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OPIS IZUMA

Podrudje izuma

Izum se odnosi na postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti spoja kod kojeg se ispituje najmanje DHPS aktivnost na
putu sinteze folata, a koji je u vezi s otkricem otpustanja stvorenog fosfata.

Pozadina izuma

Reducirani folatni kofaktori su osnova za sintezu purina, timidilata, glicin metionina, pantotenske kiseline i N-formil
metionil-tRNA. Folati predstavljaju vitamine za ljude, dok veéina stanica mikroorganizama mora sintetizirati folate de
novo budu¢i da im nedostaje nosaem posredovani sistem aktivnog transporta koji je prisutan u stanicama sisavaca, a
koji omogucuje uporabu preformiranog folata iz hrane.

Kod P.carinii (Volpe i sur., 1995), S.cerevisiae (Sen-Gupta 1 sur., 1997) i C.albicans, jedan gen kodira tri enzima
folatnog puta sinteze de novo. Fol 1 gen iz C.albicans kodira navodni protein od 88.6 kDa (788 amino kiselina), vidi
PCT Prijavu WOO00/15838 (CaNL 256), vidi SEQ ID 1.

Sljedovi Fol 1 proteina pokazuju znacajnu homologiju sa proteinima koji su sudjeluju u biosintezi dihidropteroata
(Lopez & Lacks, 1993, Slock i sur, 1990) u eukariotskim i prokariotskim mikroorganizmima.

Fol 1 gen iz P.carinii, S.cerevisiae 1 C.albicans kodiraju multifunkcionalni enzim koji katalizira zadnja tri koraka u
slijedu biosintetskog puta 7,8-dihidropteroata (vidi Sliku 1). Prvu aktivnost predstavlja 1,8-dihidroneopterin aldolaza ili
DHNA koja katalizira pretvorbu 7,8-dihidroneopterin u 6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin. Drugu aktivnost predstavlja
7,8-dihidro-6-hidroksimetilpterin-pirofosfokinaza ili HPPK; a koja pretvara produkt DHNA reakcije u 6-hidroksimetil
-7,8-dihidropterin pirofosfat. Trecu aktivnost predstavlja dihidropteroat sintetaza ili DHPS, a katalizira kondenzaciju
para-aminobenzojeve kiseline (pABA) sa 6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin pirofosfatom do nastanka 7,8-dihidro
pteroata.

Bez varijanta kod sisavaca, navedeni enzimi su atraktivni kemoterapeutski ciljevi, buduéi da je moguce na njih djelovati
ciljno, visoko selektivnim lijekovima za lijeCenje bolesti uzrokovanih mikroorganizmima. Nekoliko je spojeva razvijeno
u obliku antimikrobnih sredstava koja djeluju ciljno na dva od sedam enzima folatnog puta. Trimetoprim inhitaira
dihidrofolat reduktazu i na taj nacin sprjecava stvaranje tetrahidrofolata (Huovinen i sur., 1995). Sulfonamidi pokazuju
svoje antimikrobno djelovanje na razli¢itom biosintetskom enzimu, dihidropteroat sintetazi (Slock i sur., 1990).

Usporedbe slijeda amino kiselina i funkcionalne studije otkrivaju znadajnu raznolikost u DHNA, HPPK i DHPS
strukturi 1 organizaciji razli¢itih vrsta (Slock i sur., 1990; Lopez & Lacks, 1993). Ovisno o izvoru, navedene tri
aktivnosti su izrazene kao mono-, bi- ili tri- funkcionalni enzim na istom polipeptidu. Uzimaju¢i u obzir te§kocu
proizvodnje multifunkcionalnih enzima, u slufaju multifunkcionalnih enzima, pristupi u literaturi su svedeni na
izoliranje i ekspresiju sljedova monofunkcionalne domene sa ciljem proucavanja enzimatskog sustava (Volpe i sur.,
1995).

Prethodne studije sa monofunkcionalnim proteinom su zahtijevale spajanje DHNA aktivnosti sa ekstrinzi¢nim
pro¢is¢enim HPPK i DHPS aktivnostima, ili vezanje HPPK sa ekstrinzi¢nim procis¢enim DHPS-om (Lopez & Lacks,
1993). Stovise, isto tako je obuhvacena i sinteza HPPK ili DHPS supstrata.

Testovi opisani u literaturi (Lopez & Lacks, 1993, Volpe i sur., 1995) se ne mogu primjeniti obzirom na veliku koli¢inu
materijala za probir (H.T.S). Opcenito je koriSten radioizotopom obiljeZeni supstrat: para-amino benzojeva kiselina
(PHIpABA ili [*C]pABA), koji obuhvaéaju korak razdvajanja supstrata od produkata prije mjerenja radioaktivnosti.
Nastali radioaktivni dihidropteroat je odvojen od supstrata kromatografijom na papiru i izmjeren je na scintilacijskom
brojatu (Volpe i sur., 1995). Radioaktivni dihidropteroat se moze odvojiti od neizreagiranog ["H]pABA metodom
ekstrakcije eterom prije mjerenja radioaktivnosti na scintilacijskom broja¢u. Navedeni koraci, ekstrakcija solventa ili
kromatografija na papiru, se ne mogu primjeniti na H.T.S.

SaZetak izuma
Izum se odnosi na postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja na aktivnost jednog od enzima puta
sinteze folata, a obuhvaca korake inkubacije navedenog spoja sa enzimskim pripravkom koji posjeduje najmanje DHPS

aktivnost, te detekciju otpustanja fosfata.

U prikladnom ostvarenju, DHPS aktivnost je povezana sa pirofosfatom.
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U skladu sa jednim od ostvarenja izuma, enzimatski pripravak posjeduje DHPS aktivnost, ili DHPS 1 HPPK aktivnosti,
ili DHPS 1 HPPK i DHNA aktivnosti.

Navedeni postupak odredivanja obuhvaca isto tako primjenu enzima koji je/su kodiran/i sa SEQ ID N°1 ili njegovim
homologom i njegovim funkcionalnim fragmentima kao i odgovaraju¢im kodiranim proteinom SEQ N°1 ili njegovim
funkcionalnim polipeptidinim fragmentom.

U skladu s drugim ostvarenjem, postupak odredivanja je izveden na osnovi enzimatskog pripravka koji potjee od
gljiva, bakterija ili protozoa.

Postupak odredivanja obuhvaca korak inkubacije ispitivanog spoja sa 7,8-dihidroneopterinom, ATP, pABA, Foll,
pirofosfatazom 1 korak detekcije otpustanja fosfata. Navedeno se moze izvesti mjerenjem DHPS aktivnosti, no isto tako
i DHNA i/ili HPPK aktivnosti.

Navedeni postupak odredivanja omogucuje in vitro sintezu HPPK supstrata, DHPS supstrata i produkta.

Prikladno ostvarenje prikazanog izuma predstavlja detekeiju fosfata kolorimetrijskim postupkom. Pored toga, detekcija
fosfata se isto tako moZe izvesti fluorometrijom ili putem radioaktivnih postupaka.

Izum je isto tako usmjeren na postupak probira spojeva sa potencijalnim inhibitornim u¢inkom na enzimatski pripravak
primjcnom prcthodno opisanog postupka.

Na kraju, izum se odnosi na enzimatski test za in vitro ispitivanje spojeva obzirom na njihov inhibitorni u¢inak na
enzimatski pripravak kao $to je prethodno prikazano, a sadrzi kao supstrat 7,8-dihidroneopterin, Foll enzim i enzim
pirofosfatazu, te pABA i ATP za istovremenu ili uzastopnu primjenu.

Kratak opis podataka

SIL 1 Shema tri reakcije katalizirane Foll.
Kinetika DHNA-+HPPK+DHPS, HPPK+DHPS i DHPS aktivnosti. Apsorbanca je mjerena na 850 nm;
vremenska skala je u minutama.

S1L.3 U testu 1, kinetika DHNA+HPPK+DHPS aktivnosti je izmjerena na 850 nm u uzorcima. Nakon jednog sata
perioda inkubacije, supstrat 7,8-dihidroneopterin je dodan uzorcima sa ili bez inhibitora 1.

Sl 4 U testu 2, kinetike HPPK+DHPS aktivnosti su izmjerene na 850 nm u uzorcima. Nakon jednog sata
inkubacije, supstrat ATP je dodan uzorcima sa ili bez inhibitora 1.

S1L5 O testu 3, kinetike DHPS aktivnosti su izmjerene na 850 nm u uzorcima. Nakon jednog sata inkubacije,
dodan je supstrat pABA uzorcima sa ili bez inhibitora 1.

SL. 6 Primjer inhibitora (inhibitor 2) koji inhibira samo DHNA aktivnost Fol 1. Inhibicija je zabiljezena samo u

stanju 1 (test 1/S1. 6A). U stanjima 2 1 3 (test 2/S1. 6B, odnosno 3/S1. 6C), doze inhibitora 2 su dodane nakon
nakupljanja 6-hidroksimetil-7,8-dihidropterina i 6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin pirofosfata, te prije
dodavanja ATP-a, odnosno p-aminobenzojeve kiscline.

Detaljan opis izuma

Foll gen iz C.albicans koji kodira DHNA, HPPK i DHPS, je kloniran i izraZen u E.coli. Rekombinantni protein je
prociicen, a enzimatska aktivnost navedenog proteina je ispitivana.

Jedan cilj izuma je osigurati jednostavan i1 brzi postupak za probir velikog broja spojeva sa sposobno§cu inhibicije
specifiéno Foll enzima inhibiranjem najmanje jedne od njegove tri aktivnosti (DHNA, HPPK i DHPS).

Izum je usmjeren na postupak enzimskog testiranja koji obuhvaca multifunkcionalni protein Foll, a koji katalizira
sekvencijske reakcije putem DHNA, HPPD i DHPS, Navedeni automatski test koji izvodi robot za mjerenje DHNA,
HPPK i DHPS vezanih aktivnosti putem detekcije anorganskog fosfata se zatim moZe primjeniti na veliku koli¢inu
materijala za probir (H.T.S) koji se mogu koristiti u otkrivanju novih antibakterijskih, antifungalnih lijekova ili lijekova
za lije¢enje infekcija uzrokovanih protozoama.

Navedeni postupak i test su se pokazali svestranim budu¢i da djeluju bilo na sve tri aktivnosti DHNA, HPPK i DHPS
zajedno (trifunkcionalni protein) ili na samo jednu od ove tri aktivnosti (monofunkcionalni proteini). Posljedi¢no tome,

test za probir se moze koristiti ciljno za antibakterijske, antimikrobne ili antiprotozoalne enzime.

Trifunkcionalnost Foll je potvrdena isto tako HPLC i HPLC/MS postupcima.
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Prema tome, navedeni postupak za probih inhibitornih spojeva se moze primjeniti za enzimatske reakcije porijeklom iz
slijedec¢ih organizama; bakterija, gljiva ili protozoa.

Jedno prikladno ostvarenje je usmjereno na enzimatski test koji se izvodi na rekombinantnom Foll proc¢i§¢enom
proteinu iz C.albicans,

Mjerenje DHNA, HPPK i DHPS aktivnosti je povezano sa aktivno§¢u pirofosfataze, dovodeci do detekcije anorganskog
fosfata. Kolorimetrijski, fluorimetrijski ili radioaktivni postupci detekeije anorganskog fosfata se mogu koristiti u
otkrivanju anorganskog fosfata. Na primjer, moguce je otkriti spektrofotometrijski anorganski fosfat reakcijom
kataliziranom uridin difosfoglukoza pirofosforilazom i vezanjem na fosfoglukoza mutazu 1 glukoza R-fosfat
dehidrogenazu (Johnson, i sur., 1968). U skladu sa ostvarenjem, sli¢na enzimatska reakcija sa uridin 5'-difosfo[ "*C]
glukozom se moze koristiti kao $to je prikazano u Cheung & Suhadolnik, 1977.

U skladu s drugim ostvarenjem, fluorometrijski postupak se izvodi kako bi se odredio anorganski fosfat vezanjem
UDPG pirofosforilazne reakcije sa druga tri enzima sistema fosforilacije i dvostrukom redukcijom do nastanka NADPH
u skladu s prikazom iz Caines i sur., 1984.

Prikladan postupak za navedeni test probira se temelji na kolorimetrijskom otkrivanju fosfata, izbjegavajuéi primjenu
radioizotopom oznacenih supstrata DHNA, HPPK ili DHPS. Kako bi se to ostvarilo, DHPS reakcija je vezana sa
pirofosfatazom i na taj nadin je izveden postupak detekcije.

Buduéi da primjena radioclemenata nije obavezna, Foll test se moze primjeniti na veliku koli¢inu materijala za probir

(H.T.S).

Spektrofotometrijski test se koristi u mjerenju otpustanja fosfata kataliziranog pirofosfatazom koja je dodana reakcijskoyj
smjesi. Fosfat se otkriva kolorimetrijskim postupkom na temelju stvaranja fosfomollibdatnog kompleksa (Upson i sur.,
1996, Baykov, 1989). Navedeni spektrometrijski test se moze automatizirati.

Kolorimetrijska reakcija se prati mjerenjem porasta absorbance na 850 nm. Nakupljanje dvije molekule fosfata iz svake
molekule pirofosfata povecava osjetljivost testa, linearnog raspona najmanje od 2 do 20 mmol pirofosfata u reakcijskom
volumenu od 200 pl.

Test iz prikazane prijave je prikladan za H.T.S. u skladu s tri reakcije katalizirane Foll kao $to je prethodno opisano.
Reakceijski medij sadrzi slijedece supstrate: 7,8-dihidroneopteriny ATP i pABA. U odsustvu inhibitora, 3 enzimatske
aktivnosti Foll imaju razli¢ite kinetike. Izumljivaéi su pokazali da na 37°C, HPPK reakcija je 2 puta brza od DHNA
reakcije, a DHPS reakcija je priblizno 5 puta brza od HPPK reakcije, te 10 puta brda od DHNA reakcije. Na taj nadin, u
odsustvu inhibitora, 3 enzimatske aktivnosti Foll posjeduju razlicite kinetike.

Navedeni izum nadalje predstavlja postupak i reagense za in vitro sintezu HPPK supstrata, DHPS supstrata i DHPS
produkta. Kao supstrati navedenih enzimatskih aktivnosti, samo je 1,8-dihidroneopterin (DHNA supstrat) dostupan na
trzi$tu, drugi supstrati su ncstabilni i tesko ih je pripraviti. Navedeni postupak na taj naéin zaobilazi kemijsku sintczu
6-hidroksimetil-7,8-dihidropterina (HPPK supstrat) i 6-hidroksimetil-7 8-dihidropterin pirofosfata (DHPS supstrat).

Enzimatski pripravci za odredivanje enzimatskih aktivnosti u skladu s prikazanim izumom se mogu dobiti iz
neproci§éenih ekstrakta ili postupcima rekombinacije gena. Prikladan postupak za pripravljanje predstavlja
rekombinaciju gena. Navedene tehnike su dobro poznate osobi iz struke.

Ispitivan je potencijalni inhibitorni u¢inak spojeva izvodenjem testova u tri prethodno opisana reakcijska stanja. Jo$ je
uvijek u dosegu izuma izvodenje samo jedne ili dvije od navedene tri reakcije, osobito kada se odreduje enzimatski
enzim/i na koje djeluje inhibitor.

Opéi test inhibicije se temelji na usporedbi aktivnosti navedena tri enzima u razli¢itim reakcijskim uvjetima. Navedeni
op¢i test inhibicije se izvodi u 3 razli¢ita koraka, dalje opisanih kao test 1, test 2 i test 3. Prate¢i navedene korake, ako se
inhibicija otkrije u reakcijskim uvjetima 1, ali ne i u reakcijskim uvjetima 2 i 3, djelovanje inhibitora je usmjereno na
prvu enzimatsku aktivnost (tj. DHNA). Ako se inhibicija otkrije u reakcijskim uvjetima 2, aline i u 1 i 3, djelovanje
inhibitora je usmjereno na drugu enzimatsku aktivnost (tj. HPPK). Ako samo tre¢i test pokazuje inhibiciju sa
potencijalnim inhibitorom, cilj je u tom slucaju treca aktivnost (DHPS).
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Primjeri

Test 1:
Praéenje kombiniranih aktivnosti DHNA i HPPK i DHPS

Opca reakcija je pracena putem otpustanja anorganskog fosfata. Cijela reakcija ovisi o DHNA reakciji, a koja je
ograni¢ena temperaturom od 37°C.

Kinetike Foll aktivnosti su prikazane na Slici 2.

Tijekom navedenog testa (ili probira 1), cilj je specifi¢no prona¢i DHNA inhibitore (najsporija reakcija). Cjelokupni
reakcijski medij i moguéi inhibitor se koriste, a reakcija se izvodi uz odrzavanje temperature na 37°C tijekom 120
minuta.

U skladu s navedenim testom, 3 Foll aktivnosti (tj. DHNA, HPPK i DHPS), su izmjerene, dodatkom svih supstrata
enzimatskih reakcija (7,8-dihidroneopterina, ATP-a i pABA) reakcijskom mediju koji sadrzi Foll, pirofosfatazu i

inhibitor.

Konac¢ne koncentracije u reakcijskom mediju su navedene u tabeli 1.

Tabela 1
Zavr$na testu koncentracija u testu
Tris/HCI pufer 44 mM pH 8,2 40 mM
2-merkaptoetanol 1M 10 mM
MgCl, 0,5 M 25 mM
Pirofosfataza 25 kazeinu U/ml u 1 mg/ml 2.5 U/ml
ATP 10 mM 100 pM
p-aminobenzojeva kiselina 2 mM 75 uM
Fol 1; 50 png/ml u kazeinu 1 mg /ml 5 pug/ml
DMSO 50% ( + /- Inhibitor) 5.00%
7,8-dihidro-D-neopterin 0.5 mM 50 uM

NB: zavr$na koncentracija u kazeinu iznosi 0.2 mg/ml Reakcijski medij je: V=80 ul

Pripravljanje zaliha enzimskih otopina:

Toll otopina 10X:
Alikvot Foll na 9.6 mg/ml je razrijeden prvo sa 200 pl/ml, te jo§ jedanput sa 50 pl/ml, u Tris puferu koji sadrzi kazein 1
mg/ml.

Otopine se moraju pripraviti svaki dan i pohraniti u ledenu otopinu. Otopina 10X anorganske pirofosfataze:

1z komercijalnog pripravka anorganske pirofosfataze na 1000 U, otopina od 1000 U/ml je pripravljena u deioniziranoj
vodi (milliQ). Alikvoti sadrzaja 20 pl pri 1000 U/ml su pohranjeni na temperaturi od -80°C.

Jedan alikvot je razrijeden na 25 U/ml u Tris puferu sadrzaja 1 mg/ml kazeina. Alikvot ne smije biti pohranjen tijekom
vise od 10 sati (jednog dana).

Reakcijski medij predstavlja V=80 ul.
Bazen 1 sadrzi : Tris pufer; 2-merkaptoetanol, MgCl,, ATP, p-aminobenzojeva kiselina i Fol 1, te pirofosfatazne enzime
pripravljene kao §to je prethodno opisano.

Reakcijski medij na 96 jazi¢noj Mikroplo¢i sadrzi 64 pl sredstva iz bazena 1, zatim je inkubiran tijekom 60 minuta na
37°C uz tresenje. Navedeni korak je izveden kako bi Foll stajao u istim reakcijskim uvjetima kao 1 test 2 i test 3. Zatim
je dodano u reakeijski medij 8 pl inhibitora u DMSO 50% i 8 pl 7,8-dihidro-D-neopterina 0.5 mM. Reakcijski medij je
zatim inkubiran na 37°C tijekom 1 sata uz tresenje.

Reakcija zaustavljanja
Foll i pirofosfataza reakcije su zaustavljene zakiseljavanjem, u sluCaju kada je dodan reagens 1 za detekeiju
anorganskog fosfata.
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Prazna (ili negativna kontrola):
Reakeijski medij ne sadrzi 7,8-dihidro-D-neopterin. Odgovara 0% aktivnosti kontrole.

Pozitivna kontrola:
Reakeijski medij ne sadrzi inhibitor. Odgovara 100% aktivnosti.

«LaZno pozitivha» kontrola:

Navedena kontrola je izvr$ena kako bi se pratila inhibicija anorganske pirofosfataze ili kolorimetrijski kompleks. U
navedenoj kontroli, 50 uM 7,8-dihidroneopterin je zamijenjen sa 50 uM anorganskog pirofosfata u reakcijskom mediju
koji sadrzi potencijalni inhibitor.

* Detekcija anorganskog fosfata (molibdat-Arsenitni postupak): V=220 ul
Reagensi kori$teni za detekciju anorganskog fosfata (molibdat-Arsenitni postupak) su slijede¢i:

Reagens 1 se sastoji od:

- 6 volumena amonijeva heptamolibdata 0.5% u H,SO, 0.5 M
- 1 volumena askorbinske kiseline 10%

- 2 volumena SDS 10%

Rcagens 2 sc sastoji od:
- natrijeva citrata 2%
- natrijeva meta-arsenita 2%
- octene kiseline 2%

Svaka jazica sadrzi 80 pl reakcijskog medija. Volumen od 80 pl reagensa 1 je dodan i smjesa je inkubirana na 37°C
tijekom 5 minuta bez tresenja. Zatim je dodano 60 pl reagensa 2 smjesi i inkubacija je nastavljena na 37°C tijekom 10
minuta bez tresenja. Absorbanca je oditana na 850 nm primjenom detektora mikroplo¢e (Molekulski Uredaj SpectraMax
Plus).

U pogledu rezultata prikazanih na Slici 3, ne postoji razlika u pogledu aktivnosti sa ili bez inhibitora 1, te na taj nacin
nije otkrivena inhibicija na kombiniranim DHNA i HPPK i DHPS aktivnostima Foll.

Nasuprot tome, rezultati testa 1 (stanje 1) izvedenog primjenom inhibitora 2, pokazuju da inhibitor 2, inhibira jednu ili
vise aktivnosti Foll (DHNA ili/i HPPK ili/i DHPS (cf. slika 6)).

Test 2:
Praéenje kombiniranih aktivnosti HPPK i DHPS

U stvari, drugi test mjeri inhibiciju aktivnosti HPPK budu¢i da je navedeni enzim ograni¢avajuca reakcija u pogledu
kinctikc izmedu HPPK i DHPS. U takvim uvjctima, (isti supstrati i cnzimi kao u uvjctima primjenjenim u testu 1, ATP
izostavljen) produkt prve enzimatske reakcije (6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin) je nakupljen u reakcijskom mediju
tijckom odredenog vremena. Zavr$ne koncentracije u reakcijskom mediju su identi¢ne onim koristenim u testu 1.

Reakcijski medij predstavlja V=80 pl.

Bazen 2 sadrzi: Tris pufer; 2-merkaptoetanol, MgCl,, 7.8-dihidro-O-neopterin, p-aminobenzojevu kiselinu i 2 enzima
Fol 1, Pirofosfatazu pripravljene kao $to je prethodno opisano.

Na 96 jazi¢nu MikroploCu je naneseno 64 pl sadrzaja iz bazena 2. Medij je inkubiran tijckom 60 minuta na 37°C uz
tresenje. Tijekom opisanog koraka, 7,8-dihidro-D-neopterin je u cijelosti pretvoren u 6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin.
Zatim je dodano reakcijskoj smjesi u slijedu 8 pl inhibitora u 50% DMSO i 8 ul 1 mM ATP-a. Reakcija je izvodena na
37°C tijekom 1 sata uz tresenje.

Otpustanje anorganskog fosfata je praceno, a kontrole su sprovedene kao u testu 1.

Rezultati kinetike kombiniranih aktivnosti HPPK i DHPS su prikazani na Slici 4.

Jasno je iz navedenih podataka da je 50% inhibicije otkriveno pri kombinaciji aktivnosti HPPK i DHPS Foll kada je
dodan inhibitor 1.
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Nasuprot tome, inhibicija nije uo¢ena pri kombiniranim aktivnostima HPPK 1 DHPS (stanje 2) kada je dodan inhibitor
2, pokazujuéi da navedeni inhibitor ne inhibira HPPK 1/ili DHPS aktivnosti (vidi sliku 6).

Test 3:
Praéenja DHPS aktivnosti

Navedeni test mjeri inhibiciju aktivnosti DHPS, primjenom istih supstrata i enzima kao u testu 1, no bez pABA.
Reakeijski medij je Vi—80 pl.

Bazen 3 sadrzi: Tris pufer; 3-merkaptoetanol, MgCl,, 7,8-dihidro-D-neopterin, ATP, te 2 enzima Foll, Pirofosfatazu
pripravljenu kao $to je prethodno opisano.

Na 96 jazi¢nu Mikroplocu je naneseno 64 ul sadrZzaja iz bazena 3 i inkubacija je sprovedena na temperaturi od 37°C
tijckom 60 minuta uz tresenje. Tijekom navedenog koraka, 1,8-dihidroneopterin je u potpunosti pretvoren u
6-hidroksimetil-7,8-dihidropterin pirofosfat. Volumen od 8 pl inhibitora u 50% DMSO je dodan reakcijskoj smjesi, a
potom je dodano 8 pl 0.75 mM p-aminobenzojeve kiseline. Reakcijska smjesa je inkubirana na temperaturi od 37°C
tijekom 1 sata uz tresenje.

Detekcija otpustanja anorganskog fosfata i kontrole su izvedeni kao $to je opisano u testu 1.

Rcezultati kinctikc DHPS aktivnosti, sa ili bez inhibitora 1, su prikazani na Slici 5.

Podaci pokazuju da nije otkrivena inhibicija DHPS aktivnosti, te da inhibitor inhibira samo HPPK aktivnost. Uoceno je
da HPPK inhibicija ne moZze biti zabiljezena u testu 1 zato $to u navedenim reakcijskim uvjetima, DHNA reakcija

predstavlja ograni¢avajuéi korak.

Obzirom na inhibitor 2, podaci iz stanja 3 pokazuju da nije zabiljeZena inhibicija DHPS aktivnosti, te da inhibitor 2
inhibira specifi¢no DHNA aktivnost (vidi sliku 6).
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PATENTNI ZAHTJEVI

L.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti spoja ispitivane na jednom od enzima puta sinteze folata, naznacen

time, da obuhvacéa slijedece korake:

(1) inkubiranje navedenog spoja sa enzimskim pripravkom koji posjeduje najmanje jednu DHPS aktivnost,

(i1) detekciju otpustanja fostata.

Postupak u skladu sa zahtjevom 1, naznafen time, da je enzim koji se koristi vezan na pirofosfat, a korak (ii) je

izveden na anorganskom fosfatu.

Postupak u skladu sa zahtjevom 1 ili 2, naznaden time, da enzimatski pripravak posjeduje DHPS aktivnost, ili

DHPS i HPPK aktivnosti, ili DHPS i HPPK i DHNA aktivnosti.

Postupak u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 3, naznaden time, da enzimatski pripravak predstavlja Foll.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja na enzimima puta sinteze folata u skladu s bilo kojim

od zahtjeva 1 do 4, naznacenog time, da navedeni enzim/i je/su kodiran/i sa SEQ ID N°1 ili njegovim homologom

i njegovim funkcionalnim fragmentima kao i odgovaraju¢im kodiranim proteinom SEQ ID N°1 ili njegovim

funkcionalnim polipeptidinim fragmentom.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 5, nazna¢enog

time, da kori$teni enzimatski pripravak potjeée iz gljiva, bakterija ili protozoa.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 6, naznaen

time, da obuhvaca inkubiranje ispitivanog spoja sa 1,8-dihidroneopterinom, ATP, pABA, Foll, pirofosfatazom 1

detekciju otpustanja anorganskog fosfata.

Postupak odrcdivanja inhibitornc aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjcva 1 do 7, naznaden

time, da predstavlja mjerenje DHNA aktivnosti, a obuhvaéa inkubaciju ispitivanog spoja sa

7,8-dihidroneopterinom, ATP, pABA, Foll, pirofosfatazom i detekciju otpustanja anorganskog fosfata.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 8, naznaten

time, da je HPPK aktivnost izmjerena samo u jednom testu:

(1) dodatkom 7.8-dihidroneopterina, pABA, no uz izostavljanje ATP-a u reakcijskom mediju koji sadrzi Foll,
pirofosfat;

(i1) dodatkom navedenog ispitivanog spoja i ATP-a kada se nakuplja produkt DHNA reakcije, 6-hidroksimetil
-7,8-dihidropterin, tijekom odredenog vremenskog perioda;

(iii) pracenje otpustanja anorganskog fosfata.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 8, naznacen

time, da je DHPS aktivnost izmjerena u jednom testu:

(i) dodatkom 7.8-dihidroneopterina, ATP-a, no uz izostavljanje pABA u reakcijskom mediju koji sadrzi Foll,
pirofosfat;

(i1) dodatkom navedenog ispitivanog spoja i pABA kada se nakuplja supstrat DHPS reakcije, 6-hidroksirnetil
-7.8-dihidropterin pirofosfat, tijekom odredenog vremenskog perioda;

(iii) pracenje otpustanja anorganskog fosfata.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 10, naznacen

time, da je DHPS supstrat sintetiziran in vifro.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 11, naznaten

time, da sc navedeno otkrivanjc fosfata izvodi kolorimetrij om.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 11, naznaten

time, da se navedeno otkrivanje fosfata izvodi fluorometrijom.

Postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 11, naznacen

time, da se navedeno otkrivanje fosfata izvodi radioaktivnim putem.

Postupak probira spojeva sa potencijalnim inhibitornirn djelovanjem na enzimatski pripravak, naznacenih time, da

se primjenjuje postupak utvrdivanja u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 14.

Enzimatski test za in vitro testiranje spojeva na njihov inhibitorni u¢inak na enzimatski pripravak kao §to je

prikazano u bilo kojem od zahtjeva 1 do 15, naznaden time, da obuhvaca:

(1) supstrat 7,8-dihidroneopterin i

(i1) foll enzim i

(ii1) enzim pirofosfatazu, te

(iv) pPABA i ATP za istovremenu ili sekvencijsku primjenu.
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SAZETAK

Izum se odnosi na postupak odredivanja inhibitorne aktivnosti ispitivanog spoja na najmanje jednu DHPS aktivnost
folatnog puta sinteze, a koji je u vezi sa detekcijom otpustanja stvorenog anorganskog fosfata. Enzimatski test u kojem
se primjenjuje navedeni postupak odredivanja enzimatskog pripravka, isto tako pripada dosegu izuma. Navedeni test je
prikladan za probir velikog broja spojeva koji djeluju na putu sinteze folata.

b ;
|
6-hyrox ymetiryl-7, in + CHOHCHO
ATP
POL 1 ﬁ HEIB
AMP
6-hydeoxymechyi-7,8-dildeopterin pyrophosphate
DHEES l/ paminobenzolc aid
\.
7,8-dilipdroptecoste + PPi
| o
Pl

Kolorimetrijsko odredivanje anorganskog fosfata (Pi)



POPIS SLIJEDOVA

HR P20040109A A2

CONFOURD OF ONE OF THE REITMES OF THE POLATS STWFHRGIS

PATHNRY
113> Candida albicans

170> FolentTn Ver. 2.1
al2o»

<dlg> Y
<123 gene CANLISE

222> {1).,13364)
=dvd> {1]..12368)

e b

<130 1H119%IN;

<140
<ld1»
<160> 2
<331> D8
<iii» gena

<211> 2364
<113+ DEA

<120 METHOD POR DETERMINING INEIBITION ACTIVITY OF A

<1i0> AVERTIS PHARMA 5.A.

g3 8¢ &% & 33 8§ %A
ggs 3% 83 #2 B3 88 I8
§5 8% 83 §§ 3% B3 461
g9 98 Bys 8§ 1y 5y M}
57 §F 83 §¥s EX 43 4%
$§ f8 3% g2 BdR g% B
35% 88 3 #7 41 2%° M
g4 BE% 88 i1 4% &8 I¥
84 3% 88% 3¢ 2 44 &4
g2 3§ 4B §%% B3 4tk §d
em ]

81 1§ 83 I8¢ M
4 By B4 8%
ik 4% 84 372
i 2§ 88
75% §f B
il 3% &4

gte
val

=

oAt
AND

11 if

tot Bttt
gexr Ila

R08 b

&t :

emml ml
- ¥
v e 5 ]

AAS RaC
iyw Mn
-1 14
Gy

ata toa tiw teb the

Tle Ser Lau Ber Pha
23

oua
oy

10



HR P20040109A A2

got ghk agt gtc ged tat aam Btb ast aga asc act ttg oot caa coo
Ala Glu Ber Val dlu Tvxy Lyw Tle Asn Arg Amn Thr Leu Gly Gln Fro
135 b1 b ¥ 37
ght oca tra gat AEY B0 Jem GtE a8t ARA BLg sga bte CRQ ang att
Val Pro Yeu isp Ile Fhe Glp Val Men Lys Len Arg Leu Isu Yhr Ils
30 135 140
ath gua gtt tekc aca tit gaa aga tta caa san caa aba gtt gat git
Ile Gy val ¥ha Thy Phe Gl Arg Lau GIn kve Cln Ils Yal Asp Vel
143 150 165 160
gat ttg caa Lttt aaa att gas oct aat toe mat tta tal tte cat caa
Arp e Gln Pha Lys Ila Glu Pro Asn Sec Asz Leu Ty Fhe His Gln
188 170 115
ko olh get gnt ekt gth tow tad gbg gun tou tot aet BRe aoo ook
1le Tie Als Aap Xle Val Sey Syy Val Glu Ser Ser Aaa Phe Lya Thy

| 20
(-4
&
i.l.
=
1.3
b
o
(=

fta gha géa tig ghg tot aag act gobt caa ttg aca ttt cag aaa Lst
Val @lu Als Dwu Val fSer Lye Yle Gly Gln Lou Thr Phe (ln Lys Tyr
195 200 20%
e oo gte got gua gttt gtt goet ack gt sot aas oog aat gos tht
Aap Gly Val 2la 41y Vel Vel Ala Thr Val Thr Lys Pro Ama Ala Fha
20 15 420
AQL QAL gte gaa ggt oft oo gts boa bobt sor abg gbc aas gac skt
fear Hia val Qlu iy Val Gly Yal Ger Ber Th: Met Val Los Mop Aen
225 230 a5 40
fte ama gat Aty gaa cca gUEC aaa BLC gaa Bre aca AYY gor cAR BoP
Phw Lom Asp Meb Glu Pro Val TLys Fhe Glu Aun Thr Tls Ala Gln Thr
245 250 355
aat sga gop tbe xat cha oct gtt gaa ast gag ama act gag gat tat
Aan Axy Xl Phe Mo Leu Pro Vel Glu Men Glu Lyw Thr Glu Asp Tye
360 465 270
a0C goiy tac ono At gea REE abt gt LLE noa tod aat ackt ouwm sak
Yhr Gly Tyr His Thr Ala Pha Ile Ala tha Giy Ser Asa The Gly Asn
278 2890 245
oan gta ges AN ALL aCL sl bun LLe Quaa LUy LLy ves ass Lab gpe
Glo val gla Aan Ile Thr hen Bex Fhe Glu Les Deu 3ln ko Tyr Qly
250 295 170

ate aoc ata gas gos act tex pea tey Attt Tok ABE CoB aby tav

Tle Ser Lys Pro Mek Tyr
0% 310 4 340

ttg tec
Ils Thr Ile Glu Ala Thr Ser Ser Leu Tvr
fgn

¢

caA AAc At toa cel thc oag Ltg UL aaa att gta aan gat att gaa
Gln Asn Ile Her Pro Phe Glo fou lLeo Lys Tle Leu Lye Asp Ile Gluo
340 345 ase

11

384

433

480

238

576

5id

§7d

TAR

i1

816

BE4

512

00

1008

1056



HR P20040109A A2

1104
1183
tea 1200
1248
129¢
1344
1392
1440
1488
1638
1584
1632
1680
i128
1776

8% 37 2§8% v gp 3¢ 4% 883 §E 1% 2 ¥ eh® 3% &4
85 BY §d 332 8% & §3 §F 338 43 ¥ 33 s& 450 ¢
38 3% ER & Sk 89 83 §# &Y 333 ¢ wF 4@ 93 6%
g3 3% @ 3 4§35 %83 €% %4 ¥ My AR 43 iR 4% 4%
4§ 943 ¥7 3 23 33 283 3§ &2 i3 &q §33 47 43 i
g 3% 238 3& 3% 3% 398 %5 18 €3 47 4 A% B8 5
58 % 23 §93 3@ 3% By 35 BB3 3& ¥ 44 g2 &EE 1%
35 % 5§ BB #9% g% 42 B 2 wM3 B 43 2% £% e
455 ¥ 28 B2 3% 3§43 §% 9§ §3 @F BE3 8k &7 41 &%

3% 882 4% 2% §3 By §¥3 i3 1% % BRI 4a3 1§ Ry as
58 84 §4% 34 M 8 if an B5 4§ ¢ 323 238 8 1%

a
I

83 &7 1F 3% ¥3 89 g@ 44 BYS §3 B BE 3% Q8% &g
39 §F §5 $5 BN3 97 4E 4B 63 4B §F 48 ¥% &1 diS
$98 30 ¥ 3% % GH® PR 8y WY g9 gEm 23 4k 87 84
g5 U5E 8% BE 33 @3 403 45 i I B9 483 i% 4% 37
§5 53 448 33 @Y 19 i 928 1 @ &3 42 M2 KR &

12



HR P20040109A A2

238 TaC goa tgt oot EEE AU ACO 8AT AL BOU COR OO0 tos OCob fen
Tve Tyz Gly Cye Pro Tyr Ile Hat Asn His Thr Arg Gly fsr Fro Lys
295 600 05
Aace abg tor ama tig A0 EAt tabt gan tom aat ace ent gabt get att
Thr Met Ser Lys Ieu Thr Asn Tyr Slu Sex kap Thy ke Asp Asp Tie
610 &5 620
atc gas rat sta att geat oo ama tta ggu cRb caa ghka Log gak Lug
Ile Glu Tyr Ile Ile Axp Fro Lyw Lei Gly His Gln Olu Leu Asp Leu
625 820 635 &80
tua cot gaa abe aag aab LA oFe SAT 048 AP AQC ogt Oad tig agt
fer Pro Glu Ile Lys Aen Deu Leu Asn Qly Ile Sex Arg @lv Leu Bex
&ds 650 45
EER cam atg tEE aaa goo atg got ass gos gty asa ars tou oan ath
Lon Gln Mot Phe Lys Ala et Ala tys Gly Vel iys lys Txp Gin Ile
640 113 574
att Lttg gat o¢t ggt att gom Lit ¢or ass sab bty sy ¢an sabt tea
Ile Lieu Asp Fro Gly Ile Gly Pha Rla Lyx Amn Leo Ass Gl Asg L
RTE £a0 &ns
gud gLt atr ogt aat goo tog Bt CLb aas amp Bab wot pLE can st
Ala Val Tle Arg Aer: Nla Sur Phs Phe Iye Lys Tyr Sar Tle Oln Ila
590 695 700
ent gam cgh gtt gat gut gt »CA ALC 433 DAt aaa tAL LA Aagrt ree
Mm Glu Arg Val Asp A Val Thr lle Iye Eis Lys Tyr Lau Ser Pha
705 710 T 120
ant got oot kol gttt L4g QU9 §UQ BGR LOR aga sy Amg bttt ttg oog
Ao Gly Alm Cys Val Leu Val Gly Thr Sar Axyg Lywm Lyw Fhe Le Gily
723 a1} T35
Hew Boa a0t 9Of MAL gRR gtg oot abg gmé oga gta GGt ggo oot ggt
Thr Leuw Thr Gly Asn Glu ¥al Pro Lew Mwp Arg Val Phe Gly Thr Gly
740 145 780
goa ace gbg kot gog Byt att gas ons smc aet gut att gta agm gtt
Ada Thy Val Bar Xla Cys Ile Glv Gin Asn Thr Asp Ile Val Arg val
755 750 g1
oAt gat StL sak gwa 3tg ama gat gra gta tgt ata agt gat gos atk
His Asp VAl Lyn 8lu Met Lys Asp val val Oys Tis gur Asp Ala Ila
770 7% T80
tat sax aal gra
Tyr Lyw Ren Val
785

210> 2

211> TBB

<212> FPRYT

«213> Candida s&lbleoans

400> 3

13

1834

1812

in0

L3568

20186

4064

21d

2160

2208

2a5s

304

2252

2364



HR P20040109A A2

mmmmmmmmmmmnusmmuimua
] 10

nommmmmwmmmmmmmmnem
an

116 Ba Lou fex Phs Asn Thr Asp Phe His Lyw Ala Ber Gl feu Asp
3 40 A5
mmmmmnummmmna%mmmm
50 55

Glu BMhe Net lye Bax ASn Glu His Leu Asu Phs Iws Dex Leu Gly Amn
» 0 5 20

neahelnmltgmm mmn;gmm.nmmﬂgw
mwnomupmmmummmmaxmunam
; 10

Ala Glu ger Val Glu Tyt Lyw Yla Amn Avg Asn Thr Beu GLy Qin ¥ro
115 10 125

m1ﬁmmmnommmmmummnu.mmna
0 135

nomyvnlmmmmmmmmmzumwm
1435 150 155

AMp Lau Gln Phe Lyn Ile €lu Pro Asn SeY isn Let Pyr Fhe His Gln
168 170 178

Ile Tle Ala AGp Ile VAl Ser Tyr Val Glu Sex Sar Asn Phs Iys Thr
180 18% 130

Val Glu Ala Leu Val Ser Inym Ile cly Gln Lem Thr Phe Gln Iyn Tyr
195 200 203

mggmmmummmmmmmmmulm
330

Sex His Val Glu Gly Val Gly Val Ser Ser Thx Met Vol Lyw Asp Asn
a5 330 435 240

mmmmmummmmmummmmmm
350 255

Asn Arg Ale Phe Asn Leu Pro Vel Glu Asn Glu Lye Tar Glu Asp Tyr
260 285 270

Thxr Gly Tyt His Thr Ala Pha Ile Ala Fhe 8ly Ser Asn Thr Gly Asn
275 280 285

G1ln val Glu Asn 1le 'Thr Asn Ser Phe 11 Lau Law Gl Iow Tyx Gly
430 193 ach

lle Thr Ile Glu Ala Thr Sar Ser Lan Tyr Ile Ser Lys Pra Mat Tyr
0% L0 315 320

14



HR P20040109A A2

vy Leu Axp Gln Pro Asp Phe Phe A Gly Wl Iie Lims Vol Mty Phe
335 331 138

Gin Asn Ile Sar Pro Phe 4ln Leu Lea Lys Ila Leu Lyw Asp Ile @la
340 s LT

'ryzmHi;hmﬂlummmugnhaupmﬁgnmmsm

:1a?pmm:1.n-mmwmmnﬁmmmmu
10

Ad Le Zle Zlw Pro Eie Lys Sexr tht Deu Glu Azg YThr Phe Val T
305 50 255 400

8in Pro Leu Cve Glu Val Leu Pro Pro Mg Tyvr Ile His Pre Ile By
L05 410 415

Al Qly Our Lau i Ser is YLeu Gln Gl Ley Ile M ABp Xon $2o
4%0 4328 430

aanemmmammummmmmmm::umm
440 445

Sur Arg Leu Pro Val Lys Asp 2mn Ile Leu Lys Fha Jup Gln Tls Asn
450 a5 460

Rim Lys Ser Pro Thr Lau Ile Met dly Ile Leu Asn Mat Thr Dro Aep
a3 470 475 480

MMIummmvmulmrmrm Glu Leu Awp Asn Thr
490 455

Val Livs Gln Ala Glu Lye Leu Val Bex Glu Gly Alx Thr Yls Ile Asp
00 508 210

e Gly Gly VAl Sex Tur Arg Pro gly Ser VAl Alu Pre ™ Qlu Ju
515 1350 5as

Glu:ﬂ.:mﬂluhumxl. !auhw:&uhyumn!mﬂlum
3 535

Lau Amm Pro Aap Lew Leu Lve Val Lau Ile Bar V)l asp Thr Tyr avg
245 510 L1 1) 560

Axg Aem Val Ala Glu gin Ser Lsu Iau Vel Gly Ala Asp Ile Ils han
11 510 575

AEp Ile Ser Mat Gly Lye Tyxr Amp Glu Lys Ils Fhe Asp Vel val Aie
s80 288 250

ve Tvx Gly Cvw ¥ro Tyr Ile Mt Asc Him Thr Xrg dly Bexr Pzo Lye
Bes 500 05

mmmmmmn:nmmmm?mmmmno
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Ile Glu Tyr Ils Zle Asp Pro Lys Leu Gly Bis GIn Glu Leu Aso Leu
1 L1 835 §40

15



HR P20040109A A2

Bex Pro Gl tl-tqnmmmmmyn-ﬂ-rh:\nMuMaﬂn
#5850 s

mmmmmn;mtmmmrmwsmmmm

Tia Lau Asp Prxo Glv T1le Ly Fhw Als o Asn Leu Aso Gin ey Leu
475 6840 5és

mmncmunuammmmmmmn-mun

mmummmmmm:umm-mmmwgz

Asr Gly Ala Cys Val Leu Val dly Thr Sar Arg Lys Lye Fhs L Gy
T3k 730 K

mnmmgi?mmuwnm:mmmmmamrmmw
1] 748 750

Ala Thr val Bar Ala Cys Ile Blu Oln Asn Thr Asp Ile Val Ave Vel
5 750 165

mmMmﬂuﬁthMWIMIllMMMIh

Ve Lyvs Asn Vel
TES
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S8lika 1
7,3-dihydronsopterin
r l
S-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin + CH;OHCHO
ATP
HEEE
AMP

Kolorimetrijsko odredivanje anorganskog fosfata (Pi)
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Slika 2

Mjerenje absorbance na 850nm

0400

* DHNAHPPE+DHPS

® gpPRADHPS
4 DHPS

0,100

0,000

o » 60 90 2 150 i

Vrijeme
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Slika 3

Mjarenje absorbance na 850nm

* No inhibiior
mwith fhdbitor )

0 60 120 180

Vrijeme (min)
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Slika 4

Mjerenje absorbance na 850nm

* No inhibitor
» With inhihiter 1

0 50 120 180

Vrijeme {min)
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Slika 5

Mjerenije absorbance na 850nm

*No inhibltor

¢ @0 120 130

Vrijeme (min)
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8lika 6A

Slika 6B

Slika 6C

HR P20040109A A2

Condithow 1: IONAHPPIGIHPS scBiliie
vk Blor=Tohib Kor X
” o
2o
40
x
L] T r
% ] W 1 0
it |

Corzliion 2:HFFRYOIVS arivites
IRtk it 3

e |

9 B0 1m h ) 0

mltﬂ-ﬂ-ﬂ:r
e T

inhibmon (%}
ol s 8E
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