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Opis wynalazku
Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie 2’-hydroksy-4-metylochalkonu hamującego aktyw­

ność ureolityczną patogenów układu moczowego do wytwarzania leku do leczenia i zapobiegania scho­
rzeń układu moczowego.

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wykazują przeciwgrzybiczą aktywność 2’-hydroksy-4-mety- 
lochalkonu wobec szczepu Aspergillus fumigatus (Spectrochimica Acta Part A 2005; 61: 2915-2918).

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 układu moczowego wywołanych szczepami Proteus.

W opisie patentowym US 4,024,256 opisano metodę leczenia infekcji wywoływanych szczepami 
Proteus z zastosowaniem źródła heksametylenotetraaminy (urotropiny) oraz źródła grup hydroksamo- 
wych, lub jedynie kwasów hydroksamowych. Z kolei pochodne kwasu hydroksamowego zostały również 
scharakteryzowane jako efektywne inhibitory ureazy w badaniach przeprowadzonych na szczurach. 
Wyniki tych badań ujawniają 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, hamujący aktywność całych komórek Proteus mirabilis w stężeniach mikromolarnych.

Z kolei w opisie patentu US 4,222,948 ujawniono amidy fosforanów [(4-aminofenylo)sulfonylo]-amino 
fenylowych o aktywności antybakteryjnej i antyureolitycznej względem Proteus mirabilis i Escherichia coli.

W amerykańskim patencie US 8,969,384B2 opisano możliwość wykorzystania pochodnych fla- 
wonoidów w profilaktyce i leczeniu zakażeń Helicobacter pylori.

Kolejny opis wynalazku US 5,192,277 opisuje możliwość wykorzystania flawonoidów jako skład­
ników absorbentu o właściwościach bakteriostatycznych i dezodorujących.

Kolejny opis wynalazku US 5,192,277 opisuje możliwość wykorzystania flawonoidów jako skład­
ników absorbentu o właściwościach bakteriostatycznych i dezodorujących.

W japońskim opisie patentowym JP4450355 (B2) mieszaniny flawonów, flawonoli (m. in. kwerce- 
tyny), dihydroflawonoli oraz katechin są proponowane jako środek zapobiegający odparzeniom odpie- 
luszkowym i wydzielaniu amoniaku.

W kolejnym japońskim zgłoszeniu patentowym JPS5488289 (A) zaproponowano (-)-a-(chalkono-4‘- 
-karbonyloamino)-benzylopenicylinę jako związek antybakteryjny, skuteczny przeciwko szczepom Proteus.

Zgodnie z dostępnymi obecnie danymi literaturowymi wiadomo, że ureaza jest istotnym czynnikiem 
wirulencji wielu szczepów bakteryjnych. Jako główne przykłady są tu wymieniane pałeczki Proteus spp. oraz 
szczepy Providencia stuartii, Morganella morganii (Prokaryotes 2006; 6: 245-269), Pseudomonas spp., 
Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum (Microbes Infect 
2000; 2: 533-542). Posiadają one zdolność kolonizacji ludzkiego układu moczowego, a ich aktywność ure- 
olityczna skutkuje podniesieniem pH moczu. Wzrost zasadowości jest bezpośrednio powiązany z wytrąca­
niem się fosforanów, dodatkowo nasilanym przez tworzenie ośrodków krystalizacji wokół złogów bakteryj­
nych. Infekcje stanowią szczególny problem w przypadku pacjentów długotrwale cewnikowanych, prowa­
dząc w skrajnych przypadkach do całkowitej utraty drożności cewników. Związki będące aktywnymi inhibito­
rami ureazy są proponowane jako leczenie wspomagające, szczególnie ze względu na wzrastającą opor­
ność patogennych szczepów bakteryjnych na popularnie stosowane antybiotyki.

Obecnie znanych jest wiele grup substancji, ograniczających aktywność ureazy bakteryjnej. Do 
najbardziej znanych należą amidy kwasu fosforowego, kwasy hydroksamowe, polifenole, chinony, jony 
metali ciężkich oraz tiole (J Med Chem 2016; 59: 8125). Do najsilniejszych inhibitorów ureazy są zali­
czane pochodne fosforoamidowe, z dostępnym komercyjnie N-(diaminofosfinylo)-4-fluorobenzamidem 
(Flurofamid). Związek ten jest analogiem stanu przejściowego hydrolizy mocznika o IC 50 na poziomie 
nanomolarnym. Jego główną wadą jest niska stabilność hydrolityczna, znacząco ograniczająca zasto­
sowanie terapeutyczne (J Vet Pharmacol Ther 1986; 9: 280).

Kolejnym inhibitorem ureazy stosowanym w medycynie jest kwas acetohydroksamowy, zaakcepto­
wany w 1983 roku przez amerykański Departament Żywności i Leków do użycia w terapii zakażeń układu 
moczowego. Aktywność inhibitorowa związku bazuje na zdolności do kompleksowania jonów niklu, obec­
nych w centrum aktywnym ureazy i niezbędnych dla jej aktywności enzymatycznej. Kwas acetohydroksa­
mowy jest dostępny komercyjnie pod nazwą Lithostat®, jednak możliwość jego zastosowania jest mocno 
ograniczona ze względu na szereg działań niepożądanych, m.in. aktywność teratogenną.
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Oprócz związków syntetycznych znanych jest również wiele inhibitorów ureazy pochodzenia na­
turalnego. W tej grupie związków najczęściej wymieniane są pochodne terpenowe, polifenolowe, chi­
nony oraz sfingolipidy (Arch Pharm Chem Life Sci 2016; 349: 519). Do najlepiej opisanych należą fla- 
wonoidy, ze szczególnym uwzględnieniem kwercetyny, aktywnej wobec ureazy Helicobacter pylori 
z /C50 = 11,2 μΜ (J Agric Food Chem 2012; 60: 10575). Flawonoidy zostały opisane jako niekompety- 
cyjne i odwracalne inhibitory ureazy bakteryjnej. Wykonane modelowanie molekularne pozwoliło na 
określenie mechanizmu hamowania enzymu: utworzone przez inhibitory wiązania wodorowe blokują 
pozycję pętli, regulującej dostęp substratu do miejsca aktywnego enzymu. Wiele inhibitorów bakteryj­
nych ureaz zostało również zidentyfikowanych wśród chalkonów i ich pochodnych (J Iran Chem, 2014; 
11:1113-1119). 2’-hydroksychalkon został określony jako nieaktywny względem ureazy roślinnej (Che- 
mistry & Biodiversity, 2005; 2: 487-496). Ze względu na dużą różnorodność naturalnie występujących fla- 
wonoidów oraz możliwość syntezy nowych pochodnych, aktywność antyureolityczna wielu z nich nie została 
jeszcze poznana. W ostatnich latach został opisany wpływ hamujący ekstraktu z szyszek chmielowych na 
Helicobacter pylori, bez wyznaczania głównej substancji aktywnej (Czech J Food Sci 2015; 33: 302-307). 
Izoksantohumol jest znanym składnikiem tego rodzaju ekstraktów, obecnym w stężeniach do kilku mg L1.

Istotą rozwiązania według wynalazku jest 2’-hydroksy-4-metylochalkon o wzorze 1 do zastoso­
wania w leczeniu i zapobieganiu kamicy nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrębie dolnych 
dróg moczowych, jak również zapalenia pęcherza moczowego.

Korzystnie jest gdy działanie 2’-hydroksy-4-metylochalkonu polega na tym, że ograniczona zo- 
staje aktywność ureolityczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureolyticum.

Oznaczanie aktywności antyureolitycznej 2’-hydroksy-4-metylochalkonu in vitro wobec 
oczyszczonej ureazy bakteryjnej.

Przykład 1. Aktywność ureolityczną monitorowano poprzez pomiar uwalnianych jonów 
amonowych wg metody Watherburna. Aktywność inhibitorowa związków została określona za pomocą 
indofenolowej kolorymetrycznej reakcji Berthelota. Wszystkie stałe kinetyczne zostały obliczone za po­
mocą programu komputerowego GraphPad Prism 5 wykorzystującego metodę regresji nieliniowej. Ak­
tywność zachowana ureazy została określona po 15, 30, 45, 60 i 90 minutach preinkubacji z 2’-hy- 
droksy-4-metylochalkonem o wzorze 1, o stężeniu 100 μg mL1. Równolegle prowadzona była inkubacja 
kontrolna bez dodatku 2’-hydroksy-4-metylochalkonu.

Ureaza Proteus mirabilis PCM1360

Ki [pg mL‘1] 
/C50[pg mL‘1]

>500
446,0 ±81,3
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Badania wstępne pozwoliły na zaobserwowanie słabego efektu hamującego 2’-hydroksy-4-mety- 
lochalkonu względem ureazy P. mirabilis PCM1360. Inkubacja oczyszczonej ureazy P. mirabilis 
PCM1360 z 100 gg mL1 2’-hydroksy-4-metylochalkonem pozwoliła na ograniczenie aktywności ureoli- 
tycznej o około 10%. Wartości stężenia hamującego /C50 oraz stałej inhibicji K, znajdowały się poza 
badanym zakresem stężeń.

Oznaczanie hamującego wpływu 2’-hydroksy-4-metylochalkonu na aktywność ureoli- 
tyczną całych komórek Proteus mirabilis.

Przykład 2. Efektywność redukowania aktywności ureazy w pełnych komórkach badano 
pośrednio, mierząc stężenie jonów amonowych powstających w reakcji hydrolizy mocznika (PLoS ONE 
2017; 12(8): e0182437). Próby inkubacyjne zawierały żywe komórki szczepu Proteus mirabilis PCM 
1360 o gęstości 107 jtk ml·1 zawieszone w buforze fosforanowym o pH 7,2 ± 0,2 zawierającym 100 mM 
mocznik. Aktywność zachowana komórek bakteryjnych została określona po 30 minutach preinkubacji 
z 2’-hydroksy-4-metylochalkonem o stężeniu 100 gg mL1.

Całe komórki Proteus mirabilis PCM1360

Aktywność zachowana [%] po 30 min 60,6 ± 8,6 

/C50 [pg mL’1] 398,7 ±51,1

Określono stężenie, pozwalające na ograniczenie aktywności ureolitycznej całych komórek 
P. mirabilis o 50% względem próby kontrolnej (/C50). Ze względu na wyniki otrzymane na oczyszczonej 
ureazie, pomiar wykonano po 30 minutach inkubacji z 2’-hydroksychalkonem, uzyskując IC50 = 398,7 
gg mL1.

Powyższe wyniki przedstawiają komplet oznaczeń in vitro, pozwalających na dokładne określenie 
właściwości antyureolitycznych 2’-hydroksy-4-metylochalkonu o wzorze 1, względem najpopularniej­
szych patogenów układu moczowego.

2’-hydroksy-4-metylochalkon został określony jako inhibitor ureazy P. mirabilis PCM1360, za­
równo w układzie zawierającym oczyszczony enzym jak i całe komórki bakteryjne. Wyznaczone warto­
ści IC50 wynosiły 446,0 gg mL1 w przypadku badań prowadzonych na oczyszczonym enzymie i 398,7 
gg mL1 w badaniach na całych komórkach. Otrzymany wynik jest porównywalny z wartościami uzyska­
nymi dla substancji kontrolnych - kwercytyny (/C50 = 229,8 ± 18,4 gg mL1) i naringeniny (/C50 = 262,0 
± 35,6 gg mL1) - flawonoidów będących znanymi inhibitorami ureazy.

Ze względu na wysoką konserwatywność budowy miejsca aktywnego bakteryjnych ureaz oraz 
znany mechanizm inhibicji ureazy przez flawonoidy można określić 2’-hydroksy-4-metylochalkonu jako 
efektywny inhibitor ureaz bakteryjnych.

Zastrzeżenia patentowe

1. 2’-Hydroksy-4-metylochalkon o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu i zapobieganiu kamicy 
nerkowej, kamicy moczowodu oraz kamienia w obrębie dolnych dróg moczowych, jak również 
zapalenia pęcherza moczowego.

2. 2’-Hydroksy-4-metylochalkon o wzorze 1 do zastosowania według zastrz. 1, znamienny tym, 
że ograniczona zostaje aktywność ureolityczna Proteus spp., P. stuartii, M. morganii, Pseudo- 
monas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. i Ureaplasma ureol- 
yticum.
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