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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie 2’-hydroksy-4-etylochalkonu hamujgcego aktywno$é
ureolityczng patogenéw uktadu moczowego do wytwarzania leku do leczenia i zapobiegania schorzen
ukfadu moczowego.

W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesien na temat aktywnosci biologicznej 2’-hydroksy-
-4-etylochalkonu. Z opisu patentowego US 3,839,580 znana jest kompozycja kwasu (p-nitrobenzamido)
acetohydroksamowego i jego pochodnych oraz ampicyliny, sulfametoksazolu i nitrofurantoiny do lecze-
nia infekcji 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 zrodta 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 fosforanéw [(4-aminofenylo)-sulfonylo] amino
fenylowych o aktywnosci antybakteryjnej i antyureolitycznej wzgledem Proteus mirabilis i Escherichia 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 kolejnym japonskim zgtoszeniu patentowym JPS5488289 (A) zaproponowano (-)-o~-(chalkono-4'-
-karbonyloamino)-benzylopenicyline jako zwigzek antybakteryjny, skuteczny przeciwko szczepom Proteus.

Zgodnie z dostepnymi obecnie danymi literaturowymi wiadomo, ze ureaza jest istotnym czynni-
kiem wirulencji wielu szczepdw bakteryjnych. Jako gtdwne 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$¢ kolonizacji ludzkiego uktadu moczowego,
a ich aktywnos¢ ureolityczna skutkuje podniesieniem pH moczu. Wzrost zasadowo$ci jest bezposrednio
powigzany z wytrgcaniem sie fosforanéw, dodatkowo nasilanym przez tworzenie o$rodkéw krystalizacji
wokot ztogéw bakteryjnych. Infekcje stanowig szczegélny problem w przypadku pacjentéw dtugotrwale
cewnikowanych, prowadzac w skrajnych przypadkach do catkowitej utraty droznosci cewnikéw. Zwigzki be-
dace aktywnymi inhibitorami ureazy sg proponowane jako leczenie wspomagajace, szczegolnie ze wzgledu
na wzrastajgcg oporno$é patogennych szczepdw bakteryjnych na popularnie stosowane antybiotyki.

Obecnie znanych jest wiele grup substanciji, ograniczajgcych aktywno$é ureazy bakteryjnej. Do
najbardziej znanych nalezg amidy kwasu fosforowego, kwasy hydroksamowe, polifenole, chinony, jony
metali ciezkich oraz tiole (J Med Chem 2016; 59: 8125). Do najsilniejszych inhibitoréw ureazy sg zali-
czane pochodne fosforoamidowe, z dostepnym komercyjnie N-(diaminofosfinylo)-4-fluorobenzamidem
(Flurofamid). Zwigzek ten jest analogiem stanu przejSciowego hydrolizy mocznika o /Cso na poziomie
nanomolarnym. Jego gtéwng wadg jest niska stabilno$¢ 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
ukfadu moczowego. Aktywnos¢ inhibitorowa zwigzku bazuje na zdolnosci do kompleksowania jonéw niklu,
obecnych w centrum aktywnym ureazy i niezbednych dla jej aktywnos$ci enzymatycznej. Kwas acetohydro-
ksamowy jest dostepny komercyjnie pod nazwg Lithostat®, jednak mozliwo$¢ jego zastosowania jest mocno
ograniczona ze wzgledu na szereg dziatan niepozgdanych, m.in. aktywno$¢ teratogenna.

Oprécz zwigzkéw syntetycznych znanych jest réwniez wiele inhibitoréw ureazy pochodzenia na-
turalnego. W tej grupie zwigzkéw najczesciej wymieniane sg pochodne terpenowe, polifenolowe, chi-
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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
z2 I1Cs0 = 11,2 uM (J Agric Food Chem 2012; 60: 10575). Flawonoidy zostaty opisane jako niekompety-
cyjne i odwracalne inhibitory ureazy bakteryjnej. Wykonane modelowanie molekularne pozwolito na
okre$lenie mechanizmu hamowania enzymu: utworzone przez inhibitory wigzania wodorowe blokujg
pozycje petli, regulujgcej dostep substratu do miejsca aktywnego enzymu. Wiele inhibitoréw bakteryj-
nych ureaz zostato rowniez zidentyfikowanych wéréd chalkonéw i ich pochodnych (J Iran Chem, 2014;
11: 1113-1119). 2’-hydroksychalkon zostat okre$lony jako nieaktywny wzgledem ureazy roslinnej (Che-
mistry & Biodiversity, 2005; 2: 487-496). Ze wzgledu na duzg réznorodno$¢ naturalnie wystepujgcych
flawonoidéw oraz mozliwo$¢ syntezy nowych pochodnych, aktywno$é antyureolityczna wielu z nich nie
zostata jeszcze poznana. W ostatnich latach zostat opisany wptyw hamujgcy ekstraktu z szyszek chmie-
lowych na Helicobacter pylori, bez wyznaczania gtéwnej substancji aktywnej (Czech J Food Sci 2015;
33:302-307). Izoksantohumol jest znanym sktadnikiem tego rodzaju ekstraktéw, obecnym w stezeniach
do kilku mg L.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest 2’-hydroksy-4-etylochalkon o wzorze 1 do leczenia
i zapobiegania kamicy nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrebie doinych drég moczo-
wych, jak réwniez zapalenia pecherza moczowego.

Korzystnie jest gdy dziatanie 2'-hydroksy-4-etylochalkonu polega na tym, ze ograniczona zostaje
aktywno$¢ ureolityczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Sta-
phylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum.

Oznaczanie aktywnos$ci antyureolitycznej 2’-hydroksy-4-etylochalkonu in vitro wobec
oczyszczonej ureazy bakteryjnej.

Przyktad 1. Aktywno$é ureolityczng monitorowano poprzez pomiar uwalnianych jonéw
amonowych wg metody Watherburna. Aktywno$¢ inhibitorowa zwigzkdéw zostata okre$lona za pomocg
indofenolowej kolorymetrycznej reakcji Berthelota. Wszystkie state kinetyczne zostaty obliczone za po-
mocg programu komputerowego GraphPad Prism 5 wykorzystujgcego metode regresji nieliniowe;.

Aktywnos$¢ zachowana ureazy zostata okre$lona po 15, 30, 45, 60 i 90 minutach preinkubacji
z 2’-hydroksy-4-etylochalkonem o wzorze 1, o stezeniu 100 ug ml'. Réwnolegle prowadzona byta inku-
bacja kontrolna bez dodatku 2’-hydroksy-4-etylochalkonu.
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Badania wstepne pozwolity na zaobserwowanie efektu hamujgcego 2’-hydroksy-4-etylochalkonu
wzgledem ureazy P. mirabilis PCM 1360. Inkubacja oczyszczonej ureazy P. mirabilis PCM1360
z 100 pg mL-' 2’-hydroksy-4-etylochalkonem pozwolita na ograniczenie aktywnosci ureolitycznej o okoto
30%. WartoSci stezenia hamujgcego /Cso oraz statej inhibicji Ki, wyznaczono odpowiednio jako 167,7 nug
mL-' oraz 254,2 ug mL.

Oznaczanie hamujacego wplywu 2’-hydroksy-4-etylochalkonu na aktywnos$¢ ureolityczng
catych komérek Proteus mirabilis.

Przyktad 2. Efektywno$é redukowania aktywnosSci ureazy w petnych komoérkach badano
posrednio, mierzac stezenie jonéw amonowych powstajgcych w reakcji hydrolizy mocznika (PLoS ONE
2017; 12(8): e0182437). Proby inkubacyjne zawieraty zywe komorki szczepu Proteus mirabilis PCM
1360 o gestosci 107 jtk mI-' zawieszone w buforze fosforanowym o pH 7,2 + 0,2 zawierajgcym 100 mM
mocznik. Aktywno$é zachowana komoérek bakteryjnych zostata okre$lona po 30 minutach preinkubacji
z 2’-hydroksy-4-etylochalkonem o stezeniu 100 pg mL-".

Cate komorki Proteus mirabilis PCM1360

Aktywnos¢ zachowana [%] po 30 min - 62,3+ 5,7
ICso [ug mL™] 2236+27,7

Okreslono stezenie, pozwalajgce na ograniczenie aktywnos$ci ureolitycznej catych komérek
P. mirabilis o0 50% wzgledem proby kontrolnej (/Cso). Ze wzgledu na wyniki otrzymane na oczyszczone;j
ureazie, pomiar wykonano po 30 minutach inkubacji z 2’-hydroksy-4-etylochalkonem, uzyskujgc /Cso =
223,6 pg mL".

Powyzsze wyniki przedstawiajg komplet oznaczen in vitro, pozwalajacych na doktadne okreSlenie
wiasciwosci antyureolitycznych 2’-hydroksy-4-etylochalkonu o wzorze 1, wzgledem najpopularniejszych
patogenéw uktadu moczowego.

2’-hydroksy-4-etylochalkon zostat okres$lony jako inhibitor ureazy P. mirabilis PCM1360, zaréwno
w uktadzie zawierajgcym oczyszczony enzym jak i cate komaérki bakteryjne. Wyznaczone wartos$ci /Cso
wynosity 167,7 png mL-" w przypadku badarn prowadzonych na oczyszczonym enzymie i 223,6 ng mL-"
w badaniach na catych komdrkach. Otrzymany wynik jest poréwnywalny z warto$ciami uzyskanymi dla
substancji kontrolnych — kwercytyny (/Cso = 229,8 + 18,4 ng mL™") i naringeniny (/Cso = 262,0 + 35,6 ng
mL-") — flawonoidéw bedacych znanymi inhibitorami ureazy.

Ze wzgledu na wysokg konserwatywno$¢ budowy miejsca aktywnego bakteryjnych ureaz oraz
znany mechanizm inhibicji ureazy przez flawonoidy mozna okres$li¢ 2’-hydroksy-4-etylochalkonu jako
efektywny inhibitor ureaz bakteryjnych.

Zastrzezenia patentowe

1. 2’-Hydroksy-4-etylochalkon o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu i zapobieganiu kamicy
nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrebie dolnych drég moczowych, jak rowniez
zapalenia pecherza moczowego.

2. 2-Hydroksy-4-etylochalkon o wzorze 1 do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym,
ze ograniczona zostaje aktywnos$¢ ureolityczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudo-
monas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureol-
yticum.
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