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1.Uvod

1.1. Oportunisti €ko-patogene vrste roda Candida

Mikoze uzrokovane vrstama roda Candida nazivaju se kandidoze. Naj¢eSc¢i uzro¢nik
kandidoza je vrsta Candida albicans. C. albicans je €lan ljudskog mikrobioma unutar
gastrointestinalnog i respiratornog sustava, te vagine. Rijetko uzrokuje KkliniCke
manifestacije — kandidoze. Njen rast i razmnozZavanje suprimiraju drugi pripadnici
ljudskog mikrobioma. Ako bilo Sto narusi tu ravnotezu, Candida albicans moze prijeci
iz komenzalnog u patogeni oblik (Prescott i sur., 2007). Na nastanak bolesti utjecu
razliCita stanja (trudnoc¢a, dijabetes i novoroden€ad pogoduju infekcijama),
poremecaji zdravlja (endokrini poremecaji, maligne bolesti, infekcije HIV-om) te brojni
jatrogeni Cinitelji (antibiotici, citostatici i zracenje) (Kaleni¢ i sur., 2005). Virulentni
¢imbenici C. albicans su polimorfizam (jedino ona od svih vrsta roda Candida ima to
svojstvo), sekrecija hidrolitiCkih enzima (aspartil-proteinaza, fosfolipaza, hemolizina,
lipaza), povecano lu€enje tvari koje reagiraju s komplementima C3d i C3b nositelja
od strane pseudohifa i drugih koje vezu fibrinogen, transferin, ekstracelularni matriks,
fibrinonektin i kolagen, zatim eksprimiranje laktinu sli€nih povrSinskih komponenata
koje se vezu za ugljikohidrate nositelja, ekspresija hidrofobnih komponenti na
povrSini (Hentges, 1995) i tvorba biofilma ( Wei i sur., 2011; Fujibayashi i sur., 2009).
Navedeni Cinitelji virulencije vrste C. albicans zajedni€ki sudjeluju u razvoju
kandidoze. Kandidoze se dijele na sluzni€ke, kozne, sustavne i diseminirane (Kaleni¢
i sur., 2005). Od sluzni¢kih Ceste su oralne kandidoze novorodencadi (Hentges,
1995; Kaleni¢ i sur., 2005; Prescott i sur., 2007) i osoba koje boluju od AIDS-a te
vaginitis koji je u€estaliji kod trudnica i HIV-pozitivnih Zena (Hentges, 1995). KoZne
kandidoze se najceSc¢e razviju na vlaznoj, oStecenoj kozi i noktima. U novorodenceta
se zbog neredovitog mijenjanja pelena moze javiti tzv. pelenski osip, a izvor infekcije
je naj¢edc¢e sluznica crijeva novorodenceta. Naziv sustavna kandidoza se koristi u
slu€aju kad je inficiran jedan unutarnji duboki ogan, a diseminirana infekcija kad je
rije¢ o najmanje dva duboka organa. U tim sluajevima dolazi do masovne invazije
sluznice gastrointestinalnog trakta i prelaska C. albicans iz oblika jednostani¢ne
blastokonidije u pseudohife i hife koje lakSe prodiru u dublja tkiva odn. organe.

Blastokonidije mogu uc¢i u krvotok bolesnika (kandidemija) i izazvati zariSte u bilo



kojem organu. Naj¢eS¢e su pogodeni bubrezi, srce, plu¢a, mozak i o€i. lIzvori infekcije
su najCeSc¢e endogene vlastite kandide na sluznici probavnog trakta, a riede zarazeni
intravenski ili urinarni kateteri ili zarazena osoba ( Kaleni¢ i sur., 2005). Vrsta C.
albicans je naj¢es¢i, ali ne i jedini uzro€nik kandidoza. Nakon nje u klini€kim uzorcima
najucestalija je Candida glabrata, a druge oportunisti¢ke vrste su C. tropicalis, C.
krusei, C. dubliniensis i C. parapsilosis (Horn i sur., 2012). Vrste C. glabata, C.
dubliniensis i C. krusei su u€estaliji kod HIV-pozitivnih, nego kod HIV-negativnih
pacijenata (Wei i sur., 2011). Broj infekcija uzrokovanih drugim vrstama roda Candida
je u porastu proteklih godina. Taj pomak ka ne-Candida albicans vrstama se pripisuje
selekciji manje osjetljivih sojeva vrsta roda Candida Sirokom upotrebom flukonazola
kao profilaktika i terapeutika (Kullberg i sur., 2011). Vrste roda Candida postale su
vazni bolni¢ki patogeni. U nekim bolnicama predstavljaju 10 % svih nozokomijalnih
infekcija vaskularnog sustava (Prescott i sur., 2007). Nozokomijalne kandidoze
povezane su s visokom stopom smrtnosti kod kriti€no bolesnih pacijenata. Porast
incidencije kandidemije u razdoblju od 1999. do 2006. zabiljezen je u brojnim
drzavama (Kullberg i sur., 2011). Lije€enje kandidoze uklju€uju antmikotike iz skupine
azola, ehinokandina i poliena. Njihova terapijska primjena je ograni¢ena kod nekih
skupina pacijenata zbog njihove toksi¢nosti ( Wei i sur., 2011.; Katzung i sur., 2011) i
porasta broja rezistentnih sojeva vrsta roda Candida ( Wei i sur., 2011.; Kullberg i
sur., 2011).

1.2. Berberin

Berberin je alkaloid izokinolinske strukture (Slika 1) prisutan u korijenju, podancima i
kori debla velikog broja medicinski znaajnih biljnih vrsta (Berberis aquifolium,
Berberis aristata, Berberis vulgaris itd.) (Mantena i sur., 2006). Dokazan mu je
antimikrobni u€inak protiv 54 mikroorganizma, inhibicija intestinalne sekrecije iona i
inhibicija  kontrakcije glatke muskulature, inhibicija ventrikularne tahikardije,
protuupalni i antipiretski uc€inak te stimulacija sekrecije zu€i (Minaiyan i sur., 2011).
Bebrerin djeluje antifungalno na vrste Candida albicans, Candida glabrata i Candida
tropicalis. Jaci u€inak mu je na micelarni oblik vrste Candida albicans Sto je znacajno
za sistemske kandidoze, jer je micelarni oblik znaajan za patogenezu (Park i sur.,

1999). Nadalje, u uvjetima in vitro je dokazan sinergizam berberina s antimikotikom



Q—ﬁ\ flukonazolom (Quan i sur., 2006) i
O  mikonazolom (Wei i sur., 2011) te in vivo s

amfotericinom (Han i Lee, 2004). U novije

ESY vrijeme istraZzivanja su usmjerena ka
/N+ antitumorskom ucinku berberina. Berberin se
C|3 specificno za oligonukleotide te stabilizira
CHs DHCH;:, triplete i G-kvartete inhibirajuéi aktivnost

topoizomeraze i telomeraze. Antineoplasti¢na

aktivnost  uklju€uje: indukciju  apoptoze,
Slika 1. Kemijska struktura berberina o . ) L

zaustavljanje stani¢nog ciklusa, inhibiciju
stani€ne migracije i invazije (Tan i sur., 2011). Utvrdena mu je antitumorska aktivnost
na brojnim stani€nim linijjama (Yu i sur, 2007; Park i sur, 2011; Mantena i sur, 2006).
Studije na zivotinjama pokazale su da berberin moze suprimirati kemijskim agensima
uzrokovanu karcinogenezu i invaziju tumora, a da pri tome ne djeluje toksi¢no na

zdrave stanice (Mahata i sur., 2011).

Berberin djeluje i antiviralno, u stanicama karcinoma cerviksa uzrokovanom HPV
virusom djeluje inhibitorno na transkripciju viralnog genoma ¢iji produkti remete
regulatornu funkciju stanice (Mahata i sur., 2011). Berberin utje€e na metabolizam
glukoze i lipida. Na miSevima koji boluju od dijabetesa pokazano je da sniZzava razinu
glukoze i slobodnih masnih kiselina u krvi (Chen i sur., 2011), u in vitro uvjetima
berberin pojaava inhibitorno djelovanje inzulina na glukoneogenezu u stanjima
stresa endoplazmatskog retikuluma hepatocita (Wang i sur., 2010) i potiCe
proliferaciju preadipocita, a sprje€ava njihovo sazrijevanje u zrele adipocite 5to
povecava njihovu osjetljivost na inzulin, jer veliki broj malih adipocita puno je
kliniCka studija u kojoj je pokazano da berberin kod osoba koje boluju od
metaboliCkog sindroma snizava indeks tjelesne mase i smanjuje obim struka. U
drugoj Klini€koj studiji je pokazano da snizuje razinu LDL-a, kolesterola i

triacilglicerola u krvi osoba koje pate od hiperkolesterolemije (Yang i sur., 2011).



1.3. Zutika ( Berberis vulgaris L., Berberidaceae)

Zutika je grm iz porodice Berberidaceae. Samonikla je u sredisnjoj i juznoj Europi,
sjeverozapadnoj Africi i zapadnoj Aziji. Plod je duguljasta crvena boba. Zrije u kasno
ljeto ili ranu jesen. Bobe su jestive, bogate vitaminom C, ali imaju jako gorak okus. U
Aziji, posebice u Iranu gdje ih zovu zereshk, gdje se bobe koriste u kulinarstvu.
Zutika, kao i veéina biljaka s berberinom, koristi se u ajurvedskoj, kineskoj i iranskoj
tradicionalnoj medicini najmanje ve¢ najmanje 3000. godina. Fitokemijske analize
kore korijena i debla pokazale su prisutnost protoberberina i bisbenzil-izokinolin
alkaloida (Minaiyan i sur., 2009). Neki od njih su: berberin, oksiakantin, berbamin,
kolumbamin, palmatin, jatrorhizin i berberubin (Parsaee i sur., 2006). Za razliku od
korijena i debla, plod, cvijet i sjemenke sadrze jako malo alkaloida, no sadrze mnogo
fenolnih spojeva, pektina i organskih kiselina (Minaiyan i sur., 2009). Svi dijelovi biljke
se mogu koristiti u medicinske svrhe. U danaSnje vrijeme Zutika se uglavnom Koristi
kao koleretik, kod problema sa zu¢nim kamencima i u slu€ajevima zutice (Hanachi i
sur., 2009). Nadalje, ima antioksidativno djelovanje (Hanachi i sur., 2006), inhibitorni
u€inak na acetil-kolinesterazu i butiril-kolinesterazu, zbog ¢ega se smatra da bi mogla
biti korisna u lije€enju Alzheimerove bolesti (Kolar i sur., 2011). Utvrden je takoder i
hipotenzivni (Fatehi i sur., 2005), citoprotektivni (Minaiyan i sur.,2009),
antihistaminski i antikolinergi€ki ( Shamsa i sur., 1999) i antitumorski u€inak na
karcinogene stanice jetre inducirajuci apoptozu (Hanachi i sur., 2008) i suprimirajuéi
brojne celularne i molekularne promjene inducirane karcinogenim tvarima (Motalleb i
sur., 2008). Djelovanje na metabolizam glukoze i masnih kiselina ovisi o tome da li je
pripremljen ekstrakt ploda ili kore korijena: saponinski i vodeni ekstrakt kore korijena
Zutike pokazali su znacajan hipoglikemijski i hipolipemi&ni u€inak (Meliani i sur.,
2011) dok ekstrakt ploda Zutike nije utjecao na razinu glukoze, a povisio je

koncentraciju triacilglicerida (Hajzadeh i sur., 2011).



2. Opéi i specifi €ni ciljevi rada

Bilijne droge i njihove iscrpine stolje¢ima se, nekad viSe nekad manje, primjenjuju u
terapiji najrazli€itijin bolesti. Broj pacijenta s kandidozom (Kullberg i sur., 2011), kao i
broj sojeva kandida koji pokazuju smanjenu osjetljivost na antimikotike raste (Wei i
sur., 2011; Kullberg i sur., 2011) Sto rezultira potrebom za novim tvarima s

antifungalnim ucinkom ili povecanje ucinkovitosti ve¢ upotrijebljenih.

Utjecaj alkaloida berberina kao i kore korijena Zutike bogate berberinom (Minaiyan i
sur., 2009) na vrste roda Candida slabo je istrazen te je cilj ovog rada ispitati u
usporediti spektar antifungalnog uc€inka etanolnog ekstrakta korijena Zutike (B.
vulgaris L.) i berberina. Usporedbom te dvije otopine cilj nam je dobiti predodzbu o
utjecaju ostalih komponenti iscrpine na djelovanje berberina.
U svrhu postizanja ciljeva odredit ¢e se u uvjetima in vitro:
a) udio alkaloida berberina u ekstraktu korijena zutike izokrathnom HPLC
metodom prema validiranoj metodi Kosalca i sur. (2009),
b) minimalne inhibitorne i minimalne fungicidne koncentracije (MIK, MFK)
prema smjernicama EUCAST Edef 7.1 (2008),
c) inhibiciju germinacije blastokondija kao bitnog virulentnog €imbenika vrste
C. albicans te
d) nadin ugibanja (apoptozom/nekrozom) blastokonidija vrste C. albicans

fluorescentnim postupkom.



3. Materijali i metode
3.1. Priprema i analiza tinkture

3.1.1. Biljni materijal i priprema tinkture

Biljni materijal nabavljen je ljubaznoS¢u firme Suban d.o.o. i Samobora. Drogu je
¢inio usitnjena i osuSena kora korijena zutike (Berberidis radicis cortex). Droga je

porijeklom iz Pakistana. Serijski broj proizvoda je #21201.

Pripremljene su tri iscrpine. Ekstrakcijsko sredstvo bilo je apsolutni etanol
(ALKALOID AD-SKOPJE), a omjer droge i ekstrakcijskog sredstva u sva tri slu¢aja
bio je 1:5. Za pripremu prve dvije iscrpine 100 g droge, a za pripremu tre¢e 50 g
droge podvrgnuto je digestiji 1h na 60T uz povrem eno mijeSanje. Nakon digestije,
sve tri mjeSavine droge i iscrpine podvrgnute su jednosatnoj ultrazvu¢noj ekstrakciji u
aparatuiri proizvadaca BANDELIN SONOREX. Temperatura ultrazvu€ne kupelji bila
je 55TC. lIza ultrazvu €ne ekstrakcije uslijedila je filtracija preko grubog, naboranog
filter papira. Sva tri filtrata su sjedinjena. Zatim su manje koli€ine uparena do suha
pomoéu vakuum uparivata (Leborota 4000 Efficient, Njemacka) prema zadanim
parametrima za etanol (p=17.500 Pa, T=58<C) uz broj okretaja od 90 rpm-a. Cvrsti
ekstrakti su sastrugani i sjedinjeni. Na sobnoj temperaturi dodano je 50 mL
apsulutnog etanola. Nakon mijeSanja na Vortex aparatu neotopljeni sadrzaj odvojen
je filtracijom preko grubog, naboranog filter papira. Tinktura je Cuvana na +4C u

mraku.

3.1.2. Odredivanje koncentracije tinkture

Koncentracija tinkture odredena je metodom suhog ostatka prema Europskoj
farmakopeji (2008). U posudu s ravnim dnom promjera oko 50 mm i visine oko 30
mm stavljeno je 2 mL priredene tinkture. Uparena je do suha na vodenoj pari nakon
Cega je Cvrsti ostatak suSen 3h na temperaturi od 100°C. Nakon hladenja u
desikatoru iznad bezvodnog silika gela suhi ostatak je izvagan. 1z poznate mase
suhog ostatka i uzetog volumena tinkture za ispitivanje izraunata je koncentracija
tinkture. Pokus je ponovljen tri puta, a rezultat je izraZzen kao srednja vrijednost

mjerenja sa standardnom devijacijom.



3.1.3. HPLC analiza ispitivane tinkture

Tekucinska kromatografija ispitivane tinkture izvedena je prema metodi Kosalec i sur.
(2009). Koristen je uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti
(Shimadzu LC system, Japan) opremljen pumpom (FCV-10 AV) , degazerom (DGU-
14 A) i UV-Vis detektorom (SPD-10A). KoriStena kolona (CTO-10 A) za separaciju
bila je C15150 x 4,6 mm s veli€inom Cestica od 5 ym (Shimadzu Shimpach VP-ODS).
Mobilna faza pripremljena je mijeSanjem acetonitrila (Panreac Qimica Sau, EU) i
0,2% trifluoroctene kiseline (Merck, Njemacka) u ultradistoj vodi (Millipore, Njemacka)
u omjeru 45:55 (v/v). Brzina protoka mobilne faze podeSena je na 0,3 mL/min.
Kromatogrami su snimani na valnoj duljini od 345 nm. 20 pL ispitivane otopine
pomijeSano je s metanolom (Lab-Scan, Irska) u omjeru 1:10 (v/v), a zatim je iz te
razrijedene otopine uzeto 100 uL koji su dodani u 900 uL metanola. 20 uL te otopine,
nakon filtracije kroz najlonski filter 0,45 pm (Nalgane Rochester, NY, SAD),
injektirano je u kolonu. Temperatura pec¢nice se odrzavala stalnom na 25C. Ukupno
vrijeme HPLC analize odredeno je na 10 min. Za izardu bazdarnog pravca,
pripremljena je serija pet otopina berberin-hidroklorida (5,6-dihidro-9,10-
dimetoksibenzo[g]-1,3-benzodioksolo[5,6-alkinolizin hidroklorid, Sigma-Aldrich,
Njemacka; definirane Cistoce od 99.98% utvrdene HPLC analizom) ( u nastavku-
berberin) koncentracijskog niza od 51 pyg/mL do 0,051 ug/mL u metanolu (Lab-Scan,
Dublin, Irska). Osigurana je linearnost metode s koeficijentom korelacije r* =0.9917
(jednadzba pravca y=14937x — 15493). Sva otapala bila su HPLC-Cistoée i filtrirana
kroz najlonske filtre 0.45 um (Nalgane Rochester, NY, SAD). Podaci dobiveni HPLC
analizom analizirani su pomoéu Shimadzu VP-CLASS (verzija 6.14) softverom
(Shimadzu Njemacka GmbH). Rezultat je izrazen kako srednja vrijednost tri neovisna

mjerenja.

3.2. Priprema radnih otopina berberina

Pripravljene su dvije radne otopine Cistog berberina otapanjem poznate mase
berberina u apsolutnom etanolu (ALKALOID AD — SKOPJE) u odmjernim tikvicama.
Koncentracija otopine STOCK1 bila je 5 mg/mL, a otopine STOCK2 2,016mg/mL. Iz

STOCK1 je pripremljena otopina za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
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(MIK) i minimalne baktericidne koncentracije (MDK), a iz STOCK2 su priredene

otopine za test inhibicije germinacije.

3.3. Odredivanje minimalne inhibitorne i baktericidne koncent racije (MIK, MFK)

3.3.1. KoriStene gljivi €ne kulture

Antifungalni u€inak otopina berberin hidroklorida i tinkture korijena zutike ispitivan je
na gljivi€nim vrstama i sojevima iz Zbirke mikroorganizama Zavoda za mikrobiologiju
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (oznake sojeva MFBF).
Koristeni su klini€ki izolati vrste Candida albicans iz rodnice (oznaka MFBF 10774,
MFBF 10784, MFBF 10781, MFBF 10775, MFBF 10790, MFBF 10780, MFBF 10777,
MFBF 10778, MFBF 10776, MFBF 10773), izolati C. albicans iz stolice (oznaka
MFBF 10422, MFBF 10423, MFBF 10424, MFBF 19425, MFBF 10348, MFBF 10349,
MFBF 10350, MFBF 10351, MFBF 10352, MFBF 10353) te standardni laboratorijski
sojevi vrsta Candida albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750, C krusei ATCC
14243, C. dubliniensis CBS 501, C. parapsilosis MFBF 10381, C. pulcherina MFBF
10836, C. glabrata MFBF 10806, C. guillermondii MFBF 10824.

U radu je koristena sintetska podloga RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Njemacka),
Sabouraudov 2% glukozni agar (m/V) (Merck, Njemacka) i fizioloSka otopina 0,9%
(m/V) (priredena ,in house“). MikrobioloSke podloge su predhodno sterilizirane
autoklaviranjem na 121C (1,1 bar) tijekom 20 min (osim RPMI1640 koji je

membranski filtriran.

3.3.2. Priprema inokuluma

Za pripremu inokuluma, pripremljene su svjeze kulture kandida. Kandide su
presadene na Sabouraudov 2 % glukozni agar te inkubirane 24 h na 37<C. Inokulum
za svaku gljiviénu vrstu je pripremljen suspendiranjem svjeZih kolonija kandida u
fizioloSkoj otopini tako da opti¢ka gusto¢a suspenzije bude 0,5 McFarlanda odnosno
5 x 10° stanica kandida/mL.



3.3.3. Metoda mikrodilucije

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne fungicidne koncentracije (MFK)
odredene su dvostrukim serijalnim razrijedenjem metodom mikrodilucije prema
preporukama EUCAST Edef. 7.1. (2008) koristec¢i mikrotitracijske ploce s 96 jazica.
U svaku jazicu uneSeno je 100 pyL umjetne podloge RPMI 1640. Zatim je u prvi red
dodano 100 pL ispitivane otopine. Iz prvog reda je polovina sadrZaja jaZzica (100 uL)
prebaCena u sljedeci red (u kojem je RPMI 1640), pa iz tog u sljededi i tako dalje sve
do zadnjeg reda kad se polovica sadrZaja baci. Na taj nacin dobiveno je dvostruko
serijsko razrjedenje po stupcima mikrotitracijske plo€e koje je bilo u rasponu od 15,82
mg/mL do 0,1243 mg/mL i od 0,0622 mg/mL do 4,875 x10* mg/mL za tinkturu, a
za otopini berberina od 0.7688 mg/mL do 6 x10° mg/mL. Zatim je u svaku jaZicu
uneSeno 20 uL inokuluma i to tako da se u jaZice istog stupca stavlja inokulum jedne
kandide. Kona&na koncentracija u svakoj jaZici bila je 8,3 x 10* stanica / mL. Kontrola
za svaki soj priredena je stavljanjem 20 pL inokuluma u 100 yL RPMI 1640. Plo€e su
inkubirane 48 h na 37C. Nakon inkubacije svako razrijedenje nasadivano su na
Saburoudov 2% glukozni agar. Svaka Petrijeva plo¢a podijeljena je na 9 sektora. Na
sektore se pomocu sterilne eze nanosio sadrzaj iz jazica mikrotitarske ploCe (jedna
Petrijevka-jedan soj) i kontrola. Plo€e su inkubirane 48 h na 25€C. Za minimalnu
fungicidnu koncentraciju uzeta je najniza koncentracija za koju nije bilo vidljivog rasta
na sektoru. Za minimalnu inhibitornu koncentraciju uzeta je najniza koncentracija za

koju je uoCen prorijeden rast u odnosu na kontrolu.

3.4. Inhibicija germinacije blastospora  C. albicans

3.4.1. Priprema inokuluma

Za pripremu inokuluma pripremljena je svjeza kultura C. albicans MFBF 10774,
klinikog izolata iz rodnice Zene s klini¢ki manifestnim vulvovagintisom. C. albicans

MFBF 10774 presadena je na Sabouraudov 2 % glukozni agar te inkubirana 24 h na



37<C. Inokulum je pripremljen suspendiranjem koloni ja u fizioloSkoj otopini tako da
opti¢ka gustoéa suspenzije bude 0,5 McFarlanda odnosna 5 x10° stanica kandida/

mL.

3.4.2. Test inhibicije germinacije

U osam sterilnih plasti€nih eppendorf epruveta od 2 mL odpipetirano je 100 pL
inokuluma, 800 uL govedeg fetalnog seruma (FBS, Sigma-Aldrich, SAD) te u prve
dvije odredeni volumen otopine berberina (c=15,376 upg/mL, a priredena je
razrjedivanjem STOCK2 otopine), a u preostale dvije odredeni volumen razrijedene
tinkture (c=318,2 pg/mL) i to tako da ukupni volumen suspenzije bude 1 mL, kona¢ne
koncentracije berberina redom su bile: 3 yg/mL; 0,3 pyg/mL i 0,03 yg/mL, a tinktura je
u konacnici bila razrijedena na 62 pg/mL; 6,2 ug/mL i 0,062 ug/mL.

Pozitivha kontrola nacinjena je od 100 pL inokuluma, 800 uL FBS-a i 100 pL nistatina
(c= 5 mg/mL), a negativna kontrola od 100 yL inokuluma i 900 pyL FBS-a.

Sve epruvete su inkubirane aerobno 5 h na 37C . Nakon inkubacije, iz svake
epruvete uzeto je 10 pL suspenzije te mikroskopirano u hemocitometru pri
mikroskopskom povecanju faznog kontrasta od 800 x. Za svaku koncentraciju u
pokusu,. uklju€ujudi i kontrolne skupine, prebrojano je 80 vidnih polja (250 um x 250
pm). Statisticki je usporeden odnos % negerminiranig i ukupnog broja blastokodnija

(u 80 polja).

3.5. Ispitivanje vijabilnosti, apoptoti  €kih i nekroti €kih blastokonidija vrste C.
albicans

Za utvrdivanje stani¢ne smrti i morfoloSkih promjena u staniénoj jezgri primjen je
postupka ugradbe boja u kojoj se mogu vizualizirati Zive blastospore vrste C. albicans
s intaktnom stani€nom stjenkom od mrtvih (s oStecenom stani€nom stjenkom) nakon
bojanja s fluorescentnnim DNA-vezujuéim bojama (Slike 2 i 3). Smjesa boja etidij-
bromid i akridin-naranasto je dodana u suspenziju blastospora vrste C. albicans u
koncentraciji 100 upg/mL (1:1, V/V). Paralelno je izvodena negativha kontrola
(blastospore koje nisu tretirane) kao i pozitivan kontrola (blastospore tretirane s 15%
H20,). Pod fluorescentim svjetlom i povecanjem 400x izmjereno je na 300 stanica

vrste C. albicans broj Zivih, odnosno broj apoptotiCkih (u ranoj i kasnoj apoptozi) i
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nekrotiCkih stanica. Nacinjen je koncentracijski niz (u 900 yL RPMI1640) od 4
otopine iscrine i 4 otopne berberina te su nakon inokulacije sa 100 uL blastospora
vrste C. albicans MFBF 10781 inkubirano aerobno tijekom 1h na 37°C. Nakon
inkubacije, alikvot od 10 pL koriSten je za mjerenje odnosa apoptoza/nekroza

nepsoredno nakon bojanja fluorescentnim bojama unutar 1 minute.

Slika 2. Razlu€ivanje zivih stanica (a) od stanica u apoptozi (b) bojanjem etidij-

bromidom i akridin-naran¢astim

Slika 3. Razlu€ivanje nekroti¢nih stanica (c) bojanjem etidij-bromidom i akridin

narancastim
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4. Statisti €ka analiza

Podaci dobiveni mikrodulucijom (MIK vrijednosti) izmedu kandida izoliranih s dva
sijela usporedeni su t-testom s nivoom znacajnosti od p<0,05 upotrebom statisti¢kog
programa GraphPad Prizm, verzija 5.00 za Windowse, GraphPad Software, San

Diego California USA, www.graphpad.com. Grafi€lki prikaz regresijskog pravca,

izraCun jednadzbe pravca, inhibicija germinacije, odnos apoptoze, nekroz i zivih
stanica izraCunat je kao postotak i prikazan graficki primjenom Excel programa

unugtra Windows platforme.
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5. Rezultati i rasprava

5.1. Metoda suhog ostatka

Metodom suhog ostatka odredeno je da je koncentracija tinkture 31,82 mg/mL sa

standardnom devijacijom 0,23.

5.2. HPLC analiza tinkture zutike

Iz jednadzbe regresijskog pravca (Slika 2) te odnosa koncetracije i povrSine pika u
kromatogramu koji odgovara berberinu na dijagramu utvrdeno je da je koncentracija
berberina u 20 pL inicirane tinkture u kolonu iznosila 13,9786 pg/mL. Iz toga je
izraCunato da je koncentracija berberina u tinkturi 1,5376 mg/mL. Koncetracija

berberina u tinkturi iznosi 4,8%.

700000 /
6 /

= 14937x - 15493
R?=0,9917
400000
300008 //
260000 //

Arel

berberin ug/mL

Slika 2. Regresijski pravac za HPLC analizu berberina
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325 nm, C) kromatogram standarda berberina
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5.3. Utvr divanje MIK i MFK vrijednosti

U tablici 1. prikazani su usporedni rezultati vrijednosti MIK-ova i MFK za etanolnu
tinkturu korijena Zutike i berberina na veci broj razli€itih vrsta roda Candida. MoZe se
uocCiti da se MIK vrijednost za tinkturu krecu izmedu 7,8 i 994,4 ug/mL, dok je ta
vrijednost za berberin zna€ajno niza i iznosi izmedu 6 i 48,1 pyg/mL, ovisno o gljivicnoj
vrsti. Berberin pokazuje vrlo niske MIK vrijednosti na vrste C. pulcherina, C. tropicalis
i C. albicans, dok su vrste C. parapsilosis i C. guillermondii najotpornije s Mik

vrijednostima 48,1 yg/mL (Tablica 1).

Tablica 1. Usporedba MIK i MFK tinkture i berberina za laboratorijske sojeve vrsta
roda Candida

Tinktura Zutike Berberin
Vrste roda Candida MIK MFK MIK MFK
Mg/mL

C. albicans ATCC 10231 944,4 1988,8 12 24
C. dubliniensis MFBF 501 497,2 994,4 24 24
C. glabrata MFBF 10806 124,3 497,2 24 24
C. guillermondii MFBF 10824 994,4 1988,8 48,1 48,1
C. krusei ATCC 14243 7,8 15,6 24 24
C. parapsilosis MFBF 10381 497,2 1988,8 48,1 48,1
C. pulcherina MFBF 10836 248,6 497,2 6 6
C. tropicalis ATCC 750 15,6 31,1 6 6

Legenda: ATCC=American Type Culture Collection, SAD; MFBF=Zbirka mikroorganizama Zavoda za
mikrobiologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, Hrvatska
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Tablica 2. Usporedba MIK i MFK ' vrijednosti tinkture Zutike i berberina za klini¢ke izolate

vrste Candida albicans iz stolice (N=10)

Tinktura Zutike Berberin
Sojevi C. albicans vrste -
MIK MFK MIK MFK
izolati iz stolice
ug/mL

MFBF 10424 248,6 497,2 24 96,1
MFBF 10422 248,6 988,8 48,1 96,1
MFBF 10423 248,6 497,2 24 96,1
MFBF 10425 497,2 977,5 48,1 96,1
MFBF 10348 124,3 248,6 12 24
MFBF 10349 248,6 994,4 24 96,1
MFBF 10350 248,6 994,4 24 48,1
MFBF 10351 248,6 497,2 12 96,1
MFBF 10352 248,6 497,2 24 48,1
MFBF 10353 124,3 497,2 12 24

Tablica 3. Usporedba MIK i MFK ' vrijednosti tinkture Zutike i berberina za klini¢ke izolate

vrste Candida albicans iz rodnice (N=10)

Tinktura Zutike Berberin

Sojevi C. albicans vrste -

MIK MFK MIK MFK

izolati iz rodnice
ug/mL

MFBF 10774 124,3 248,6 6 12
MFBF 10784 124,3 497,2 6 48,1
MFBF 10781 124,3 497,2 6 24
MFBF 10775 124,3 497,2 24 48,1
MFBF 10790 248,6 497,2 24 48,1
MFBF 10780 248,6 994,4 96,1 192,2
MFBF 10777 248,6 994,4 6 24
MFBF 10778 497,2 1988,8 96,1 768,8
MFBF 10776 248,6 497,2 24 48,1
MFBF 10773 248,6 994,4 48,1 768,8
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Slika 4. Usporedba MIK vrijednosti sojeva C. albicans (N=10) izoliranih iz stolice i
osjetljivosti na tinkturu zutike i berberin. Zna€ajno nize MIK vrijednosti (p<0,005)

utvrdene su za berberin
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Slika 5. Usporedba MIK vrijednosti sojeva C. albicans (N=10) izoliranih iz rodnice i
osjetljivosti na tinkturu Zutike i berberin. Zna€ajno nize MIK vrijednosti (p<0,005)

utvrdene su za berberin
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Usporedbom MIK vrijednosti tinkture (ekstrakta) Zutike i berberina na 20 sojeva vrste
C. albicans izoliranih iz dva sijela, stolica i rodnica (Tablica 2 i 3) utvrdeno je
slijedec¢e. U oba slu€aja, berberin dominira sa statisticki zna¢ajno nizom MIK
vrijednosti (p<0,005) u odnosu na MIK vrijednosti tinkture Zutike, Sto ¢e reéi da je
berberin potentniji antimikotik u uvjetima in vitro. Ista statistiCka zna€ajnost izmedu
sojeva vrsta C.albicans izoliranih iz dva sijela ukazuje da ne postoje razlike u
osjetljivosti izmedu sojeva C. albicans (Slika 4 i 5.). Barem Sto se tiCe ove metode
utvrdivanja MIK i MFK vrijednosti, ne postoji razlika u osjetljivosti sojeva vrste C.
albicans, no vjerovatno primjenom nekih drugih metoda u uvjetima in vitro, kao Sto je
inhibicija vanstani€nih hidrolitickih enzima iz klase preteaza, fosfolipaza i hemolizina,

moze se o€ekivati razlika u tvorbi i posljedi¢na razlika u inhbiciji navedenih enzima.

5.4. Inhibicija germinacije blastospora  C. albicans

Na Slici 6. prikazani su rezultati inhibicije germinacije blastospora vrste C. albicans u
govedem fetalnom serumu (FBS) nakon 5h inkubacije na 37°C. Uoceno je da samo
15,8% blastospora nije germiniralno u FBS-u, koji je izrazito jaki trigger za
germinaciju blastospora C. albicans. Nistatin u koncentraciji od 5 mg/mL izrazito jako
inhibira germinaciju C. albicans kao jednog od virulentnih &imbenika polimorfne vrste
C. albicans. U koncentracijama ispod MIK vrijednosti, za ekstrakta zutike u
koncentarcijama 62 i 6,2 ug/mL utvrden je snaZan inhibirajuéi u€inak na germinaciju
blastospora C. albicans. Inhibicija viSom koncentracijom ekstrakta (62 pg/mL)
usporediva je s inhibicijom germinacije nistatinom. Sli€no se moze zakljuCiti i
usporedbom inhibicije germinacije dviju koncentracija berberina. No, kao i sluaju
utvrdivanja MIK i MFK koncentracija, berberin u puno nizoj koncentraciji od tinkture
zutike iskazuje fungicidni i inhibitorni u€inak iz €ega se moze zakljuciti da je berberin

potentinija (u€inkovitija) tvar od smjese razli€itih tvari kao Sto je to tinktura zutike.
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96.66 ’ 96.17
*
78 75 * 0<0,05 u odnosu
73.56 * na kontrolu (FBS)
15.8
TZ (62 ug/mL) TZ (5,2 ug/mL) berberin (3 berherin (0,3 pozitivna negativna
ug/mL) ug/mL} kortriola kortrola (FBS)

(nistatin)
Slika 6. Prikaz rezultata inhibicije germinacije blastospora C. albicans tretiranih s

tinkturom Zutike (TZ) i berberinom, uz pozitivnu (nistatin 0,5 mg/mL) i negativnu
kontrolu (FBS)
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5.5. Vijabilnost blastokonidija (apoptoza i nekroza )
Tijekom jednosatne aerobne inkubacije svjezih blastospora C. albicans MFBF

10781 sa Cetori razli€ite koncetracije tinkture Zutike uoCeno je da pri 2 x veéoj
koncentraciji od MIK vrijednosti (248,6 pg/mL) dominantan oblik smrti blastospore
jest apoptoza (100%).I1 MIK vrijednosti (koncetracija tinkltur eZutike iznosi 124,3
Mg/mL), broj apoptoti¢nih stanica iznosi 22%, a nekroti€nih 2,7%. U % vrijednosti
MIK-a, broj apoptoti¢nih stanica jest 16%, Sto je znafajno viSe u odnosu nha
negativhu komntrolu. U vrijednosti MIK-a od 1/4, koncentracija tinkture Zutike iznosi

31,1 pyg/mL sa 6% apoptoti€nih stanica i 1,3 % nekroti¢nih.

120
100
80
X 60
40
20
0
248.6 124.3 62.15 31.1
W nekroza 0 2.7 1.3 1.3 8.33 0
W apoptoza 100 22 16 6 41.7 1.6
HZive 0 75.3 82.7 92.7 50 98.4

Slika 7. Prikaz rezultata vijabilnosti tretiranih blastokonidija vrste C. albicans tijekom
1h sa tinkturom Zutike u 4 koncentracije (oko MIK vrijednosti), PK = pozitivan
kontrola (15% H20;), NG= negativna kontrola (RPMI 1640)
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0
12 6 3 1.5 PK NK
W nekroza 0 5 7 1 8.3 0
M apoptoza 100 22.3 16 8.7 41.7 1.6
HZive 0 72.3 77 90.33 50 98.4

Slika 8. Prikaz rezultata vijabilnosti tretiranih blastokonidija vrste C. albicans tijekom
1h sa berberinom u 4 koncentracije (oko MIK vrijednosti), PK = pozitivan kontrola
(15% H,0,), NG= negativna kontrola (RPMI 1640)

Kao i u slu€aju tinkture Zutike, dominantan mehanizam uginuéa blastospore vrste C.
albicans jest apoptoza. U vrijednostima 2x viSim od MIk vrijednosti, nakon 1h
inkubacije gotovo sve blastospore su apoptoti€ne. U vrijednosti MIK-a za berberin (6
Mg/mL), 22,3% stanica je u apoptozi sa samo 5% njih u nekrozi. Padom koncetracije
berberina, smanjuje se i apoptoti€nih inekroti€nih u odnosu na Zzive blastospore,
odnosno to€nije na one blaspore kojima je stani€na stjenka intaktna. U koncentraciji
berberina od ¥z vrijednsti MIK-a (3 pg/mL) joS uvijek je uo¢eno apoptoti¢ko djelovanje

berberina, zna€ajnije od kontrole.

Iz ovog pokusa se mogu proizvesto zaklju€ci. Naime, tijekom samo 1-satne aerobne
inkubacije na 37°C, berberin u€inkovito oStecuje stani¢nu stjenku vrste C. albicans,
Stp je vidljivo pojavom 22,3% apoptotolkih stanica, odnosno ulaskom etidij-bromida
kroz stjenku i nejgovo vezivanje na DNA gljivice. Ovaj podatak otvara nove
mogucnosti istrazivanja berberina prije svega kao sinergsiticke molekule uz poznate
antmikotike iz klase azola, ili €ak otvara mogucnost istrazivanja inhibicije eflux pumpi

koje su jedan od mehanizama otpornsti gljivica na klinicki primjenjenje antmikotike.
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lako mala molekula, berberin je moguci slijedeci kandidat za utvrdivanje preciznijih

mehanizam autjecaja na stani¢nu stjenku kvasaca iz roda Candida.

7. Zaklju éak

Na osnovu provedenih istrazivanja te statistiCke obrade podataka moze se zakljuciti

slijedece:

a) berberin kao i etanolni ekstrakt korijena Zutike (sa 4,8% berberina utvrdenog
HPLC postupkom) ispoljavaju Sirok spektar fungicidnog u€inka na vrste roda

Candida, ali berberin pokazuje zna¢ajno nize MIK vrijednosti od ekstrakta,

b) berberin dominira kao potentniji antmikotik na sojeve vrste C. albicans iz

razlicitih sijela sa nizim MIK vrijednostima,

c) berberin u zna€ajnije nizim koncentracijama od ekstrakta zutike uzrokuje
inhibiciju germinacije C. albicans kao znac€ajnog virulentnog ¢imbenika ovog

oportunisti¢kog patogena,

d) berberin dovodi blastosporu vrste C. albicans u apoptozu ve¢ nakon 1-satne
inkubacije oko MIK i 2 x viSe vrijednosti od MIK-a, Sto ukazuje na njegov

izraziti fungicidni u€inak oSte¢enjem stani¢ne stjenke kvasca .
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10. SaZetak na hrvatskom jeziku
Tanja Jovié

Antifungalni u €inci berberina u uvjetima
in vitro

Vrste roda Candida su endogeni oportunisti¢ki kvasci. U zdravih osoba, gdje
nalazimo ravnotezu izmedu mikrobioma i makroorganizma, ne uzrokuju infekciju. No,
naruSavanjem ravnoteze, komenzalizam prelazi u infekciju s klini€kom
manifestacijom. Cilj ovog rada je utvrditi i usporediti antifungalni ucinak alkaloida
berberina te iscrpine kore korjena Zutike (Berberidis radic cortex) na klini¢ke izolate
sojeva i vrsta roda Candida. Izokrathom HPLC metodoma utvrdeno je da iscrpina
sadrzi 1,5376 mg/mL berberina. Mikrodulucijom u in vitro uvjetima je utvrdeno da MIK
vrijednosti za iscrpinu iznose izmedu 7,8 i 944,4 uyg/mL, dok za berberin MIK
vrijenosti su zna€ajno nize i iznose izmedu 6 i 48,1 pg/mL ovisno o kandida vrsti.
Nadalje, utvrdno je da berberin u znaCajano nizim koncetracijama od iscrpine
korjenba zutike inhibira germinaciju vrste C. albicans (ve¢ od 3 do 0,3 pg/mL).
Berberin takoder dovodi blastosporu vrste C. albicans do apoptoze u MIK i 2 x viSim
koncentracijama od MIK vrijednosti (12 odnosno 6 pg/mL) ve¢ nakon 1-satne
aerobne inkubacije na 37°C. Iz dobivenih podataka se moze zaklju€iti da je berberin
izrazito interesantna molekula za daljnja istraZzivanja mehanizama antifungalnog

u€inka, ali i moguéeg sinergisti¢kog u€inka s antmikoticima.

Klju €ne rije €i: antifungalni u€inak, Candida spp., berberin
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11. Summary
Tanja Jovié

Antifungal activity of berberin  in vitro

Spesies of the gender Candida are domestic opportunistic yeasts. In healthy
people, where we can find balence between microbiome and macroorganism, they
don't cause infection. But, by disrupting the balence, commensalism turns into
infection with clinical manifestation. The aim of this study was to investigate and
compare the antifungal effect of the ethanolic extract of Berbreris radicis cortex and
berberine on clinical isolates of strains and species of the gender Candida. With the
isocratic HPLC method it was determinated that the concentration of berberine in the
extract was 1,5376 mg/mL. The MIK values were determinated in vitro using the
microdilution method. They ranged from 7,8 to 944,4 ug/mL for the extrac and from 6
to 48,1 ug/mL for berberine depending on the Candida spesies and strain. The MIK
values for berberine were significantly lower when compered with the extract.
Furthermore, the concentrations of berberine that inhibit germination of C. albicans
were considerably lower (from 3 to 0,3 pg/mL) then those of the extract. Berberine
also induced apoptosis in C. albicans blastoconidiae in MIK and twofold greater
concentrations (12 and 6 yg/mL) after aerobic incubation at 37<C in duration of only
one hour. From the data we have collected it can be concluded that berberine is an
interesting molecule for further research about the mechanism of antifungal activity

and eventual sinergism with other antimicotics.

Key words: antifungal activity, Candida spp., berberine
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