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1 Uvod
V zadnjih letih se pojavlja vedno veœ gliviœnih infekcij, ki so posledica
razvoja rezistence na antimikotiœne uœinkovine, vedno veœ pa je tudi
novih vrst patogenih gliv, ki so se razvile iz nepatogenih. Poznamo
øtevilne dejavnike, ki vodijo do infekcij z glivami:
• razøirjena uporaba antibiotikov s øirokim spektrom delovanja, ki

zavirajo normalno prisotne nepatogene bakterije v telesu, na raœun
katerih se potem razvijejo glive,

• uporaba imunosupresivnih uœinkovin in kemoterapevtikov,
• poveœano øtevilo bolnikov okuæenih z virusom HIV (1).

Te infekcije so posledica slabøe telesne odpornosti in se le redko
pojavijo pri zdravih posameznikih. Zdravimo jih z antimikotiœnimi
uœinkovinami, ki pa imajo poleg neæelenih uœinkov in razvoja
rezistence, tudi nekatere druge slabosti. Slabo prehajajo v tarœna
tkiva in imajo ozek antimikotiœni spekter delovanja (2). Zato se pojavlja
potreba po razvoju novih antimikotiœnih uœinkovin z novimi prijemaliøœi
delovanja in s selektivnim delovanjem na glivne celice, ki ne bi

povzroœale stranskih uœinkov v gostiteljevem organizmu. V œlanku
predstavljamo glivni 1,8-dihidroksinaftalen (DHN)-melanin in encime
vkljuœene v njegovo biosintezo kot zanimiva tarœna mesta za razvoj
novih antimikotikov.

2 Infekcije, ki jih povzroœajo
temno pigmentirane glive

Øtevilne glive, ki povzroœajo infekcije pri ljudeh in æivalih, uvrøœamo v
skupino temno pigmentiranih gliv. Zanje je znaœilna prisotnost
melanina v celiœni steni, zato so njihove spore in hife znaœilno temne
barve (3). Œrno pigmentirane glive le redko povzroœajo bolezni pri
zdravih ljudeh, so pa vzrok za øtevilne æivljenjsko nevarne infekcije pri
ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom. Œeprav natanœen
mehanizem njihove patogenosti ni popolnoma znan, domnevajo, da je
virulentni dejavnik melanin (4).
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V razvoj bolezni pri œloveku naj bi bilo vpletenih veœ kot 100 vrst iz 60

rodov dematoznih gliv. Nahajajo se v prsti in so razøirjene povsod po

svetu (5). V telo jih vnesemo predvsem z dihanjem ali skozi odprte

rane. Povzroœajo lahko povrøinske in globoke lokalne infekcije,

diseminirano feohifomikozo, alergijske bolezni, pljuœnico, moæganski

ognojek, itd. (4).

Infekcije, ki jih povzroœajo pigmentirane filamentozne glive, razdelimo

v tri skupine: kromoblastomikoze, micetome in feohifomikoze.

Kromoblastomikoze povzroœajo glive, ki tvorijo sklerotiœna telesa v

tkivu in so znaœilne predvsem za tropske predele (5). V veœini

primerov so vzrok zanje glive iz petih vrst: Fonseacea compactum,

Fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa, Cladosporium carrionii

in Rhinocladiella aquaspersa. Zdravljenje obiœajno zahteva kirurøko

odstranitev okuæenega predela ter antimikotiœno terapijo (6).

Micetomi so okuæbe globokih tkiv, obiœajno spodnjih ekstremitet, ki jih

oznaœujejo podkoæne otekline, vnetja, drenaæa sinusov in prisotnost

mikotiœnih granul (5). Povzroœajo jih lahko glive (eumicetomi) ali pa

filamentozne bakterije (aktinomicetomi), ki se nahajajo v prsti in

vstopijo v gostiteljski organizem skozi poøkodbe na koæi (7).

Eumicetomi so kroniœne, granulomatozne, podkoæne vnetne bolezni,

ki zahtevajo agresivno kirurøko zdravljenje v kombinaciji z antimikotiki.

Ob neustreznem zdravljenju lahko privedejo do deformacij in

amputacij prizadetih predelov ali celo do smrti (7). Vse ostale kliniœne

sindrome uvrøœamo med feohifomikoze (4).

Najpogostejøe infekcije, ki jih povzroœajo dematozne glive, so

povrøinske infekcije in so povezane z manjøimi poøkodbami koæe.

Œeprav le redko ogroæajo æivljenje, lahko v doloœenih primerih

privedejo do smrti. Pri tem je odloœilno mesto okuæbe in odziv na

protiglivno terapijo (4). Diseminirana feohifomikoza je razmeroma

redka bolezen, ki jo povzroœajo dematozne glive, vendar pa øtevilo

infekcij zadnja leta naraøœa. V preglednem œlanku Revankarja in

sodelavcev (5) je povzetih 72 primerov diseminiranih feohifomikoz, ki

so se pojavile v letih od 1966 do 2001. Najpogostejøi vzroki zanje so

bili oslabljen imunski sistem, rakava obolenja, nevtropenija povezana

s kemoterapijo, transplantacija kostnega mozga in drugih organov ter

okuæba z virusom HIV. Vendar pa je bila med njimi pribliæno œetrtina

infekcij pri ljudeh z zdravim imunskim sistemom. Za bolezen so

znaœilni izpuøœaji in razjede na koæi, poviøana telesna temperatura,

kroniœne bolezni dihal in centralnega æivœnega sistema,

gastrointestinalni simptomi in sepsa. Povpreœna smrtnost je bila 79 %,

in sicer 84 % pri ljudeh z oslabljenim in 65 % pri ljudeh z zdravim

imunskim sistemom. Ugotovljena je bila tudi slaba odzivnost na

amfotericin B in ostala antimikotiœna zdravila, prav tako pa tudi

kombinirano zdravljenje ni pripomoglo k veœjemu preæivetju. Veœina

opisanih primerov je iz Severne Amerike in Evrope (5).

Pomemben oftalmoloøki problem, predvsem v tropskih predelih,

predstavlja glivni keratitis. Pribliæno polovica primerov je povezanih s

predhodnimi poøkodbami na oœesu, posebej dovzetni pa naj bi bili

posamezniki s sladkorno boleznijo, predhodnimi operacijami na

oœesu ter uporabniki kontaktnih leœ. Kljub zdravljenju s peroralnimi in

lokalnimi antimikotiki se øtevilnim bolnikom ob koncu zdravljenja vid

ne povrne v prvotno stanje (4). Med alergijskimi boleznimi so

najpogostejøe glivni sinusitis in alergijske bronhopulmonalne mikoze

(4).

Œeprav prihaja do opisanih okuæb najpogosteje pri bolnikih z

oslabljenim obrambnim mehanizmom – predvsem zaradi okuæbe z

virusom HIV in kemoterapije, pa je primarna feohifomikoza

centralnega æivœnega sistema izjema. Med 101 opisanim primerom jih

je veœ kot polovica pri ljudeh z zdravim imunskim sistemom in brez

dejavnikov tveganja za glivne infekcije (8). Bolezen se najveœkrat

kaæe kot moæganski ognojek s spremljajoœim glavobolom in

nevroloøkimi motnjami, je redka, vendar pogosto smrtna (4).

Opisani primeri kaæejo, da za øtevilne infekcije s pigmentiranimi

glivami øe vedno ni primerne terapije. V prihodnje bodo potrebne

dodatne preiskave in spremljanje teh infekcij, predvsem z namenom,

da bi poiskali nove moænosti za zdravljenje in preizkusili nova

prijemaliøœa zdravilnih uœinkovin.

3 Vloga melanina v glivnih
celicah

V glivah imajo melanini zaøœitno vlogo, delujejo pa tudi kot virulentni

dejavniki. Øœitijo jih pred stresnimi dejavniki iz okolja ter gostiteljevim

obrambnim mehanizmom in s tem omogoœijo njihovo preæivetje (9,

10).  

3.1 Zaøœitna vloga melanina
Ker se nahajajo melanini v glivni celiœni steni, delujejo kot nekakøen

oklep na povrøini celice in jo varujejo pred zunanjimi vplivi. V

primerjavi z nemelaniziranimi so melanizirane vrste gliv veliko

Slika 1: Preœni prerez apresorija divjega tipa Magnaporthe grisea.
Melaninski sloj, ki obkroæa celico, je prekinjen na mestu stika
z gostiteljevo povrøino (med ), kar omogoœi nastanek pore
skozi katero lahko iz glive prehajajo veœje molekule.
(Ponatisnjeno z dovoljenjem Annual Review of Microbiology,
Volume 50, ©1996 by Annual Reviews, www.annualre-
views.org).

Figure 1: Cross-section of an appressorium of wild-type Magnaporthe
grisea. The melanin layer surrounds the cell except for an
area in contact with the host surface (between ), compris-
ing the appressorium pore where the larger molecules can
pass from the fungus. (Reprinted, with permission, from the
Annual Review of Microbiology, Volume 50, ©1996 by
Annual Reviews,   www.annualreviews.org)
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odpornejøe na UV, X ali gama æarke, toploto in nizke temperature (9).
Na pomembno vlogo melanina pri zaøœiti pred sevanjem kaæe tudi
dejstvo, da je bil eden izmed reaktorjev v Œernobilu kontaminiran s
œrnimi glivami (11). Pigmenti pa varujejo celice tudi pred hidrolitiœnimi
encimi kot so hitinaze, celulaze, b-1,3- in b-1,6-glukanaze in na ta
naœin zavarujejo glivno celiœno steno pred razgradnjo (9).
Predvidevamo, da melanin øœiti pigmentirane celice in tkivo, ki jih
obkroæa, tudi z adsorpcijo potencialno nevarnih substanc (øtevilnih
zdravilnih uœinkovin in drugih kemikalij, kot so organski amini, kovinski
ioni, policikliœni aromati), ki se potem poœasi sproøœajo v netoksiœnih
koncentracijah (12). To naj bi bil tudi vzrok za odpornost
pigmentiranih gliv na antimikotiœno terapijo. Inkubacija amfotericina B
in kaspofungina z melaninom je znaœilno zmanjøala njuno protiglivno
delovanje na Cryptococcus neoformans, kar kaæe na to, da je lahko
melanizacija vzrok za teæave pri zdravljenju kriptokoknih okuæb (11,
13). Vendar pa adsorpcija uœinkovin ni edini vzrok za odpornost na
protimikrobno terapijo, saj inkubacija melanina z itrakonazolom,
flukonazolom in flucitozinom ni vplivala na njihovo protimikrobno
delovanje. Kaæe, da manjøe molekule lahko prehajajo med zrnci
melanina v glivni celiœni steni, medtem ko sta amfotericin B in
kaspofungin prevelika (11).

Ko gliva vstopi v gostitelja, je izpostavljena njegovemu imunskemu
sistemu, aktiviranim makrofagom in reaktivnim kisikovim in duøikovim
radikalom, ki se sproøœajo med oksidativnim stresom. Le-ti naj bi imeli
fungicidno in fungistatiœno delovanje (14, 15). Melanin øœiti glive pred
oksidativnim stresom in fagocitozo (16). Melanizirani konidiji glive
Sporothrix schenckii na primer so bolj odporni na kisikove in duøikove
radikale ter monocite in makrofage kot nemelanizirani (17). Tudi glivo
Cryptococcus neoformans melanin varuje pred oksidirajoœimi
dejavniki, ki jih sproøœa obrambni mehanizem in hkrati zavira s
protitelesi posredovano fagocitozo (18, 19). Zaradi svojih
elektrokemiœnih lastnosti pa melanini ne delujejo le kot lovilci prostih
radikalov, ampak tudi kot ionski izmenjevalci, ki veæejo æelezove ione
in s tem prepreœijo njihovo sodelovanje v t.i. Fentonovi reakciji, kjer
nastane iz superoksidnega radikala in vodikovega peroksida izjemno

reaktiven hidroksilni radikal (16). Melanini naj bi delovali tudi podobno
kot superoksid dizmutaza in s tem øe dodatno omejili oksidativni stres
(16). Mehanizem odpornosti na fagocitozo øe ni popolnoma
pojasnjen, vendar pa naj bi bila osnova za rezistenco negativen naboj
na povrøini celic. Ker so melanini negativno nabiti polimeri, njihova
prisotnost v celiœni steni spremeni naboj na povrøini glivnih celic in s
tem prepreœi fagocitozo (11, 20). 

3.2 Melanin kot virulentni dejavnik
Sposobnost gliv, da sintetizirajo melanin, je povezana tudi s
prilagajanjem na parazitizem in virulenco. Øtevilne za rastline
patogene glive tvorijo melanizirane konidije ali apresorije –
specializirane organe, ki sodelujejo pri adheziji na povrøino celice in
penetraciji hif v gostiteljevo tkivo (slika 1) (16). Za nekatere rastlinske
patogene je tvorba apresorijev nujna za njihovo invazijo v gostiteljeve
celice (9). Apresorijske celice razvijejo zelo visoko rigidnost in
mehansko odpornost. Njihov osmotski tlak lahko naraste na 8 MPa.
Sila s katero deluje Magnaporthe grisea na rastlinsko celiœno steno
doseæe na apikalni strani apresorija 8 μN/μm2, pri Colletotrichum
graminicola pa celo 17 μN/μm2, kar je pribliæno toliko, kot œe bi
œloveøko dlan obremenili z osmimi tonami (16, 21). Tako visok
osmotski tlak je doseæen zaradi izredno visoke koncentracije glicerola
v apresoriju, ki je posledica velike zamreæenosti celiœne stene in
celiœne membrane (16). Melanin naj bi v celiœni steni zmanjøal velikost
por pod 1 nm, zaradi tega lahko skozi prehaja samo voda, veœje
molekule pa ne – to omogoœi influks vode, ko se v apresoriju naberejo
osmotsko aktivni topljenci (21). Hkrati pa se z melaninom poveœa tudi
mehanska odpornost celiœne stene.

Apresorij se prilepi na kutikulo na povrøini gostitelja in vanjo naredi
vdrtino, kar omogoœa hifi penetracijo v gostiteljsko celico (9). Pri tem
ima prisotnost melanina pomembno vlogo. Dokazano je bilo, da
albino mutanti Colletotrichum lagenarium, ki nimajo gena za
poliketidno sintazo (PKS, prvi encim pri biosintezi DHN melanina), v
nasprotju z divjim tipom, niso bili sposobni inficirati listov kumaric in
penetrirati skozi njihovo celulozno steno. Ta sposobnost pa se je

Slika 2: Biosinteza melanina po 1,8-dihidroksinaftalen (DHN)-melaninski poti v Verticillum dahliae, Magnaporthe grisea in Curvularia lunata
(1,3,6,8-tetra-HN: 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen; 1,3,8-tri-HN: 1,3,8-trihidroksinaftalen)

Figure 2: 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN)-melanin biosynthesis in Verticillum dahliae, Magnaporthe grisea and Curvularia lunata (1,3,6,8-
tetra-HN: 1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene; 1,3,8-tri-HN: 1,3,8-trihydroxynaphthalene)
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ponovno vzpostavila po transfekciji z genom za PKS iz Alternaria

alternata. Œeprav so bile takøne glive potem slabøe infektivne, verjetno

zaradi niæje vsebnosti melanina kot pri nemutiranih, je ta poskus potrdil

pomembno vlogo melanina za parazitske lastnosti gliv (16). Albino

mutanti Pyricularia oryzae tudi tvorijo apresorije, ki se prilepijo na

kutikulo, vendar pa hife ne morejo penetrirati v gostiteljevo celico.

Podobno so ugotovili tudi ob uporabi inhibitorjev sinteze melanina, kjer

je priølo do tvorbe hialinskih konidijev in apresorijev, ki so se prilepili na

gostiteljevo celico, vendar pa hife niso mogle penetrirati (9).

Poøkodovano rastlinsko tkivo lahko inficirajo glive z melaniziranimi kot

tudi nemelaniziranimi konidiji, kar kaæe na to, da melanin olajøa

penetracijo v rastlinsko tkivo, ne vpliva pa na kasnejøi razrast gliv (9). K

rigidnosti apresorijev poleg melanina pripomorejo tudi hitin in drugi

polimeri v glivni celiœni steni. V prisotnosti inhibitorja sinteze hitina

apresoriji Colletotrichum graminicola niso dovolj rigidni, da bi razvili

ustrezno visok tlak in zato poœijo (21). Pri ljudeh in æivalih pa je

virulentnost melaniziranih gliv povezana z zaøœitno vlogo melanina, ki

zmanjøa obœutljivost na gostiteljev obrambni mehanizem in modificira

imunski odziv (11). 

4 Melanin
Melanini so negativno nabiti, hidrofobni pigmenti visokih molekulskih

mas, ki nastajajo z oksidativno polimerizacijo fenolnih in/ali indolnih

komponent in so navadno vezani s proteini, v nekaterih primerih pa tudi

z ogljikovimi hidrati. Obiœajno so rjavi ali œrni, œeprav obstajajo tudi

melanini drugih barv (18, 22). Najdemo jih pri ljudeh, æivalih, rastlinah in

mikroorganizmih, kjer opravljajo øtevilne funkcije, œeprav za rast in razvoj

glivnih in drugih celic niso nujno potrebni (9, 22). Kljub razøirjenosti

melaninov pa je zaradi kompleksne polimerne zgradbe le malo znanega

o njihovi kemijski strukturi (11). V sploønem lahko vse tipe prokariontskih

in evkariontskih melaninov razdelimo v tri skupine (16):

• eumelanini: œrni ali rjavi pigmenti, ki nastajajo z oksidacijo tirozina ali

fenilalanina v o-dihidroksifenilalanin (DOPA) in dopakinon, ki v

nadaljnih stopnjah ciklizirata v 5,6-dihidroksiindol (DHI) ali 5,6-

dihidroksiindol-2-karboksilno kislino (DHICA). Eumelanini so

heterogene makromolekule DHI in DHICA (16, 23). 

• feomelanini: rumeno-rdeœi melanini, ki nastajajo podobno kot

eumelanini, vendar pa se na DOPO direktno ali s pomoœjo glutationa

pripne cistein. Nastala cisteinil-DOPA nato polimerizira do razliœnih

derivatov benzotiazinov (16, 23).

• alomelanini: heterogena skupina polimerov, ki nastanejo z oksidacijo

in polimerizacijo di- ter tetrahidroksinaftalena v pentaketidni poti. Pri

tem nastanejo øtevilni pigmenti kot so DHN melanini, homogentinska

kislina, g-glutaminil-4-hidroksibenzen, kateholi ter 4-hidroksifenil -
ocetna kislina. Alomelanini ne vsebujejo duøika (16).

Pri œloveku in æivalih nastaja melanin iz tirozina s pomoœjo encima
tirozinaze. Pri tem lahko nastanejo melanini iz skupine eumelaninov ali
feomelaninov (24).

4.1 Sinteza melanina v glivnih celicah
Za razliko od æivali, kjer poteka sinteza melanina v melanocitih, glive
sintetizirajo melanine v citoplazmi, od  koder se prenesejo v celiœno
steno ali pa izloœijo kot ekstracelularni polimeri (22). V øtevilnih glivah in
drugih mikroorganizmih nastaja melanin iz tirozina preko 3,4-
dihidroksifenilalanina (DOPA), v Bazidiomicetah (prostotrosnice) preko
g-glutaminil-3,4-dihidroksibenzena (GDBH) ali kateholov in pri
Askomicetah (odprtotrosnice) in sorodnih Deuteromicetah preko 1,8-
dihidroksinaftalena (DHN) (22).

Œeprav obstaja veœ razliœnih tipov glivnih melaninov, øtevilne temno
rjavo in œrno melanizirane glive, ki so patogene za rastline in/ali œloveka,
sintetizirajo pigmente iz acetata po 1,8-dihidroksinaftalen (DHN)-
melaninski poti (9).

Sinteza melanina se zaœne s poliketidno-sintazo, ki v veœstopenjski
reakciji pretvori acetat v 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen (slika 2), le-tega pa
tetrahidroksinaftalen-reduktaza reducira do scitalona. Scitalon scitalon-
dehidrataza pretvori v 1,3,8-trihidroksinaftalen, œemur sledi redukcija do
vermelona s trihidroksinaftalen-reduktazo. Z odcepom vode s pomoœjo
vermelon-dehidrataze nastane iz vermelona 1,8-dihidroksinaftalen (22).
Sledi konœna stopnja sinteze melanina - oksidacija 1,8-
dihidroksinaftalena v melanin, ki naj bi jo kataliziral encim lakaza, vendar
pa sam mehanizem polimerizacije øe ni pojasnjen (25).

Poznane so øtevilne za œloveka patogene glive, ki sintetizirajo melanin
po poliketidni poti: Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Alternaria
alternata, Cladosporium carionii, Curvularia lunata, Exophiala
jeanselmei, Exophiala dermatidis, Fonsecaea compacta, Fonsecaea
pedrosoi, Hendersonula toruloidii, Phaeoannellomyces werneckii,
Phialophora richardsiae, Phialophora verrucosa, Sporothrix schenckii,
Wangiella dermatidis in Xylohypha bantiana (10, 17, 26).

4.2 Inhibicija biosinteze melanina
Magnaporthe grisea (anamorf Pyricularia oryzae) in Bipolaris oryzae
sta znani povzroœiteljici rje na riæu. Ker predstavlja omenjena bolezen
velik ekonomski problem, so bile v preteklosti opravljene øtevilne
raziskave, ki so ugotavljale mehanizem nastanka te bolezni ter iskale

Slika 3: Komercialno dostopni fungicidi, ki inhibirajo biosintezo DHN-melanina
Figure 3: Commercial fungicides that inhibit DHN-melanin biosynthesis
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moæne reøitve, ki bi zmanjøale njene razseænosti. Za virulentnost teh
gliv naj bi bil odgovoren melanin, ki ga sintetizirajo po 1,8-
dihidroksinaftalenski poti (DHN-melanin) (27, 28, 29). Pri sintezi
melanina po 1,8-dihidroksinaftalenski poti sodelujejo 4 encimi:
poliketidna-sintaza, 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen-reduktaza, 1,3,8-
trihidroksinaftalen-reduktaza (THNR) in scitalon-dehidrataza (22).
Encimi, ki sodelujejo pri sintezi glivnega melanina, so zanimive tarœe
za razvoj novih antimikotiœnih uœinkovin, saj biosinteza DHN-melanina
v gostiteljevih (rastlinskih oz. æivalskih) celicah ne poteka in bi na ta
naœin dosegli njihovo selektivnost.

Najbolj raziskani tarœi v biosintetski poti melanina sta THNR in
scitalon-dehidrataza, ki sodelujeta v dveh zaporednih reakcijah.
Poznani so trije komercialno dostopni inhibitorji THNR – triciklazol,
pirokvilon in ftalid (slika 3), v uporabi pa je tudi karpropamid, inhibitor
scitalon-dehidrataze (22, 30).

Vsi naøteti  inhibitorji se uporabljajo kot fungicidi, na træiøœu pa øe
vedno ni nobenega antimikotika. Triciklazol z inhibicijo sinteze
melanina stanjøa celiœno steno v glivnih apresorijskih celicah in s tem
prepreœi penetracijo v gostitelja, ko pa se enkrat penetracija zaœne, je
uœinkovitost triciklazola niæja. Inhibitorjem sinteze melanina zato
pravimo tudi “antipenetranti”.

5 Sklep
Potreba po novih protiglivnih uœinkovinah se pojavlja predvsem zaradi
razvoja rezistence na trenutno dostopne antimikotiœne uœinkovine in
zaradi njihovih øtevilnih neæelenih uœinkov. Pojavlja se vedno veœ novih
vrst patogenih gliv, ki so odporne tudi na kombinirano antimikotiœno
zdravljenje. Zaradi naraøœanja gliviœnih infekcij so raziskave usmerjene
v razvoj novih protiglivnih uœinkovin vse bolj pomembne. Iøœemo
predvsem uœinkovine z novim prijemaliøœem delovanja in selektivnim
uœinkom. Med njimi so tudi inhibitorji sinteze melanina.
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