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Streszczenie: Dermatofity to grzyby chorobotworcze, ktdre majg wysokie powinowactwo do keratyny obecnej w paznokciach, skorze i wlo-
sach, powodujace zakazenia powierzchniowe znane jako grzybice skérne lub dermatomykozy. Rokowania w przebiegu dermatomykoz
moga by¢ rdzne, a obraz kliniczny choroby w duzym stopniu zalezny jest od statusu immunologicznego gospodarza i moze mie¢ postaé
od ograniczonych zakazen skornych lub podskérnych do infekeji inwazyjnych, rozsianych i zagrazajacych zyciu. W pierwszych dzie-
siecioleciach XX wieku pojawily si¢ pierwsze obawy zwigzane z narastajaca prewalencja infekcji grzybiczych u ludzi, ktérej powodow
upatrywano w roznych czynnikach srodowiskowych i rozwoju cywilizacyjnym. W konsekwencji zostaly podjete pierwsze proby tera-
peutyczne ukierunkowane na leczenie tych infekcji. Obecnie lekarze maja do dyspozycji przynajmniej kilka réznych grup lekéw prze-
ciwgrzybiczych. Niemniej jednak nakladajace si¢ mechanizmy dzialania tych substancji i przerywanie terapii przez pacjentéw moga by¢
przyczyna pojawiania sie szczepow wykazujacych opornos¢, takze wielolekowa. Celem niniejszej pracy jest dokonanie przegladu literatury
traktujacej o mechanizmach powstawania opornosci wobec substancji przeciwgrzybiczych przez dermatofity. W drodze ewolucji grzyby
te wytworzyly zlozone uklady odpowiedzi immunologicznej obejmujace elementy systemu sygnalizacji Srodowisko-komarka, reakcje na
stresory jak i tolerancje na szkodliwe substancje chemiczne. Ekspozycja dermatofitow na lek przeciwgrzybiczy, uszkodzenie ich sciany
komorkowej, zaburzenia osmolarnosci srodowiska i pojawienie si¢ w nim reaktywnych form tlenu stanowia bodzce, ktére moga by¢ akty-
watorami szlakéw sygnalowych, majacych na celu przeciwdziatanie skutkom nagtego stresu komoérkowego. Wiekszo$¢ z mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw odpowiedzi na te stresory stanowi rowniez mechanizm tolerancji i opornosci na substancje przeciw-
grzybicze. Poznanie tych mechanizméw moze w przysztosci doprowadzi¢ do opracowania nowych chemioterapeutykéw, ktére stanowic¢
beda kluczowq strategie w leczeniu opornych na obecnie dostepne leki przeciwgrzybicze szczepéw dermatofitow.

1. Wprowadzenie. 2. Obecnie stosowane leki przeciwgrzybicze. 3. Ekspozycja patogenu na lek, reakcja na stres i adaptacja. 4. Mechanizmy
wyrzutu leku z komorki. 5. Mechanizmy detoksyfikacji lekéw. 6. Transkrypcyjna modulacja genéw szlakéw sygnalowych. 7. Rola biatek
szoku cieplnego w lekoopornosci. 8. Mutacje w genach docelowych enzyméw wplywajace na lekoopornosé¢. 9. Elementy strukturalne
komorki wptywajace na lekooporno$¢. 10. Podsumowanie

MECHANISMS OF DERMATOPHYTE RESISTANCE TO ANTIFUNGAL SUBSTANCES

Abstract. Dermatophytes are pathogenic fungi with high affinity for keratinised structures present in nails, skin, and hair causing superficial
infections known as skin mycoses or dermatomycoses. The disease is characterised by variable prognosis. Its clinical picture is largely depen-
dent on the immune status of the host and can range from local skin or subcutaneous infections to invasive, disseminated, and life-threat-
ening infections. In the first decades of the 20th century, the first concerns were raised about the growing prevalence of fungal infections in
humans, which was ascribed to various environmental factors and anthropopressure. Consequently, the first therapeutic attempts were made
to treat these infections. At present, at least several different groups of antifungal drugs are available for medical treatment. Nevertheless,
the overlapping mechanisms of action of these substances and discontinuation of therapy by patients may contribute to the emergence of
resistance of strains, including multi-drug resistance. The aim of this study is to review the literature focused on the mechanisms of resist-
ance developed by dermatophytes to antifungal substances. Through evolution, these fungi have developed complex cellular response sys-
tems comprising elements of the environment-cell signalling system, responses to stressors, and tolerance to harmful chemical substances.
Such stimuli as exposure of dermatophytes to an antifungal drug, damage to their cell wall, and disturbances in the osmolarity of the
environment with generation of reactive oxygen species can be activators of signalling pathways targeted at mitigation of the effects of
sudden cellular stress. A majority of molecular mechanisms underlying the response to these stressors also constitute a mechanism of tol-
erance and resistance to antifungal substances. In the future, elucidation of these mechanisms may lead to development of new chemothera-
peutics that will become a key strategy in the treatment of dermatophyte strains exhibiting resistance to currently available antifungal drugs.

1. Introduction. 2. Current antifungal drugs. 3. Exposure of the pathogen to drugs, stress response, and adaptation. 4. Mechanisms of drug
efflux from the cell. 5. Mechanisms of drug detoxification. 6. Transcriptional modulation of signalling pathway genes. 7. Role of heat shock
proteins in drug resistance. 8. Mutations in target enzyme genes inducing drug resistance. 9. Structural elements of the cell contributing
to drug resistance. 10. Summary
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1. Wprowadzenie

Dermatofity to grupa blisko spokrewnionych gatun-
kéw grzybow z rodziny Arthrodermataceae, ktére maja
zdolno$¢ inwazji zrogowaciatych struktur u ludzi i zwie-
rzat oraz wywolywania infekcji powierzchniowych. Der-
matofity sg grzybami chorobotwoérczymi, ktdre czerpia
substancje odzywcze z keratyny znajdujacej si¢ w wy-
tworach naskorka [34]. Wydzielaja one szerokie i zrdzni-
cowane spektrum enzymoéw litycznych, takich jak lipazy
i proteazy, a zwlaszcza keratynazy, ktore umozliwiajg im
kolonizacje i utrzymanie si¢ w stratum corneum gospo-
darza [63, 72]. Dermatofitozy dotykaja kazdego roku
miliony ludzi i zwierzat [35]. Chociaz ten stan choro-
bowy nie jest uwazany za zagrazajacy zyciu, obniza jego
jakos¢ i nakfada na pacjentéw oraz hodowcow znaczne
koszty leczenia. Status immunologiczny gospodarza sta-
nowi gtéwny czynnik predylekcyjny przebiegu infekcji
dermatofitowych i pozwala okresli¢ czy choroba bedzie
ograniczona wylgcznie do zmian powierzchniowych,
czy ewentualnie istnieje mozliwo$¢ przyjecia formy
rozsianej badz glebokiej [50]. W zdecydowanej wiek-
szo$ci przypadkow infekcje te dotykaja jednak zaréwno
pacjentow z prawidtows, jak i z obnizong odpornoscia
[52]. Grzyby z rodzaju Candida i Malassezia, oprocz
dermatofitow, moga by¢ réwniez czynnikami etiolo-
gicznymi infekcji powierzchniowych [41].

Do dyspozycji dermatologdéw i lekarzy weterynarii
znajduje sie szeroki wachlarz dostepnych lekéw prze-
ciwgrzybiczych. Podczas gdy stosowanie miejscowego
$rodka przeciwgrzybiczego jest zwykle wystarczajace
do wyeliminowania dermatofitu i wyleczenia wiekszo$ci
przypadkow infekcji o charakterze antropofilnym,
znacznych trudnosci nastreczajg dermatofitozy zoofilne
u ludzi, szczegdlnie tinea capitis i tinea unguium, cze¢-
sto wymagajace wprowadzenia leczenia ogélnoustrojo-
wego [65]. Z kolei dermatofitozy u zwierzat, zwlaszcza
hodowlanych, bywajg lekcewazone przez hodowcow,
a nieleczone stanowig zZrédlo patogenéw mogacych ule-
ga¢ transmisjom miedzyosobniczym [51, 52]. Wazng
cechg substancji stosowanych w leczeniu grzybic po-
wierzchniowych jest mozliwo$¢ tatwej penetracji przez
te leki do stratum corneum i utrzymywanie si¢ w nim
w stalym stezeniu przez caly okres trwania terapii [49].

Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury nauko-
wej traktujacej o ré6znych mechanizmach powstawania
opornosci na poziomie molekularnym i fenotypowym
wobec substancji przeciwgrzybiczych przez dermatofity.

2. Obecnie stosowane leki przeciwgrzybicze
Pomimo dostepnosci przynajmniej kilku grup lekow

przeciwgrzybiczych przeznaczonych do uzytku klinicz-
nego, dzialajg one na ograniczong liczbe celéw komor-
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kowych, tj. blokuja synteze btony komoérkowej, $ciany
komorkowej, kwaséw nukleinowych i proces podziatu
komorek (Tabela I). Lekarze majg obecnie do dyspozycji
w szczegolnosci cztery klasy lekow przeciwgrzybiczych:
(1) imidazole i triazole (ketokonazol, klotrimazol, flu-
konazol, itrakonazol, worykonazol, pozakonazol, izawu-
konazol), ktére hamujg enzymatyczng 14-a-demetylaze
sterolu i zatrzymujg biosynteze ergosterolu; (2) leki
polienowe (amfoterycyna B, nystatyna, natamycyna),
ktore wigza sie z ergosterolem, doprowadzajac do wzro-
stu przepuszczalno$ci btony komoérkowej; (3) echino-
kandyny (kaspofungina, mikafungina, anidulafungina),
ktore hamuja biosynteze B-(1-3)-D-glukanu, jednego
z gltéwnych skladnikéw $ciany komorkowej grzybow;
i (4) pochodne allyloaminy (terbinafina, naftifina),
ktorych mechanizm dziatania polega na hamowaniu
w blonie komodrkowej grzyba syntezy ergosterolu na eta-
pie epoksydacji skwalenu [57]. Rzadziej stosowanymi
lekami sa: (1) gryzeofulwina, ktéra zaburza synteze
chityny i zaktoca tworzenie mikrotubul, uposledzajac
wzrost grzybow i podzialy komoérek; (2) pirymidynowy
analog 5-fluorocytozyny, hamujacy synteze DNA i RNA,
co prowadzi do zahamowania podziatéw komorkowych
i defektow syntezy bialek; (3) oleamina cyklopiroksowa,
dzialajaca, jako inhibitor syntezy bialek i zwiekszajaca
przepuszczalno$¢ blony komoérkowej dla aminokwasow,
peptydow i potasu w efekcie nieodwracalnego wiazania
z réznymi strukturami i organellami komarki [57]. Nie-
stety, w wielu przypadkach $rodki te maja wlasciwosci
toksyczne dla ludzi, wykazuja duze interakcje lekowe
i/lub nie sg wystarczajaco aktywne w zwalczaniu infek-
cji, poniewaz grzyby staly sie na nie oporne.

Naktadajace si¢ mechanizmy dzialania powszechnie
stosowanych substancji przeciwgrzybiczych mogg przy-
czynia¢ si¢ do pojawiania sie szczepdw wykazujgcych
opornos¢ wielolekowa (multidrug resistance, MDR).
Co wiecej, pacjenci czesto zaniedbuja leczenie badz
rezygnuja z niego ze wzgledu na koniecznos¢ dtugo-
trwalego stosowania i zwigzane z tym dzialania niepo-
zadane [60, 72], a to z kolei rowniez moze skutkowa¢
powstawaniem szczepow opornych. Z kolei opornosé
kliniczna i/lub mikrobiologiczna moze spowodowac
niepowodzenie leczenia, skutkujace przewlekloscia cho-
roby badz jej nawrotami. Dotychczas opisano przynaj-
mniej kilka réznych mechanizméw powstawanie opor-
nosci lekowej u dermatofitéw (Rycina 1).

3. Ekspozycja patogenu na lek, reakcja na stres
i adaptacja

Odpowiednia reakcja na lek przeciwgrzybiczy i stres
komoérkowy nim wywolany s3 mechanizmem umoz-
liwiajagcym przetrwanie dermatofitéw [13]. W drodze
ewolucji grzyby te wytworzyly zlozone uktady odpo-
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Tabela I
Popularnie stosowane leki przeciwgrzybicze i mechanizmy ich dziatania

Grupa substancji Przedstawiciele

Mechanizm dziatania

Azole Flukonazol, Ketokonazol, Itrakonazol, Wigazanie z ukladem cytochromu P-450, co prowadzi do
Worikonazol, Posakonazol, Isawukonazol hamowania hydroksylacji i demetylacji prekursoréw ergo-
Klotrimazol, Mikonazol, Ekonazol, Lulikonazol, | sterolu. W wyniku zahamowania demetylazy lanosterolu
Lanokonazol, Efinakonzol, Sertakonazol, Oxi- | w miejscu ergosterolu podstawiane sa zmetylowane sterole
konazol, Eberkonazol, Fentikonazol, Bifonazol
Echinokandyny Anidulafungina, Kaspofungina, Mikafungina Zaburzenie biosyntezy $ciany komoérkowej grzyba przez
blokade aktywnosci syntetazy 1,3-p-D-glukanu, enzymu
odpowiedzialnego za synteze glukanu
Polieny Nystatyna, Natamycyna, Amfoterycyna B Wigzanie ergosterolu zawartego w blonie komdrkowej;

zaburzenie integralnosci bfony komoérkowej, zwiekszenie
jej przepuszczalnosci dla jonéw potasu i aminocukrow

cykliczne benzofuranu

Fluorowane pochodne |Flucytozyna Po konwersji do czynnych metabolitéw, zahamowanie

pirymidyny syntezy kwasow nukleinowych poprzez inhibicje syntetazy
tymidylanowej i/lub wlaczanie si¢ do grzybowego RNA
zamiast kwasu urydylowego

Pochodne hetero- Gryzeofulwina Zaburzenie tworzenie mikrotubul i powstawania

wrzeciona podzialowego

Alliloaminy Terbinafina, Butenafina, Naftifina Hamowanie aktywno$ci epoksydazy skwalenowej,
wewnatrzkomoérkowa kumulacja lanosterolu

Pochodne pirydynonu | Cyclopiroks Chelatacja tréjwarto$ciowych kationéw metali;
hamowanie enzymoéw zaleznych od jonéw metali
- katalazy, peroksydazy; hamowanie enzymow bioracych
udzial w mitochondrialnych procesach transportu
elektronéw i produkcji energii

Pochodne Amorolfina Hamowanie reduktazy C-14 i izomerazy C8 w szlaku

fenylomorfoliny syntezy ergosterolu

Tiokarbaminiany Tolnaftat Hamowanie epoksydazy skwalenowej

Inne Kwas undekainowy Hamowanie szlaku biosyntezy kwaséw thuszczowych

u dermatofitow; w przypadku C. albicans zaburzanie

morfogenezy
Tawaborol Inhibicja leucyl-t-RNA syntetazy
Mellll Inhibicja dehydrogenazy bursztynianowej

wiedzi immunologicznej obejmujace elementy systemu
sygnalizacji Srodowisko-komorka, reakcje na stresory
jak i oporno$¢ na substancje przeciwgrzybicze [13].
Ekspozycja dermatofitéw na lek przeciwgrzybiczy,
uszkodzenie ich $ciany komodrkowej, zaburzenia osmo-
larnoséci $rodowiska wzrostu i pojawienie si¢ w nim
reaktywnych form tlenu stanowig bodzce, ktére moga
by¢ aktywatorami szlakéw sygnatowych, majacych na
celu przeciwdzialanie skutkom naglego stresu komor-
kowego [42]. Gléwne szlaki sygnalizacyjne zaangazo-
wane w tolerancje i opornos¢ na srodki przeciwgrzybi-
cze sa regulowane przez biatko szoku cieplnego Hsp90,
ktore kontroluje stabilnos¢ i aktywacje kluczowych
regulatoréw odpowiedzi na stres, takich jak kalcyneu-
ryna i kinaza MAP (mitogen-activated protein) w ukfa-
dzie integralnosci $ciany komorkowej [14, 75].

Wisrdd grzybdw chorobotworczych wiekszos¢ zna-
nych mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw
tolerancji i opornosci na substancje przeciwgrzybicze
zostala wyjasniona w przypadku grzybéw z rodzaju

Candida, Cryptococcus i Aspergillus, natomiast w przy-
padku dermatofitow jest bardzo stabo poznana. Nie-
ktore dermatofity, szczegolnie dobrze mechanizm ten
zostal opisany dla Trichophyton interdigitale i Tricho-
phyton rubrum, w wyniku ekspozycji na substancje
przeciwgrzybicze w dawkach zblizonych do wartosci
MIC (Minimal Inhibitory Concentration) moduluja
poziomy ekspresji gendéw zwigzanych z réznymi pro-
cesami metabolicznymi, takimi jak transport bialek,
metabolizm lipidéw, transdukcja szlakéw sygnato-
wych czy modyfikacja potranslacyjna biatek [62, 68,
71, 75]. Dodatkowo, u T. interdigitale wykazano, ze geny
kodujace elementy podlegajace transpozycji ulegaja
zwiekszonej ekspresji po ekspozycji grzyba na rézne
substancje przeciwgrzybicze [68, 71]. Z kolei transpo-
zony moga wplywa¢ dodatnio na ekspresje genéw odpo-
wiedzialnych za odpowiedz na stres srodowiskowy [26].
Podobne reakcje zostaly opisane dla Schizosaccharomy-
ces pombe, u ktérych to grzybéw odnotowano preferen-
cyjng integracje retrotranspozonu Tfl z promotorami
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Ryc. 1. Czynniki wplywajace na wystepowanie lekoopornosci u dermatofitow

genéw odpowiedzi na stres, w konsekwencji doprowa-
dzajaca do zwigkszenia ich ekspresji [26].
Mechanizmy regulacyjne biorace udzial w odpo-
wiedzi na stres s3 zlozone i obejmuja réwniez moleku-
larny poziom komorki grzyba. W przypadku ekspozy-
¢ji T rubrum na kwas undekanowy obserwowana jest
wzmozona aktywnos$¢ proceséw obejmujacych pre-
-RNA, regulujacych ekspresje genéw kodujacych fosfo-
glukomutaze, ktéra bierze udzial w glukoneogenezie
i biosyntezie $ciany komorkowej [62]. Enzym ten dziata
w kooperacji z dehydrogenaza monofosforanu inozyny,
ktéra odgrywa kluczowa role w dostarczaniu guaniny do
komorek [62]. Zauwazono, ze powtarzajaca si¢ ekspo-
zycja T. rubrum na leki przeciwgrzybicze w stezeniach
zblizonych do MIC, w modelu in vitro, moze prowadzi¢
do selekeji szczepow zdolnych do przezycia przy wyz-
szych stezeniach lekéw przeciwgrzybiczych. Usuniecie
ze Srodowiska dermatofitu danej substancji powodowata
po pewnym czasie odzyskanie wrazliwosci [31].
Szczepy dermatofitéw, ktére sa w stanie przezyc
w wyzszych stezeniach lekow przeciwgrzybiczych
mozna okresli¢ jako tolerancyjne, czyli zdolne do prze-
trwania przejsciowej ekspozycji lub jako oporne, ktore
w sposdb trwaly nabyty, najczesciej w drodze muta-
¢ji, zdolnosci przezywania w obecno$ci w srodowisku
substancji niekorzystnych [17]. U grzybéw z rodzaju
Candida i Aspergillus bialko szoku cieplnego Hsp90 ma
zdolno$¢ do zwigkszania tolerancji na leki poprzez sta-
bilizacje kluczowych regulatoréw odpowiedzi na stres
komoérkowy i innych elementéw wrazliwych w wielu
szlakach sygnalizacyjnych [75]. Obecno$¢ srodkow
przeciwgrzybiczych w $rodowisku wzrostu grzybow

i stres jaki wywoluja, wymusza szybkie zmiany adap-
tacyjne, ktére obejmuja modulacje ekspresji genow
w syntezie wielu bialek jako jeden z gtéwnych mecha-
nizméw stuzacych do przetrwania w niesprzyjaja-
cym $rodowisku i niwelowaniu negatywnych skutkow
stresu komorkowego [73, 75, 97]. Istotne znaczenie tych
genow jakie posiadaja w przezyciu grzybéw w warun-
kach stresowych sugeruje, Ze mozna je uznac za poten-
cjalne cele w poszukiwaniu nowych substancji o dzia-
taniu przeciwgrzybiczym.

4. Mechanizmy wyrzutu leku z komérki

Dzialanie pomp wyrzutowych (efflux pump) polega
na aktywnym wypompowywaniu z komoérki grzyba
réznych substancji, m.in. lekéw przeciwgrzybiczych,
substancji czynnych preparatéw dezynfekcyjnych itp.
[9, 20]. W rezultacie tej aktywnosci dochodzi do
zmniejszenia wewnatrzkomorkowego stezenia tych
substancji, czego skutkiem jest ograniczenie ich dzia-
tania bojczego [20, 74]. Pompy molekularne wymie-
niane sg w literaturze naukowej jako jedna z gléwnych
przyczyn niepowodzenia w terapii przeciwgrzybiczej.
Czynne usuwanie szkodliwych wzgledem grzyba sub-
stancji z wnetrza komorki prowadzi do stopniowego
i niespecyficznego wzrostu opornosci na leki poprzez
zmniejszenie oczekiwanego efektu in vivo. Stanowi tez
jedna z kluczowych strategii wykorzystywana przez
dermatofity do przetrwania w niekorzystnym srodo-
wisku jak i uzyskania opornosci na substancje, ktore
sie w nim pojawiaja [9, 86].
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Zdolno$¢ do modyfikacji ekspresji pomp wyrzuto-
wych przyczynia sie w sposob posredni do zwigkszenia
patogennosci dermatofitow, ulatwiajac im koloniza-
cje tkanek gospodarzy [12, 86]. Opornos¢ wielolekowa
wynika w duzej mierze ze zwigkszonej ekspresji
genéw nalezacych do nadrodziny kaset wiazacych
ATP, a przede wszystkim transporteréw ABC, ktdre to
wystepuja zardwno u prokariontow, jak i eukariontéw
[20]. Biatka te zawierajg dwa odrebne regiony: wysoce
konserwatywna domene wigzaca nukleotydy i zmienna
domene transblonowg. Transportery ABC aktywnie
przenosza wiele réznych pod wzgledem struktural-
nym i chemicznym zwigzkéw przez blony komorkowe
poprzez wigzanie i hydrolize ATP, zmniejszajac w ten
sposob ich kumulacje w komorce [12, 20]. Produkty
gendw nalezacych do tej nadrodziny mozna podzieli¢ na
kilka podrodzin, tj. PDR (pleiotropic drug resistance),
MDR (multidrug resistance), MRP (multidrug resi-
stance associated protein), RL1 (RNase L Inhibitor 1),
YEF3 (yeast elongation factor 3) oraz ALDP (adreno-
leukodystrophy protein) [16]. Na podstawie dostepnych
sekwencji genowych réznych gatunkéw dermatofitow
stwierdzono, Ze te transportery stanowig jednorodna
grupe o niskiej réznorodnosci genetycznej, tylko z nie-
licznymi wyjatkami po$réd dermatofitéw [8]. Analiza
siedmiu gatunkéw dermatofitéw (Microsporum canis,
Trichophyton equinum, Nannizzia gypsea, Trichophyton
rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton menta-
grophytes, Trichophyton verrucosum) wykazala, ze geny
transporteréw ABC wystepuja w genomie przynajmniej
w kilku powtérzeniach [29]. Dodatkowo, geny transpor-
terow ABC wspotdzialaja z pozostalymi genami w taki
sam sposob, pomimo fenotypowej i adaptacyjnej wyjat-
kowosci kazdego gatunku dermatofitu [29].

Aktywne usuwanie metabolitow przez pompy typu
efflux jako mozliwego mechanizmu opornosci zostato
szczegllnie dobrze zbadane u T. interdigitale oznaczo-
nego jako H6 (szczep pierwotnie zidentyfikowany jako
T. rubrum). Fachin i wsp. [22] wysnuli hipotezg, ze za
zaobserwowana opornos$¢ na gryzeofulwine i tioko-
nazol u tego szczepu dermatofitu odpowiedzialny jest
mechanizm wyrzutu substancji z komarki. Interesujace
jest, ze u tego szczepu zauwazona zostala zwigkszona
transkrypcja gendéw mdrl1 i mdr2 po ekspozycji na rézne
substancje o dzialaniu przeciwgrzybiczym [9, 23, 68].
W poiniejszych badaniach wykazano, ze zakldcenie
funkcjonowania genu mdr2 uczynito mutanta bardziej
wrazliwym na terbinafine, ale nie na inne testowane
preparaty (itrakonazol, bromek etydyny, 4NQO, keto-
konazol, gryzeofulwing, flukonazol, cykloheksymid,
tiokonazol, akryflawine, benomyl, imazil), przez co
zostala odrzucona hipoteza modulacyjnej roli tego
genu na podatno$¢ na leki wysnuta w pierwszym eta-
pie badan zespotu Ana Fachin [23]. Inne wyniki badan
wykazaly, ze po ekspozycji na srodki przeciwgrzybicze
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obserwowana jest wzmozona ekspresja genu mdr4 [61].
Aktywno$¢ produktu tego genu w posredni sposdb
zalezy od aktywnosci transportera ABC, co sugeruje
istnienie interakcji sieciowej w odniesieniu do mecha-
nizmu MDR, a takze wspoélzaleznosci w aktywnym usu-
waniu substancji z komérki grzyba réznych transpor-
teréw nalezacych do omawianej nadrodziny [61, 94].
Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze jednoczesne dzialania rdz-
nych transporteréw ABC, ktdrych profile substratowe
zachodza na siebie, umozliwia komdrce grzyba szybkie
usuniecie niepozadanej i/lub szkodliwej substancji [32].

Badania poziomu ekspresji gendw pdr1, mdr2 i mdr4
w trakcie eksponowania czterech gatunkéw derma-
tofitow sklasyfikowanych w rodzaju Trichophyton, tj.
T. equinum, T. interdigitale, T. rubrum i T. tonsurans na
rézne warunki srodowiskowe nie wykazaly zaleznosci
tilogenetycznej ani funkcjonalnej miedzy nimi [29, 61].
Zauwazono jednak, ze u tych gatunkéw badane geny
wydaja sie dziala¢ synergicznie, co pozwala stwierdzi¢,
ze brak dziatania jednego genu mdr moze by¢ kompen-
sowane przez inne geny z tej grupy [29, 60, 61].

Ze wzgledu na kluczowa rol¢ pomp wyrzutowych
w nabywaniu lekoopornosci u dermatofitow, zasto-
sowanie inhibitoréw lub modulatoréw transporteréow
ABC do blokowania i odwracania odpowiedzi MDR
stanowi potencjalnie alternatywng metode w zwiek-
szaniu skutecznosci terapii przeciwgrzybiczej [32, 44,
86]. Dotychczas opracowano kilka zwigzkow, miedzy
innymi izonitryl, enniatyna, milbemycyna, ibuprofen
i inhibitor kalcyneuryny FK506, ktére wykazuja wias-
ciwos$ci modulujagce MDR poprzez synergistyczne dzia-
tanie z substancjami przeciwgrzybiczymi [44]. Zwigzki
te wykazuja skuteczne dzialanie blokujace aktywnos¢
pomp wyrzutowych u opornego na terbinafing szczepu
Microsporum canis [44, 48]. Nalezy jednak wzig¢ pod
uwage, ze w zaleznosci od warunkow srodowiskowych
interakcje gospodarz - patogen, a takze zaleznosci
miedzy grzybami zasiedlajgcymi t¢ samg nisze eko-
logiczna, ekspresja genéw transporteréw ABC, a tym
samym ich aktywno$¢, bedzie podlegata modulowa-
niu [61]. Dodatkowo, transportery ABC nie stanowia
homogennej grupy genetycznej [44, 61]. Co wiecej,
wiele podobienstw miedzy komoérkami grzybowymi
i ludzkimi stanowi wyzwanie terapeutyczne ze wzgledu
na ograniczony wybor lekéw przeciwgrzybiczych i ich
toksyczny wplyw nie tylko dla grzyba, ale i dla gospo-
darza [60]. Idealny lek wplywajagcy na modulowa-
nie genéw MDR musi zatem by¢ zdolny do uwrazli-
wiania komorek grzyba na dostepne $rodki przeciw-
grzybicze, jednocze$nie nie wplywajac na komorki
gospodarza [32, 44]. Wysoce prawdopodobne jest,
ze w przyszlo$ci wykorzystanie modulatoréow genow
MDR bedzie stanowi¢ kluczowg strategie w leczeniu
opornych na obecnie dostepne leki przeciwgrzybicze
szczepow dermatofitow.
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5. Mechanizmy detoksyfikacji lekow

W trakcie ekspozycji dermatofitéw na stezenia lekow
zblizone do hamujacych wzrost i namnazanie zauwa-
zono, ze zwiekszona jest ekspresja gendw odpowiedzial-
nych za detoksykacje komérkowa. Persinoti i wsp. [73]
wykazali na podstawie analizy sekwencji RNA szczepu
T. rubrum eksponowanego na akryflawine, ze geny
zaangazowane w detoksykacje komorkowa ulegaly
wzmozonej regulacji pozytywnej, a w szczegdlnosci
dotyczylo to genéw kodujacych katalazy, enzymy chro-
nigce komorke przed stresem oksydacyjnym i reaktyw-
nymi formami tlenu. Zwigkszona ekspresja genow kata-
lazy moze stanowi¢ mechanizm kompensacyjny w celu
utrzymania stalego poziomu tego enzymu wewnatrz
komorki, chronigc ja w ten sposéb przed negatywnymi
skutkami dzialania leku. Ponadto, analiza sekwen-
cji RNA w celu okreslenia ekspresji genéw T. rubrum
poddanego dzialaniu kwasu undecylenowego réowniez
wykazata regulacje pozytywna kilku genow kodujacych
enzymy antyoksydacyjne [58]. W odpowiedzi na kwas
undecylenowy, oprocz zwiekszonej aktywnosci kata-
lazy, wzmozeniu ekspresji ulegaly takze enzymy takie
jak dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza, transfe-
raza glutationowa i peroksydaza glutationowa, co pro-
wadzito do enzymatycznej detoksykacji oksydacyjnej
komorek grzybowych [62]. Podobnych obserwacji
dokonano w przypadku szczepéw Candida spp. wyka-
zujgcych opornos¢ na amfoterycyne B, gdzie zauwa-
zono zwigkszong aktywno$¢ katalazy [70].

Zdolno$¢ dermatofitow do zwiekszonej sekrecji
egzoenzymOw mozna powigzaé z patogennoscig tych
grzybow i ich reakcja na stres komoérkowy, a tym
samem z mechanizmami detoksykacji. Brasch i wsp.
[5] zaobserwowali in vitro, ze w zaleznosci od sktadu
pozywki, na ktorej wzrastal T. rubrum, zmienial si¢
réwniez zakres wydzielanych przez dermatofit enzy-
moéw, m.in. esteraz. Ponadto, profil elektroforetyczny
esteraz wydzielanych przez T. rubrum podlegal rekon-
figuracji i wykazywal pojawienie sie¢ nowych izoform
w zalezno$ci od tego, czy do jego Srodowiska byla
dodana gryzeofulwina czy tez tiokonazol w stezeniach
zblizonych do hamujacych [21]. Te dodatkowe formy
esteraz moga bezposrednio uczestniczy¢ w detoksy-
kacji lub moga obejmowac niespecyficzng odpowiedz
komorkowa na stres prowadzaca do tolerancji na lek.
Udzial esteraz w detoksykacji prowadzacej do opor-
nosci na leki zostat juz opisany u innych mikroorga-
nizmoéw, np. u bakterii [40, 77]. Nadekspresje genow
kodujacych niektdre grupy enzymoéw, stwierdzono
réwniez u kilku szczepéw dermatofitéw wykazuja-
cych opornos$¢ na leki z grupy azoli, co mozna uzna¢
za mechanizm kompensacyjny w momencie zahamo-
wania syntezy ergosterolu. W przypadku Candida
albicans nadekspresja genu ergll nastepuje poprzez
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duplikacje lewego ramienia chromosomu 5 [15, 79].
Cryptococcus neoformans natomiast dostosowuje si¢ do
wysokich stezen flukonazolu przez tworzenie disomii
chromosomu 1 w wyniku czego dochodzi do podwo-
jenia dwdch gendw: ergl 1, ktdrego produkt jest celem
dla flukonazolu oraz gen afrl, ktérego produkt jest
uznawany za transporter dla substancji o charakterze
azoli [88]. Podobnie u szczepdw Aspergillus fumigatus
opornych na terbinafine wystepuja dodatkowe kopie
genu epoksydazy skwalenowej [56]. Sugerowane jest
ponadto, ze dodatkowe kopie genu 1-monooksyge-
nazy salicylanowej (salA) sa przyczyna opornosci na
terbinafine u Aspergillus nidulans [56]. Na tej podsta-
wie postawiono hipoteze, ze rozszczepienie pierscienia
naftalenowego obecnego w strukturze terbinafiny jest
przyczyna jej inaktywacji [37]. Santos i wsp. [81] opisali
szczep T. rubrum oporny na terbinafine, ktéry uzyskali
poprzez wprowadzenie do genomu tego dermatofitu
wielu kopi genu salA. Szczep ten wykazywatl podwyz-
szong ekspresje genu salA i jednoczes$nie zwigkszona
oporno$¢ na terbinafing w poréwnaniu ze szczepem
dzikim, a zatem udalo sie wykazac, ze gen ten odgrywa
role w opornosci i odpowiedzi na terbinafine u derma-
tofitow. Interesujace jest, ze ten sam mutant oporny na
terbinafine, po kilku pasazach na pozywce bez terbina-
finy tracit cech¢ opornosci na ten lek. Co wiecej, szczep
dziki T. rubrum reagowal na ekspozycje na terbinafing
zwigkszeniem ekspresji genu salA [81]. Na podstawie
uzyskanych wynikéw zespdt Hemelin Santos wysnut
hipotezg, ze dodatkowe kopie tego genu moga wywo-
tywa¢ opornos¢ na leki przeciwgrzybicze.

W przeciwienstwie do bakterii, u ktérych mecha-
nizmy opornosci na antybiotyki poprzez degradacje
tych zwiazkow sg do$¢ dobrze poznanym zagadnie-
niem, tak w przypadku grzyboéw i ich opornosci na
srodki przeciwgrzybicze poprzez inaktywacje lub
degradacje mechanizmy te wymagaja dalszych szcze-
golowych badan [60]. Biorac pod uwage, ze grzyby
wydzielaja duzg liczbe enzyméw [33], prawdopodobne
jest, ze podobne mechanizmy powodujace opornos¢ lub
tolerancje na leki przeciwgrzybicze moga by¢ czeste.
Ujawnienie enzymoéw grzybowych pelnigcych te role
moze by¢ zatem przydatne do opracowania ich inhi-
bitoréw, ktore mozna zastosowaé samodzielnie lub
w polaczeniu z konwencjonalng terapig.

6. Transkrypcyjna modulacja genow
szlakéw sygnalowych

Profilowanie ekspresji genéw w calym genomie stalo
sie jednym ze standardéw w opracowywaniu nowych
lekéw przez przemyst farmaceutyczny i zwigkszylto
ogolne zrozumienie dotyczace mechanizmoéw dziata-
nia réznych substancji i ich efektow terapeutycznych.
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Liczne badania wykazaly istnienie réznych szlakéw
regulacyjnych i metabolicznych niezbednych do roz-
woju opornosci na leki przeciwgrzybicze [80]. Biorac
pod uwage nature komérkowych systemoéw reakcji na
stres i to, ze niektére biatka komodrkowe powigzane
z tymi mechanizmami sg fosforylowane, kinazy bial-
kowe moga stanowi¢ potencjalny cel terapii przeciw-
grzybiczej [30]. Wiadomo, ze fosforylacja bialek
wyzwala kilka szlakow transdukcji sygnatéw zaanga-
zowanych w przekazywanie bodzcow komorkowych,
dlatego tez wielu badaczy probowalo okresli¢ wplyw
réznych substancji przeciwgrzybiczych na komérki
grzybow poprzez zbadanie ekspresji rdznego typu
kinaz, jako potencjalnego mechanizmu opornosci.
Dzigki zastosowaniu techniki hybrydyzacji udato
sie ustali¢, ze u szczepu T. rubrum eksponowanego na
dzialanie ketokonazolu i amfoterycyny B dochodzilo
do obnizenie ekspresji czterech genéw kinaz, z ktérych
dwa byly to geny kodujace kinazy MAP (MpkA i STE?),
nalezagce do dwdch oddzielnych szlakéw odpowiedzi na
stres komdrkowy [96]. Doniesienia naukowe wskazuja
réwniez obnizong ekspresje, w odpowiedzi na amfo-
terycyne B, genu kinazy serynowo/treoninowej (spsl)
[28, 92, 96]. Natomiast T. rubrum hodowany in vitro
w obecnosci terbinafiny wykazywal zwigkszenie eks-
presji genu spsI przy jednoczesnym obnizeniu ekspre-
sji dwoch fosforylowanych elementéw genetycznych
bioracych udzial w regulacji kaskady kinaz MAP [96,
97]. Ponadto, analiza transkrypcji gendéw T. rubrum
w odpowiedzi na zwigzki PHS11A i PH11B, bedace
inhibitorami syntezy kwasow tluszczowych, wykazata
znaczacy spadek ekspresji az czterech gendw kinaz:
pkaC, sspl i slnl, ktore sg zwigzane ze szlakami prze-
kazywania sygnalu wewnatrzkomoérkowego oraz kinazy
dihydroksyacetonowej (produkt genu dak2), zwigza-
nej z transportem i metabolizmem weglowodandw,
a tylko jeden gen zwigzany z kinazami - bckl ulegal
wzmozonej ekspresji w tych warunkach [97]. Dodat-
kowo, zwigzek PH11B wzmagat ekspresje genu kinazy
zaleznej od pirofosforanu - fosfofrukto-1-kinazy (pfkI)
i gen heksokinazy (glkI), ktdre sg zwigzane z transpor-
tem weglowodanow [95]. Z kolei regulacja genu mpkA
kinazy MAP po ekspozycji na amfoterycyne B polegata
na zmniejszeniu ekspresji, a przy ekspozycji na itrako-
nazol na jej zwiekszeniu [19]. Inny mechanizm odpo-
wiedzi na obecnos¢ w srodowisku amfoterycyny B,
ktora taczy sie z ergosterolem a w konsekwencji zaburza
strukture bfony plazmatycznej grzyba, polegal na akty-
wagji szlaku integralnosci $ciany komérkowej i rekom-
pensate utraty ciagtosci okrywy komdrkowej [19, 96].
Zastosowanie techniki supresyjnej hybrydyzacji
odejmujacej (SSH) pozwolilo wykaza¢ zwiekszony
poziom ekspresji genu kinazy NIMA (nimal) po eks-
pozycji T. rubrum na flukonazol, gryzeofulwine i terbi-
nafine. Natomiast stosowanie acyklowiru, terbinafiny
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i kwasu undecylenowego pozostawalto bez wplywu na
poziom ekspresji genu nimal [68]. Ponadto, gen ten
ulegat zwigkszonej ekspresji w niskim pH i obecnosci
keratyny jako jedynego zrodia wegla [68, 71]. Rodzina
kinaz NIMA pelni kluczowa role w cyklu komorko-
wym, a w szczegolnosci na etapie przejscia komorki
z fazy G2 do M. Doniesienia naukowe podaja, ze geny
zwigzane z kinazg NIMA (zwlaszcza nek11L i nek11S)
zwigzane sg z replikacja DNA oraz odpowiedzig na stres
komorkowy wywolany przez uszkodzenie komorki lub
inne niespecyficzne czynnikami chemiczne [66, 68, 71].
Innych wnioskéw dostarczyly doswiadczenia z wyko-
rzystaniem techniki hybrydyzacji northern (northern
blot). W jednym z badan, w ktérym T. rubrum hodo-
wany byl w §rodowisku z obecnoscia akryflawiny, za
pomocy tej techniki wykazano zwigkszenie poziomu
transkrypcji genu kodujacego kinaze ryboflawiny [84].
Enzym ten jest niezbednym elementem w szlaku bio-
syntezy flawiny, kluczowego zwigzku dla szeregu proce-
sow biologicznych, w tym metabolizmu lipidow, bialek
i weglowodanow [82, 84].

Z kolei zastosowanie sekwencjonowania RNA, po-
zwolilo oceni¢ poziom ekspresji gendw kodujacych szlak
kinaz u T. rubrum w kolejnych odstepach czasu po eks-
pozycji na leki przeciwgrzybicze. Udowodnione zostalo,
ze trzy godziny po ekspozycji na akryflawine poziom
ekspresji kinazy fosfosiarczanu adenozyny i kinazy
homoserynowej wzrastal, natomiast kinazy bialkowe;j
oraz kinazy pirydoksynowej obnizal si¢. Wydluzenie
czasu ekspozycji na akryflawine do 12 godzin powo-
dowato wzrost ekspresji genu kinazy biatkowej cmgc/
srpk, a po 24 godzinach ekspozycji jedynie poziom eks-
presji genéw kodujacych szlak sygnatowy zalezny od
wapnia/kalmoduliny wzrastal [73]. Persinoti i wsp. [73]
na podstawie tych wynikéw badan sugeruja, ze akry-
flawina, prawdopodobnie w znaczacy sposob, wpltywa
na poziomy ekspresji gendéw tego ostatniego szlaku
sygnatowego u T. rubrum. Z kolei Huang i wsp. [45]
wykazali, ze po 24 godzinach ekspozycji na akryflawine
wyraznie obnizyl si¢ poziom ekspresji genoéw koduja-
cych atypowa kinaze biatkowg ABC1, odpowiedzialna
za regulacje synteze chinonu w komoérkach T. rubrum.
Innych wnioskéw dostarczaja analizy zastosowania
kwasu undecylenowego na T.rubrum. Stwierdzono,
ze subletalne dawki tej substancji powodowaly wzrost
poziomu ekspresji genéw kinazy biatkowej urydyna/
cytydyna (produkt genu uck), kinazy biatkowej STE7
(produkt genu ste?) oraz kinazy defosfo-CoA (produkt
genu dpck) niezaleznie od czasu ekspozycji [62, 91].
Ponadto, kwas undecylenowy powodowal obnizenie
poziomu ekspresji genu nukleozydowej kinazy difos-
foranowej juz po 3 godzinach ekspozycji, a wydluze-
nie tego czasu do 12 godzin skutkowalo obnizeniem
poziomu ekspresji gendw kodujacych dwie odrgbne
kinazy serynowo/treoninowe: kinaze difosforanow
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nukleozyddw oraz kinaze biatkowag AGC/RSK [58, 62].
Interesujace jest, ze 12-godzinna ekspozycja na kwas
undecylenowy powodowala calkowite zahamowanie
genéw kodujacych kinaze biatkowg AGC/RSK zalezng
od cAMP, kinaze biatkowg 1 (PKA) zalezng od cGMP,
kinaze biatkowa PKG i kinaze bialkowa C [69, 73].
Ostatnia z wymienionych kinaz odgrywa wazng role
w syntezie biatek [69]. Wyniki te wydajg si¢ by¢ wyraz-
nie odmienne od siebie, wskazuja jednak na zasadniczy
udziat zmian pozioméw ekspresji gendéw kinaz i szla-
kow sygnatowych w odpowiedzi na obecnos¢ substancji
leczniczej w §rodowisku wzrostu dermatofitu. Prawdo-
podobnie omawiane mechanizmy nie s3 uniwersalne
dla wszystkich lekdw przeciwgrzybiczych i wymagaja
dalszych szczegétowych badan naukowych.

7. Rola bialek szoku cieplnego w lekoopornosci

Bialka szoku cieplnego (Hsp) stanowig grupe bia-
tek opiekunczych obecnych we wszystkich badanych
do tej pory organizmach [34, 90]. Uczestnicza w réz-
nych procesach komérkowych, m.in. w transkrypcji,
translacji, modyfikacjach potranslacyjnych, sktadaniu
biafek, czy tez ich grupowaniu i rozgrupowywaniu [90].
Gwaltowana zmiana temperatury czy pH, albo ekspo-
zycja komorki na niektére substancje chemiczne moze
by¢ czynnikiem, ktéry powoduje indukcje biatek szoku
cieplnego i wyzwolenie odpowiedzi na stres jakim
zaczyna by¢ poddawana komoérka [87, 90]. Bialka te,
w zaleznosci od ich funkeji i masy czasteczkowej mozna
przypisa¢ do jednej z szczgsciu rodzin: Hsp40, Hsp60,
Hsp70, Hsp90, Hsp100 i mate Hsp; u grzybéw domi-
nujacymi biatkami opiekunczymi sa Hsp20-40, Hsp70
i Hsp90 [90]. Zazwyczaj geny hsp sa aktywowane przez
czynnik transkrypcji szoku cieplnego (HSF) [54, 90].
To bialko w warunkach stresowych jest fosforylowane
i trimeryzowane, wigze si¢ z regionami promotorowymi
genéw hsp i indukuje ich transkrypcje [1]. Zalezno$¢
miedzy ekspresja genow hsp a stresem wywolanym
przez leki przeciwgrzybicze udato si¢ wykaza¢ zaréwno
u drozdzy jak i grzybow strzepkowych [90]. W przy-
padku dermatofitéw ekspozycja na subletalne dawki
roznych lekéw przeciwgrzybiczych powoduje modu-
lacje kilku genéw hsp; w odpowiedzi na terbinafine,
acyklowir i zwigzek PHS11A dochodzi do wzmozonej
ekspresji genow kodujacych biatka nalezace gléwnie do
rodziny Hsp70 a w przypadku odpowiedzi na itrako-
nazol i amfoterycyne B — do rodziny matych Hsp [47,
59]. Biatka Hsp70 wystepuja w postaci monomerow
i wspdlpracuja z rodzing ko-chaperonéw Hsp40, pod-
czas gdy mate Hsp tworza kompleksy oligomeryczne,
ktére wigzg sie z denaturowanymi biatkami [83].

W odpowiedzi na terbinafine i acyklowir u T. rub-
rum dochodzi do wzmozonej ekspresji genu kodu-
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jacego Hsp90, czynnika transkrypcyjnego Hsfl oraz
czynnika regulujacego funkcje Hsp90 i biorgcego udziat
w dojrzewaniu kinaz - Cdc37 [47, 83]. W przypadku
T. interdigitale oraz T. rubrum, ktére byly poddawane
zmianom temperatury dochodzilo do zwiekszonej
ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych Hsfl oraz PacC
[47]. U szczepu T. interdigitale z nieaktywnym genem
PacC, transkrypcja genu hsfl byta zdecydowanie rézna
w poréwnaniu z innymi genami hsp [58]. Martinez-
-Rossi 1 wsp. [59] wysnuli na tej podstawie wniosek,
ze wystepuje powigzanie miedzy PacC i biatkiem Hsfl
a poziomem biatek Hsp, co posrednio moduluje odpo-
wiedz komorki grzyba na stres zwigzany z obecnosci
substancji leczniczej w Srodowisku. Natomiast w przy-
padku T. rubrum narazonego na dzialanie kwasu unde-
cylenowego, nie wykazano, aby doszlo do wzmozonej
ekspresji genéw biatek Hsp. Przypuszczalnie, istnieja
inne strategie radzenia sobie z czynnikiem szkodliwym,
ktérymi moga by¢ m. in. aktywacja szlakow zwigzanych
z metabolizmem lipidéw czy elementéw zwiazanych ze
stresem oksydacyjnym oraz alternatywnego modelu
skladania genéw (w oryginale splicing) [62].

Biatko Hsp90, jedno z najbardziej konserwatywnych
bialek z rodziny Hsp, jest funkcjonalnie powigzane
z szeroka gamg innych biatek w komorce, a jego dziata-
nie polega na kontrolowaniu skladania biatek do aktyw-
nych konformacji [54]. U drozdzy Saccharomyces cere-
visiae, Hsp90 oddzialuje z okoto 10% wszystkich biatek
[55]. Bialko Hsp90 tworzy zlozona sie¢ z kalcyneuryna
i innymi biatkami komdrkowymi, ktére koordynuja
kompensacyjne mechanizmy naprawcze, petniac decy-
dujaca role w wielu proceséw wewnatrzkomorkowych,
w tym w zmianach morfogenetycznych, adaptacji do
stresu i opornosci na substancje przeciwgrzybicze [14,
87]. U C. albicans i S. cerevisiae, biatko Hsp90 moze
by¢ odpowiedzialne za oporno$¢ na zwiazki azolowe
oraz przypuszcza sie, Ze w sposob posredni wplywa na
wyksztalcenie opornosci na echinokandyny [14, 87].
Mechanizm tego zjawiska polega na aktywacji fosfatazy
kalcyneuryny przez Hsp90 w warunkach stresowych
[13, 87]. Niemniej jednak lokalizacja komodrkowa biatka
Hsp90 jest inna u réznych grup i gatunkéw grzybow
chorobotwdrczych, a tym samym funkgje jakie przyj-
muje wobec czynnikéw szkodliwych sg odmienne.
U Cryptococcus neoformans bialko Hsp90 zlokalizowane
jest gléwnie na powierzchni komorki, co przektada sie
na naturalng oporno$¢ na inhibitory $ciany komérko-
wej [10], natomiast w przypadku A. fumigatus wyste-
puje ono gltéwnie w cytozolu, a dopiero w momencie
dzialania substancji leczniczych, ktére doprowadzaja
do uszkodzenia $ciany komorkowej, zaczyna groma-
dzi¢ si¢ w obszarach przegrod strzepek i samej $cianie
komoérkowej [53].

Pomimo stosunkowo dobrze poznanych mecha-
nizméw dotyczacych roli biatka Hsp90 w odpowiedzi
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na substancje przeciwgrzybicze u grzybow drozdzo-
podobnych i niektérych plesni, niewiele wiadomo na
temat interakcji wewnatrzkomoérkowych i biologicznej
roli tych bialek u dermatofitéw. Zahamowanie in vitro
funkcjonowania biatka Hsp90 u T. rubrum powodowato
zwiekszong wrazliwo$¢ na mykafungine i itrakonazol,
poprawiajac skuteczno$¢ tych srodkéw w terapii prze-
ciwgrzybiczej [27, 58]. Dodatkowo, hamowanie aktyw-
nosci biatka Hsp90 uposledzato wzrost in vitro grzy-
béw hodowanych na pozywce z fragmentami ludzkich
paznokci i modulowalo ekspresje innych genéw hsp,
a takze genu pacC [4, 27]. Czynnik transkrypcyjny PacC
zaangazowany jest w patogennos$¢ dermatofitow, co
sugeruje, ze biatko Hsp90 odgrywa istotng role zardwno
w patogennosci, jak i podatnos$ci na leki u T. rubrum [4,
27,47]. Zaobserwowany zwigzek miedzy hamowaniem
aktywnosci biatka Hsp90 a zwigkszong podatnoscig na
niektore srodki przeciwgrzybicze u T. rubrum sprawia,
ze to biatko opiekuncze moze zosta¢ wykorzystane
jako nowy cel terapii, a hamowanie jego aktywnosci
jako potencjalna strategia leczenia dermatofitoz [47].
Dotychczas wykazano, ze inhibitory i przeciwciala
anty-Hsp90, takie jak radicikol, geldanamycyna i ana-
logi tego zwiazku, wiaza si¢ z regionem N-koncowym
biatka Hsp90 w miejscu wigzania ATP i prowadza do
jego inaktywaciji [36, 46].

8. Mutacje w genach docelowych enzymow
wplywajace na lekoopornos¢

Opisanych jest wiele przyktadéw zwigzanych z muta-
cjami w genach kodujacych enzymy zwiazane z synteza
ergosterolu i elementdw $ciany komoérkowej, ktore spo-
wodowaly wystgpienie opornosci na $rodki przeciw-
grzybicze zwigzane z tymi elementami. Azole hamuja
aktywno$¢ 14-a demetylazy lanosterolu przez wigzanie
azotu w pierscieniu azolowym z atomem Zelaza grupy
hemowej biatka [98]. Mutacje w genie ergll, ktory
koduje 14-a demetylaze lanosterolu, czesto stwierdza
sie w izolatach klinicznych C. albicans wykazujacych
opornos¢ na azole. Mutacje te nie wplywaja na funkcje
enzymu i czesto towarzyszy im utrata heterozygotycz-
nosci, co jeszcze zwigksza opornos$¢ na te leki przeciw-
grzybicze [85]. Ponadto, mutacje w genie ergll maja
rézny wplyw na zmiany powinowactwa lekéw azolo-
wych do elementéw docelowych [64]. Niektore muta-
cje ostabiajg badz zrywaja wigzanie wodorowe mie-
dzy lekiem a docelowym biatkiem, zmniejszajac tym
samym powinowactwo lekow triazolowych o krétkich
»ogonach” (np. worikonazol, flukonazol), ale juz nie
tych o dlugich ,,ogonach” [78]. Mozna wigc stwierdzi¢,
ze w zaleznosci od typu mutacji, oporno$¢ moze wysta-
pi¢ na wszystkie leki azolowe, albo tylko na pojedyn-
czych przedstawicieli tej grupy [58, 85].

Waznym enzymem docelowym lekéw przeciwgrzy-
biczych jest epoksydaza skwalenowa, ktora uczestniczy
w szlaku biosyntezy ergosterolu poprzez katalizowa-
nie epoksydacji skwalenu do 2-3-oksoskwalenu [58].
Terbinafina, ktora jest aktualnie najpopularniejszym
lekiem stosowanym przy leczeniu dermatofitoz, hamuje
aktywnos¢ epoksydazy skwalenowej, prowadzac do
wyczerpania ergosterolu i akumulacji skwalenu [25].
Mutacje w genie kodujacym epoksydaze skwalenowa
prowadza do zmian strukturalnych w strukturze
enzymu i zmniejszenia wigzania terbinafiny z biatkiem
bez powodowania zaburzen w biosyntezie ergosterolu
[60]. Dotychczas opisano kilka izolatow klinicznych
T. rubrum opornych na terbinafine, a tylko dwa z nich
wykazaly mutacje zwigzane z tym genem [60]. Warty
zauwazenia jest fakt, ze oba izolaty byly oporne na
wszystkie badane inhibitory epoksydazy skwalenowej,
a molekularnie wykazano, ze mutacje w genie znaj-
dowaly si¢ w tym samym regionie, w ktérym ziden-
tyfikowano je u szczepow S. cerevisiae opornych na
terbinafine [58, 60]. Ponadto, wykazano, ze ekspresja
genu epoksydazy skwalenowej niosacej mutacje, obja-
wiajgce si¢ podstawieniami pojedynczych aminokwa-
séw w bialku, u C. albicans zmniejszala podatnos¢ na
inhibitory tego enzymu [58]. Podobnie, pojedyncze
mutacje punktowe zmieniajgce sekwencje aminokwa-
séw w biatku u A. nidulans i A. fumigatus byly zwigzane
z opornoscia na terbinafing u tych szczepow [67, 76].

W badaniu, w ktéorym oceniono 2056 izolatdéw
T. rubrum i T. interdigitale pod katem opornos$ci na
terbinafine, stwierdzono, ze tylko 17 z nich, mniej niz
1%, bylo opornych na ten lek [93]. Po analizie sekwencji
genu epoksydazy skwalenowej wykryte zostaly punk-
towe mutacje w czterech loci, ktore prawdopodobnie
mogty by¢ odpowiedzialne za oporno$¢ [93]. Ten sam
uklad mutacji wprowadzony doswiadczalnie do der-
matofitu modelowego Arthoderma vanbreuseghemii,
objawil si¢ powstaniem szczepdw mniej podatnych na
terbinafine [93]. Co wiecej, analiza poziomu ekspresji
genéw nie ujawnita zadnych innych istotnych réznic
miedzy mutantami a szczepami dzikimi, co wskazuje,
ze zwigkszona odporno$¢ na te substancje spowodo-
wana byta tymi czterema mutacjami [93].

Rosnaca opornos¢ na azole u niektérych gatunkéw
grzybow z rodzaju Candida sprawita, ze echinokandyny
staly sie terapia pierwszego rzutu w przypadkach inwa-
zyjnej kandydozy. Ta klasa lekdw hamuje podjednostke
tks syntazy glukanu [89]. U szczepow C. glabrata, ktére
wykazywaly opornos¢ na terbinafine, zidentyfikowane
zostaly mutacje znajdujace si¢ w genach kodujacych
podjednostki fks1 i fks2 enzymu, podczas gdy u innych
gatunkow rodzaju Candida mutacje wykazywano tylko
w genie podjednostki tksl [43]. Ten mechanizm opi-
sano rowniez u opornych na echinokandyny szczepow
A. fumigatus [58]. Ponadto, zmniejszona wrazliwos¢
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na te leki gatunkoéw klasyfikowanych w kompleksach
C. parapsilosis i C. guilliermondii wigze si¢ z wystepo-
waniem polimorfizmu podjednostki fks1, chociaz zna-
czenie kliniczne tego zjawiska nie jest pewne, poniewaz
grzyby te sg czgsto skutecznie leczone echinokandynami
[43, 89]. Poza konsekwencjami mutacji w genie kodu-
jacym podjednostke tksl syntazy glukanu, ktore skut-
kujg wystepowaniem opornosci na echinokandyne, nie
sa znane skutki jakie niosa mutacje w podjednostkach
tks2 i fks3 [89]. Chociaz oporno$¢ na echinokandyny
u S. cerevisiae wynika z mutacji w genie kodujacym
podjednostke fks2, to eksperymentalna delecja zaréwno
genu fks2, jak i fks3 u tego gatunku spowodowala lepszy
wzrost in vitro w wyniku ekspozycji na kaspofunginy
[89]. Wykazano réwniez, ze podjednostki fks2 i fks3
u C. albicans dzialaja jako regulatory dla podjednostki
tksl syntazy glukanu [89]. Badania przeprowadzone
w ostatnich latach wykazaly réwniez, ze anidulafungina
ma silne dziatanie przeciwko dermatofitom in vitro, ale
jej znaczenie w uzytku klinicznym nie zostalo jeszcze
ustalone [3, 18]. Brak badan skutecznos$ci echinokan-
dyn in vivo ogranicza zatem ich zastosowanie w leczeniu
dermatofitoz, co moze leze¢ u podstaw braku opisanych
dotychczas opornych na te leki szczepéw dermatofitow.

9. Elementy strukturalne komorki wplywajace
na lekoopornos$¢

Oprécz mechanizméw obejmujacych stres i modyfi-
kacje miejsca dziatania dla substancji przeciwgrzybiczej
takze inne czynniki, takie jak struktura komorki grzyba
czy organizacja komoérkowa, moga wptywa¢ na opor-
nosc¢ i tolerancje na lek [24]. Przykladem takiej formy
strukturalnej odpowiedzialnej za opornos¢ jest zdolnosé¢
do wytwarzania biofilmu. Struktury te skladaja si¢ ze
zfozonych, powigzanych miedzy sobg i majacych kon-
takt ze Srodowiskiem populacji komorek, osadzonych
w macierzy zewnatrzkomdrkowej. Obecnie biofilmy
uwazane s3 za najbardziej rozpowszechnione formy
wzrostu drobnoustrojow [75]. Biofilmy odpowiedzialne
sa za zakazenia szerokim spektrum drobnoustrojow
prokariotycznych i eukariotycznych u ludzi i zwierzat,
czesto zwigzanych ze zwiekszong trudnoscig w leczeniu
przeciwgrzybiczym. Czynniki, ktdre przyczyniaja sie do
wysokiej nieprzepuszczalno$ci biofilmu dla wielu sub-
stancji leczniczych, wynikaja przede wszystkim z jego
ztozonej struktury, obecnosci macierzy pozakomorko-
wej, heterogennosci metabolicznej populacji zasiedla-
jacych i zwigkszonego poziomu ekspresji gendw zwia-
zanych z pompami wyplywowymi u organizméw, ktére
go tworza [75]. Macierz, ktdra otacza populacje drob-
noustrojow zasiedlajgcych biofilm dziala jako bariera
tizyczna, chronigc te drobnoustroje przed lekami i od-
powiedzia immunologiczna gospodarza oraz tworzac
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subpopulacje zdolng tolerowaé wyzsze stezenia lekow
[24, 75]. Ze wzgledu na powigzanie opornosci lekowej
z dermatofitozami, sugerowane jest, ze biofilmy moga
dziala¢ jako zrédta trwatej infekeji i opornosci przeciw-
grzybiczej np. w onychomykozach [7, 39]. Wykazano
takze zdolnos¢ dermatofitow to tworzenia biofilmow
w modelu z wykorzystaniem pozywki z ludzkimi paz-
nokciami jako zrédlem substancji odzywczych [6].

Artrokonidia, ktére powstaja w wyniku fragmen-
tacji strzepek i sg glownym elementem transmisyjnym
dermatofitow, uwazane sg za jeden z kluczowych ele-
mentéw strukturalnych wptywajacych na opornosé
grzybow tej grupy [38]. Wynika to z faktu, ze zarodniki
te wykazuja znacznie wiekszg opornos¢ na leki prze-
ciwgrzybicze niz mikro- i makrokonidia, czy tez same
strzepki [2, 11]. Przektada si¢ to na sposdb okreslania
lekoopornosci u dermatofitow, gdzie w badaniu stezen
hamujacych wzrost (MIC) z wykorzystaniem standardu
opisanego przez CLSI (Clinical and Laboratory Stan-
dard Institute) bgdz EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) nalezy uzy¢
splukanej z powierzchni kultury dermatofitu zawiesiny
konidéw, a nie mycelium.

10. Podsumowanie

Dermatofity stanowig jedng z najczestszych przy-
czyn infekcji grzybiczych na $wiecie, pomimo tego
badania nad wprowadzaniem nowych standardow
leczenia s3 opdznione w poréwnaniu z innymi grupami
grzybow, zwlaszcza wywolujacymi zakazenia ukladowe.
Co wiecej, narastajaca opornos¢ na leki przeciwgrzy-
bicze u dermatofitéw w znaczny sposdb wyprzedza
badania nad nowymi celami terapii. W tym artykule
zostaly omoéwione najwazniejsze molekularne mecha-
nizmy powstawania opornosci lekowej u dermatofitow,
tj. mechanizmy wyplywu lekdw z komorki, ich deto-
ksyfikacji, transkrypcyjnej modulacji genéw szlakow
sygnalowych i powstawania mutacji w genach enzy-
moéw docelowych dla substancji przeciwgrzybiczych.
Dodatkowo, scharakteryzowana zostata reakcja der-
matofitow na stres komoérkowy wywotany dziataniem
leku przeciwgrzybiczego, rola bialek szoku cieplnego
i elementéw strukturalnych komorki na powstawanie
opornosci i tolerancji na leki.

Ponadto, nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze sub-
stancje przeciwgrzybicze stosowane przeciwko derma-
tofitom musza przede wszystkim z latwoscia przeni-
ka¢ do skeratynizowanych struktur powierzchniowych
i utrzymywac sie w nich wystarczajaco dtugo, aby osiag-
na¢ efekt terapeutyczny. Niestety, aktualny arsenat srod-
kow leczniczych odznacza si¢ stabg zdolnoscig do pene-
tracji takich struktur, co moze posrednio przekladacé
sie na lekotolerancje i lekooporno$¢ u dermatofitow,
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w wyniku eksponowania ich na subletalne stezenia
lekéw. Brakuje réwniez badan na temat korelacji
miedzy stezeniami hamujacymi wzrost okreslanymi
w badaniu in vitro, a realng warto$cia uzyskiwang in
vivo podcz terapii. Dane naukowe badz z badan poje-
dynczych przypadkéw, nawet dotyczace samych der-
matofitow, nie oferuja wiele klinicystom w zakresie
schematow skutecznego leczenia pacjentéw, poniewaz
kliniczne wartosci stezen terapeutycznych lekéw dla
dermatofitow nie zostaly jak dotad opisane. Podczas
gdy dostepne schematy leczenia przeciwgrzybiczego, tj.
stosowanie réznych klas lekdw, badz preparatéw dzia-
tajacych miejscowo i ogélnoustrojowo lub kombinacji
tych metod sa czgsto przepisywane w przypadku der-
matofitoz, praktyka ta nie ma poparcia w badaniach
klinicznych [38]. Co najwazniejsze, nie prowadzone
s3 badania wsérdd pacjentow, u ktorych terapia prze-
ciwgrzybicza nie powiodla si¢, natomiast wiekszos¢
danych pochodzi z badan laboratoryjnych, prowadzo-
nych na dermatofitach hodowanych w kontrolowanych
warunkach. Kolejnym waznym aspektem wplywajacym
na lekoopornos¢ dermatofitéw jest fakt, ze dermato-
mykozy sg czesto leczone samodzielnie, bez konsultacji
z lekarzem, a dopiero wowczas gdy brak jest efektow,
pacjent decyduje si¢ zasiegna¢ porady specjalisty.
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