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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie 7-aminoflawonu hamujgcego aktywno$¢ ureolityczng
patogenéw ukfadu moczowego do wytwarzania leku do leczenia i zapobiegania schorzen uktadu mo-
czowego.

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wykazaty brak aktywnosci antybakteryjnej 7-aminofla-
wonu wobec szczepu Clostridium difficile (J Appl Microbiol. 2014; 116:23-31).

Z opisu patentowego US 3,839,580 znana jest kompozycja kwasu (p-nitrobenzamido) acetohy-
droksamowego i jego pochodnych oraz ampicyliny, sulfametoksazolu i nitrofurantoiny do leczenia infek-
cji uktadu moczowego wywotanych szczepami Proteus.

W opisie patentowym US 4,024,256 opisano metode leczenia infekcji wywotywanych szczepami
Proteus z zastosowaniem zrodta heksametylenotetraaminy (urotropiny) oraz zrédta grup hydroksamo-
wych, lub jedynie kwaséw hydroksamowych. Z kolei pochodne kwasu hydroksamowego zostaty réwniez
scharakteryzowane jako efektywne inhibitory ureazy w badaniach przeprowadzonych na szczurach.
Wyniki tych badan ujawniajg opisy patentowe US 4,083,996 oraz US 4,157,396.

W opisie patentowym US 4,225,526 opisano amid kwasu 8-[(4-aminofenylo)sulfonylo]-amino-2-naf-
talenylofosforowego, hamujgcy aktywno$¢ catych komérek Proteus mirabilis w stezeniach mikromolarnych.

Z kolei w opisie patentu US 4,222 948 ujawniono amidy fosforandéw [(4-aminofenylo)-sulfonylo]
aminofenylowych o aktywno$ci antybakteryjnej i antyureolitycznej wzgledem Proteus mirabilis i Esche-
richia coli.

W amerykanskim patencie US 8,969,384B2 opisano mozliwo$¢ wykorzystania pochodnych fla-
wonoidéw w profilaktyce i leczeniu zakazen Helicobacter pylori.

Kolejny opis wynalazku US 5,192,277 opisuje mozliwo$¢ wykorzystania flawonoidéw jako skfad-
nikéw absorbentu o wiasciwosciach bakteriostatycznych i dezodorujgcych.

Kolejny opis wynalazku US 5,192,277 opisuje mozliwo$¢ wykorzystania flawonoidéw jako skfad-
nikéw absorbentu o wiasciwosciach bakteriostatycznych i dezodorujgcych.

W japonskim opisie patentowym JP4450355 (B2) mieszaniny flawonoéw, flawonoli (m. in. kwerce-
tyny), dihydroflawonoli oraz katechin sg proponowane jako $rodek zapobiegajgcy odparzeniom odpie-
luszkowym i wydzielaniu amoniaku.

W chinskim opisie patentowym CN102993150 opisano synteze i zastosowanie kwasu flawono-
N-metylohydroksamowego — bedgcego inhibitorem ureazy — w leczeniu zapalenia zotgdka.

Zgodnie z dostepnymi obecnie danymi literaturowymi wiadomo, ze ureaza jest istotnym czynni-
kiem wirulencji wielu szczepdw bakteryjnych. Jako gtéwne przyktady sg tu wymieniane pateczki Proteus
spp. oraz szczepy Providencia stuartii, Morganella morganii (Prokaryotes 2006; 6:245-269), Pseudo-
monas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum (Mi-
crobes Infect 2000; 2: 533-542). Posiadajg one zdolno$¢ kolonizacji ludzkiego uktadu moczowego, a ich
aktywno$¢ ureolityczna skutkuje podniesieniem pH moczu. Wzrost zasadowo$ci jest bezposrednio po-
wigzany z wytrgcaniem sie fosforanéw, dodatkowo nasilanym przez tworzenie o$rodkéw krystalizacji
wokot ztogbw bakteryjnych. Infekcje stanowig szczegéliny problem w przypadku pacjentéw dtugotrwale
cewnikowanych, prowadzgc w skrajnych przypadkach do catkowitej utraty droznosci cewnikdéw. Zwigzki
bedgce aktywnymi inhibitorami ureazy sg proponowane jako leczenie wspomagajgce, szczegoélnie ze
wzgledu na wzrastajgcg opornosé patogennych szczepdw bakteryjnych na popularnie stosowane anty-
biotyki.

Obecnie znanych jest wiele grup substanciji, ograniczajgcych aktywno$é ureazy bakteryjnej. Do
najbardziej znanych nalezg amidy kwasu fosforowego, kwasy hydroksamowe, polifenole, chinony, jony
metali ciezkich oraz tiole (J Med Chem 2016; 59: 8125). Do najsilniejszych inhibitoréw ureazy sg zali-
czane pochodne fosforoamidowe, z dostepnym komercyjnie N-(diaminofosfinylo)-4-fluorobenzamidem
(Flurofamid). Zwigzek ten jest analogiem stanu przejSciowego hydrolizy mocznika o ICso na poziomie
nanomolarnym. Jego gtéwng wadg jest niska stabilno$¢ hydrolityczna, znaczgco ograniczajgca zasto-
sowanie terapeutyczne (J Vet Pharmacol Ther 1986; 9: 280).

Kolejnym inhibitorem ureazy stosowanym w medycynie jest kwas acetohydroksamowy, zaakcep-
towany w 1983 roku przez amerykanski Departament Zywnosci i Lekoéw do uzycia w terapii zakazen
uktadu moczowego. Aktywno$¢ inhibitorowa zwigzku bazuje na zdolnosci do kompleksowania jonow
niklu, obecnych w centrum aktywnym ureazy i niezbednych dla jej aktywnos$ci enzymatycznej. Kwas
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acetohydroksamowy jest dostepny komercyjnie pod nazwg Lithostat®, jednak mozliwo$¢ jego zastoso-
wania jest mocno ograniczona ze wzgledu na szereg dziatan niepozgdanych, m. in. aktywno$¢ terato-
genna.

Oprécz zwigzkéw syntetycznych znanych jest réwniez wiele inhibitoréw ureazy pochodzenia na-
turalnego. W tej grupie zwigzkdéw najczesciej wymieniane sg pochodne terpenowe, polifenolowe, chi-
nony oraz sfingolipidy (Arch Pharm Chem Life Sci 2016; 349: 519). Do najlepiej opisanych nalezg fla-
wonoidy, ze szczeg6lnym uwzglednieniem kwercetyny, aktywnej wobec ureazy Helicobacter pylori
2 1Cs0 = 11,2 uM (J Agric Food Chem 2012; 60: 10575). Flawonoidy, w tym flawony, zostaty opisane
jako niekompetycyjne i odwracalne inhibitory ureazy bakteryjnej (J Ethnopharmacol 2015, 162: 69-78).
Wykonane modelowanie molekularne pozwolito na okreslenie mechanizmu hamowania enzymu: utwo-
rzone przez inhibitory wigzania wodorowe blokujg pozycje petli, regulujgcej dostep substratu do miejsca
aktywnego enzymu. Ze wzgledu na duzg réznorodno$é naturalnie wystepujacych flawonoidéw oraz
mozliwo$é syntezy nowych pochodnych, aktywnos$é antyureolityczna wielu z nich nie zostata jeszcze
poznana.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest 7-aminoflawonu o0 wzorze 1 do zastosowania w lecze-
niu i zapobieganiu kamicy nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrebie dolnych drég moczo-
wych, jak rowniez zapalenia pecherza moczowego.

Korzystnie jest gdy dziatanie 7-aminoflawonu polega na tym, ze ograniczona aktywno$¢ ureoli-
tyczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum.

Oznaczanie aktywnosci antyureolitycznej 7-aminoflawonu in vitro wobec oczyszczonej
ureazy bakteryjnej.

Przyktad 1

Aktywnos$¢ ureolityczng monitorowano poprzez pomiar uwalnianych jonéw amonowych wg me-
tody Watherburna. Aktywnos$¢ inhibitorowa zwigzkéw zostata okre$lona za pomocg indofenolowej kolo-
rymetrycznej reakcji Berthelota. Wszystkie state kinetyczne zostaty obliczone za pomocg programu
komputerowego GraphPad Prism 5 wykorzystujgcego metode regresiji nieliniowe;.

Aktywnos$¢ zachowana ureazy zostata okre$lona po 15, 30, 45, 60 i 90 minutach preinkubacji z 7-
-aminoflawonem o wzorze 1, o stezeniu 100 png mL-'. Rdwnolegle prowadzona byta inkubacja kontrolna
bez dodatku 7-aminoflawonu.
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Badania wstepne pozwolity na zaobserwowanie efektu hamujgcego 7-aminoflawonu wzgledem
ureazy P. mirabilis PCM1360. Enzym po 15 minutach preinkubacji z 7-aminoflawonem o stezeniu
100 pg mL-' zachowywat 80% aktywnosci w stosunku do proby kontrolnej. Efekt hamujacy byt staty
w czasie inkubacji.

Wyznaczono stezenie inhibitora, ktére pozwolito na 50% ograniczenie aktywnos$ci enzymu (ICso),
otrzymujgc wartosé 350,5 ng mL-". Wartos$¢ statej inhibicji Ki znajdowata sie poza badanym zakresem
stezen.

Otrzymane wyniki byly poréwnywalne z zastosowanym flawonoidem wzorcowym — kwercetyng
(Ki=337,3+452 ug mL", ICs0=254,0 £ 5,3 ug mL™").

Oznaczanie hamujacego wptywu 7-aminoflawonu na aktywnos$¢ ureolityczng catych komé-
rek Proteus mirabilis.

Przyktad 4

Efektywnos$¢ redukowania aktywnos$ci ureazy w petnych komoérkach badano pos$rednio, mierzgc
stezenie jonéw amonowych powstajgcych w reakcji hydrolizy mocznika (PLoS ONE 2017; 12(8):
€0182437). Préby inkubacyjne zawieraty zywe komorki szczepu Proteus mirabilis PCM1360 o gestosci
107 jtk mL-' zawieszone w buforze fosforanowym o pH 7,2 + 0,2 zawierajgcym 100 mM mocznik. Ak-
tywnosé zachowana komorek bakteryjnych zostata okreslona po 30 minutach preinkubacji z 7-amino-
flawonem o stezeniu 100 pg mL-".

Cate komorki Proteus mirabilis PCM1360
Aktywnosé zachowana [%] po 30 min 744+ 4,1
ICs0 [ug mL™] 2258 + 38,0

30 minutowa inkubacja catych komérek P. mirabilis z 7-aminoflawonem pozwalata na ogranicze-
nie ich aktywnosci ureolitycznej o okoto 25%. Okre$lono stezenie, pozwalajgce na ograniczenie aktyw-
nosci ureolitycznej catych komérek P. mirabilis 0 50% wzgledem proby kontrolnej (ICs0). Ze wzgledu na
wyniki otrzymane na oczyszczonej ureazie, pomiar wykonano po 30 minutach inkubaciji z 7-aminofla-
wonem, uzyskujac ICso= 225,8 pg mL-".

Otrzymany wynik jest porownywalny z warto$ciami uzyskanymi dla substancji kontrolnych — kwer-
cytyny (ICso = 229,8 + 18,4 ug mL-") i naringeniny (ICso = 262,0 + 35,6 ng mL™") — flawonoidéw bedacych
znanymi inhibitorami ureazy.

Powyzsze wyniki przedstawiajg komplet oznaczen in vitro, pozwalajgcych na okresSlenie wtasci-
wosci antyureolitycznych 7-aminoflawonu o wzorze 1, wzgledem najpopularniejszych patogendéw uktadu
moczowego.

7-aminoflawon zostat okres$lony jako inhibitor ureazy P. mirabilis PCM 1360, zaréwno w ukfadzie za-
wierajacym oczyszczony enzym jak i cate komorki. VWyznaczone wartosci ICso wynosity 350,5 + 49,1 ug mL-*
w przypadku badan prowadzonych na oczyszczonym enzymie i 225,8 + 38,0 ug mL-' w badaniach na catych
komérkach. Ze wzgledu na wysokg konserwatywno$¢ budowy miejsca aktywnego bakteryjnych ureaz oraz
znany mechanizm inhibicji ureazy przez flawonoidy mozna okresli¢ 7-aminoflawon jako efektywny inhibitor
ureaz bakteryjnych.

Zastrzezenia patentowe

1. 7-Aminoflawon o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu i zapobieganiu kamicy nerkowej, ka-
micy moczowodu oraz kamienia w obrebie dolnych dr6g moczowych, jak réwniez zapalenia
pecherza moczowego.

2. 7-Aminoflawon o wzorze 1 do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ograni-
czona zostaje aktywno$é ureolityczna szczepdw Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseu-
domonas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ure-
olyticum.
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