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ABSTRACT

The resistance of Candida albicans and other pathogenic yeasts to azole
antifungal drugs has increased rapidly in recent years and is a significant problem in
clinical therapy. The current state of pharmacological knowledge precludes the
withdrawal of azole drugs, as no other active substances have yet been developed that
could effectively replace them. Therefore, one of the anti-yeast strategies may be
therapies that can rely on the synergistic action of natural compounds and azoles,
limiting the use of azole drugs against candidiasis. Synergy assays perperformed in
vitro were used to assess drug interactions Fractional Inhibitory Concentration Index.
The synergistic effect of fluconazole (1) and three synthetic lactones identical to
those naturally occurring in celery plants—3-n-butylphthalide (2), 3-n-
butylidenephthalide (3), 3-n-butyl-4,5,6,7-tetrahydrophthalide (4)—against Candida
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, and C. guilliermondii KKP 3390
was compared with the performance of the individual compounds separately. MICo
(the amount of fungistatic substance (in pg/mL) inhibiting yeast growth by 90%) was
determined as 5.96-6.25 ng/mL for fluconazole (1) and 92—-150 pg/mL for lactones
2—4. With the simultaneous administration of fluconazole (1) and one of the lactones
24, it was found that they act synergistically, and to achieve the same effect it is
sufficient to use 0.58-6.73 pg/mL fluconazole (1) and 1.26-20.18 pg/mL of lactones
2—4. Based on biological research, the influence of the structure on the fungistatic
activity and the synergistic effect were determined.

Keywords: synergistic effect, Candida albicans, phthalide lactones, fluconazole
Stowa kluczowe: efekt synergistyczny, Candida albicans; laktony ftalidowe;
flukonazol
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1. WPROWADZENIE

1.1. Candida albicans jako czynnik potencjalnie zakazny

Kandydoza jest infekcja wywolywana zaréwno przez Candida albicans, jak 1 gatunki
Candida non-albicans (NAC). Infekcje te sa najczgsciej endogennie, poniewaz glownym
zrodlem zakazenia jest przewod pokarmowy [1, 2]. Inwazyjne procedury medyczne stwarzaja
mozliwo$¢ przenoszenia zakazenia z czlowieka na cztowieka w $rodowisku szpitalnym. C.
albicans 1 C. glabrata sg obecnie najczestszymi patogenami grzybiczymi u ludzi. W Stanach
Zjednoczonych w latach 2013-2017 [3] drozdzaki Candida byly odpowiedzialne za jedna
czwartg zgonéw spowodowanych przypadkami fungemi w szpitalach. Drozdze z rodzaju
Candida odpowiadaja za kandydoze rozsiana, kandydoze wewnatrznaczyniowa, a nawet
infekcje osrodkowego ukladu nerwowego. W krajach wysoko rozwinigtych, takich jak USA,
Norwegia czy Wielka Brytania, coraz czesciej obserwuje si¢ wzrost $miertelnosci z powodu
ogolnego zakazenia oportunistycznymi szczepami Candida [4, 5]. Przewiduje sig, ze 75% kobiet
na catlym $wiecie zachoruje na kandydozg przynajmniej raz w zyciu. Problem ten z roku na
rok staje si¢ coraz powazniejszy i stanowi niepokojace zagrozenie dla zdrowia
publicznego, dlatego tak wazne jest podjecie dziatan w kierunku jego ograniczenia [6].

1.2. Farmakologiczne zastosowanie flukonazolu i zwigzane z nim ryzyko

Wiadomo, ze flukonazol jest jednym z najczeSciej stosowanych lekow w terapii
kandydozy [7]. Jest zwigzkiem nalezacym do grupy azoli. Lek ten hamuje wzrost wigkszosci
drozdzakéw Candida, Cryptococcus 1 innych dermatofitow odpowiedzialnych za
ogolnoustrojowe i powierzchowne zakazenia grzybicze u ludzi. W farmakologii jest stosowany
jako lek pierwszego wyboru od 1990 roku.

Flukonazol, ze wzgledu na obecno$¢ w swojej strukturze dwoch triazoli oraz pierscienia
difluorofenylowego, zaburza syntezg steroli [8]. Przy dluzszej terapii stosowanie flukonazolu
moze prowadzi¢ do hepatotoksycznosci, co stanowi istotny problem dla 0séb z obnizong
odpornoscig i immunosupresjg. Najbardziej narazone grupy stanowig pacjenci z AIDS,
w trakcie chemioterapii oraz osoby z chorobami uktadu oddechowego, w tym z ostrym
COVID-19 [9-11]

1.3. Mechanizm dzialania flukonazolu na komoérki drozdzakéw z rodzaju Candida
Mechanizm dzialania flukonazolu opiera si¢ na hamowaniu aktywnosci produktu genu ERG1 1,
zaangazowanego w biosyntezg ergosterolu. Enzym 14 o-lanosterolu odpowiada za konwersje
lanosterolu do 4,4-dimetylocholesta-8(9), 14,14-trien-33-olu, waznego etapu biosyntezy steroli.
Hamowanie syntezy ergosterolu zwigksza przepuszczalnos¢ blony komorkowej, poniewaz jest
on kluczowym jej sktadnikiem. Zaburzenie biosyntezy ergosterolu powoduje takze gromadzenie
si¢ toksycznych 14-metylosteroli w komorkach grzybow. W zwiagzku z tym zaburzona jest
réwniez synteza wybranych komponentéw $ciany komoérkowej oraz adhezja komorek.
Dziatanie to ma charakter grzybostatyczny [12—16] (Rys. 1b).
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Phthalide lactone -lakton ftalidowy: azole- zwiazki azolowe, ROS- reaktywne formy tlenu (RFT)

Rysunek 1. (a) Mechanizm dziatania 3-butylofalidu na metabolizm komoérek drozdzy (b) Mechanizm dziatania
zwigzkow azolowych na komorki drozdzy (c). Mechanizm synergistycznego dziatania zwiazkow
azolowych i laktonow ftalidowych. (utworzony w BioRender).

Figure 1.  (a) Mechanism of action of 3-butylphalide on yeast cell metabolism (b) Mechanism of effect of
azole compounds on yeast cell (c). Mechanism of synergistic action of azole compounds and
phthalide lactones. (created in BioRender).

Fenotypy opornosci u szczepéw z rodzaju Candida najczesciej generuja zwigzki
azolowe stosowane w medycynie i ochronie ro$lin [17]. Istnieje kilka mechanizméw
opornosci szczepow Candida na leki azolowe. Pierwszy z nich jest zwigzany z nadekspresja
genow kodujacych biatka z rodziny ABC transporteréw w komorce grzyba, dzigki ktorym lek
moze zosta¢ usuniety z komorki i jego dziatanie jest ograniczone. Wplyw na ekspresj¢ gendw
CDRI/CDR2 i MDRI niewatpliwie maja mutacje punktowe w genach, pod ktorych kontrola
znajduja si¢ te transportery [18, 19] (Rys. 1b). Innym mechanizmem prowadzacym do
lekoopornosci sa mutacje w genie ERG/I, ktorego produkt jest celem dziatania lekow
azolowych. Mutacje zmieniaja miejsce wigzania azolu i obnizajac skutecznos¢ leku [20].
Badania in vitro wykazaly, ze w szczepach C. albicans oprocz zwigkszonego poziomu
ekspresji genu wystepujg mutacje punktowe w genie ERG/ 1. Sg to mutacje typu substytucji
w pozycjach 143 (zamiana lizyny na argining), 266 (zamiana kwasu glutaminowego na kwas
asparaginowy), 404 (zamiana waliny na leucyne) oraz 488 (zamiana waliny na izolgcyng).
W izolowanych szczepach C. albicans, odkryto zmian¢ konformacyjna 14a-demetylazy
lanosterolu, ktéra zmniejsza skuteczne wigzanie czasteczek flukonazolu, ostabiajac jego
dzialanie [20]. Komorki grzybow moga rowniez by¢ zdolne do rozwijania alternatywnych
szlakow syntezy ergosterolu, na ktore nie wplywaja leki azolowe. W zwigzku z tym
skuteczno$¢ leku jest obnizona, a grzyby zachowuja funkcjonalnos$é bton komérkowych. Ze
wzgledu na coraz czgstsze nabywanie lekoopornosci przez szczepy grzybow, w wielu
osrodkach naukowych prowadzi si¢ badania nad nowymi lekami azolowymi, o zmienionej
strukturze chemicznej i wlasciwosciach fizykochemicznych, na ktore grzyby nie sa oporne [3,
21,22].
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1.3. Laktony ftalidowe, izolowane z ro$lin z rodziny Apiaceae Lindl

Laktony ftalidowe, uwaza si¢ za gtowne sktadniki odpowiedzialne za bioaktywno$é
ro$lin z rodziny Apiaceae. Obecnie, opisano okoto 180 naturalnie wystepujacych ftalidow
wyizolowanych z okoto 137 roslin [23-26]. Popularnic stosowane w Tradycyjnej
Medycynie Chinskiej rosliny z tej rodziny zawieraja ich mieszaniny w r6znych ilo$ciach.
Angelica sinensis zawierajaca 27 ftalidow, stosowana jest gtownie w zaburzeniach
ginekologicznych takich jak nieregularne czy bolesne miesigczki, a takze w przypadku
ich braku. Ekstrakty z Ligusticum chuanxiong zawierajace 36 réznych ftalidow sa
natomiast stosowane podczas migren oraz bolow glowy. Obie te rosliny stosuje sig¢
rowniez w przypadku astmy [27-28]. Zaréwno wyizolowane i oczyszczone ftalidy, jak
i ekstrakty z roslin z rodziny Apiaceae wykazuja szeroka aktywnos¢ biologiczng, w tym
réwniez silne dziatanie grzybostatyczne [29]. Na Rysunku 2 przedstawiono przyktadowe
struktury laktonow wystepujacych w roslinach z rodziny Apiaceae.
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Rysunek 2. Struktury laktonéw wystepujacych w roslinach z rodziny Apiaceae
Figure 2. Structures of lactones found in plants of the Apiaceae family

Najbardziej znanym 1 najcze$ciej opisywanym ftalidem jest 3-n-butyloftalid,
naturalny zwiazek zatwierdzony przez Chinska Narodowa Administracj¢ Produktow
Medycznych, wykorzystywany do leczenia udaru niedokrwiennego moézgu [30-34].
Wieloletnie badania wykazaly, ze 3-butyloftalid dziala neuroprotekcyjnie w stanach
niedokrwiennych i zmniejsza obrz¢gk mozgu, poprawiajac mikrokrazenie w obszarze
niedokrwienia. Wykazano réwniez, ze hamuje on stres oksydacyjny i apoptoze komorek
nerwowych [35-38].
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1.4. Mechanizm dziatania 3-n-butyloftalidu na komoérki Candida albicans

Obecnos¢ 3-n-butyloftalidu w cytozolu (Ryc. 1a) generuje w komodrce wicksza ilos¢
reaktywnych form tlenu (RFT) tworzonych w mitochondrium. Ilo§¢ RFT wyznacza si¢
poprzez pomiar potencjalu blony mitochondrialnej (Aym). Nagromadzenie RFT
przyczynia si¢ do zniszczenia blony mitochondrium i uwolnienia duzych ilosci
reaktywnych form tlenu do cytozolu. RFT zaburza homeostaz¢ komorkowa, oddziatuje
negatywnie na kwasy nukleinowe, hamujg aktywno$¢ enzymoéw oraz  powoduje
peroksydacje lipidow. Wszystkie te procesy prowadza do zniszczenia btony komoérkowe;.
i inicjuja proces apoptozy. Ponadto, 3-n-butyloftalid wptywa na ograniczenie ekspresji
genéw CDRI i CDR2, powstaje mniej pomp transportujacych, co przyczynia si¢ do
kumulacji 3-n-butyloftalidu wewnatrz komoérki (logP = 2,8) [33, 39, 40].

2. SYNERGISTYCZNE DZIALANIE FLUKONAZOLU I LAKTONOW
FTALIDOWYCH WOBEC CANDIDA ALBICANS ATCC 10231, C. ALBICANS
ATCC 2091, C. GUILLERMONDII KKP 3390

Do testow uzyto flukonazolu (1) i trzech syntetycznych racemicznych laktonow
o strukturach identycznych z naturalnie wystgpujacymi w roslinach selerowatych:— 3-n-
butyloftalidu (2), 3-n-butylidenoftalidu (3), 3-n-butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalidu (4) (Rys.
3). Laktony 2-4 syntezowano wedlug metody opisanej przez A. Leon i inni [22].
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Rysunek 3. Struktury chemiczne: flukonazol (1), 3-n-butyloftalid (2), 3-n-butylidenoftalid (3), 3-n-butylo-
4,5,6,7-tetrahydroftalid (4)

Figure 3. Chemical structures of: fluconazole (1), 3-n-butylphthalide (2), 3-n-butylidenephthalide (3),
3-n-butyl-4,5,6,7-tetrahydrophthalide (4)

Istnieja trzy rodzaje interakcji miedzy zwigzkami biologicznie czynnymi: synergia,
dziatanie neutralne i antagonizm. Mozna okresli¢ je wyznaczajac frakcjonalne stezenie
hamujace (FIC). Wspodtczynnik ten pozwala okresli¢ charakter interakcje migdzy
zwigzkami obecnymi w mieszaninie.

MIC, w mieszaninie,z;  MICz w mieszaninieyg
MIC, MICp

FIC =

Obliczany jest on w oparciu o minimalne st¢zenia hamujace MIC wyznaczone dla
sktadnikéw oddzielnie i w mieszaninach. W oparciu o stopien zahamowania mozna dla
kazdego zwiazku wyznaczyé MICsy (MICy) czyli stgzenie zwiazku hamujace wzrost
i proliferacj¢ komorek mikroorganizmu w 50% (90%).
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A 0D kontroli — OD badanego zwiazku
Stopien zahamowania wzrostu (%) = oD kontroli X 1009
controli

ODxoniroli — g¢St0$¢ optyczna wyznaczona dla hodowli mikroorganizmu bez dodatku zwiazku
OD badanego. zwiazk— ¢StOSE optyczna wyznaczona dla hodowli z dodatkiem badanego zwiazku

Synergizm (3 FIC < 0,5) to stan, w ktorym dwa istniejace zwiazki poprzez wspdlne
wystgpowanie w mieszaninie wzajemnie wzmacniajg swoje dziatanie, a tym samym ich
faczny efekt jest wigkszy niz suma efektow ich osobnego dziatania.

Najczgsciej obserwuje si¢ jednak dziatanie neutralne, czyli takie, w ktorym obecno$é
obu zwiazkow nie wptywa na komorki w uktadzie (0,5 <Y FIC <4, 0). Z kolei, gdy > FIC
> 4,0, wystepuje antagonizm, czyli stan, w ktorym dwa istniejace zwigzki przez wspdlne
wystgpowanie w mieszaninie wzajemnie oslabiajg swoje dziatanie. Ich faczny efekt jest
zatem mniejszy niz suma efektow ich oddzielnych dziatan [41].

Aby okresli¢ interakcje miedzy flukonazolem a laktonami 2-4, przeprowadzono
testy na dwoch szczepach referencyjnych Candida albicans ATCC 10231, C. albicans
ATCC 2091 oraz szczepie C. guillermondii KKP 3390. Réwnocze$nie wyznaczano
wartosci MICso, MICoo (minimalne stezenia hamujace wzrost i proliferacje komorek
w 50% 1 90%) dla zwigzkéw 1-4 oddzielnie (Tabela 1) i mieszaninach flukonazolu
z poszczegblnymi laktonami 2-4 (Tabela 2).

W tym celu wykorzystano opisany wczesniej w literaturze protokoét szachownicy

Preparation of inoculum

. )
R

Dilution of inoculum

Chemical synthesis of phthalide lactones D
—

Microdilution method
OD mesurment

Standardization to 1.5 x 108 CFU/mL

Rysunek 4. Tlustracja eksperymentu oznaczania aktywnos$ci biologicznej laktondéw ftalidowych. (utworzony
w BioRender)

Figure 4.  Illustration of an experiment to determine the biological activity of phthalide lactones (created
in BioRender)

Przed przeprowadzeniem testow flukonazol (1) i laktony 2-4 rozpuszczono
w DMSO w stezeniu 10 mg/mL dodano do 96-dotkowej ptytki titracyjnej i rozcienczono
metodg podwojnych rozcienczen w celu uzyskania kombinacji obu zwigzkéw w réznych
stezeniach. Nastepnie dodano standaryzowane inokulum jednego z trzech testowanych
mikroorganizméw: Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091,
C. guillermondii KKP 3390. Przygotowane w ten sposob plytki umieszczono w inkuba-
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torze do osiagnigcia gestosci optycznej (OD = 1). Uzyskane wartosci OD pozwolity na
wyznaczenie minimalnego stezenia hamujacego poszczegodlnych kombinacji flukonazolu
i laktonu oraz frakcjonalnego stezenia hamujacego (FIC) okreslajacego ilosciowo
interakcje miedzy zwigzkami obecnymi w mieszaninie) (Rys. 4, Tabela 1, 2).

Tabela 1.  Eksperymentalne okreslenie dziatanie fungistatycznego flukonazolu (1) i laktonow 2-4 wobec
Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guillermondii KKP 3390. Warto$ci
MIC podano w ng/mL
Table .  Experimentally determined fungistatic activity of fluconazole (1) and 2-4 lactones against Candida
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guillermondii KKP 3390. MIC values are

in pg/M1

Zwiazki

o re ,.i?
Ce O COrp

( ¢ (

’ / I

1 2 3 4

Testowane szczepy

C. albicans MICso 1,56 45,55 48,90 62,72
ATCC 10231 MICw 6.25 137,72 150,12 1500
C. albicans MICso 2,19 30,79 17.61 20,10
ATCC 2091 MICsp 3,57 92,34 110,0 120,10
C. guillermondil MICszp - 33,0 36,96 46,15
KKP 3390 MICop =18,00 80.0 38,93 30,34

Tabela 2.  Wyznaczenie MIC w kombinacji i wartoéci FIC dla laktonoéw 2,3,4 i flukonazolu w systemie
hodowlanym Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guilliermondii KKP
3390. Wartosci MIC podano w pg/mL
Table 2. Determination of the MIC in the combination and the FIC values for the lactones 2,3,4 and
fluconazole in Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091, C. guilliermondii KKP
3390 culture system. MIC values are in pg/mL

ATCC 10231 ATCC 2091 KEKP 3390
Zwiazek  MICmieczaming FIC MIC mieszsminy FIC MIC mieszaniny FIC

50% 90% S0% 90% S0% 90% S50% 90% 50% 90% 50% Q0%

1 0,78 136 078 136 1.36 078
141 027 117 050 031 023

2 0,78  3.13 23 23 3.13 1.26

1 062 139 055 141 1,27 038
042 028 042 047 032 033

3 1,20 447 372 2223 432 20,18

1 042 145 0,70 148 122 6,73
041 034 055 049 043 063

4 1,32 1527 445 20,27 11,58 24,86
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Ocena dziatania przeciwgrzybiczego in vitro wykazala, ze laktony ftalidowe maja
nizsza aktywnos$¢ grzybostatyczng niz flukonazol (Tabela 1), a badane szczepy nie
wyksztalcity mechanizméw opornosci na azole. W przypadku laktondéw ftalidowych
zaobserwowano 50% zahamowanie wzrostu mikroorganizméw przy stgzeniach
w zakresie 30,79—62,72pg/mL. Jednak 3-n-butylidenoftalid (3), posiadajacy podwojne
wigzanie przy C-3, wykazuje wysoka aktywno$¢ wobec szczepu C. albicans ATCC 2091;
zahamowanie wzrostu tego organizmu w 50% uzyskano przy stezeniu 17,61 pg/ml.
Stezenie potrzebne do uzyskania 50% redukcji wzrostu szczepu C. guilliermondii KKP
3390 wynosito z kolei okoto 37 pg/ml. Zahamowanie wzrostu grzybni o 90% wymagato
3-4 krotnego wzrostu stezenia st¢zenia flukonazolu i laktonow 2-4 w testach wobec C.
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 2091 1 mniej niz dwukrotnosci dawki
zwigzkow 1-5, potrzebnej do redukcji wzrostu grzybni o 50%, w przypadku C.
guillermondii KKP 3390. We wszystkich testach zaobserwowano roéwniez wysoka
swoistos¢ poszczegdlnych laktonow wobec szczepow Candida.

Wyniki przedstawione w Tabeli 2 obrazuja MICsg, MICy flukonazolu (1) i laktonéw
2-4 w mieszaninach. Na podstawie danych z tabeli 1 i tabeli 2 wyznaczono frakcjonalne
stezenia hamujace FICso, FICqo. Mieszaniny, w ktorych wartosci FIC sg réwne 0,5 lub
mniejsza, oznaczaja, ze flukonazol i lakton dodane razem dziataja silniej niz dodawane
oddzielnie, a sumaryczna ilo$¢ zwigzkéw potrzebna na osiagnigcie tego samego efektu
jest wielokrotnie mniejsza.

Posrod 18 wartosci utamkowych stezen hamujacych FIC, 13 ma warto$ci ponizej
0,5, a tylko dwukrotnie wyznaczono wartosci FIC powyzej 1 (Tabela 2).

W przypadku 3-butyloftalidu (2) st¢zenie potrzebne do osiggnigcia 90% redukcji
wzrostu C. albicans ATCC 109231 bylo okolo 45-krotnie mniejsze, a w przypadku
flukonazolu okoto 2-krotnie mniejsze niz stezenie tych zwigzkow dziatajace oddzielnie,
a nie w mieszaninie. Podobne zjawisko mozna zaobserwowa¢ w przypadku 3-n-
butylidenoftalidu (3) w mieszaninie z flukonazolem, ktorego stezenie potrzebne do
zahamowania wzrostu grzybni o 90% zmalato z 150 pg/mL do 4,47 pg/mL. Takze
stezenie niearomatycznego laktonu 4 w mieszaninie z flukonazolem potrzebne do
znacznego zahamowania wzrostu szczepow Candida byta kilkadziesiat razy mniejsza niz
w przypadku zastosowania laktondéw bez dodatku flukonazolu. Nalezy roéwniez
zaznaczy¢, ze aktywno$¢ flukonazolu we wszystkich przypadkach wzrastata wraz
z obecnoscia laktonow ftalidowych, zatem do uzyskania pozadanego efektu potrzebne
bylo stezenie kilkakrotnie nizsze niz przy stosowaniu samego flukonazolu.

Mechanizm synergistyczny migdzy laktonami 2—4 i flukonazolem (1) opiera si¢ na
promowaniu wchtaniania lekéw 1 hamowaniu ich wyptywu poprzez obnizenie
transkrypcji transporterow lekow CDR1 i CDR2 [39, 40]. Dzigki takiemu dziataniu przy
mniejszych stezeniach flukonazolu jak i laktonéw ftalidowych obserwujemy dziatanie
fungistatyczne (Rys. 1c).

3. STUDIA IN SILICO W ANALIZIE WPLYWU STRUKTURY CHEMICZNEJ
NA AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Badajac aktywnos$¢ biologiczng staramy si¢ przeanalizowa¢ wplyw na nig ma
struktura chemiczna testowanych zwiazkow. Wielokrotnie taka strategia nie pozwala na
jednoznaczne wnioski.

Dlatego w rozwazaniach uwzgledniono dane z analiz in silico wykonanych przy
wykorzystaniu oprogramowania ADME. Lipofilowo$¢, toksycznos¢ dla komorek szczu-
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ra, oraz hamowanie enzymow odpowiedzialnych za biotransformacj¢ i detoksykacje
lekow sg niezwykle wazne (Tabela 3) [43, 44, 45-48].

Przewidywanie toksyczno$ci oparto na obliczeniach z algorytmu opracowanego
przez Szwajcarski Instytut Bioinformatyki na Uniwersytecie w Lozannie. Algorytm
wspomaganego komputerowo projektowania lekéw (CADD) oparty na uczeniu
maszynowym moze z duzym prawdopodobienstwem przewidzie¢ wlasciwosci
biologiczne badanej substancji chemicznej [43]. Szczegdtowa metodologie programu
opisuja autorzy szwajcarskiego ADME. Toksyczno$¢ doustna u szczurdow zostata
opracowana przy uzyciu modelu way2drug stworzonego przez Zaktad Bioinformatyki
Laboratorium Projektowania Lekow w oparciu o strukturg i funkcje Instytutu Chemii
Biomedycznej (IBMC) w Moskwie [44].

Tabela 3. Okre$lenie in silico lipofilowos$ci (Log P), toksycznos$ci doustnej u szczuréow (LDso) i przewidywanie
hamowania CYP dla flukonazolu i laktonéw 2-4 na podstawie algorytmow Swiss ADME i way2drug
algorytmy

In silico determination of lipophilicity (Log P), rat oral toxicity (LDs), and CYP inhibition prediction
of fluconazole and 2-4 lactones from Swiss ADME and way2drug algorithms

Table 3.

Lwiazki
N y .
”N . f, _,:.'U — o
. L Cre (e C f o
" wem R | F
b4 / } j
B y { )
F £ £ £
1 2 3 4
LogP 0.88 2,31 203 283
Toksyeznose pokarmowa wobec 5844 4872 1865 3184
szczura (mg'ke)
CYP inhibitor CYPZC19  CYP1AZ CYP1A2 -
CYP2CO

Do powyzszych programéw wprowadzono struktury wszystkich uzytych w pracy
zwiazkow chemicznych, w tym flukonazolu i laktonoéw ftalidowych, co pozwolito
uzyska¢ informacje dotyczace lipofilowosci powyzszych zwiazkéw oraz
prawdopodobnego  hamowania  kluczowych  enzymoéw  cytochromu  P450
odpowiedzialnych za metabolizm w organizmie czlowieka oraz toksycznosci
pokarmowej wobec szczura (Tabela 3)

Otrzymane laktony ftalidowe 2—4 (Rys. 3), czyli estry wewngtrzne, maja podobng
budowe i r6znig si¢ liczba oraz potozeniem wigzan podwojnych. 3-n-Butyloftalid (2) i 3-
n-butylidenoftalid (3) sa zwigzkami aromatycznymi i dlatego maja plaska strukture. 3-n-
Butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalid (4) ma tylko jedno wigzanie podwdjne migdzy
w bicyklicznym uktadzie pierscieni, ktéry nie jest ptaski; jego konformacja moze si¢
zmienia¢ w zaleznosci od srodowiska. Laktony 2-4 maja mas¢ czasteczkowg 188-194
g/mol. Flukonazol ma odmienna budowe¢ chemiczna, jest to trzeciorzgdowy alkohol,
z dwoma azolowymi pierScieniami i difluorofenolem, czego konsekwencj¢ stanowi
odmienna lipofilowos¢ (Tabela 3). Flukonazol (1) lepiej rozpuszcza si¢ w wodzie
a laktony 2—4 i w tluszczach. Zwiazki te rdznia si¢ toksycznoscia (Tabela 3). Flukonazol
jest od 3 do 10 razy bardziej toksyczny niz przedstawione laktony. Zaobserwowano
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zaskakujaca roznice w toksycznosci poszczegdlnych laktonéw — obecno$¢ wigzania
podwdjnego przy trzecim atomie wegla drastycznie zmniejsza dawke $miertelna.

Kolejne analizowane dane dotycza enzymow nalezacych do kompleksu cytochromu
P450, ktore w swojej budowie maja wspolng czasteczke hemu. Odgrywaja one kluczowa
role w metabolizmie ksenobiotykow u wszystkich przedstawicieli eukariontow [49].
Jednym z ich podstawowych zadan jest detoksykacja organizmu. Trzy rodziny enzymow
cytochromu P450 (CYP1, CYP2 i CYP3), ktore sa odpowiedzialne za biotransformacje
duzej czgéci lekéw powszechnie stosowanych w farmakologii, maja najwigksze
znaczenie w okre$laniu farmakokinetyki i wptywu chemikaliéw na ssaki organizmy
ssakow. Flukonazol jest silnym inhibitorem enzymu CYP2C19, odpowiedzialnego
w watrobie ssakow za detoksykacje nawet 20% lekow. 3-n-Butyloftalid hamuje enzymy
CYP1A2 i CYP2(C9, a trzykrotnie bardziej toksyczny 3-butylidenoftalid tylko CYP1A2.
Najmniej toksyczny 3-n-butylo-4,5,6,7-tetrahydroftalid (4) — nie jest silnym inhibitorem
enzymoéw CYP.

UWAGI KONCOWE

Istnieje pilna potrzeba ograniczenia ilo$ci antybiotykow, szczegolnie tych
z uktadami azolowymi. Mechanizm synergistyczny mi¢dzy laktonami 2—4 i azolami
opiera si¢ na promowaniu wchianiania lekow 1 hamowaniu ich wyptywu poprzez
obnizenie poziomu transkrypcji biatek z rodziny transporteréw ABC,
w szczegbdlnosci Cdrl i Cdr2 w komorkach drozdzy z rodzaju Candida. We
wszystkich analizowanych przypadkach zastosowanie flukonazolu i niewielkich
iloéci laktonow wystepujacych w roslinach selerowatych pozwala na ograniczenie
ilosci flukonazolu.
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