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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie izoksantohumolu (4’,7-dihydroksy-5-metoksy-8-pre-
nyloflawanonu) hamujgcego wzrost i aktywnos$¢ ureolityczng patogenéw uktadu moczowego do wytwa-
rzania leku do leczenia i zapobiegania schorzen uktadu moczowego.

Dotychczasowe doniesienia literaturowe opisujg izoksantohumol jako zwigzek o stabym dziataniu
antywirusowym i przeciwgrzybicznym (Mol Nutr Food Res 2005; 49: 827-831).

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-
-naftalenylofosforowego, hamujgcy aktywnos$¢ catych komérek Proteus mirabilis w stezeniach mikromo-
larnych.

Z kolei w opisie patentu US 4,222 948 ujawniono amidy fosforandéw [(4-aminofenylo)-sulfonylo]-
amino fenylowych o aktywnosci 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 kolejnym japonskim zgtoszeniu patentowym JP2005065750A uwzgledniono ksantohumol jako
sktadnik mieszaniny o wtasciwosciach dezodorujgcych.

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$¢ kolonizacji ludzkiego uktadu moczowego,
a ich aktywnos¢ ureolityczna skutkuje podniesieniem pH moczu. Wzrost zasadowo$ci jest bezposrednio
powigzany z wytrgcaniem sie fosforanéw, dodatkowo nasilanym przez tworzenie o$rodkow krystalizacji
wokot ztogéw bakteryjnych. Infekcje stanowig szczegdliny 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, szczegdlnie 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. Aktywnos$¢ inhibitorowa zwigzku bazuje na zdolno$ci do kompleksowania jonéw
niklu, obecnych w centrum aktywnym ureazy i niezbednych dla jej aktywnoS$ci enzymatycznej. Kwas
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acetohydroksamowy jest dostepny komercyjnie pod nazwag Lithostat®, jednak mozliwo$¢ 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
z2 1Cs0 = 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.

Ze wzgledu na duzg ré6znorodnos$¢ naturalnie wystepujgcych flawonoidéw oraz mozliwo$é syn-
tezy nowych pochodnych, aktywno$¢ antyureolityczna wielu z nich nie zostata jeszcze poznana.
W ostatnich latach zostat opisany wptyw hamujgcy ekstraktu z szyszek chmielowych na Helicobacter
pylori, bez wyznaczania gtéwnej substancji aktywnej (Czech J Food Sci 2015; 33: 302-307). Izoksan-
tohumol jest znanym sktadnikiem tego rodzaju ekstraktéw, obecnym w stezeniach do kilku mg L-".

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest izoksantohumol o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu
i zapobieganiu kamicy nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrebie doinych drég moczo-
wych, jak rowniez zapalenia pecherza moczowego.

Korzystnie jest gdy dziatanie izoksantohumolu polega na tym, ze ograniczony zostaje wzrost
szczepOw E. coli i/lub wzrost i aktywno$é ureolityczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudomo-
nas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum.

Oznaczanie aktywnosci antyureolitycznej izoksantohumolu in vitro wobec oczyszczonej
ureazy bakteryjnej.

Przyktad 1. Aktywnosé ureolityczng monitorowano poprzez pomiar uwalnianych jonéw
amonowych wg metody Watherburna. Aktywno$¢ inhibitorowa zwigzkéw zostata okre$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$¢ zachowana ureazy zostata okreslona po 15, 30, 45, 60 i 90 minutach preinkubacii
z izoksantohumolem o wzorze 1, o stezeniu 100 pg mL-'. Roéwnolegle prowadzona byta inkubacja kon-
trolna bez dodatku izoksantohumolu.
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Badania wstepne pozwolity na zaobserwowanie efektu hamujgcego izoksantohumolu wzgledem
ureazy P. mirabilis PCM1360. Enzym po 15 minutach preinkubacji z izoksantohumolem o stezeniu
100 pg ML-" zachowywat 31% aktywnosci w stosunku do préby kontrolnej. Efekt hamujacy ulegat
wzmochnieniu przy wydtuzonym czasie inkubacji i osiggat maksymalny poziom po 30 minutach, pozwa-
lajgc na ograniczenie aktywnos$ci enzymu do 16% w badanych warunkach inkubacyjnych. Wyznaczono
stezenie inhibitora, ktére pozwolito na 50% ograniczenie aktywnos$ci enzymu (ICso) oraz statg inhibiciji
(Ki), otrzymujac odpowiednio wartosci 76,7 ug mL-' oraz 210,6 pg mL".

Oznaczenie wtasciwosci antybakteryjnych izoksantohumolu.

Przyktad 2. Wiasciwosci antybakteryjne izoksantohumolu okre$lono wobec komérek Proteus
mirabilis PCM1360 poprzez kolorymetryczny pomiar zmiany aktywnos$ci wewnatrzkomérkowych dehy-
drogenaz bakteryjnych, przeksztatcajgcych rozpuszczalng sél tetrazoliowg (bromek 3-(4,5-dimetylotia-
zol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy; MTT) w nierozpuszczalny krystalizujgcy formazan, ktérego stezenie
po rozpuszczeniu w izopropanolu mierzono spektrofotometrycznie.

Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie z procedurg zoptymalizowang i opisang wzgledem P. mira-
bilis PCM1360 (AJMB, 2015; 7(4): 159-167). Zawiesine bakteryjng o gestosci okoto 108 jtk mL-' inkubowano
przez godzine z izoksantohumolem o stezeniu 200 ug mL, réwnolegle przygotowywano probe kontrolng
bez izoksantohumolu. Nastepnie obydwie préby inkubowano z 0,5 mg mL" roztworem MTT przez pét go-
dziny. Kolejno do kazdej préby dodawano mieszanine izopropanolu z 1% kwasem solnym w proporcji 1:1.
Po minimum 15 minutowej inkubacji dokonywano pomiaru absorbanciji przy dtugosci fali 550 nm. Pomiar
pozwalat na posrednie okreslenie zywotnosci komérek w stosunku do préby kontrolnej.

Zywotnos$cé [%] (test MTT)
15 min 60 min
100 91.5+30

Wykazano, ze 15 minutowa inkubacja komérek bakteryjnych z izoksantohumolem o stezeniu
200 pg mL-' nie wptywa na og6ing aktywnos$¢ metaboliczng P. mirabilis PCM1360. W przypadku dtuz-
szej — 60 minutowej — obserwowany jest spadek aktywnosci w stosunku do préby kontrolne;j.

Przyktad 3. Wiasciwosci bakteriobdjcze izoksantohumolu okreslono wobec komoérek Esche-
richia coli PCM2057 — szczepu przeznaczonego do okre$lania aktywnosci antybakteryjnej nowych
zwigzkow chemicznych. Zastosowano zestaw barwnikéw fluorescencyjnych BacLight®, pozwalajacy na
iloSciowe i jakoSciowe rozrdéznienie komérek zywych i martwych w mieszaninie. Komérki inkubowano
przez 60 minut z badanym zwigzkiem, nastepnie przemyto i wybarwiono zgodnie z zaleceniami produ-
centa. llo$¢ zywych komérek w mieszaninie [%] okre$lono na podstawie wzglednej fluorescencji wybar-
wionych komérek bakteryjnych. Proby wykonano w obecnosci izoksantohumolu o stezeniu 200 pg mL-".

Zywe komorki [%] (BacLight®)
60 min
188+ 06

Zgodnie z zastosowang metodg, 60 minutowa inkubacja E. coli PCM2057 z izoksantohumolem
o0 stezeniu 200 pg mL-" pozwala na usmiercenie ponad 80% komérek obecnych w mieszaninie.

Przyktad 4. Wiasciwosci bakteriostatyczne izoksantohumolu wobec komérek Proteus mira-
bilis PCM1360 oraz Escherichia coli PCM2057 zbadano zgodnie ze standardowg procedurg CLSI (CLSI
document M07-A9, 2012), pozwalajgcg na okreslenie Minimalnych Stezen Hamujgcych (MIC).

E. coli PCM2057 P. mirabilis PCM1360
MICso MICag MICso MICaa
[ug mL] [bgmL] [pgmLT)] [ug mL™]

50 >200 200 >200
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W badanym zakresie stezen scharakteryzowano wartosci Minimalnego Stezenia Hamujgcego
izoksantohumolu, ktére pozwalaty na ograniczenie wzrostu E. coli PCM2057 i P. mirabilis PCM1360
0 50% wzgledem prdby kontrolnej (MICso). Izoksantohumol wykazat silniejsze dziatanie bakteriosta-
tyczne wobec E. coli PCM2057 (MICs0 = 50 ng mL-") niz wzgledem P. mirabilis PCM1360 (MICso = 200 ng
mL-") po 24 h inkubac;ji.

Oznaczanie hamujacego wplywu izoksantohumolu na aktywno$¢ ureolityczng catych ko-
moérek Proteus mirabilis.

Przyktad 5. Efektywno$é redukowania aktywnos$ci ureazy w petnych komoérkach badano
posrednio, mierzac stezenie jonédw amonowych powstajgcych w reakcji hydrolizy mocznika (PLoS ONE
2017; 12(8): e0182437). Proby inkubacyjne zawieralty 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. Aktywno$¢ zachowana komdrek bakteryjnych zostata okre$lona po 30 minutach pre-
inkubacji z izoksantohumolem o stezeniu 100 ng mL-".

Cate komérki Proteus mirabilis PCM1360

Aktywnos¢ zachowana [%] po 30 min 100
ICs0 [ug ML) 1746+ 106

Okreslono stezenie, pozwalajgce na ograniczenie aktywnos$ci ureolitycznej catych komérek
P. mirabilis 0 50% wzgledem préby kontrolnej (ICs0). Ze wzgledu na wyniki otrzymane na oczyszczonej
ureazie, pomiar wykonano po 30 minutach inkubacji z izoksantohumolem, uzyskujgc ICso = 174,6 pg
mL-".

Powyzsze wyniki przedstawiajg komplet oznaczen in vitro, pozwalajgcych na doktadne okre$lenie
wiasciwosci antybakteryjnych i antyureolitycznych izoksantohumolu o wzorze 1, wzgledem najpopular-
niejszych patogenéw uktadu moczowego. Wykazano charakterystyke antybakteryjng izoksantohumolu
wzgledem E. coli PCM2057. 60 minutowa inkubacja zawiesiny bakteryjnej z badanym zwigzkiem o ste-
zeniu 200 pg mL-' pozwalata na usmiercenie 80% komdrek. Standardowe oznaczenia Minimalnego
Stezenia Hamujacego izoksantohumolu pozwolity na okreSlenie warto$ci MICso wzgledem E. coli
PCM2057 na poziomie 50 png mL'. Wyznaczona aktywnos$é bakteriostatyczna wobec wzorcowego
szczepu E. coli PCM2057 jest szczegdlnie istotng charakterystykg, poniewaz udowadnia mozliwos¢
ograniczenia aktywnos$ci tego najpopularniejszego patogenu ukfadu moczowego. Zwigzek hamowat
rowniez wzrost P. mirabilis PCM1360 z MICso rownym 200 pg mL-".

Otrzymane wartosci znajdujg sie na poziomie poréwnywalnym do innych znanych, efektywnych
zwigzkow antybakteryjnych pochodzenia naturalnego.

Izoksantohumol zostat okres$lony jako inhibitor ureazy P. mirabilis PCM 1360, zarédwno w uktadzie
zawierajgcym oczyszczony enzym jak i cate komorki. Wyznaczone wartosci ICso wynosity 76,7 pg mL-"
w przypadku badan prowadzonych na oczyszczonym enzymie i 174,6 pg mL-' w badaniach na catych
komoérkach. Ze wzgledu na wysokg konserwatywno$é budowy miejsca aktywnego bakteryjnych ureaz
oraz znany mechanizm inhibicji ureazy przez flawonoidy mozna okresli¢ izoksantohumol jako efektywny
inhibitor ureaz bakteryjnych.

Zastrzezenia patentowe

1. lzoksantohumol 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. lzoksantohumol o wzorze 1 do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ograni-
czony zostaje wzrost szczepdw E. coli i/lub wzrost i aktywnos$é ureolityczna Proteus spp.,
P. stuartii, M. morganii, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebac-
terium spp. i Ureaplasma ureolyticum.
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