4% suspenzije crvenih krvnih stanica. 

Kao pozitivnu kontrolu, odnosno 100% hemolizu, 100 µL 10% otopine Triton X100 u PBS-u je dodan u 900 µL u 4% suspenziju krvnih stanica.

Sve navedene smjese inkubiraju se sat vremena u aerobnim uvjetima u mraku pri temperaturi od 37°C (Sanyo MIR-533, Japan). 

Nakon inkubacije, sve se navedene smjese centrifugiraju 10 minuta pri 2500 okretaja po minuti.

Supernatant se odvoji od smjese te se apsorbancija oslobođenog hemoglobin mjeri spektrofotometrijski u mikrotitracijskim pločicama sa 96 mjesta ravnog dna  (iEMS, Finska) pri 540 nm.  Analize su provedene u triplikatu.
Udio hemolize računao se kao omjer koncentracije hemoglobina nakon tretmana pojedinim uzorkom i te koncentracije hemoglobina u pozitivnoj kontroli (Triton X100 u PBS-u) koja predstavlja teoretski maksimum (100%) hemolize. Statistički značajni rezultati stavljeni su u odnos sa udjelom hemolize u negativnoj kontroli, koja predstavlja teoretsku minimalnu hemolizu da bi se uspostavilo koliko je puta snažnija hemoliza eritrocita tretirane pojedinim stereoizomerom mentola određene koncentracije  od fiziološki normalne hemolize.

3.8. Statistička obrada podataka

Svi podatci su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija sa tri ponavljanja, od koji je svako ponavljanje izmjereno 3 puta. Svi podaci su obrađeni statističkim programom GraphPad Prism, verziji 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, SAD). Statistička analiza je provedena korištenjem jednostruke analize varijance (ANOVA) s Dunnettovim testom višestrukog uspoređivanja. P vrijednosti manje od 0.05 su smatrane statistički značajnim.

4. REZULTATI

4.1. Učinak pojedinog stereoizomera mentola na propusnost i integritet stanične stjenke vrste C. albicans
Spektofotometrijskim mjerenjem suspenzije blastospora vrste C. albicans dobivena je informacija o pojedinom stereoizomeru mentola na propusnost i integritet stanične stjenke. Naime, mjerenjem apsorbancije suspenzije na 260, odnosno 280 nm dobiva se informacija o koncentraciji DNA/RNA, odnosno proteina. Kako su nukleotidi i proteini unutarstanične komponente, njihova prisutnost u izvanstaničnom prostoru nosi informaciju o propusnosti i integritetu stanične stjenke. Oštećenje stanične stjenke proporcionalno je koncentraciji proteina, odnosno nukleotida. Zavisno od pojedinog stereoizomera mentola (u koncentraciji od 1 mg/mL) dobila su se različite vrijednosti oštećenja stanične stjenke, mjerene kao koncentracija DNA (Slika 5.) i proteina (Slika 6.) te su se dobivene vrijednosti uspoređivale sa pozitivnom kontrolom (vorikonazol, odnosno teoretski najvećom koncentracijom proteina i nukleotida) i negativnom kontrolom (intaktne blastospore, odnosno teoretski najmanja koncentracija proteina i nukleotida).

Od navedenih stereoizomera mentola, (+)-mentol već nakon jednog sata pokazuje značajan učinak na koncentraciju proteina u izvanstaničnom prostoru, odnosno veoma brzo dovodi do oštećenja stanične stjenke.  (+)-mentol i (±)-mentol pokazuju učinak slabiji učinak u istom vremenu, međutim nakon 24 sata sustignu vrijednosti (+)-mentola. Zanimljiv je i podatak da se koncentracija proteina nakon 12 sati tretmana s (+)-mentolom smanjuje, da bi nastavila rasti nakon 24 sata. Nijedan od stereoizomera mentola ne pokazuje utjecaj na izlazak DNA iz stanice u prvih šest sati tretmana, međutim, nakon 12 sati tretmana s (+)-mentolom koncentracija DNA u izvanstaničnom prostoru se drastično povećava. Ovaj učinak je ograničen samo na (+)-mentol, a ostale supstance pokazuju umjereno visoko povećanje koncentracije DNA.


[image: image5.emf]
Slika 5. Vrijednosti koncentracije DNA (izražene u ng/mL) tijekom 24 sata pojedinog stereoizomera mentola, te njihova racemata pri koncentraciji od 1 mg/mL, pozitivnoj kontroli (vorikonazol u koncentraciji od 4 μg/mL), te negativnoj kontroli (intaktne blastospore bez dodatka mentola ili vorikonazola).
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Slika 6. Vrijednosti koncentracije proteina (izražene u μg/mL)  tijekom 24 sata pojedinog stereoizomera mentola, te njihova racemata pri koncentraciji od 1 mg/mL, pozitivnoj kontroli (vorikonazol u koncentraciji od 4 μg/mL), te negativnoj kontroli (intaktne blastospore bez dodatka mentola ili vorikonazola).

4.2. Učinak pojedinog stereoizomera mentola na propusnost i integritet stanične membrane eritrocita

Utjecaj ispitivanih koncentracija stereoizomera mentola na stabilnost stanične membrane ljudskih eritrocita ex situ može se mjeriti putem otpuštanja hemoglobina u suspenziju. Svježa krv obrađena antikoagulansom (heparin) se centrifugira da bi se mogli adekvatno odijeliti plazma i "buffy coat" (sloj trombocita i leukocita) od eritrocita. Od sloja eritrocita napravljena je suspenzija u PBS-u od koje je uzeto 900 µL i pomiješano sa 100 µL različitih koncentracija pojedinog stereoizomera mentola. Kao pozitivnu kontrolu, umjesto stereoizomera mentola dodana je 10% otopina Triton X100 u PBS-u. Nakon adekvatne inkubacije (aerobno, 1 sat u mraku, 37°C), pojedina smjesa je centrifugirana te se koncentracija hemoglobina mjerila spektofotometrijski na 540 nm.

Zavisno o koncentraciji hemoglobina, uspoređivano sa pozitivnom kontrolom (Triton X100 u PBS-u, čiji se efekt na eritrocite smatra 100% hemoliza) i negativnom kontrolom (netretiranim eritrocitima), možemo dobiti informaciju o utjecaju pojednog stereoizomera mentola pojedine koncentracije na membranu eritrocita. 

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti apsorbancija  ± standardna devijacija (Slika 7.) te kao udio hemolize prema pozitivnoj kontroli (Slika 8.)

P vrijednosti hemolitičke  aktivnosti  dvije najveće koncentracije (+)- mentola i (-)-mentola te najveće koncentracije racemata su ispod 0.001. P vrijednosti za najmanje koncentracije (+)-mentola, odnosno (-)-mentola su 0.9962, odnosno 0.9967. Za srednju, odnosno najmanju koncentraciju racemata P vrijednosti iznose 0.1162, odnosno 0.2037.
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Slika 7. Ovisnost apsorbancije hemoglobina o pojedinom stereoizomeru mentola u različitim koncentracijama (A=0.01 mg/mL, B=0.1 mg/mL, C=1 mg/mL)
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Slika 8. Ovisnost hemolize eritrocita (izračunate kao udio pozitivne kontrole) o pojedinom stereoizomeru mentola u različitim koncentracijama (A=0.01 mg/mL, B=0.1 mg/mL, C=1 mg/mL); rezultati označeni sa **** pokazuju P vrijednosti manje od 0.001

Hemolitička aktivnost koncentracija mentola koje su pokazane statistički značajne su stavljene u odnos sa negativnom kontrolom, te je izraženo koliko je puta snažija hemoliza tretiranih eritrocita pojedinom koncentracijom određenog stereoizomera mentola u usporedbi sa negativnom kontrolom. 

[image: image9.png]MN U WOoIIZqo S }SOUAMe e)213I[oWwaH




Slika 9. Omjer hemolitičkih aktivnost (izračunate u usporedbi s NK) o pojedinom stereoizomeru mentola u različitim koncentracijama (B=0.1 mg/mL, C=1 mg/mL)

Koncentracija hemoglobina tretiranih najvećom koncentracijom (-)-mentola čak je 6 puta veća od koncentracije hemoglobina normalno prisutnog u krvi. To implicira značajnu hemolizu eritrocita prilikom tretmana (-)-mentolom u koncentraciji 1 mg/mL. Slične vrijednosti su dobivene za (+)-mentol te racemat, iako ne pokazuju učinak snažan kao (-)-mentol. Treba napomenuti da je koncentracija hemoglobina nakon tretmana eritrocita (-)-mentolom u koncentraciji od 0.1 mg/mL slična normalnoj koncentraciji hemoglobina prisutnog u krvi (odnosno negativnoj kontroli) što implicira relativno slab hemolitički učinak. Iako (+)-mentol pokazuje slabiji hemolitički učinak od svog (-) izomera pri koncentraciji 1 mg/mL, pri koncentraciji od 0.1 mg/mL pokazuje jači hemolitički učinak od iste koncentracije (-) izomera. Hemolitička aktivnost racemata nalazi se između vrijednosti dvaju izomera. 

5. RASPRAVA

Vrsta C. albicans čest je oportunistički patogen kod imunokompromitiranih pacijenata i osoba s disbiozom rodnice ili gastro-intestinalnog sustava, a zbog svoje perzistencije posredovane svojim čimbenicima virulencije (filamentozni rast, biofilm, hidrolitički enzimi) predstavlja učestali i ozbiljan medicinski problem. Lijekovi trenutno korišteni u liječenju kandidioza pokazuju brojne neželjene nuspojave, a zbog neracionalne primjene sve se više javljaju rezistentni sojevi vrste vrste C. albicans. Navedene činjenice nas navode u potragu za alternativim lijekovima u tretmanu kandidoza. Kako brojna eterična ulja, kao i njihove sastavnice, pokazuju antimikrobni učinak, a mentol je široko korišten u nizu industrija, odlučili smo ispitati kako on djeluje na vrstu C. albicans. Kako ne postoji puno informacija u svezi stereokemije, posebnu smo pažnju posvetili stereokemiji mentola. Budući da gljivičn avrsta C. albicans može preći u krvotok gdje može izazvati veoma ozbiljnu bolest kandidemiju, također smo ispitali ima li mentol, posebice njegovi stereoizomeri, toksičan učinak na ljudske eritrocite.

stjenku gljivične vrste C. albicans soj ATCC 90028 istražen je tako da se prilikom inkubacije na 37°C tijekom 1, 3, 6, 12, 24 sata spektofotometrijski mjerila koncentracija proteina i nukleotida (DNA/RNA) u izvanstaničnom prostoru na 280, odnosno 260 nm. Koncentracija proteina i nukleotida nosi informaciju o stupnju razaranja stanične membrane pojedinim stereoizomerom mentola. 

(+)- mentol pokazao je učinak odmah nakon jednog sata. Racemat, te (-)-mentol tek nakon 24 sata pokazuju sličan učinak iako nešto slabiji. Možemo zaključiti da (+)-mentol ima brži i jači učinak na destabilizaciju stanične stjenke vrste C. albicans. Za (+)-mentol također je specifičan učinak na izlazak DNA iz stanice, naime, nakon 12 sati koncentracija DNA u izvanstaničnom prostoru značajno porasta. 

Stupanj oštećenja ljudskih eritrocita ex situ pojedinim stereoizomerom mentola određene koncentracije mjerio se na sličan način. 4% suspenzija eritrocita u PBS-u tretirana je sa pojedinom koncentracijom svakog od stereoizomera mentola te sa 10% otopinom Tritona X100 u PBS-u kao pozitivnom kontrolom, te je dio ostao netretiran kako bi služio kao negativna kontrola. Nakon inkubacije (aerobno, 1 sat, 37°C), sve smjese su centrifugirane. U supernatantu je spektofotometrijski određivana koncentracija hemoglobina pri 540 nm. Koncentracija hemoglobina proporcionalna je stupnju oštećenja stanične membrane, te se hemolitički učinak računao kao udio hemoglobina smjese tretirane ispitivanim uzorcima (stereoizomeri mentola različitih koncentracija) od udjela hemoglobina pozitivne kontrole koja predstavlja teoretsku 100% hemolizu. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti apsorbancija ± standardna devijacija te kao udio hemolize prema pozitivnoj kontroli.  Statistički značajne (P vrijednosti manje od 0.01) hemolize stavljene su u odnos sa hemolizom prisutnom u negativnoj kontroli, odnosno hemolizom normalnih fizioloških uvjeta (3.75%). 

Oba stereoizomera pokazala su značajnu hemolitičku aktivnost, s time da je (-)-mentol u koncentraciji pokazivao najveću aktivnost (24.23%, odnosno 6.5 puta veća hemolitička aktivnost u odnosnu na negativnu kontrolu). Iako je (+)-mentol u koncentraciji od 1 mg/mL pokazao manju hemolitičku aktivnost, u koncentraciji od 0.1 mg/mL pokazao je jaču aktivnost od iste koncentracije (-)-mentola koji je značajno slabiju hemolitičku aktivnost (5.91%, odnosno tek 1.6 puta veća hemolitička aktivnost u odnosu na negativnu kontrolu). Zaključak je da (-)-mentola toksičnije od svog (+) stereoizomera , ali da je (+)- mentol toksičniji pri nižim dozama. Racemat je pri visokoj koncentraciji pokazao slična svojstva, te je imao hemolitičku aktivnost između hemolitičke dvaju stereoizomera. Statistički neznačajni rezultati najmanjih koncentracija (10 µg/mL) sva tri spoja impliciraju da pri navedenoj koncentraciji nemaju značajnog utjecaja na hemolizu eritrocita.  Navedene činjenice nas navode na zaključak da nijedan stereoizomer mentola u ispitivanim koncentracijama nije siguran za intravenoznu uporabu, iako pokazuje destruktivne učinke na stjenci vrste C.albicans.

6. ZAKLJUČCI
Na temelju rezultata provedenih in vitro istraživanja, statističke obrade te rasprave, možemo izvesti nekoliko zaključaka :
1. Mentol ima negativan učinak na integritet i permeabilnost stanične stjenke vrste C. albicans sa posljedičnim otpuštanjem proteina i DNA/RNA u izvanstanični prostor jednak učinku vorikonazola

2. Taj je učinak posebice izražen za (+)- stereoizomer koji pokazuje djelovanje vorikonazolu već u prvom satu tretmana.

3.  (+)- mentol, (-)-mentol, te racemat mentola pokazuju značajnu hemolitičku aktivnost te nisu pogodni za intravenoznu primjenu u koncentracijama većim od 0.01 mg/mL
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9. SAŽETAK

Utjecaj stereoizomera mentola na staničnu stjenku vrste Candida albicans te ljudskih eritrocita u uvjetima  in vitro

Ivan Pokrovac

Vrsta Candida albicans dio je ljudskog mikrobioma kao komenzal, ali narušavanjem ravnoteže mikrobioma i nositelja, ona prelazi u oblik oportunističkog patogena. Cilj ovog rada bio je utvrditi učinke mentola na integritet i permeabilnost stanične stjenke gljivične vrste C. albicans te membrane ljudskih eritrocita u in vitro uvjetima. Mentol dolazi u nekoliko stereoizomera, od kojih je (-)-mentol onaj u prirodi i ljekarništvu, a (+)-mentol upotrebljava se u kozmetičkoj i prehrambenoj industriji zajedno sa racematom dvaju mentola. Budući da za sada ima relativno malo podataka o utjecaju stereokemije na aktivnost mentola, drugi cilj ovog rada bio je ustvrditi utjecaj različitih stereoizomera mentola na integritet i permeabilnost stanične membrane. Narušavanje integriteta i povećanje permeabilnosti stanične membrane očituje se kao oslobađanje staničnog sadržaja koji se mjeri na 260 i 280 nm prilikom 24 sata. Svi ispitivani stereoizomeri mentola pri koncentraciji od 1 mg/mL dovode do pucanja stanične membrane i oslobađanja staničnog sadržaja, s time da (+)- mentol dovodi do bržeg i snažnijeg pucanja. Zanimljivo je napomenuti da u smjesi tretiranih sa (+)-mentolom dolazi do drastičnog porasta koncentracije DNA ali tek nakon 12 sati. Navedene činjenice ukazuju da je (+)-mentol potentnije antifungalno sredstvo od svojeg (-) izomera i racemata. 

Treći cilj ovoga rada bio je ustvrditi utječu li stereoizomeri mentola hemolitički na eritrocite.  Otkriveno je da (-)-mentol ima jači hemolitički učinak pri koncentraciji od 1 mg/mL od svojeg stereoizomera i racemata, ali da pri koncentraciji od 0.1 mg/mL (+)-mentol pokazuje jači hemolitički učinak od iste koncentracije (-)-mentola. Racemat mentola imao je hemolitičke vrijednosti između hemolitičkih vrijednosti čistih stereoizomera. Pri koncentracijama od 0.01 mg/mL, sve navedene supstance ne pokazuju nikakvu značajniju hemolitičku aktivnost. Navedene činjenice nas navode na zaključak da nijedan stereoizomer mentola nije siguran za intravenoznu uporabu u koncentracijama iznad 0.01 mg/mL.

ključne riječi: stereoizomeri, mentol, Candida albicans, antifungalni učinak, hemoliza
10. SUMMARY

Influence of Menthol Stereoisomers on Cell Wall of Candida albicans and Human Erythrocytes In Vitro

Ivan Pokrovac

Yeast Candida albicans is a part of human microbiome as a commensal, but in events of disruption of balance between the host and the commensal, C. albicans becomes a pathogen. The purpose of this study was to determine the effects of menthol on integrity and permeability of cell membrane. Menthol exists in several stereoizomers, the (-)-menthol being found in nature and used in medicine, while (+)-menthol and menthol racemate are used in cosmetic and food industry. Seeing how there are relatively few scientific studies on effects of stereochemistry regarding menthol activity, another purpose of this study was to determine the effect of different stereoisomers on integrity and permeability of cell membrane of C.albicans. Disrupting the integrity and increasing permeability of cell membrane leads to release of cell content which absorbs at 260 and 280 nm during 24 hours. All tested stereoizomers of menthol at concentraction of 1 mg/mL led to the rupture of cell membrane and subsequent release of cellular content, with (+)-menthol leading to faster and more potent rupture. It is interesting to note that (+)-menthol causes drastic increase in concentraction of DNA, but only after 12 hours. All previously noted facts lead us to conclude that (+)-menthol is a more potent antifungla substance than (-)-menthol and racemic menthol.

Third purpose of this study was to determine if stereoisomers of menthol have hemolytic effect on erythrocyte. It was discovered that (-)-menthol possess stronger hemolytic effect in concentraction of 1 mg/mL than (+)-menthol and racemic menthol, but (+)-menthol shows stronger hemolytic effect in concentration of 0.1mg/mL than (-)-menthol and racemic menthol of the same concentration. In concentrations of 0.01 mg/mL all tested substances show no significant hemolytical activity. All previously noted facts lead us to conclude that no stereoisomer of menthol is safe for intravenous use in concentraction higher than 0.01 mg/mL.
Key-words: stereoisomers,  menthol, Candida albicans, antifungal effect, hemolysis
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