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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATP - adenozyno-5’-trifosforan

CNU - ureaza z komoérek C. neoformans

DMF - N, N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

DTNB - kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy

DTT - ditiotreitol

EDTA - sél disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
EI - kompleks enzym-inhibitor

ESKAPE - grupa mikroorganizméw obejmujgca Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa oraz rodzaj Enterobacter

GTP - guanozyno-5’-trifosforan

HPU - ureaza z komérek H. pylori

1Cso - stezenie inhibitora hamujgce 50% aktywno$ci enzymatycznej
1Co - stezenie inhibitora hamujgce 90% aktywnos$ci enzymatycznej
Ka - stata dysocjacji

K - stata dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor

Ku - stala Michaelisa-Menten

LEV - lewofloksacyna

MIC - minimalne stezenie hamujace

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylo-2 H-
tetrazoliowy



NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoadeninowego

0D - gesto$¢ optyczna hodowli lub zawiesiny mikroorganizméw
PES - polieterosulfon

PBS - buforowana sél fizjologiczna

SPU - ureaza z komoérek S. pasteurii

Tris - tris(hydroksymetylo)aminometan

Trx - tioredoksyna

TrxR - reduktaza tioredoksyny

Vinax — maksymalna szybko$¢ reakcji katalizowanej przez enzym
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1. STUDIA LITERATUROWE

1.1. OPORNOSC ANTYBIOTYKOWA I CZYNNIKI WIRULENCJI
MIKROORGANIZMOW PATOGENNYCH

Antybiotyki to grupa substancji o udokumentowanej
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej produkowanych naturalnie przez
inne gatunki mikroorganizméw (najczesciej grzyby ple$niowe
i promieniowce). ! Sg to metabolity wtérne, syntezowane w §rodowisku
w stezeniach znacznie nizszych niz stosowane w medycynie. Historyczne
zrddta literaturowe potwierdzajg, ze ludzko$¢ stosowata antybiotyki do
celéw leczniczych juz od czas6w najwcze$niejszych cywilizacji
antycznych. Za przyktad moze postuzy¢ powszechne wykorzystywanie
ple$ni do zwalczania infekcji bakteryjnych przez starozytnych Egipcjan,
Grekdw czy Chinczykéw. Odkrycie przez Aleksandra Fleminga
penicyliny w roku 1928 jest zwyczajowo uznawane za poczatek okresu
zZwanego w nauce nowoczesng erg Swiadomego uzywania antybiotykow.
Ich mechanizm dziatania i zastosowania terapeutyczne s3 dobrze
poznane w wyniku dtugoletnich badan i préb. 2

Juz w latach 50. XX wieku, a wiec stosunkowo niedtugo po
odkryciu penicyliny izolowano liczne szczepy mikroorganizméw
niewrazliwe lub znacznie bardziej odporne na jej zastosowanie. Po raz
pierwszy udokumentowano zjawisko opornosci antybiotykowej, ktore
od tego czasu stanowi wcigz narastajacy problem. Jest tak, poniewaz
w przypadku wiekszosci najbardziej zagrazajacych zdrowiu i zyciu
infekcji bakteryjnych wcigz nie udato sie znalez¢ odpowiedniej
alternatywy dla zastosowania antybiotykéw. 3 Szacuje sie, ze jesli
kwestia ta nie zostanie rozwigzana, do 2050 roku globalna liczba
zgonow spowodowanych przez tego rodzaju patogeny wzros$nie ponad
10-krotnie, do nawet 10 milionéw rocznie. 4 Problem wynikajacy ze
zjawiska narastajgcej opornosci antybiotykowej jest kluczowy w krajach
rozwijajacych sie, gdzie wcigz powszechnie stosuje sie terapie
niewtasciwym rodzajem lub nieodpowiednio dostosowanym stezeniem
antybiotyku. 5 Z powodu niewystarczajgcych informacji naptywajacych
z tych miejsc, ranga zjawiska do tej pory nie jest catkowicie zbadana.
Jednym
Z najpowazniejszych probleméw w przypadku zwalczania zjawiska
narastajgcej opornos$ci jest niewystarczajaca $wiadomo$¢ spoteczna
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i niekontrolowany dostep do antybiotykéw, szczegdlnie w krajach
rozwijajacych sie. ¢ Wyniki ogélnoswiatowego opracowania
statystycznego opublikowanego w 2019 roku wykazaty, ze wsréd
infekcji wywotanych przez oporne szczepy bakteryjne najczesciej
doprowadzajacych do $mierci pacjenta znalazty sie zakazenia uktadu
moczowego, zajmujace w tej statystyce miejsce wyzsze niz gruzlica.
Wsréd patogenéw odpowiedzialnych za ten rodzaj infekcji jest miedzy
innymi ureolityczny gatunek Proteus mirabilis. Warto zauwazyé, ze
wspomniane studium wykazato, ze w przypadku tego mikroorganizmu
stosunkowo czesto odnotowywano opornos¢ na kilka klas antybiotykow
jednocze$nie.

Dodatkowym problemem jest stosunkowo niewielkie
zainteresowanie wprowadzaniem nowych struktur chemicznych
o potwierdzonej aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej w fazy badan
preklinicznych i klinicznych. 7 Wymagaja one naktadéw finansowych
znacznie przekraczajacych inwestycje wystarczajace do prowadzenia
badan akademickich. Wedtug raportu udostepnionego w drugiej
potowie roku 2021 w fazie testéw klinicznych byto zaledwie okoto 30
nowych zwigzkéw przeznaczonych do zastosowania w leczeniu infekcji.
To ponad 100-krotnie mniejsza liczba nizZ miato to miejsce w przypadku
nowych lekéw przeciwnowotworowych. Co wiecej, tylko 25% z nich nie
byto pochodnymi juz istniejacych struktur i zaden z nich nie wykazywat
zadowalajgcej aktywnosSci przeciw Gram-ujemnym patogenom
nalezacym do grupy ESKAPE. Obejmuje ona nastepujace
mikroorganizmy: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa oraz rodzaj Enterobacter. Ostatnia catkowicie nowatorska
klasa antybiotykéw zostata wprowadzona w latach 80. ubieglego
stulecia. W przypadku tych lekéw przeciwdrobnoustrojowych
preferowano podejscie oparte na eliminowaniu tzw. , essential targets”,
tzn. celéow kluczowych dla przetrwania bakterii w S$rodowisku.
Przyktadem moze by¢ genom mikroorganizmu lub ostony komérkowe.

W ostatnich latach coraz wiekszym zainteresowaniem
badawczym ciesz3 sie inhibitory celéw okres$lanych jako , non-essential
targets’. Sa to struktury komorkowe, ktérych funkcjonowanie nie jest
niezbedne do wzrostu mikroorganizmu w warunkach laboratoryjnych.
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Sa jednak kluczowe w procesach takich jak kolonizacja organizmu oraz
postep infekcji. Przyktadem takich struktur moga by¢ czynniki
wirulencji mikroorganizméw, jak réwniez systemy chronigce przed
odpowiedzig uktadu immunologicznego gospodarza. Zakazenie
wywolane przez szczepy oporne na powszechnie stosowane antybiotyki
czesto prowadzi do dlugotrwatej infekcji organizmu pacjenta, ktéra
niezwykle trudno usung¢. 8 Aby przetrwaé w wymagajacym $rodowisku
ludzkiego organizmu patogeny s3 zmuszone do ewolucyjnego
wyksztatcenia wyspecjalizowanych mechanizméw molekularnych.
Zaburzanie ich aktywno$ci poprzez zastosowanie odpowiednich
substancji, miedzy innymi inhibitoré6w waznych enzymoéw, moze
w przysztosci doprowadzi¢ do powstania nowych lekdw zwalczajacych
tego rodzaju zakazenia. Tego rodzaju terapeutyki moga wykazywacé
bardzo obiecujgce dziatanie synergistyczne z antybiotykami
w warunkach in vivo, co mogtoby umozliwi¢ znaczace obnizenie
niezbednego do zastosowania stezenia tych ostatnich, ograniczajac
problem opornosci antybiotykowej. Bardzo utatwiloby to réwniez
naturalng odpowiedz immunologiczna gospodarza, ktéra szybciej
i efektywniej eliminuje patogeny charakteryzujace sie obnizong
wirulencjg. Ponadto uwaza sie, ze znikomy wplyw tego rodzaju
inhibitor6w na rozmnazanie patogen6w moze zaowocowac
zmniejszeniem ewolucyjnej presji zmuszajacej mikroorganizmy do
poszukiwania nowych mechanizméw opornosci na terapeutyki.

Jeden z przyktadéw “non-essential targets’ stanowi ureaza -
enzym odpowiadajacy za katalize hydrolizy mocznika. ° Peini ona
funkcje czynnika wirulencji u licznych szczepéw patogennych
mikroorganizméw, zaréwno bakterii jak i grzybéw. Inhibitory ureazy
moga by¢ stosowane w terapii infekcji bakteryjnych i grzybiczych
wywotanych przez mikroorganizmy, u ktérych ten enzym stanowi
istotny czynnik wirulencji. Konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych
lek6w na tego rodzaju choroby wynika przede wszystkim z bardzo
dynamicznie narastajgcego zjawiska opornosci patogennych bakterii na
zZwyczajowo stosowane antybiotyki. Waznym elementem procesu
selekcji  inhibitor6w ureazy do potencjalnego zastosowania
w medycynie powinno by¢ zbadanie ich aktywnos$ci w warunkach
in vitro wobec enzymu produkowanego przez docelowy organizm
(oczyszczonego lub z wykorzystaniem calych komoérek jako
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biokatalizatora). 1© Badania prowadzone na wzorcowej ureazie
z Canavalia ensiformis moga by¢ uzyteczne wylgcznie jako etap wstepny.
Potwierdzono, Ze stopienn homologii miedzy ureazami izolowanymi
z roznych gatunkéw ro$lin i mikroorganizméw, choé wysoki, jest
niewystarczajacy, zeby zagwarantowa¢ podobng aktywno$¢
inhibitoréw. Problem dotyczy w szczegdlnosci zwigzkéw wigzacych sie
do centrum allosterycznego, ktorego struktura jest znacznie mniej
zachowana w obrebie réznych gatunkéw niz centrum Kkatalitycznego.
Jednakze, réwniez inhibitory kompetycyjne, celowane w centrum
aktywne, wykazuja zrdéznicowany stopien hamowania wzgledem
réznego rodzaju organizméw ureolitycznych. W przypadku badan na
catych komoérkach dodatkowym problemem jest Kkonieczno$¢
przenikniecia zwigzkdw przez ostony komoérkowe, ktore charakteryzujg
sie znacznymi réznicami w budowie miedzy gatunkami.

Najbardziej znanym w medycynie i najpowszechniej
wystepujacym patogenem ureolitycznym bardzo trudnym w leczeniu
jest Helicobacter pylori. 1! Znane obecnie procedury skutecznej
eradykacji tej bakterii z zoladka obejmujg potaczenie dwoch
antybiotykéw oraz inhibitora pomp protonowych, podawane przez co
najmniej 7 dni. Ponadto, konieczno$¢ podania lekéw do Zotadka oznacza,
ze farmaceutyki fatwo ulegajace degradacji w kwasie Zotagdkowym (takie
jak amoksycylina) musza by¢ podane w odpowiednio wyzszym stezeniu.
To oznacza zwiekszone ryzyko wystgpienia niepozadanych efektéw
ubocznych  kuracji. Potwierdzono, zZe zastosowanie kwasu
acetohydroksamowego - jedynego dopuszczonego do uzytku
medycznego inhibitora ureolizy - w potaczeniu z antybiotykami
znacznie zwieksza skuteczno$¢ terapii.

Podczas rozwazania inhibitoréw ureolizy jako potencjalnych
farmaceutykéw nalezy bra¢ pod uwage réwniez trwatos¢ ich struktury
po podaniu do ludzkiego organizmu. 2 Ten warunek dyskwalifikuje
wiele zwigzkéw, dla ktérych stwierdzono bardzo obiecujaca zdolnosé do
hamowania ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. Przyktadem takich
struktur mogg by¢ amidy kwasu fosforowego. Dla najskuteczniejszych
pochodnych nalezacych do tej grupy warto$¢ /Cso (stezenie inhibitora
hamujace 50% aktywnos$ci enzymatycznej) wobec catych komoérek
P. mirabilis wynosita nawet 200-400 nM. Niestety, ich niska odpornos¢
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na hydrolize bardzo ogranicza ich przydatnos¢ jako farmaceutykéw.
W S$rodowisku wodnym o pH =2 biologiczny okres péttrwania
fluorofamidu wynosi zaledwie okoto 5 minut.

1.1.1. Ureaza jako czynnik wirulencji A. pylori

H. pylori (uprzednio okreslana w nomenklaturze jako
Campylobacter pylori) jest spiralng Gram-ujemng bakterig
mikroaerofilna. 13 Po raz pierwszy wyizolowano ja z ludzkiego Zotadka.
Kolonizacja przewodu pokarmowego przez ten mikroorganizm moze
prowadzi¢ do chronicznego niezytu zotadka oraz w konsekwencji nawet
do powstania wrzoddw lub zmian nowotworowych. Statystycznie u90%
pacjentéw cierpiacych na niezyt zotadka oraz 70-80% cierpiacych na
chorobe wrzodowa stwierdzono obecno$¢ H. pylori w przewodzie
pokarmowym. Optymalna warto$¢ pH do rozwoju tej bakterii miesci sie
w przedziale 6,9 - 8,0. Aktywno$¢ ureolityczna umozliwia tym
mikroorganizmom dtugotrwate przetrwanie w niskim pH Zotgdka, co
odgrywa istotna role przy powstawaniu wrzodéw indukowanych przez
zakazenie. Ponadto, produkcja amoniaku moze prowadzi¢ do
uszkodzenia komoérek nabtonka zotadka i powstania stanu zapalnego.

Oproécz lokalnego podwyzszania pH, co umozliwia bakterii
kolonizacje zotadka, proponowano réwniez inne mechanizmy dziatania
ureazy H. pylorijako istotnego czynnika wirulencji. Postepujaca ureoliza
moze doprowadzaé¢ do podwyzszenia pH samej btony §luzowej Zotadka,
zaburzajac naturalny przeptyw jonéw wodorowych. Innym
proponowanym mechanizmem jest bezposrednia toksyczno$¢
amoniaku produkowanego podczas reakcji katalizowanej przez ureaze.
Dtugotrwata ekspozycja moze prowadzi¢ miedzy innymi do zaburzen
ciagtosci btony $luzowej, skutkujac powstaniem standéw zapalnych,
wrzod6ow lub nawet zmian nowotworowych. Co wiecej, podejrzewa sie,
ze neutralizacja niskiego pH Zotadka wywotana obecnoscig
ureolitycznych komoérek H. pylori wydatnie utatwia przetrwanie innych
patogennych drobnoustrojéw. * To moze doprowadzi¢ do
niebezpiecznych koinfekcji w przewodzie pokarmowym nosiciela tej
bakterii, nawet je$li nie jest bezposrednio dotkniety choroba wrzodowa
i innymi objawami zakazenia.
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Ureaza stanowi okoto 10% puli biatkowej H. pylori wszystkich
naturalnie wystepujacych szczep6éw. 15 Liczne wcze$niejsze badania
wykazaty, ze genetycznie modyfikowane szczepy pozbawione
aktywnosci ureolitycznej nie byly zdolne do Kkolonizacji przewodu
pokarmowego  zwierzat doswiadczalnych. Potwierdzono, ze
oczyszczona ureaza z H. pylori w warunkach in vitro stymuluje
aktywno$¢ makrofagéw, promuje wytwarzanie cytokin i reaktywnych
form tlenu, co prowadzi do wywotania stanu zapalnego. Dodatkowo,
podobnie jak enzym pochodzacy ze Sporosarcina pasteurii, promuje ona
aktywacje ptytek krwi oraz szlaku lipooksygenazy, niezaleznie od tego,
czy jest aktywna katalitycznie.

Ureaza stanowi czesé mechanizmu obronnego
wykorzystywanego przez H. pylori w przypadku wystepowania stresu
oksydacyjnego. ¢ Obecnos$¢ bakterii w sSrodowisku zwieksza ekspresje
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS). Produkcja stymulowana jest
przez frakcje lipopolisacharydowa obecna w $cianie komoérkowej
bakterii. iINOS katalizuje generowanie tlenku azotu(Il) w reakcji, ktérej
substratem jest L-arginina. Reakcja ta prowadzona jest gtéwnie przez
makrofagi i neutrofile. L-arginina obecna w komérkach stanowi réwniez
substrat dla produkowanej przez H. pylori arginazy, katalizujacej
hydrolize tego aminokwasu. Gtéwnym jej produktem jest mocznik,
bedacy z kolei substratem ureolizy, kluczowej do przetrwania
w zotadku. Tlenek azotu(Il) powstaty w wyniku reakcji katalizowanej
przez iNOS jest wysoce reaktywny i odgrywa istotng role w procesie
generowania stanu zapalnego. 17 Jego nieenzymatyczna reakcja
z anionorodnikami ponadtlenkowymi prowadzi do powstania
nadtlenoazotyné6w  (ONOO-).  Toksyczno$¢  tego ostatniego
(bezposrednie oraz posrednie utlenianie lipidéw, protein i kwasow
nukleinowych) w normalnych warunkach prowadzi do wyeliminowania
patogenéw poprzez nadmierny stres oksydacyjny. W przypadku infekcji
H. pylori dwutlenek wegla bedacy ostatecznym produktem reakcji,
ktérej pierwszy etap katalizowany jest przez ureaze wiaze sie
z nadtlenoazotynami, tworzac nietoksyczny ONOOCO?-. Konsekwencja
tego  mechanizmu  obronnego  bakterii jest generowanie
w skolonizowanym przez nig przewodzie pokarmowym chronicznego
stanu zapalnego, ktdérego rzeczywisty wplyw na zywotno$¢ patogenu
jest znikomy. Badania w warunkach in vitro potwierdzity, ze komérki
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nalezace do szczepu referencyjnego H. pylori potrafia znosi¢ nawet
ekstremalnie wysokie stezenia nadtlenoazotynéw w mieszaninie
reakcyjnej. 18 Jednym z kluczowych warunkéw byt jednak dodatek
mocznika w stezeniu fizjologicznym. Moze to stanowi¢ dowdd, iz ureaza
syntezowana przez te bakterie stanowi kluczowy element systemu
chronigcego ja przed ONOO- produkowanymi przez ludzkie fagocyty.
Zwiekszona produkcja amoniaku w wyniku aktywno$ci ureazy prowadzi
réwniez do powstawania nadmiernej ilo$ci cytotoksycznych dla
komoérek gospodarza pochodnych takich jak chloroamina.

W testach prowadzonych na zwierzetach wykazano, ze
niezdolnos$¢ szczepéw H. pylorinieprodukujacych ureazy do kolonizacji
zotagdka obserwuje sie niezaleznie od pH Srodowiska. 1° Pozbawione tego
enzymu mutanty byty niezdolne do infekcji réwniez w przypadku
zwierzat achlorhydrycznych oraz inokulacji mieszaning zawierajaca
inne bakterie ureolityczne. To dowodzi, iz rola ureazy w samym procesie
kolonizacji przewodu pokarmowego nie ogranicza sie wylgcznie do
lokalnej neutralizacji kwasu zotadkowego. Potwierdzono, ze obecno$¢
wici jest kluczowym czynnikiem znacznie zwiekszajacym ryzyko
kolonizacji organizmu gospodarza przez H. pylori. 20 Bakteria ta obecna
jest przede wszystkim w wysoce mobilnej warstwie blony Sluzowej
zotadka, wiec do trwatej kolonizacji niezbedna jest zdolno$¢ poruszania
sie  w kierunku przeciwnym do przemieszczania sie $luzu.
Prawdopodobnie odpowiadajg za to przede wszystkim chemotaksje
bakterii, za$ jednym z atraktantéw dla H. pylori jest wtasnie mocznik.
Mutanty genetyczne pozbawione zdolnosci do syntezowania ureazy
wykazywaly znacznie stabsze tendencje do przemieszczania sie na
przystosowanym do tego podtozu hodowlanym. Zmiany strukturalne
raczej nie stanowig przyczyny zaobserwowanego zjawiska, poniewaz
obserwacje mikroskopowe wykazaty obecno$¢ w ich komoérkach wici
wygladajgcych  na  catkowicie  funkcjonalne. W  badaniach
eksperymentalnych stwierdzono takze znaczne zmiany w mobilno$ci
mikroorganizméw w podtozu zawierajagcym znane inhibitory ureolizy.
Badano wptyw kwasu acetohydroksamowego oraz fluorofamidu.
Dodatek tego pierwszego do podioza powodowal (oprdcz inhibicji
ureolizy) catkowite zahamowanie chemotaksji w odpowiedzi na
wodoroweglan sodu. W przypadku fluorofamidu ten efekt byt znacznie
mniej znaczacy. Przyczyne moga stanowié réznice strukturalne miedzy
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zastosowanymi w tym badaniu inhibitorami. Kwas acetohydroksamowy
jest czasteczka stosunkowo niewielka i jest w stanie przenika¢ nie
uszkodzone ostony komoérkowe H. pylori Znacznie bardziej
rozbudowana struktura drugiego zwigzku oznacza, ze jego zdolnos¢ do
inhibicji prawdopodobnie ogranicza sie wylacznie do ureazy
zewnatrzkomoérkowej. To prowadzi do prawdopodobnego wniosku, ze
ureaza wewnatrzkomoérkowa odgrywa znacznie wazniejsza role
podczas chemotaksji, niz enzym eksponowany przez bakterie na
zewnetrznych ostonach komérkowych.

Obserwacje interakcji bakterii z fagocytami prowadzono
metodg cytometrii przeplywowej w krwi pozbawionej cytrynianéw, aby
zwiekszy¢ szybko$¢ fagocytozy poprzez usuniecie antykoagulantow. 21
W przypadku mutantow H. pylori pozbawionych aktywnosci
ureolitycznej stwierdzono znacznie bardziej efektywna fagocytoze przez
ludzkie granulocyty niz w przypadku szczepu wyjsciowego. Badano pod
tym katem zar6wno mutanty catkowicie pozbawione zdolnosci do
syntezy ureazy (poddajace biatko degradacji lub tworzgce niestabilny
transkrypt), jak réwniez szczep produkujacy to biatko, lecz nieaktywne
katalitycznie. Co ciekawe, w tym drugim przypadku stwierdzono
znacznie wyzsza odporno$¢ na fagocytoze niz w badaniu szczepu
pozbawionego ureazy, cho¢ nie doréwnujaca zdolnoSciom natywnego
szczepu. To pokazuje, ze produkcja jonéw amonowych jest waznym, lecz
nie jedynym elementem mechanizmu obrony komérek bakteryjnych
przed ssaczym uktadem odpornosciowym. Potwierdza to réwniez fakt
pozytywnego wplywu dodatku mocznika do mieszaniny reakcyjnej na
przezywalnos$¢ bakterii szczepu referencyjnego w kontakcie z ludzkimi
fagocytami.

1.1.2. Ureaza jako czynnik wirulencji P. mirabilis

Powstawanie w drogach moczowych ztogdw pochodzenia
chemicznego, zwanych potocznie kamieniami moczowymi, jest czestym
nastepstwem infekcji spowodowanej przez ureolityczne
mikroorganizmy  patogenne.?! Do  najbardziej = powszechnie
wystepujacych gatunkéw indukujacych powstanie takich ztogéw naleza
bakterie z rodzaju Proteus oraz gatunek S. aureus. Inne patogeny drog
moczowych, takie jak rodzaj Klebsiella oraz Pseudomonas rzadziej
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odpowiadajg za tworzenie sie ztogéw, cho¢ niektére ich gatunki réwniez
sg zdolne do produkcji ureazy. Bakterie z rodzaju Proteus moga
odpowiada¢ w ludzkim organizmie za infekcje ran, oczu, przewodu
pokarmowego, jednak najbardziej powszechne sg wywotane przez ten
mikroorganizm infekcje uktadu moczowego u pacjentéw wymagajacych
cewnikowania. 23 Stwierdzono, zZe tego rodzaju infekcja zwieksza ryzyko
niebezpiecznych powiktan w przypadku uszkodzen rdzenia kregowego.

P. mirabilis jest réwniez jednym z gatunkéw najczesciej
uczestniczacych w wielogatunkowych infekcjach uktadu moczowego. 2*
W przypadku pacjentéow zacewnikowanych dodatkowe ryzyko jest
spowodowane pominieciem w takiej infekcji wielu naturalnych barier
ochronnych ludzkiego organizmu. Ponadto nabtonek drég moczowych
jest stosunkowo cienki (3-4 warstw komoérek) i moze tatwo zostaé
uszkodzony poprzez niewtasciwie przeprowadzone zacewnikowanie.
Takie przerwanie cigglosci tkanek bardzo utatwia mikroorganizmom
patogennym osadzenie sie w drogach moczowych, szczegdlnie jesli s
zdolne do intensywnej produkcji biofilmu, tak jak m. in. 2. mirabilis,
w ktérym struktura ta stanowi réwniez istotny czynnik wirulencji.
Powszechnie znang wtasciwoscig tej specyficznej struktury jest znacznie
zwiekszona odporno$¢ na wymywanie bakterii poprzez przeptyw
moczu, co bardzo utatwia proces kolonizacji drég moczowych. 25
Formowanie biofilmu wielokrotnie podwyzsza réwniez odpornos¢
mikroorganizméw na kuracje antybiotykowa. Badania wykazaly, ze
biofilm ma ponadto bezposredni wptyw na formowanie kamieni
moczowych podczas infekcji wywotanej przez P. mirabilis.
Potwierdzono, iz krystalizacja struwitéw i fosforanéw zachodzi znacznie
latwiej wewnatrz struktury biofilmu niz w otaczajacym go syntetycznym
moczu. Wykazano, ze krysztaly struwitow uwiezione wewnatrz biofilmu
P. mirabilis nie ulegaja rozpuszczeniu ani zniszczeniu nawet przy
przeplywie syntetycznego moczu z intensywnos$cig 200 mL/h. 26 Z kolei
kamienie moczowe nie zwigzane z biofilmem bakteryjnym ulegly
zniszczeniu juz przy szybkosci przeptywu rzedu 4 mL/h.
Prawdopodobng przyczyna tego zjawiska jest tworzenie wewnatrz
struktury biofilmu wysyconego jonami magnezu mikrosrodowiska,
w ktérym wystepuje pH znacznie wyzsze niz w ludzkim moczu. Ten
mechanizm umozliwia kamieniom moczowym wzrost nawet w niskim
pH wywotanym przez tagodna terapie majaca na celu zakwaszenie
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moczu pacjentéw, u ktorych zdiagnozowano infekcje bakteryjng drog
moczowych. Dodatkowe komplikacje podczas infekcji drég moczowych
generuje zablokowanie przeptywu moczu w cewniku spowodowane
obecnoscia wykrystalizowanych struwitéw i apatytéw otaczajacych
biofilm bakteryjny. 27 Takie mieszane struktury czesto pozostajg
w drogach moczowych nawet po usunieciu cewnika, co zwieksza
dyskomfort odczuwany przez pacjenta podczas wymiany urzadzenia, jak
réwniez utatwia dynamiczng kolonizacje nowego cewnika po
wykonaniu  wymiany. Zablokowanie drogi przeptywu przez
sprzeros$niety” krysztatami biofilm moze doprowadzi¢ do powrotu
moczu do nerek, stwarzajac powazne ryzyko rozwiniecia sie sepsy.

Ureaza produkowana przez inne mikroorganizmy bedace
patogenami drég moczowych (miedzy innymi S. aureus, Morganella
morganii, Providencia stuartii) nie jest tak aktywna, jak ta syntezowana
przez P. mirabilis. 28 W zwiagzku z tym znacznie rzadziej odpowiada za
powstanie kamieni moczowych w rozmiarach niebezpiecznych dla
zdrowia pacjenta. Pomimo tego wykazano, ze obecno$¢ w srodowisku
ureazy pochodzacej z P. stuartii przyspiesza Krystalizacje struwitéw
katalizowang przez P. mirabilis. Do takiej sytuacji moze doj$¢ podczas
infekcji drég moczowych wywotanych przez kilka réznych szczepéw
uropatogennych. Tego rodzaju koinfekcja prowadzi réwniez zwykle do
wiekszych uszkodzen kolonizowanych przez mikroorganizmy tkanek.
Co ciekawe, wykorzystanie w badaniach in vivo nieureolitycznego
szczepu P. stuartii do koinfekcji z ureolitycznym szczepem P. mirabilis
prowadzito do efektéw poréwnywalnych z koinfekcja dwéch szczepdw
ureolitycznych. To oznacza, Ze obecno$¢ P. stuartii w Srodowisku
intensyfikuje objawy zakaZzenia w oparciu o inny mechanizm niz
przyspieszenie hydrolizy mocznika poprzez aktywno$¢ ureazy
produkowanej przez te bakterie. Mozliwe, ze gtéwna funkcja P. stuartii
podczas koinfekcji z P. mirabilis jest zwiekszenie aktywnos$ci neutrofili
podczas generowania stanu zapalnego lub udziat w tworzeniu struktury
biofilmu, kluczowej dla trwatego pozostania patogenéw w drogach
moczowych. P. stuartiiBE2467 syntezuje dwie, strukturalnie identyczne,
ureazy - jedng kodowang plazmidowo i jeden enzym chromosomalny. 22
Obydwa te enzymy, podobnie jak ureaza produkowana przez
P. mirabilis, sa enzymami, ktérych ekspresja musi by¢ indukowana przez
obecno$¢ mocznika w zajmowanym przez te bakterie Srodowisku.
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Podczas koinfekcji prowadzonej na zwierzetach do$wiadczalnych
stwierdzono, iz obydwa szczepy osiagaja takie same réwnowagowe
stezenie komoérek w drogach moczowych, co w przypadku infekc;ji
pojedynczym szczepem. To $wiadczy o znikomym wplywie zjawiska
konkurencji miedzy tymi patogennymi gatunkami. Co za tym idzie,
zajmujg one prawdopodobnie zupelnie odrebne nisze ekologiczne
w przewodzie moczowym zainfekowanego zwierzecia. Mozliwe, ze
intensyfikacja objawéw zakazenia w przypadku koinfekcji jest
spowodowana interakcja miedzy szczepami, ktérej mechanizm nie
zostal jeszcze poznany, lub zwiekszong skalg odpowiedzi systemu
odpornosciowego organizmu na infekcje mieszang. Dodatkowym
problemem jest w tym przypadku fakt szeroko zakrojonej opornosci
obydwu tych gatunkéw na prowadzong kuracje antybiotykowa. Moze to
dodatkowo przyczynia¢ sie do statystycznego wzrostu $miertelnosci
zacewnikowanych pacjentdow zakazonych jednocze$nie przez
P. mirabilis i P. stuartii w poréwnaniu z infekcjami pojedynczym
szczepem.

1.1.3. Znaczenie ureazy Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans jest gatunkiem grzyba, znanym
przede wszystkim jako oportunistyczny patogen wywotujgcy grzybice
mogaca doprowadzi¢ do $mierci. 30 Infekcja rozpoczyna sie poprzez
wnikniecie zarodnikéw do drég oddechowych. Jest szczegdlnie
niebezpieczna w przypadku pacjentéw z obnizona odpornoscia
organizmu, na przyktad w wyniku zainfekowania wirusem HIV.
Przeprowadzone w ostatnich latach badania zakrojone na szeroka skale
doprowadzity do szacunkowego powigzania 15% zgondéw pacjentéw
chorych na AIDS z infekcja spowodowana przez C. neoformans. Ta
statystyka wskazuje, Ze gruZlica stanowi jedyne schorzenie statystycznie
bardziej zabdjcze dla tej grupy badawczej. Gatunek ten jest
wszechobecny w przyrodzie (miedzy innymi w ptasich odchodach oraz
w korze drzew), co zwieksza ryzyko zakazenia. W przypadku zdrowych
ludzi infekcja uktadu oddechowego przez (. neoformans jest
stosunkowo tatwo kontrolowana, gléwnie poprzez aktywnos¢
makrofagéw. 31 Wkrétce po fagocytozie wnetrze makrofaga ulega
zakwaszeniu i fuzji z lizosomem. Badania potwierdzity jednak, iz ten
gatunek jest zdolny do przetrwania i rozmnazania nawet we wnetrzu
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dojrzatego fagolizosomu, co prowadzi do utrzymania sie infekcji
utajonej. Podejrzewa sie, Zze w warunkach obnizonej odpornosci
nosiciela komorki drozdzowe zawarte w fagolizosomach moga
doprowadzi¢ do rozwoju choroby nie tylko uktadu oddechowego, ale
rowniez centralnego uktadu nerwowego.

Czynniki wirulencji C. neoformans stanowia: formowanie
i powiekszanie kapsuty polisacharydowej, produkcja melaniny oraz
ekstracelularna ekspresja enzyméw, miedzy innymi ureazy. 32 Kapsuta
polisacharydowa  uczestniczcy @w interakcji z  makrofagiem,
prawdopodobnie maskujgc jego miejsca wigzania receptorow, za$
polisacharydy stanowig immunosupresanty. W potgczeniu z melaning
chroni réwniez grzyby przed reaktywnymi formami tlenu. Mechanizm
funkcjonowania ureazy jako czynnika wirulencji C. neoformans nie jest
tak doktadnie poznany i wiekszo$¢ zaproponowanych rozwigzan jest
hipotetyczna. Najprostszym wyjasnieniem jest wykorzystanie ureazy do
celow odzywczych, jako ze mocznik stanowi wszechobecne w ludzkim
organizmie Zrédto przyswajalnego i niezbednego dla mikroorganizmoéw
azotu. Inna z hipotez gtosi, Ze amoniak generowany przez ureaze jest
toksyczny dla s$rédbtonka naczyn krwiono$nych, umozliwiajac
komérkom grzyba przekroczenie bariery krew-moézg. Wczes$niej
zaktadano, iz jony amonowe mogg takze neutralizowa¢ niskie pH
panujace w fagolizosomie, utatwiajgc przetrwanie patogenu. Jednakze
badania wykazaty, ze w przeciwienstwie do wiekszosci patogendw,
wzrost (. neoformans jest szybszy w zakwaszonym $rodowisku
a neutralizowanie niskiego pH fagolizosoméw poprzez dodatek
odpowiednich substancji chemicznych prowadzito do inhibicji wzrostu
drozdzy wewnatrz komorek gospodarza. Podwyzszenie pH
fagolizosomu nie jest zatem elementem mechanizmu wirulencji, chyba
Ze poprzez opOznienie wzrostu grzyba prowadzi do szybszego utajenia
infekc;ji.

Ureaza nie jest wymagana do wzrostu C. neoformansw ptucach
zainfekowanych zwierzat. 33 Prawdopodobnie jest jednak niezbedna do
dtugotrwatego przetrwania drozdzy w organizmie gospodarza. Jest to
z kolei kluczowe w dalszej infekcji centralnego uktadu nerwowego,
prowadzac do najgrozniejszych objawéw zakazenia spowodowanego
przez ten patogen. Usuniecie grzybéw z pluc i zapobieganie
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rozproszeniu jego komoérek do innych organéw pacjenta jest mozliwe
gtownie dzieki adaptacyjnej odpowiedzi T1 uktadu immunologicznego.
Odpowiedz immunologiczna wedlug mechanizmu T2 nie doprowadza
do eradykacji C. neoformansw skolonizowanych ptucach. Potwierdzono,
Ze ingerencja w rownowage miedzy mechanizmami odporno$ciowymi
T1 i T2 na korzys$¢ tego drugiego znacznie utrudnia przezwyciezenie
infekcji przez zwierzeta doswiadczalne. Komoérki dendrytyczne
znajdujace sie w ptucach s3a istotnym czynnikiem warunkujgcym rodzaj
odpowiedzi immunologicznej na szereg antygenéw, w tym réwniez
C. neoformans.

Zdolno$¢ do produkcji ureazy jest czynnikiem wyrdzniajacym
C. neoformans spos$réd drozdzy istotnych z klinicznego punktu widzenia.
34 Sekwencja genowa, ktora jest odpowiedzialna za produkcje ureazy
przez ten grzyb jest podobna do analogicznych fragmentéw genomu
innych organizméw ureolitycznych. Sa to sekwencje: NIC1 (koduje
transporter jonéw niklu) oraz geny URE4, URE6 i URE7, kodujace
polipeptydy opiekuncze, bedace odpowiednikami bakteryjnych UreD,
UreF, UreG. W genomie C. neoformans nie znaleziono jednak zadnej
sekwencji  kodujacej homolog bakteryjnego UreE - biatka
czaperonowego dla niklu. Ta zmiana sugeruje istnienie alternatywnego
mechanizmu dostarczania kationéw tego metalu do miejsca aktywnego
ureazy pochodzenia grzybowego. Badania wykazaly, ze szczepy
C. neoformans pozbawione genu URE7 (homologu genu kodujgcego
bakteryjne biatko UreG) nie sa aktywne ureolitycznie z powodu braku
inkorporacji katalitycznego niklu do miejsca aktywnego apoenzymu.
W warunkach in vitrobiatko Ure7 okazato sie zdolne do wigzania dwéch
jonéw niklu. Biatko UreG ze szczepu Klebsiella aerogenes réwniez
tworzy takie wigzanie, ale tylko z jednym kationem metalu na
czasteczke, przy czym wartos$¢ K jest kilkanascie razy wyzsza (16 puM,
w poréwnaniu z warto$cig ponizej 1 pM dla grzybowego Ure7). Jest
bardzo prawdopodobne, Ze zdolno$¢ wigzania dodatkowego jonu przez
Ure7 ma na celu zrekompensowanie braku analogu biatka
czaperonowego UreE.

Mechanizmy umozliwiajace C. neoformans tak efektywne
zakazenie centralnego uktadu nerwowego nie sg doktadnie poznane. 35
Potwierdzono, Ze lakaza - enzym katalizujacy reakcje powstawiania
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melaniny - jest niezbedna do przetrwania komoérek drozdzowych
w zwierzecym mozgu. Prawdopodobnie kluczowy w tym przypadku jest
wspélistniejacy zestaw czynnikdw wirulencji, do ktérych nalezy wtasnie
biosynteza melaniny przez ten gatunek. Badania wptywu mutacji
usuwajacej mozliwos¢ produkcji ureazy przez C. neoformans sugeruja,
ze brak aktywnosci tego enzymu nie ma negatywnego wptywu na samg
zdolnos$¢ do przetrwania grzybéw w uktadzie nerwowym. Nie wyklucza
to jednak uczestnictwa ureazy w mechanizmie umozliwiajacym transfer
komoérek patogennych z ptuc do uktadu nerwowego, w ktérym bariera
krew-moézg nie wydaje sie speinia¢ swojej ochronnej funkcji. Testy
in vivo potwierdzity, iz delecja genu kodujacego ureaze prowadzi do
znacznego zmniejszenia zdolno$ci do kolonizacji centralnego uktadu
nerwowego. Podczas 8-tygodniowego badania zaobserwowano $mier¢
30% populacji myszy zainfekowanych zmutowanym szczepem, podczas
gdy zadne zwierze zainfekowane ureolitycznym C. neoformans nie
przezyto 6 tygodni od inokulacji szczepem patogennym. Wsrdéd wciaz
zywych myszy zainfekowanych zmutowanym szczepem tylko u 1/3
populacji znaleziono w moézgu statystycznie istotng ilo$¢ zywotnych
form grzyba.

Zdolnos¢ do syntezy ureazy utatwia C. neoformans przetrwanie
poza zainfekowanym organizmem. 3¢ To wtasnie zdolno$¢ do
wykorzystania mocznika jako jedynego Zrédta przyswajalnego azotu
w Srodowisku umozliwia temu grzybowi przetrwanie i wzrost w ptasich
odchodach. S3 one znane jako jedno z kluczowych Zrédet infekcji
spowodowanej przez ten patogen, nie tylko dla cztowieka, ale i innych
ssakéw. W przypadku ptakéw wiekszo$¢é nadmiaru azotu jest usuwana
zZ organizmu w postaci kwasu moczowego, nie mocznika, jak w
przypadku ssakéw ladowych. C. neoformans posiada jednak ztozony
mechanizm enzymatyczny, ktéry umozliwia degradacje kwasu
moczowego do alantoiny, ktéra dalej jest przeksztalcana do mocznika.
Ten moze by¢ wykorzystany jako Zrddto azotu dzieki aktywnosci
ureolitycznej. Ponadto, badania wykazaty, ze zdolnos$¢ C. neoformans do
produkcji ureazy ma tez istotny wptyw na produkcje melaniny. Ten
pigment stanowi za$ kluczowy element systemu ochrony przed stresem
oksydacyjnym. Mechanizm opisanego powigzania metabolicznego nie
zostat jeszcze wyja$niony. Wedtug jednej z hipotez, moze mieé zwigzek
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Z powaznym obnizeniem zdolnosci do syntezy poliamin u mutantéw
pozbawionych zdolnosci do ureolizy.

1.1.4. Ureaza Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus saprophyticus jest bakteryjnym patogenem
czesto odpowiadajacym za zakazenia dréog moczowych, szczegoélnie
u mtodszych kobiet. 37 Wykazano jednak, ze u starszych pacjentéw
bakterie te moga stosunkowo tatwo przedostac¢ sie do krwi. Gatunek ten
jest zdolny do produkcji aktywnej ureazy. W badaniach na zwierzetach
doswiadczalnych potwierdzono, zZe infekcja zmutowanym szczepem
pozbawionym aktywno$ci ureolitycznej prowadzi do znaczaco nizszej
ilosci zaréwno bakterii, jak rowniez leukocytéw w moczu. Przy infekcji
szczepem ureolitycznym dochodzi réwniez do powaznych zmian
w budowie pecherza moczowego, ktérych nie odnotowano podczas
infekcji wywotanej przez mikroorganizmy poddane mutacji. W tym
drugim przypadku nie znaleziono réwniez $ladéw wytracania sie
kamieni moczowych. We wcze$niejszych badaniach wykazano, ze inny
uropatogenny gatunek - P. mirabilis - jest zdolny do tworzenia zmian
patologicznych w obrebie nerek. Potwierdzono, Ze ureaza jest
czynnikiem warunkujgcym zdolno$¢ tego gatunku do uszkadzania tego
narzadu w zainfekowanym organizmie. W przypadku S. saprophyticus
nie zanotowano zadnych réznic w budowie nerek miedzy infekcja
wywolang przez szczep ureolityczny i pozbawiony tej aktywno$ci.
Doprowadzito to badaczy do wysuniecia tezy, zZe w zakaZeniu
wywotlanym przez ten gatunek, inne czynniki wirulencji odpowiadajg za
uszkodzenia nerek.

Wsréd mtodych kobiet Staphylococcus saprophyticus jest
jednym z patogenéw najczeSciej odpowiadajacych za infekcje drég
moczowych (cze$ciej spotyka sie tylko zakazenie Escherichia coli). 38
Obecnie gatunek ten charakteryzuje relatywnie niska odporno$¢ na
dziatanie antybiotykéw rutynowo wykorzystywanych do zwalczania
tego rodzaju zakazen. Mimo tego, w ostatnich latach coraz czesciej
dochodzi do izolacji szczepéw opornych na metycyline. Tego rodzaju
tendencja motywuje S$rodowisko naukowe do poszukiwania
alternatywnych metod kuracji infekcji wywotanej przez te patogenne
szczepy. Analiza genomu patogennych bakterii z rodzaju Staphylococcus
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doprowadzita badaczy do zaobserwowania znaczacych réznic w obrebie
czynnikow wirulencji. 3° W przypadku gatunku S. saprophyticus
stwierdzono brak wielu czynnikéw istotnych w infekcji wywotanej przez
inne patogenne szczepy nalezace do tego rodzaju. Przyktadem moze by¢
nieobecno$¢ wiekszosci typowych dla Staphylococcus sp. biatek
adhezyjnych, szczegélnie istotnych w przypadku kolonizacji drég
moczowych, gdzie konieczne jest przeciwdziatanie usunieciu patogenéw
przez przepltywajacy mocz. Potwierdzono jednak réwniez obecnos$¢
licznych czynnikéw utatwiajacych kolonizacje ludzkiego organizmu
przez ten mikroorganizm. Przyktadem moze by¢ wyjatkowo szybkie
nabywanie opornos$ci antybiotykowej potaczone z wysoce rozwinietg
zdolnoscia do koniugacji rozpowszechniajgcej niewrazliwo$c¢
w okolicznej populacji bakteryjnej. Dzieki aktywnosSci jednej
z zachowanych u S. saprophyticus adhezyn wiele szczepéw nalezacych
do tego gatunku (szacunkowo 70% wszystkich wystepujacych
w $rodowisku) zachowuje zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Oprdcz
znaczacego ulatwienia przetrwania mikroorganizméw w drogach
moczowych potwierdzono, ze struktura ta znaczaco przyspiesza
wymiane informacji genetycznej, rowniez tej dotyczacej opornosci na
stosowane w leczeniu antybiotyki.

Dodatkowa komplikacje w zwalczaniu zakazenia wywotanego
przez te bakterie stanowi fakt niezwykle wysokiej réznorodnosci
genetycznej miedzy szczepami nalezacymi do tego samego gatunku.
Potwierdzono, Ze rdéznice s3 wystarczajagco wysokie, aby miedzy
szczepami obserwowano roézne mechanizmy utatwiajace infekcje.
W przypadku jednej spo$réd badanych linii komérkowych stwierdzono
wieksza zdolno$¢ do tworzenia struktury biofilmu bakteryjnego. Inne
szczepy z kolei charakteryzowaly sie wiekszg aktywnoscig
enzymatyczng, w szczegdlnosci ureazy oraz biatek nalezgcych do
systemu reduktazy tioredoksyny, chronigcego bakterie przed stresem
oksydacyjnym. Te obserwacje prowadza do wniosku, Ze badania genomu
nie daja wystarczajacych informacji, aby skutecznie okres$li¢ obiecujacy
cel dla nowych lekéw projektowanych do zwalczenia infekcji
S. saprophyticus. Przyczyna jest wysoka réznorodnos¢ fenotypowa
obserwowana u szczepdw nalezgcych do tego gatunku. Potwierdzono, ze
niektére linie komdérkowe nie wykorzystuja wszystkich typowych dla
gatunku czynnikéw wirulencji w takim samym stopniu. Lek celowany w
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jeden z tych czynnikdw moze zatem nie by¢ réwnie uzyteczny wobec
wszystkich znanych szczepow.

Ureaze produkowanag przez S. saprophyticus (podobnie jak
w przypadku gatunku Staphylococcus xylosus) charakteryzuje cecha
strukturalna, niezwykle istotna z punktu widzenia projektantéw
potencjalnych inhibitoréw. 4° Wazna Kkatalitycznie reszta cysteiny
(Cys322 w sekwencji ureazy S. pasteurii) jest u tego gatunku zastapiona
przez treonine. Reszta wysoce konserwatywnej domeny wchodzacej
w skltad miejsca aktywnego ureazy jest catkowicie zachowana.
Podejrzewa sie, ze hydroliza mocznika prowadzona przez te szczepy
zachodzi zgodnie z innym mechanizmem, analogicznym do rozciecia
wigzania peptydowego katalizowanego przez chymotrypsyne.
W praktyce oznacza to, ze inhibitory ureaz, ktérych aktywnos¢ opiera sie
na interakcji ze wspomniang resztg cysteiny, nie s skuteczne
w usuwaniu infekcji wywotanej przez Staphylococcus saprophyticus. Za
przyktad mogg postuzy¢ pochodne ebselenu, okreslone niedawno jako
jedne z najskuteczniejszych inhibitoréw ureaz bakteryjnych znanych
w literaturze naukowe;j.

1.2. UREAZY - INFORMACJE OGOLNE I STRUKTURA

Ureazy stanowia grupe enzyméw rozpowszechnionych
w przyrodzie, produkowanych przez ro$liny, bakterie, grzyby, glony
oraz bezkregowce. 4! Pomimo wyraZnych r6znic w budowie wszystkie
enzymy z tej grupy funkcjonuja jako biokatalizatory reakcji hydrolizy
mocznika, ktérej koncowe produkty stanowig amoniak oraz kwas
weglowy. Uwaza sie, iz produkcja tego enzymu przez stosunkowo
zréznicowane taksonomicznie organizmy stanowi swego rodzaju
odpowiedZ natury na wszechobecno$¢ mocznika. Aktywno$¢
katalityczna ureazy jest zdecydowanie dominujagcym w przyrodzie
sposobem  metabolizmu mocznika, zazwyczaj jako Zrddta
przyswajalnego azotu dla roslin i mikroorganizméw. 42 Organizmy
nieprodukujace ureazy, lecz zdolne do wykorzystywania mocznika jako
zrédia azotu (gtéwnie drozdze i jednokomoérkowe zielone algi) sa
stosunkowo nieliczne. W ich przypadku zaobserwowano alternatywna
$ciezke metaboliczng, w ktorej kluczowa jest aktywno$¢ systemu
amidoliazy ATP:mocznik.
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Ureazy stanowiag struktury multimeryczne, ktérych sktad
podjednostkowy rézni sie znaczaco w zaleznos$ci od pochodzenia danego
biokatalizatora. 43 Enzymy pochodzenia roslinnego i grzybowego
stanowig homomery ztozone z od dwoch do szesciu identycznych
podjednostek. Organizmy ro$linne zwykle wytwarzaja ureazy
przyjmujace strukture dimeru trimeréw oz. W przypadku ureaz
pochodzenia bakteryjnego obserwuje sie znacznie wieksze
zréznicowanie struktur, ktére sa w wiekszosci heteromerami. Jedng
z najwiekszych poznanych struktur stanowi ureaza izolowana z
H. pylori, stanowigca tetramer trimerow heterodimeréw of3. Jej masa
molowa wynosi 1,06 MDa. Sekwencje aminokwasowe mniejszych
podjednostek ureaz organizmdéw prokariotycznych zwykle sa zblizone
do odpowiadajgcego im regionu w enzymach pochodzenia grzybowego
lub roslinnego. Polipeptydy budujace strukture apoenzymu, w ktérej
funkcjonuja wszystkie bakteryjne ureazy, sa kodowane przez
odpowiednie geny. * Do aktywacji enzymu niezbedne sg biatka
dodatkowe UreD, UreE, UreF, UreG, UreH, zaangazowane w transport
niklu do komérki i umieszczenie go w centrum aktywnym ureazy.
Niekiedy niezbedna jest do tego obecno$¢ substratu reakcji - mocznika
- w $rodowisku, w ktérym znajduja sie komorki bakteryjne. Przyktadem
takiego mikroorganizmu moze by¢ P. mirabilis. U tego gatunku
dodatkowe biatko regulatorowe, kodowane przez gen ureR
i indukowane obecnos$cig mocznika, odpowiada za kontrole ekspresji
pozostalych gendéw. Biatko regulatorowe UreE, zdolne do wigzania
jonow Ni2+ jest bezposrednio zaangazowane w proces dostarczenia tego
kluczowego dla aktywnoSsci ureazy metalu do odpowiedniego miejsca w
strukturze centrum katalitycznego. 45 Pozostate biatka - UreD, UreF
i UreG - tworza kompleksy z apoenzymem ureazy, co prowadzi do jej
aktywacji. Kompleks zawierajacy biatko UreG jest prawdopodobnie
najistotniejszym elementem tego mechanizmu. W strukturze UreG
wykryto sekwencje znang jako motyw petli P, ktéra moze by¢ zdolna do
wigzania nukleotydéw. Zaobserwowano alternatywna $ciezke aktywacji
ureazy, ktéra wymaga energii dostarczonej przez hydrolize guanozyno-
5'-trifosforanu  (GTP). Ten mechanizm jest wykorzystywany
w przypadku, gdy w $rodowisku zajmowanym przez dany organizm nie
wystepuje odpowiednie stezenie jonéw wodoroweglanowych,
niezbednych do bezposredniej aktywacji apoenzymu ureazy.
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Miejsce aktywne ureazy zawiera dwa jony Ni2+ potgczone przez
atomy tlenu nalezace do karbamoilowanej reszty lizyny. ¢ Kazdy z tych
kationéw oddzialtywuje z resztg histydynowa, a jeden z nich dodatkowo
z tlenem grupy karboksylowej w tancuchu bocznym reszty kwasu
asparaginowego. Jony niklu petnig kluczowa role podczas aktywnosci
ureolitycznej. W potaczeniu ze stosunkowo niewielkim zasobem tego
metalu w $rodowisku naturalnym doprowadzilo to wiekszo$¢
organizméw ureolitycznych do ewolucyjnego przystosowania.
Zazwyczaj jest to wyksztatcenie mechanizméw wiazacych ekspresje
gendw kodujacych ureaze z obecnoscig niklu w komérce. Za przyktad
moze postuzy¢ gatunek Hpylori Funkcje regulatora operonu
ureazowego w tym mikroorganizmie petni biatko NikR. Jest to czynnik
transkrypcyjny ztozony z dwoéch domen wigzacych DNA (DBD -
DNA-binding domain) oraz jednej domeny wiazacej metal (MBD - metal-
binding domain). Elastycznos¢ linkera taczacego te domeny umozliwia
przyjmowanie réznych konformacji, przystosowujac je do wigzania DNA
operonu ureazowego. Ponadto, w przypadku tego biatka obserwuje sie
zjawisko plejotropowosci. 47 Oprécz regulacji ekspresji ureazy NikR
kontroluje réwniez ekspresje innych fragmentéw genomu,
odpowiadajac miedzy innymi za chemotaksje, pozyskiwanie energii,
odpowiedZ na czynniki stresowe.

Analogi NikR funkcjonujg rowniez u innych gatunkéw bakterii
(przyktadem moze by¢ E£. coli), lecz w przypadku H. pylori biatko to
funkcjonuje w oparciu o wyjatkowy mechanizm. 48 Zaleznie od
docelowego fragmentu genomu moze ono pelni¢ funkcje aktywatora lub
represora odpowiedzi na obecno$¢ jondéw niklu. Ta unikatowa
wtlasciwo$¢ odpowiada prawdopodobnie za kontrolowanie stezenia tego
metalu w komorce, jako ze w nadmiarze stanowi on dla
mikroorganizmdéw czynnik toksyczny. Badania wykazaty, ze zmutowane
szczepy H. pylori pozbawione mozliwosci syntezy biatka NikR
wykazywaly nizsza odporno$¢ na toksyczne dziatanie jonéw niklu
w otoczeniu. Ich patogennos$¢ w testach prowadzonych in vivo réwniez
ulegata znaczacemu obnizeniu. Prawdopodobnie miato to zwigzek
z zaobserwowanym w przypadku tych szczepdw ograniczeniem indukcji
aktywnosci ureolitycznej. W obecnosci NikR i nadmiaru jonéw niklu w
Srodowisku obserwowano nadekspresje nie tylko genéw strukturalnych
ureazy ale réwniez genu kodujacego biatko Hpn. Odpowiada ono za
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gromadzenie i transport niklu, co oprécz funkcji dostarczania
katalitycznych jonéw do centrum aktywnego enzyméw moze réwniez
mieé¢ udziat w ochronie komoérek przed toksycznym dziataniem tego
metalu. To oznacza, ze u H. pylori funkcjonuje wyjatkowy system
przechowywania jonéw metali wewnatrz komorki, umozliwiajacy
magazynowanie ich nadmiaru w sposéb catkowicie dla niej bezpieczny.
U wiekszosci bakterii obserwuje sie raczej chelatowanie i transport
jonéw niklu ze Srodowiska zewnetrznego do cytoplazmy w miare
pojawiania sie w komdrce zapotrzebowania na ten metal.

W przyrodzie wystepuja przyktady organizméw ureolitycznych
nieposiadajacych standardowej sekwencji genéw odpowiedzialnych za
wytwarzanie ureazy oraz odpowiednig regulacje jej aktywnosci. 4°
Jednym z przyktadéw jest powszechnie wystepujacy Bacillus subtilis.
Gatunek ten posiada typowe geny strukturalne ureazy, lecz brak w jego
genomie sekwencji kodujacych biatka regulatorowe odpowiedzialne za
inkorporacje niklu do miejsca aktywnego enzymu. Pomimo tego
mikroorganizm zdolny jest do produkcji ureazy, ktéra umozliwia jej
przetrwanie w warunkach braku zZrdédet przyswajalnego azotu innych
niz mocznik. Aktywnos$¢ ureolityczna jest jednak stosunkowo niska,
blisko 20-krotnie nizsza niz w przypadku Klebsiella pneumoniae.
Stwierdzono, Ze dodatek niklu nie miat wptywu na zdolnosci komoérek
do ureolizy, co sugeruje, ze Sladowe ilo$ci w zastosowanym podtozu
mineralnym byty wystarczajace lub enzym nie wymaga obecnosci jonéw
tego metalu w miejscu aktywnym.

Miejsca aktywne ureazy zawierajg rowniez strukture ,klapki”
(mobile flap) ztozona z 33 reszt aminokwasowych, ktéra odpowiada za
regulacje dostepu do centrum katalitycznego. 50 Stwierdzono, zZe
struktura ta moze przyjmowac trzy konformacje, znane w literaturze
jako ,zamknieta”, ,otwarta” oraz ,szeroko otwarta”. W pierwszej
konformacji struktura klapki blokuje dostep substratu reakcji do wneki
zawierajacej katalityczne jony niklu. W konformacji ,,otwartej” dochodzi
do utworzenia bardzo waskiego przejscia, ktdrego geometria
uniemozliwia jednak dostep czasteczki mocznika do miejsca aktywnego.
Przeszkode stanowi przede wszystkim reszta histydyny, ktéra zostaje
przesunieta dopiero podczas przyjmowania konformacji ,szeroko
otwartej” klapki.
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1.3. GLOWNE MECHANIZMY FUNKCJONOWANIA INHIBITOROW
UREAZ

Badania krystalograficzne miejsca aktywnego ureazy wykazaty,
ze inhibitory ureaz czesto -charakteryzuje obecno$¢ fragmentu
kompleksujgcego katalityczne jony niklu w potgczeniu ze zdolnoscig do
utworzenia odpowiedniej sieci interakcji, miedzy innymi wigzan
wodorowych, podobnie do substratéw lub stanu przej$ciowego reakgc;ji.
5152 W przypadku zwigzkéw stanowigcych analogi substratu
elastycznos¢ funkcjonowania ureazy umozliwia skuteczne wigzanie
nawet stosunkowo duzych struktur np. podstawionych tiomocznikow.
Przyktadem fragmentu strukturalnego zdolnego do utworzenia
podobnych interakcji jest reszta fosfonianu, uwazana za analog stanu
przej$ciowego hydrolizy wigzania amidowego. Réwnie czesto spotyka
sie zdolno$¢ do kowalencyjnego wigzania reszty cysteiny w strukturze
klapki miejsca aktywnego (Cys322 w przypadku ureazy S. pasteurii). Do
tego typu zwigzkéw nalezg akceptory typu Michaela, katechole oraz
zwigzki selenoorganiczne.

1.3.1. Antybiotyki chinolonowe

Chinolony i fluorochinolony sa grupa wysoce aktywnych
antybiotykdbw o szerokim spektrum dzialania, powszechnie
wykorzystywanych w leczeniu szeregu infekcji bakteryjnych. 33 Zwiazki
te sa aktywne réwniez wzgledem duzej liczby gatunkéw patogennych
mikroorganizméw Gram-ujemnych. Obecnie w medycynie stosuje sie
przede wszystkim fluorochinolony (Rys.1.), charakteryzujgce sie
zwiekszong skutecznoScia i szersza aktywnos$cia, niz struktury
pozbawione atomu fluoru. Ich podstawowym mechanizmem
funkcjonowania jest inhibicja gyraz (gtéwny cel inhibicji w przypadku
bakterii Gram-ujemnych) lub topoizomeraz bakteryjnych. Nastepstwem
sa zaburzenia w replikacji DNA, ktére przy wyzszych stezeniach
antybiotyku prowadza do $mierci komorki. Wypracowane przez
bakterie mechanizmy narastajgcej opornosci antybiotykowej obejmuja
mutacje miejsca docelowego wigzanego przez inhibitor lub modyfikacje
oston komérkowych w celu usuniecia fluorochinolonéw z komoérki.
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Rys. 1. - Struktura antybiotykéw fluorochinolonowych 54

Badania wykazaty, ze pochodne chinonéw moga funkcjonowa¢é
jako inhibitory ureazy. 5> Potwierdzono rdéwniez funkcjonowanie
réznych mechanizméw inhibicji w zaleznosci od struktury badanego
zwigzku. 1,4-benzochinon oraz jego pochodne charakteryzowata
inhibicja, w ktdrej stan réwnowagi miedzy kompleksem EI i wolnymi
czasteczkami enzymu i inhibitora zostat osiagniety bardzo szybko, nie
dtuzej niz po 10 minutach od rozpoczecia reakcji w systemie
niewykorzystujagcym preinkubacji enzymu z inhibitorem. Z kolei
w przypadku zwigzku o strukturze naftochinonowej zaobserwowano
funkcjonowanie inhibicji zgodnej z modelem wolnowigzacym.
Osiagniecie fazy plateau zajmowato nawet 100 minut od rozpoczecia
reakcji. Naftochinon jest zdolny do arylowania tioli w resztach cysteiny,
podobnie jak benzochinony. W zwigzku z tym sformutowano hipoteze
zaktadajacg istnienie w przypadku tej struktury dodatkowego,
zaleznego od czasu, mechanizmu inhibicji.

Otrzymano roéwniez nanoczastki metali szlachetnych
o przylaczonej strukturze chinolonowej, aby potaczy¢ aktywnosé¢
przeciwdrobnoustrojowa metali z funkcjonalnoscig antybiotykéw. 56
Wykazano, Ze utworzone w taki sposéb nanoczastki srebra wykazuja
nawet 250-krotnie wyzsza aktywno$¢ jako inhibitory oczyszczonej
ureazy niz sam antybiotyk wykorzystany do badan - moksyfloksacyna.
Co ciekawe, zastosowanie w tym samym celu nanoczastek zlota
doprowadzito do znaczacej utraty zdolnosci wyj$ciowego zwigzku do
hamowania  aktywno$ci  ureolitycznej. Utworzone koniugaty
antybiotyku i nanoczastek metalu (zaréwno srebra, jak i zlota)
wykazywaly réwniez wysoka aktywno$¢ bakteriobdjcza, niezaleznie od
struktury $ciany komoérkowe;j.

Fluorochinolony tacza standardowa aktywno$¢ jako antybiotyki
oddziatujgce na genom bakteryjny oraz zdolno$c¢ do inhibicji ureolizy. 57
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To sprawia, Ze s3 obiecujacymi lekami w przypadku infekcji
spowodowanych przez bakterie ureolityczne, takie jak P. mirabilis
i H. pylori Ponadto, polaczenie ich z innymi inhibitorami ureolizy
prawdopodobnie moze doprowadzi¢ do dziatania synergistycznego.
Umozliwitoby to obnizenie stosowanego stezenia antybiotyku, co z kolei
mogloby doprowadzi¢ do spowolnienia narastajacego zjawiska
opornosci antybiotykowej.

1.3.2. Analogi mocznika i tiomocznika

Wiele zwigzkow bedacych strukturalnymi analogami substratu
reakcji ureolizy moze skutecznie hamowac¢ aktywno$¢ katalizujgcych ten
proces enzymoéw. 58 Zwykle funkcjonuja jako odwracalne inhibitory
kompetycyjne, co moze generowaé trudnos$ci przy zastosowaniu
w Srodowisku, w ktéorym wystepuje obfito§¢ mocznika, ktérego
czasteczki skutecznie konkuruja z inhibitorem o miejsce w centrum
katalitycznym ureazy. W przypadku tych zwiazkéw szczeg6lnie czesto
obserwuje sie duza rozbiezno$¢ w skutecznosci wzgledem oczyszczonej
ureazy a catych komorek ureolitycznych mikroorganizmdéw. Uwaza sie,
Ze przyczyng tego stanu rzeczy s3 duze trudnoSci w transporcie
opisywanych struktur przez bakteryjne ostony komoérkowe. Innym
popularnym wyja$nieniem jest szybkie metabolizowanie inhibitoréw
przez aparat enzymatyczny mikroorganizméw. Kieszen wigzaca
substrat reakcji w strukturze ureaz jest stosunkowo waska, co wyklucza
zastosowanie zbyt rozbudowanych zwigzkéw opartych o strukture
mocznika. 5° Ten problem zostat rozwigzany poprzez wykorzystanie
analogow siarkowych, na przyktad bazujacych na strukturze
N-aryloacetotiomocznika (Rys. 2.), ktére wykazuja znacznie wieksze
powinowactwo do jonéw niklu. Co wazne, zwigzki te wykazywaty
obiecujaca aktywno$¢ (znacznie wyzsza niz w przypadku zastosowania
kwasu acetohydroksamowego) réwniez wzgledem catych komoérek
bakterii Gram-ujemnych A. pylori.
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Rys. 2. - Struktura N-diaryloacetotiomocznika 59

33



Udowodniono, ze wykorzystanie struktur barbituranéw lub
tiobarbituranéw réwniez owocuje uzyskaniem aktywnych inhibitoréw
ureolizy funkcjonujacych jako analogi substratu reakcji (Rys.3.). 0
Tiobarbiturany w wiekszosci przypadkéw charakteryzujg sie wyzsza
aktywnoscia, niz ich niezawierajgce atomu siarki analogi.
Prawdopodobnym wyjasnieniem jest zwiekszenie powinowactwa do
katalitycznych jonédw niklu, podobnie jak w przypadku pochodnych
mocznika 1 tiomocznika. W przypadku inhibicji ureaz przez
tiobarbiturany = wigzania wodorowe tworzone przez grupy
hydroksylowe prowadzg do koordynacji katalitycznych jonéw niklu
w centrum aktywnym biokatalizatora. Przylaczenie do struktury
wiodacej reszt aniliny zawierajgcych rozmaite podstawniki umozliwito
osiagniecie wysoce aktywnych inhibitorow.
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Rys. 3. - Barbituranowe pochodne mocznika lub tiomocznika 60

Najskuteczniejszy z otrzymanych w opisanym badaniu
zwigzkéw charakteryzowala warto$¢ /G0 = 8,53 uM wobec
oczyszczonego enzymu pochodzenia roslinnego. Przeprowadzone
modelowanie molekularne potwierdzito, ze struktura mocznika lub
tiomocznika w reszcie barbituranowej odpowiada gléwnie za
koordynowanie katalitycznych jonéw metalu w centrum aktywnym
enzymu. W przypadku struktury tiomocznika wigzanie okazalo sie
znacznie trwalsze, prowadzac do wyzszej aktywnos$ci pochodnych
tiobarbituranowych, niezaleznie od modyfikacji wprowadzonych do
reszty anilinowej. Ta ostatnia brata udziat w tworzeniu oddziatywan
z kluczowymi dla aktywnosci ureolitycznej resztami aminokwasowymi,
co bylo szczeg6lnie widoczne w przypadku pochodnych okreslonych
jako najskuteczniejsze inhibitory. Podsumowujac, odpowiednia
modyfikacja struktury barbituranéw i tiobarbituranéw moze
doprowadzi¢ do uzyskania zwigzkéw  bedacych  znacznie
skuteczniejszymi inhibitorami ureolizy niz stosunkowo mato aktywne
pod tym wzgledem struktury wyjsSciowe.
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Struktura mocznika lub tiomocznika jest uzywana jako fragment
budowy réznorodnych zwigzkéw chemicznych o okreslonej aktywno$ci.
61 7 tego powodu wystepuje ona jako element lekéw bifunkcjonalnych,
w ktorych hamowanie ureolizy przez analogie do substratu bedzie
dodatkiem do tradycyjnej funkcjonalnosci danej czasteczki. Jedng z tego
rodzaju prob podjeto z wykorzystaniem szkieletu ibuprofenowego. Jak
wspomniano wcze$niej, niektére mikroorganizmy ureolityczne sa
zdolne do generowania chronicznego stanu zapalnego w organizmie
pacjenta. Nalezy do nich miedzy innymi H. pylori Polaczenie inhibicji
ureolizy z aktywno$cia przeciwzapalng ibuprofenu moze doprowadzi¢
do uzyskania grupy obiecujacych lekéw do zwalczania infekcji
wywotywanych przez tego rodzaju szczepy mikroorganizméw
patogennych. Badania wstepne prowadzone z wykorzystaniem ureazy
pochodzenia roslinnego potwierdzity, ze te struktury funkcjonuja jako
umiarkowanie aktywne inhibitory ureolizy. Najskuteczniejsza sposrod
badanych struktur charakteryzowata warto$¢ /Go = 14,6 pM. Cho¢
aktywnos$¢ moze zosta¢ uznana za stosunkowo niska w poréwnaniu
z cze$cig znanych inhibitoréw ureazy, nalezy zaznaczyg¢, ze testy in vitro
nie uwzgledniajg innych aktywnosci badanych zwigzkéw.

1.3.3. Flawonoidy

Pochodne flawonoidéw s3a czesto uznawane za bardzo
obiecujace inhibitory ureolizy do zastosowania w medycynie. 62 Uwaza
sie, ze umozliwia one osiggniecie bardzo trudnego do uzyskania
potaczenia wysokiej aktywnoSci antyureolitycznej oraz stosunkowo
niskiej toksycznosci dla organizmu pacjenta w stezeniach wymaganych
do neutralizacji danego zakazenia. Zastosowanie w medycynie
biologicznie aktywnych produktéw naturalnych prawdopodobnie
pozwoli ograniczy¢ ilo$¢ niepozadanych efektéw ubocznych, czesto
problematycznych w przypadku lekéw syntetycznych. Dodatkowa zaleta
tej grupy zwiazkéw chemicznych jest ich bardzo dobrze poznana
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, antyoksydacyjna i przeciwzapalna.
W przeprowadzonych niedawno badaniach dokonano préby uzyskania
wysoce aktywnych inhibitoréw ureolizy poprzez potaczenie struktury
flawonoidu z mocznikiem. Celem byto uzyskanie grupy zwiazkéw
funkcjonujacych jako analogi substratu reakcji katalizowanej przez
ureaze, przy jednoczesnym zachowaniu korzystnych wtasciwosci
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flawonoidéw i ich pochodnych. Potaczenie tych struktur umozliwito
osiagniecie inhibitor6w 10-krotnie skuteczniejszych niz zastosowany w
prébie wzorcowy inhibitor, ktérym byt tiomocznik. Wykazano jednak, ze
przy projektowaniu tego rodzaju inhibitoréw bardzo waznym
czynnikiem jest wielko$¢ zastosowanych podstawnikéw, ktéra
umozliwia zwigzkom odpowiednie umiejscowienie sie w centrum
katalitycznym enzymu.

Ekstrakty roslinne czesto sa wykorzystywane do zwalczania
probleméw zotadkowych lub infekcji drég moczowych w medycynie
tradycyjnej. 63 Za przyktady moze postuzy¢ zurawina lub zielona
herbata, wykorzystywana w medycynie chifiskiej. Obecnie uwaza sie, ze
aktywnos$¢ zawartych w nich flawonoidéw jako inhibitoréw ureaz
bakteryjnych jest Kkluczowym czynnikiem odpowiadajacym za
efektywnos¢ tego rodzaju lekéw. Potwierdzono, ze aktywnos$¢
ureolityczna patogenu drég moczowych Staphylococcus saprophyticus
jest hamowana przy zastosowaniu odpowiedniego stezenia ekstraktu
z dostepnej komercyjnie zielonej herbaty. Wykazano rdéwniez, ze
dodatek soku z zurawiny prowadzi do znaczacych zmian parametréw
ludzkiego moczu, ktére prowadza do ograniczenia formowania sie
ztogéw znanych potocznie jako kamienie moczowe.

Obecnie w literaturze naukowej znalez¢ mozna wyniki badan
potwierdzajacych wysoka aktywnos$¢ w inhibicji ureolizy niemal
wszystkich grup struktur flawonoidowych. ¢* Badaniom poddano
chalkony, flawanole, flawony, flawanony, antocyjaniny, izoflawonoidy
oraz ich glikozydy. Zaleznie od struktury testowanych zwiazkéw
inhibicja ureaz przebiegata zgodnie z innymi mechanizmami.
Przyktadowo, w przypadku chalkonéw i flawanonéw w wiekszosci
przypadkéw stwierdzono niekompetycyjny model inhibicji, zas dla
flawonéw i katechin hamowanie ureolizy odbywato sie wedlug
mechanizmu kompetycyjnego. Potwierdzono, Ze ramnoglukozyd
hesperetyny (bioflawonoidu nalezacego do grupy flawanonéw)
wykazuje zdolnos¢ do inhibicji ureolizy w potaczeniu z obiecujaca
aktywnoscia  antybakteryjng nawet wobec mikroorganizmdéw
Gram-ujemnych, takich jak H. pylori ¢ Barwienie fluorescencyjne
komoérek tego gatunku izotiocyjanianem fluoresceiny (wigzacym sie do
frakcji lipopolisacharydowej §ciany komoérkowej bakterii) doprowadzito
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badaczy do wniosku, Ze aktywno$¢ ta ma zwigzek z wzrostem
przepuszczalno$ci oston komoérkowych.

Jednym Z najciekawszych przyktadéw zwigzkow
flawonoidowych potwierdzonych w ostatnich latach jako inhibitory
ureazy s3a bajkalina oraz skutellaryna (Rys. 4.). ¢¢ Obydwie te struktury
sg charakterystyczne dla ro$lin z rodzaju tarczyc (Scutellaria), przede
wszystkim tarczycy bajkalskiej (Scutellaria baicalensis). Sa one
powszechnie wykorzystywane w chinskiej medycynie do leczenia
schorzen przewodu pokarmowego, miedzy innymi objawoéw typowych
dla chronicznego stanu zapalnego wywotanego przez H. pylori.
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Rys. 4. - Bajkalina (R = H) i skutellaryna (R = OH) 66

Modelowanie molekularne wykazato, ze te zwiazki funkcjonujg jako
inhibitory ureazy w oparciu o inny mechanizm niz wiekszo$¢ podobnych
struktur. W tym przypadku najwazniejszym elementem wydaje sie by¢
wigzanie kluczowej reszty cysteiny w strukturze klapki przystaniajacej
miejsce aktywne ureazy. Reakcja z t3 reszta prowadzi do zmiany
konformacyjnej innych istotnych katalitycznie reszt aminokwaséw
w centrum aktywnym biokatalizatora, co skutkuje zahamowaniem jego
aktywnosci.

1.3.4. Zwiazki heterocykliczne

Zwiagzki heterocykliczne stanowia obiekt zainteresowania
badawczego jako inhibitory ureolizy juz od ponad 40 Ilat. 67
W poczatkowym etapie prac struktury tego rodzaju byty badane gtéwnie
pod katem zastosowania w rolnictwie. Uwazano, ze ich zdolnos$¢ do
tworzenia komplekséw z jonami metali moze przyczynia¢ sie do
zwiekszonej aktywnos$ci wzgledem ureaz. P6zniejsze badania wykazaty
jednak, ze zastosowanie wiekszo$ci testowanych struktur nie przyczynia
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sie do znaczacego zahamowania ureolizy. W przypadku niektérych
zwigzkéw zaobserwowano wrecz odwrotny efekt. Aktywno$¢ innych
badanych pochodnych ograniczata sie wylacznie do testéw in vitro na
oczyszczonej ureazie pochodzenia roslinnego. Podczas prob
przeprowadzonych w glebie nie udato sie powtérzy¢ obiecujacych
wynikéw uzyskanych w poprzednim etapie. Mogto to Swiadczy¢ o braku
stabilno$ci chemicznej, wrcigz stanowiacej powazny problem
w przypadku kilku znanych grup zwiazkéw, opisanych jako inhibitory
ureolizy. W przypadku zadnego ze zwigzkéw nie udato sie uzyskac
wplywu na aktywno$¢ ureolityczna w glebie wyzszego niz w przypadku
katecholu, ktory stanowit jeden z referencyjnych inhibitoréw ureazy.

Pochodne imin byty szeroko rozpatrywane jako zwiazki bedace
potencjalnymi inhibitorami ureolizy. ¢8 W ostatnich latach prowadzono
prace nad wykorzystaniem do tego celu pochodnych triazolowych
zawierajacych reszty tiolowe i hydroksylowe. Kompleksy tych ligandow
utworzone z jonami metali funkcjonowaty jako inhibitory ureolizy.
W przypadku najskuteczniejszych badanych zwigzkéw wykazano
zdolno$¢ do hamowania ureaz 20-krotnie wyzsza niz w przypadku
tiomocznika - warto$¢ /Cso najskuteczniejszego z nich wyniosta 0,94 uM.
Wybér metalu uzytego do utworzenia kompleksu z zasada Schiffa
zawierajaca fragment triazolowy okazat sie w tym przypadku kluczowy
dla aktywnosci inhibitoréw. Najlepsze wyniki przyniosto wykorzystanie
miedzi, niklu lub palladu. Obserwowana inhibicja ureazy roslinnej
zachodzita zgodnie z mechanizmem niekompetycyjnym lub,
w przypadku jednego ze zwigzkéw, mieszanym. Uwaza sie ponadto, ze
zwigzki te beda charakteryzowal sie obniZzong toksyczno$cig dla
cztowieka. Toksyczno$¢ jest czesto najpowazniejszym problemem
podczas badania struktur heterocyklicznych jako inhibitoréw ureazy,
szczegdllnie przewidzianych do zastosowania medycznego.

W ostatnich latach tricykliczny szkielet triazynoindolowy
uznano za kolejne obiecujace rusztowanie do syntezy zwigzkéw
potencjalnie funkcjonujacych jako heterocykliczne inhibitory ureolizy. 6°
Poprzednie prace badawcze z wyKkorzystaniem tych zwigzkéw
udowodnity szereg innych aktywno$ci, miedzy innymi przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne oraz przeciwgrzybicze. Z kolei struktura
benzimidazolowa wykazuje aktywno$¢ antyoksydacyjna oraz
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przeciwnowotworowa. Podejrzewa sie, ze poprzez umiejetne
zaprojektowanie optymalnych struktur, mozliwe bedzie potaczenie tych
dobroczynnych aktywnosci ze skuteczng inhibicjg ureaz, stanowigcych
czynniki wirulencji patogennych szczepéw. Dokonano wiec prdby
syntezy hybrydowych inhibitoréw zawierajacych w strukturze reszte
triazinoindolowa, jak roéwniez benzimidazolowga (Rys. 5.). Dla
najskuteczniejszych inhibitoréw ureaz wsréd grupy badanych struktur
wyznaczono warto$¢ /Gso = 200 nM.
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Rys. 5. - Polaczenie struktury triazinoindolowej (niebieska) z resztg
benzimidazolowa (zielona) ¢°

1.3.5. Zwiazki fosforoorganiczne

Pochodne kwasu fosfinowego s3 od dawna znane jako
obiecujace pod katem zastosowania w projektowania nowych zwigzkéw
bioaktywnych. 70 Przyczynia sie do tego zdolno$¢ do tworzenia
optymalnych interakcji elektrostatycznych, wigzan wodorowych oraz
koordynacyjnych z ré6znorodnymi jonami metali. Ich charakterystyczna
struktura sprawia réwniez, ze czesto moga wystepowac jako analogi
stanu przejSciowego reakcji enzymatycznych, w szczegélnosci proceséow
hydrolizy. Potwierdzono, Ze odpowiednio zaprojektowane struktury
bazujgce na szkielecie kwasu fosfinowego wykazuja wysoka aktywnos$¢
jako leki przeciwzapalne. Struktura fosfinowa znana jako Lesogaberan,
wprowadzona przez AstraZeneca, zostala zaprojektowana do
zwalczania refluksu zZotgdkowo-przeltykowego. Podejrzewa sie, ze
rozwoj tej przypadito$ci moze by¢ zwigzany z infekcjg ureolitycznym
szczepem bakteryjnym H. pylori.

Jedna z grup zwiagzkéw fosforoorganicznych najwczesniej
okreslonych jako bardzo skuteczne inhibitory ureolizy sg amidy kwasow
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fosforowych. 7! Przyktadem moze by¢ fluorofamid. Niestety, ich
przydatnos¢ w leczeniu infekcji wywotywanych przez ureolityczne
mikroorganizmy patogenne jest powaznie ograniczona przez niska
stabilno$¢ wigzania P-N w S$rodowisku wodnym. Z tego wzgledu
szczegllny nacisk w ostatnich latach ktadzie sie na wykorzystanie w
projektowaniu potencjalnych inhibitorow zawierajagcych motyw
strukturalny N-C-P. Takie zwigzki fosforoorganiczne charakteryzuja sie
znacznie wyzsza trwatos$cig. Kwas bis(aminometylo)fosfinowy (Rys. 6.)
wydaje sie by¢ szczegdlnie obiecujaca strukturg wiodaca do
projektowania inhibitoréw ureolizy. Obecno$¢ dwdch grup aminowych
umozliwia tworzenie wiekszej ilosci pochodnych strukturalnych.

Ri HO o e
LM
R2/ \/ \/ \R4
Rys.6. - Struktura inhibitoréw ureazy opartych na kwasie

bis(aminometylo)fosfinowym 71

Potwierdzono, ze pochodne tego zwigzku sg aktywnymi inhibitorami
ureaz bakteryjnych, zaréwno bakterii Gram-dodatnich S. pasteurii, jak
i Gram-ujemnego patogenu P. mirabilis. Najskuteczniejszy sposréd
badanych zwigzkéw charakteryzowaly wartosci K (stata dysocjacji
kompleksu enzym-inhibitor) wynoszace odpowiednio 108 nM
(8. pasteurii) i 202 nM (P. mirabilis).

W kolejnym podejsciu dokonano préoby wiaczenia grupy
fosforowej jako podstawnika w szkielecie kwasu cynamonowego. 72
Struktury te zostaty wyselekcjonowane jako potencjalnie zdolne do
dziatania analogicznego do dikarboksylowej struktury cytrynianu. Ten
ostatni zostat juz wcze$niej potwierdzony jako inhibitor ureazy
pochodzacej ze S. pasteurii. Molekularny mechanizm dziatania stanowi
potaczenie kompleksowania Kkatalitycznych jonéw niklu, interakcji
zZ atomem azotu kluczowej reszty histydynowej oraz wigzan
wodorowych tworzonych z atomami tlenu i azotu innych reszt istotnych
dla aktywnosci enzymu aminokwaséw w centrum aktywnym.
Zastosowanie grupy fosforowej powinno dodatkowo podwyzszy¢
powinowactwo takich zwigzkéw do jonéw niklu. Wykazano, ze w tym
przypadku doktadne zaprojektowanie i optymalizacja struktury jest
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wyjatkowo istotnym etapem. Estryfikacja grupy karboksylowej kwasu
cynamonowego lub przeksztatcenie grupy fosfonowej w fosfinowa
prowadzity do ponad czterdziestokrotnego spadku aktywnosci
badanych inhibitoréw wzgledem ureazy bakteryjnej. Sztywno$c¢
struktury zapewniana przez nienasycone wiazanie w kwasie
cynamonowym roéwniez okazata sie kluczowa w aktywnosci zwiazkow.
Redukcja wspomnianego wiagzania 150-krotnie podwyzszyta warto$¢
statej dysocjacji kompleksu enzymu z inhibitorem.

1.3.6. Jony metali

Kationy metali zostaty stosunkowo wcze$nie opisane jako
inhibitory aktywno$ci ureolitycznej. 73 Badania majgce na celu ustalenie
ich zdolnosci do hamowania ureaz niosg ze sobg jednak liczne trudnosci.
W pierwszej fazie badan w warunkach 7n vitrokonieczne jest znalezienie
buforu reakcyjnego niewchodzacego w interakcje z biokatalizatorem ani
z jonami badanego metalu. Ponadto nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢
zmiany warto$ciowosci obecnych w mieszaninie reakcyjnej kationdw
w czasie obserwowanej reakcji. Jest to szczegélnie problematyczne przy
badaniu inhibicji przez jony Fe2+, ktére stosunkowo tatwo ulegaja
utlenieniu do formy Fe3+. Uwaza sie, ze w wiekszosci przypadkéw do
inhibicji dochodzi na skutek interakcji kation6w z grupami tiolowymi
w strukturze ureazy. Jest to efektywny mechanizm, prowadzacy jednak
do kolejnych komplikacji wynikajacych ze stosunkowo wysokiej
toksycznosci, wynikajgcej najczesciej Z powstawania
nierozpuszczalnych siarczkéw metali. Z tego wzgledu metale tworzace
nierozpuszczalne w $rodowisku wodnym siarczki zostaty uznane za
najmniej odpowiednie do zastosowania jako inhibitory ureolizy.
Wszystkie badane kationy charakteryzowata inhibicja ureazy zgodnie
z mechanizmem niekompetycyjnym. W oparciu o te wyniki uznano
wstepnie, ze grupy tiolowe ureazy wigzane przez jony metali
prawdopodobnie odpowiadaja za nadanie trwatosci struktury
trzeciorzedowej enzymu poprzez tworzenie mostkow disiarczkowych.

Doktadna analiza poréwnawcza wynikéw pierwszych badan
dotyczacych aktywnosci jonéw metali jako inhibitoréw ureaz
doprowadzita do licznych niejasnosci. 74 Szczegdblnie wyraznym
przyktadem sg préby okreslenia mechanizmu inhibicji. R6zne grupy
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badawcze proponowaly hamowanie biokatalizatora zgodne z réznymi
modelami kompetycyjnosci. To z kolei prowadzi do niespéjnosci
w ocenie skuteczno$ci inhibicji, jako Ze od obranego mechanizmu zalezy
metoda wyznaczania warto$ci K. Jest prawdopodobne, Ze roéznice
w  wynikach pomiaréw majg swoje zrédto miedzy innymi
w zastosowaniu przez autoréw prac réznych buforéw reakcyjnych,
ktére moglty wchodzi¢ w reakcje chemiczne z badanymi metalami.
W pézniejszych badaniach uwzgledniono takze pomiary hamowania
ureolizy w dwodch systemach réznigcych sie czasem preinkubacji
enzymu z inhibitorem. Wykazano, ze wiekszo$¢ jonoéw funkcjonuje jako
wolnowigzace inhibitory ureaz. Jest to dos¢ zaskakujacy wynik biorac
pod uwage, ze w wiekszosci przypadkéw wolnowigzacy mechanizm
hamowania aktywnos$ci obserwuje sie gtdwnie w przypadku inhibitoréw
stanowigcych analogi stanu przejSciowego reakcji enzymatyczne;.
Hamowanie aktywno$ci ureaz przez jony metali odbywato sie zgodnie
z mechanizmem okreslonym w dalszej cze$ci tej pracy jako mechanizm
B. Inhibicja przebiegata wiec od samego poczatku reakcji w systemie bez
preinkubacji, lecz jej efektywno$é ulegata znaczacemu zwiekszeniu
w miare uptywu czasu trwania reakcji enzymatyczne;j.

Niemal wszystkie badania prowadzone w tym kierunku
potwierdzaja, Ze jony rteci, srebra i miedzi sg najskuteczniejszymi ze
wszystkich metali inhibitorami ureolizy. 75 Wykazano, ze ich zdolno$¢ do
hamowania aktywnos$ci enzymu jest zblizona, a stezenia przy ktérych
obserwuje sie 50-procentowg inhibicje mieszcza sie w przedziale
2-3 uM. To czyni wymienione jony inhibitorami ureolizy o sile
poréwnywalnej z wiodacymi strukturami benzochinonowymi.
Eksperyment majacy na celu okre$lenie stezenia wolnych grup
tiolowych doprowadzit jednak do zaobserwowania interesujacej réznicy
miedzy  mechanizmem funkcjonowania badanych kationéw.
W przypadku jondw rteci przy catkowitym zablokowaniu aktywno$ci
ureolitycznej obserwowano interakcje metalu ze wszystkimi
dostepnymi resztami tiolowymi cystein wchodzacych w sktad
biokatalizatora. Dla jonéw srebra i miedzi w analogicznej sytuacji
stwierdzono zwigzanie tylko czesci grup tiolowych, odpowiednio 53%
(Agt) i 60% (Cu?t). Jednym z wyjasnien tej obserwacji jest hipoteza
zaktadajgca dodatkowy mechanizm hamowania ureolizy w przypadku
jonow srebra i miedzi. Moze to by¢ kompleksowanie z atomami azotu
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w  kluczowych resztach histydyny lub generowanie stresu
oksydacyjnego i utlenienie reszt w enzymie. Ponadto, kation srebra
o stosunkowo niewielkim promieniu atomowym moze tatwiej wnika¢ do
centrum aktywnego enzymu i wigza¢ kluczowa reszte cysteiny
w  strukturze Kklapki. Konsekwencjg jest catkowite zablokowanie
aktywnosci ureazy jeszcze przed zwigzaniem wszystkich dostepnych
grup tiolowych biokatalizatora. Badania trwato$ci inhibicji prowadzone
metodag naglego rozcienczania (jump dilution) wykazaty, ze
najsilniejszym wigzaniem z grupami tiolowymi charakteryzujg sie
kationy rteci. Przy ich zastosowaniu zaobserwowano odzyskanie tylko
6% aktywnos$ci ureolitycznej po szybkim rozcieficzeniu mieszaniny
reakcyjnej. Najstabsze wigzanie wystepowato w przypadku miedzi, dla
ktérej stwierdzono odzyskanie 80% aktywnos$ci enzymu.

1.3.7. Kwasy hydroksamowe

Najbardziej znanym inhibitorem ureolizy nalezacym do grupy
kwaséw hydroksamowych jest kwas acetohydroksamowy (Rys. 7.). 76
Hamowanie aktywno$ci ureazy przez ten zwiazek odbywa sie zgodnie
z mechanizmem odwracalnym kompetycyjnym, za$§ kinetyka
hamowanej reakgc;ji jest zblizona do tej obserwowanej podczas inhibicji

\N

H

z uzyciem fosforamidow.

Rys. 7. - Kwas acetohydroksamowy 76

Kwas acetohydroksamowy badano pod katem potencjalnego stosowania
w leczeniu wrzodéw zotadka wywotanych przez zakazenie H. pylori. 77
Sugerowano réwniez stosowanie go w przypadku innych infekcji
spowodowanych przez patogeny ureolityczne. Gtéwnym mechanizmem
inhibicji w przypadku kwaséw hydroksamowych jest wysoka zdolno$¢
do chelatowania jonéw metali. Zwiazki te moga dzieki opisanej
wtasciwosci funkcjonowac jako skuteczne inhibitory nie tylko ureazy,
ale réwniez innych metaloprotein.
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Kwas acetohydroksamowy, jako skuteczny inhibitor ureaz
stanowigcych czynnik wirulencji patogennych szczepdéw, zostat
zatwierdzony jako potencjalny lek do zastosowania w przypadkach
takich jak zakazenie dr6g moczowych wywotany przez bakterie
ureolityczne. 78 Struktura ta zostata wstepnie uznana za najbardziej
efektywne polaczenie wysokiej aktywnosci biologicznej oraz
stosunkowo niskiej toksyczno$ci dla cztowieka. Dalsze badania
wykazaty, Ze zastosowanie kwasu acetohydroksamowego w potaczeniu
z kuracja antybiotykowa moze skutkowa¢ efektem dziatania
synergistycznego, efektywniej eliminujagc lub hamujac wzrost
mikroorganizmow patogennych. 72 Poza zdolnos$cia do inhibicji ureolizy
potwierdzono, ze kwas acetohydroksamowy funkcjonuje jako
bakteriostatyk wobec wielu patogennych szczepéw bakteryjnych,
wliczajac w to liczne gatunki Gram-ujemne. Uwaza sie, ze jedna
zZ przyczyn synergistycznego funkcjonowania tego inhibitora
z niektdrymi antybiotykami jest zwiekszona permeabilizacja oston
komoérkowych mikroorganizmoéw.

1.3.8. Zwiazki selenoorganiczne

Ebselen nalezy do zwigzkéw selenoorganicznych zawierajacych
pierscien izoselenazolonu. Charakteryzuje go powszechnie znana
i szczeg6towo udowodniona aktywnos¢ jako substancji przeciwzapalnej
posiadajacej dodatkowo aktywno$¢ przeciwutleniacza. Pierwsza
zaobserwowang aktywno$cia  przeciwzapalng ebselenu  byto
przeciwdziatanie obrzekowi konczyn powstajacego u zwierzat
do$wiadczalnych po wstrzyknieciu CVF - jednego z gtéwnych
sktadnikow jadu kobry. Oprécz aktywnosci przeciwzapalnej
i przeciwutleniajacej ebselen wykazuje réwniez obiecujgce wtasciwosci
jako $rodek przeciwbakteryjny. Potaczenie tych funkcjonalnosci czyni go
zwigzkiem interesujacym z medycznego punktu widzenia. Badania
prowadzone na zwierzetach doswiadczalnych dowiodty, Zze podanie tej
substancji umozliwia znaczace ograniczenie powstawania wrzoddw
zotadka. 80,81

Mechanizm enzymatyczny, znany powszechnie jako system
tioredoksyny jest powszechnie wystepujaca u zywych organizmach
metodg ograniczenia stresu oksydacyjnego. 82 Jest to wazne, poniewaz
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brak kontroli stezenia reaktywnych form tlenu moze doprowadzi¢ do
powaznych zaburzen funkcjonowania organelli komérkowych. System
ten sktada sie z tioredoksyny, reduktazy tioredoksyny oraz fosforanu
dinukleotydu nikotynoadeninowego (NADPH), stuzacego jako donor
elektronéw. Dwie reszty cysteiny umozliwiajg tioredoksynie redukcje
reaktywnych form tlenu, w wyniku w jej strukturze tworzy sie mostek
disiarczkowy. Ten nastepnie jest redukowany poprzez aktywnosé
reduktazy tioredoksyny z wykorzystaniem elektronéw dostarczanych
przez strukture NADPH. W ten sposéb dochodzi do regeneracji
tioredoksyny poprzez powrét do funkcjonalnej formy z cysteing
w postaci zredukowanej, co z kolei umozliwia dalszg kontrole stresu
oksydacyjnego. Analogiczng role peini takze system reduktazy
glutationu. Zaobserwowano jednak, zZe wiele patogennych
mikroorganizmoéw, w tym rowniez ureolitycznych, wykorzystuje system
TrxR jako jedyny mechanizm kontroli stresu oksydacyjnego. System
reduktazy glutationu w ich przypadku nie funkcjonuje. Za przyktad moga
postuzy¢ gatunki S. aureus, H. pylori oraz C. neoformans.

0 ile sama tioredoksyna jest biatkiem o budowie S$cisle
zachowanej ewolucyjnie, to reduktaza tioredoksyny przyjmuje
w przyrodzie dwie réznigce sie od siebie izoformy. U organizméw
prokariotycznych i nizszych eukariontéw takich jak drozdze i rosliny
obserwuje sie tzw. izoforme o niskiej masie molekularnej (masa
podjednostki 35 kDa). U ssakéw wystepuje forma o wysokiej masie
molekularnej (masa podjednostki 55 kDa). Ten wariant enzymu rézni
sie od poprzedniego m.in. podstawieniem selenocysteiny w miejsce
jednej z waznych katalitycznie reszt cysteiny. Dzieki temu w komoérkach
ssaczych ebselen moze funkcjonowa¢ jako antyoksydant, co
wielokrotnie potwierdzano w doniesieniach literaturowych. Zaréwno
tioredoksyna jak i reduktaza tioredoksyny moga wchodzi¢ z ebselenem
w reakcje redoks, prowadzaca do redukcji atoméw azotu i selenu
w strukturze tego ostatniego. W takiej postaci ebselen moze stuzy¢ jako
reduktor reaktywnych form tlenu. Po utlenieniu zwiazek
selenoorganiczny moze by¢ ponownie zredukowany przez jeden
z elementéw systemu TrxR. Potwierdzono, Ze ebselen stuzy jako
substrat dla ssaczej TrxR wtasnie dzieki obecnosci selenocysteiny w
miejscu aktywnym (Rys.8.). W przypadku mikrobiologicznej TrxR
ebselen nie tylko nie pelni roli substratu, ale przeciwnie, dziata jako
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inhibitor blokujacy jej aktywnos$¢ (Rys. 9.). W dalszym ciggu moze on by¢
regenerowany jako przeciwutleniacz przez samg tioredoksyne,
zachowana ewolucyjnie w bardzo zbliZonej strukturze, jak wspomniano
wcze$niej. Jednakze, bez aktywnosci TrxR, pula aktywnej, zredukowane;j
tioredoksyny ulegnie wreszcie wyczerpaniu, powaznie ograniczajac
mozliwos$ci radzenia sobie ze stresem oksydacyjnym. Podsumowujac,
dzieki ré6znicom w budowie izoform TrxR, ebselen moze funkcjonowaé
jako induktor stresu oksydacyjnego w komoérkach mikroorganizméw
(wlacznie z eukariotycznymi). Nie traci przy tym korzystnych
wtasciwosci przeciwutleniacza w komorkach ssaczych.

O
SH
—(SH
TrxR )2 SeH
SeH
Ter/ Trx—S, H,0,
Se
O
SH
TrxR
SeH
Ter/ H,0,

Se

Rys. 8. - System TrxR-Trx w komdrkach ssakéw, w ktorych ebselen
wystepuje jako substrat 82
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Rys. 9. - System TrxR-Trx w komdrkach mikroorganizméw, w ktérych
ebselen wystepuje jako inhibitor 82

Opisana wcze$niej zdolno$¢ do tworzenia wigzan z grupami
tiolowymi sprawia, Ze ebselen jest réwniez bardzo obiecujacym
potencjalnym inhibitorem ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. 83
W przypadku wiekszo$ci enzymoéw nalezacych do tej grupy kluczowa dla
ich aktywnosci katalitycznej jest reszta cysteiny znajdujaca sie w miejscu
aktywnym biokatalizatora (Cys322 w przypadku jednej z najlepiej
poznanych strukturalnie ureaz, ekspresjonowanej przez bakterie
z gatunku S. pasteurii). We wcze$niejszych badaniach wykazano, zZe
ebselen oraz jego pochodne rzeczywiscie funkcjonuja jako
wolnowigzace inhibitory ureazy. Kompleks enzymu z inhibitorem jest
w wiekszosci przypadkéw tworzony szybko, lecz etapem limitujagcym
szybko$¢ hamowania s3g jego dalsze powolne zmiany konformacyjne.
Wykazano, Ze ebselen charakteryzuje sie niezwykle niska warto$cia
statej dysocjacji kompleksu z ureaza SPU, wynoszaca 2,11 nM. To czyni
ten zwigzek jednym z najskuteczniejszych znanych dotychczas
inhibitor6w ureaz pochodzenia bakteryjnego. W badaniach
prowadzonych na oczyszczonej ureazie z H. pylori niezbedne byto
zastosowanie ponad 100-krotnie wyzZszego stezenia ebselenu aby
osiagna¢ zblizong skutecznos$¢. Podobng zalezno$¢ obserwuje sie jednak
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réwniez dla innych inhibitoréw ureazy. Za przyktad moze postuzy¢ kwas
acetohydroksamowy (ki = 3300 nM dla ureazy S. pasteurii - SPU,
K =96000 nM dla ureazy H. pylori- HPU)

1.3.9. Grupy inhibitoréw ureazy - podsumowanie

W ostatnich latach dokonano préby zebrania i podsumowania
efektow pracy zespotéw badawczych poszukujacych struktur bedacych
obiecujacymi inhibitorami ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. 84 Na
podstawie tej analizy sformutowano wniosek o znikomym wplywie
wilasciwosci fizykochemicznych struktur na ich zdolno$¢ do hamowania
ureolizy. Analiza danych literaturowych potwierdzita, ze w wiekszo$ci
przypadkow liczba pierScieni aromatycznych, donoréw i akceptoréow
wigzan wodorowych oraz masa czgsteczkowa zwiazku byty zblizone
w przypadku zwigzkéw aktywnych i nieaktywnych, wchodzacych
w sktad tej samej grupy strukturalnej. Kluczowa okazata sie natomiast
indywidualna struktura molekularna inhibitora. Wiele sposrod
zwigzkéw potwierdzonych jako najbardziej aktywne inhibitory
wykraczato poza normy okres$lone przez regute pieciu Lipinskiego.
Podejrzewa sie, ze we wcze$niejszych latach wiele obiecujacych struktur
tego rodzaju mogto zosta¢ niestusznie odrzuconych w pierwszym etapie
badan z uwagi na nie spetnianie tych norm, powszechnie uwazanych za
podstawowe. Potwierdzono réwniez, ze wysoce konserwatywna
struktura miejsca aktywnego ureazy niekiedy nie oznacza, Ze ten sam
inhibitor bedzie charakteryzowal aktywnos$cia wobec wszystkich
ureolitycznych mikroorganizméw. Problem ten dotyczyt 20,1%
badanych zwigzkéw, wsrdéd ktérych znajdowaty sie gtownie kwasy
hydroksamowe i pochodne kwasu diaminofosfinowego.
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2. CEL PRACY

Glownym celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie nowych
struktur chemicznych o potwierdzonej aktywnosci jako inhibitory ureaz
pochodzenia  mikrobiologicznego.  Zainteresowania  badawcze
obejmowaty w szczego6lnosci nastepujace zagadnienia i wyzwania:

1. Pozyskanie  wysoce oczyszczonych  preparatéw  ureazy
z mikroorganizmoéw S. pasteurii oraz C. neoformans. W przypadku tego
drugiego gatunku konieczne byto opracowanie skutecznego protokotu
obejmujacego hodowle wzrostowa oraz indukcje aktywnosci
ureolitycznej w zywych komoérkach grzybowych.

2. Zbadanie kilkunastu grup zwiazkéw pod katem potencjalnej
aktywnosci jako inhibitory ureolizy. Badania prowadzono zaréwno na
oczyszczonych preparatach enzymatycznych, jak réwniez na catych
komoérkach mikroorganizméw, ze szczegélnym uwzglednieniem
gatunkdw patogennych wykorzystujacych wureaze jako czynnik
wirulencji. W$réd badanych grup znalazty sie miedzy innymi
selenoorganiczne pochodne oparte na strukturze ebselenu,
fosforoorganiczne pochodne katecholu oraz kwasu cynamonowego,
zwigzki zawierajace fragment strukturalny tiomocznika.

3. Badanie zdolno$ci pochodnych ebselenu do inhibicji systemu
reduktazy tioredoksyny i poSredniego generowania stresu
oksydacyjnego w komoérkach mikroorganizméw.

4. Okreslenie zdolnosci wybranych zwiazkéw potwierdzonych jako
inhibitory ureazy pochodzenia mikrobiologicznego do zahamowania
wzrostu biofilmu bakteryjnego. Badaniom poddano wybrane pochodne
ebselenu oraz grupe zwigzkéw flawonoidowych.
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3. MATERIALY | METODY
3.1. ODCZYNNIKI

Wykorzystywane odczynniki chemiczne posiadaty czystos¢ analityczna
i zostaty zakupione z nastepujacych zrédel: Carl Roth, Sigma Aldrich,
Merck, Eurochem, Chempur, POCH. Podloza mikrobiologiczne zostaty
zakupione z firm: Biocorp, Merck oraz Graso Biotech.

3.2. ZWIAZKI BADANE JAKO INHIBITORY UREOLIZY

Zwigzki fosforoorganiczne
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Zrédta grup zwigzkow

[a] - Dr Stamatia Vassiliou, Laboratorium Chemii Organicznej Uniwersytetu Ateriskiego

[b] - Mgr inz. Marta Maslanka, Katedra Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej

[c] - Prof. Jacek Scianowski, Katedra Chemii Organicznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

[d] - Dr inz. Mirostaw Giurg, Katedra Chemii Organicznej i Medycznej Politechniki Wroctawskiej

[e] - Dr inz. Joanna Koztowska, Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu

Rys. 10. - Struktury i pochodzenie grup badanych zwigzkéw
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3.3. SZCZEPY MIKROORGANIZMOW

- 8. pasteurii CCM 2056, pozyskany komercyjnie z Czeskiej Kolekcji
Mikroorganizmow

- P. mirabilis PCM 543, pozyskany komercyjnie z Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw

- C. neoformans ITHEM 3969, udostepniony przez dr hab. n. med. Urszule
Nawrot z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu

- H pylori Tx30a (ATCC 51932), hodowany i udostepniony przez
dr. Pawta Krzyzeka z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Uniwersytetu

Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.
- P. aeruginosa PCM 499, pozyskany komercyjnie z Polskiej Kolekcji
Mikroorganizmow

- S aureus PCM 2054, pozyskany komercyjnie z Polskiej Kolekcji
Mikroorganizmoéw

3.4. APARATURA

Badanie czystos$ci otrzymanych zwiazkéw

Analityczng chromatografie prowadzono z uzyciem UFLC Shimadzu,
wykorzystujac kolumne Reprosil Saphir 100 C18, 5um, 150 x 4,6 mm.

Hodowla mikroorganizméw
Podtoza mikrobiologiczne sterylizowano w autoklawie CertoClav EL 12.

Do pracy w warunkach sterylnych uzywano komory laminarnej Bioair
Safeflow 1.2.

Obserwacje mikroskopowe prowadzono za pomoca mikroskopu
optycznego z oprogramowaniem Motic BA-310.

Do inkubacji hodowli mikrobiologicznych na podtozu ptynnym oraz
zestalonym w odpowiednich dla nich warunkach wykorzystywano
inkubator z wytrzgsaniem Lab Companion IST-4075R.

Do inkubacji hodowli w ptytkach 24-dotkowych lub 96-dotkowych
uzywano inkubatora ELMI Skyline DTS-4.
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Do pomiaréw wartosci pH uzywano pH-metru SI Analytics TitroLine
7000.

Pozyskiwanie oczyszczonego enzymu pochodzenia mikrobiologicznego

Dezintegracje komdrek mikroorganizméw w pierwszym etapie
uzyskiwania  oczyszczonego enzymu prowadzono  uzywajac
dezintegratora Sonics Vibracell VC-505.

Wieloetapowa chromatografie preparatywng w celu uzyskania
oczyszczonego enzymu z komorek mikroorganizméw prowadzono
w systemach AKTAPrime Plus oraz AKTA Pure.

Wszystkie kolumny chromatograficzne zostaty zakupione z firmy Cytiva
Life Sciences: HiPrep Q FF 16/10, HiPrep Phenyl FF 16/10, Sephacryl
S-300 26/60, Mono Q 5/50 GL, Superose 12 HR 10/30.

Badania aktywno$ci enzymatycznej i wptywu na stres oksydacyjny

Do dejonizacji wody przeznaczonej do badan enzymatycznych
wykorzystywano zestaw do oczyszczania wody Direct-Q 3 UV.

Do badan spektrometrycznych aktywno$ci enzymatycznej ureazy
i wptywu inhibitoréw uzywano czytnika mikroptytek TECAN Sunrise.

Pomiary fluorescencyjne prowadzono z wykorzystaniem aparatury BMG
Labtech Clariostar Plus.

Badania na biofilmie bakteryjnym

Pomiary w czasie rzeczywistym iloSci i zywotnos$ci biofilmu
z wykorzystaniem systemu BioFlux 1000 zostaty wykonane przez dr.
Pawla Krzyzeka z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Pomiary grawimetryczne ilo$ci tworzonego biofilmu zostaty
wykonane z uzyciem aparatury wykonanej i udostepnionej przez
dr hab. inz. Tomasza Piaseckiego z Katedry Nanometrologii Wydziatu
Elektroniki, Fotoniki i Mikrosysteméw Politechniki Wroctawskie;.
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3.5. METODY
3.5.1. Stosowane metody pomiarowe
3.5.1.1. Pomiar aktywnoSci ureolitycznej metodg indofenolowg 85

W tym badaniu wykorzystywana jest reakcja jondw amonowych
(produktu ureolizy) z podchlorynem sodu, ktdérej produktem jest
chloramina. Reaguje ona nastepnie z fenolem w S$rodowisku silnie
zasadowym, prowadzac do powstania niebieskiego produktu, ktorego
stezenie jest wprost proporcjonalne do aktywno$ci ureolitycznej
w mieszaninie reakcyjnej. Reakcja jest Kkatalizowana przez
nitroprusydek sodu. Badanie stezenia jon6w amonowych w mieszaninie
przeprowadza sie poprzez dodanie kolejno 100 pL odczynnikéw [ i1l do
50 pL roztworu zawierajacego jony amonowe. Alternatywnie stosowano
proporcje 200 pL badanej mieszaniny i po 500 pL odczynnikéw 11 I1.

Odczynnik I do préby indofenolowej Odczynnik II do préby
indofenolowej
Nitroprusydek 0,025 g (0,955 NaOH 2,5g (0,625 M)
sodu uM)
Fenol 5g(0,53M)  NaCl0  2,3mL (47,1 mM)

Po dodaniu odczynnikéw i 30 minutach inkubacji w temperaturze 30°C
wykonywano pomiar Asso i okre§lano stezenie jonéw amonowych w
mieszaninie reakcyjnej postugujac sie krzywa standardowg dla reakcji
indofenolowe;.

3.5.1.2. Pomiar aktywno$ci ureolitycznej poprzez monitorowanie zmian
pH z uzyciem czerwieni krezolowej

Indykator zmian pH w reakcji ureolizy

Do badani na enzymie Do badan na catych komérkach
Sktadnik Masa/L Sktadnik Masa/L
[e] [e]
6 mM bufor fosforanowy - 20 mM PBS -
(KHzPO4 + K2HPO4)
Czerwien krezolowa 0,2 Czerwien 0,2
krezolowa
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Mieszanina reakcyjna zawierata indykator zmian pH, mocznik,
zrédto enzymu oraz opcjonalnie - badane inhibitory. Po rozpoczeciu
reakcji przez dodatek biokatalizatora lub substratu reakcji
w dwuminutowych odstepach wykonywano pomiary As7o w czytniku
mikroptytek TECAN Sunrise. Stezenie powstajacych jonéw amonowych
okreslano poprzez Korelacje rezultatow z wynikami préby
indofenolowej prowadzonej w identycznych warunkach.

3.5.1.3. Warunki prowadzania badan aktywnosci ureolitycznej

Badania aktywno$ci ureolitycznej wykorzystujace prébe
indofenolowg prowadzono w 3 mM buforze fosforanowym
(w przypadku oczyszczonego enzymu) lub 10 mM buforowanym
roztworze soli fizjologicznej PBS (w przypadku badania aktywnosci
catych komoérek mikroorganizméw). W przypadku badania z uzyciem
czerwieni krezolowej $rodowisko reakcji uzyskiwano poprzez
dwukrotne rozcienczenie odpowiedniego roztworu indykatora. Mocznik
(substrat dla reakcji ureolizy) stosowano w stezeniu wynoszacym
2-krotno$¢ wartosci statej Michaelisa-Menten (Av) dla danego
biokatalizatora. Wérdd sktadnikéw znajdowat sie réwniez wybrany
preparat enzymatyczny lub zawiesina komoérek ureolitycznych oraz
badane potencjalne inhibitory ureaz. Przy kazdym badaniu dobierano
stezenie zrodta ureolizy umozliwiajgce osiggniecie zmiany absorbancji
w zakresie 0,5 - 1,5 podczas 1,5-godzinnej reakcji. Reakcje
rozpoczynano poprzez dodatek Zrédia biokatalizatora (enzym lub
zawiesina komoérkowa) lub mocznika, w przypadku badania zwigzkéw
okreslonych jako inhibitory wolnowigzace, gdy konieczna byta
wczesniejsza preinkubacja enzymu z inhibitorem. Podczas badania
aktywnosci inhibitoréw przygotowywano réwniez kontrole aktywnosci
enzymu niehamowanego oraz badajaca wptyw rozpuszczalnika uzytego
do rozpuszczenia zwigzkéw bedacych potencjalnymi inhibitorami
ureazy.

3.5.1.4. Pomiar stezenia biatka metoda Bradforda

Do 1 mL $wiezo przefiltrowanego odczynnika Bradforda
dodawano 2-20 pL badanego preparatu. Po 10 minutach zmierzono Asos
i odczytywano mase biatka w dodanej objetosci prébki postugujac sie
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krzywa standardowa wykonang dla komercyjnie dostepnych roztworéw
albuminy bydlecej o znanym stezeniu.

3.5.1.5. Okreslenie zywotnosci komérek mikroorganizméw metoda
MTT 86

Kolorymetryczne sprawdzenie zywotno$ci komoérek osiggano
poprzez obserwacje redukcji zéttej soli tetrazolowej - bromku 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylo-2 A-tetrazoliowego - do fioletowych
krysztatéw formazanu. Reakcja katalizowana jest przez zalezne od
NAD(P)H enzymy z klasy oksydoreduktaz, aktywne wyltacznie w
pozostalych przy zyciu komoérkach. Badang zawiesine komoérkowa
dodawano do roztworu substratu MTT (w stezeniu koncowym
0,5 mg/mL) w 10 mM PBS, tak ze koricowa objeto$¢ wynosita 100 pL. Po
30 minutach inkubacji z wytrzagsaniem w temperaturze 30°C
obserwowano wytrgcanie sie fioletowych krysztatow produktu.

Zakwaszony izopropanol do rozpuszczenia krysztatéw w metodzie z
wykorzystaniem soli tetrazolowej (test MTT)

Skltadnik Objeto$é [mL]
Etanol 50
HCl 0,75

W celu ich rozpuszczenia do kazdego dotka mikroptytki dodawano po
100 pL zakwaszonego izopropanolu. Po rozpuszczeniu krysztatow
wykonywano pomiar Asso.

3.5.1.6. Okreslanie wtasciwosci przeciwutleniajacych badanych
zwigzkéw 87

Zdolno$¢ do przechwytywania wolnych rodnikéw badano
z wykorzystaniem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH). Fioletowy
roztwér DPPH w etanolu traci swe intensywne zabarwienie w kontakcie
z  czynnikami  redukujacymi  reaktywne formy tlenu -
przeciwutleniaczami. Jeden z atoméw azotu w strukturze DPPH
posiadajacy niesparowany elektron moze stuzy¢ jako akceptor atomu
wodoru, ktérego donor stanowi badany zwigzek o wilasciwosciach
przeciwutleniajacych. W rezultacie obserwuje sie zmiane zabarwienia
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roztworu z fioletowej na z6tta. Mieszanine reakcyjng przygotowywano
w etanolu - 0,1 mM DPPH oraz badane zwigzki w zakresie stezen
20-1000 pg/mL. Przed dodaniem DPPH oraz w okreslonych odstepach
czasu po rozpoczeciu reakcji wykonywano pomiar Asis. Przygotowano
réwniez kontrole bez dodatku inhibitoréw. Pomiar spadku absorbancji
mieszaniny reakcyjnej przy dtugosci fali 518 nm umozliwit okreslenie
zdolnosci badanych zwigzkéw do wychwytywania reaktywnych form
tlenu. Jako substancje wzorcowa wykorzystang do poréwnania
wilasnos$ci  przeciwutleniajacych  zwigzkéw  selenoorganicznych
wykorzystano kwas cynamonowy. W literaturze zZrédiowej mozna
znalez¢ opisy zafalszowania obserwowanych wynikéw, ktére wynika
z zastosowania nieodpowiednich rozpuszczalnikow w tescie DPPH. Aby
tego uniknaé, przeprowadzono réwniez Kkontrole  wptywu
N,N-dimetyloformamidu (DMF) w stezeniu odpowiadajgcym jego
zawarto$ci w roztworach badanych inhibitoréw ureolizy. Nastepnie
wyliczono  stezenie  zwigzku, dla  ktérego zaobserwowano
50% zahamowanie przyrostu absorbancji. Byta to warto$¢ RSCso (RSC -
radical scavenging capacity)

3.5.2. Hodowla komoérek bakterii ureolitycznych

3.5.2.1. Pozyskiwanie biomasy S. pasteurii do procedury oczyszczania
enzymu

Zaszczepiano porcje 100 mL podtoza hodowlanego dla bakterii
ureolitycznych mikroorganizmami S. pasteurii z hodowli na podtozu
zestalonym.

Podloze hodowlane dla bakterii ureolitycznych

Sktadnik Masa/L [g]
Ekstrakt drozdzowy 20
NiClz 0,1296 [1 mM] - S. pasteurii

0,0389 [0,3 mM] - P. mirabilis

Po 2 dniach wzrostu w odpowiednich warunkach hodowlanych
(wytrzasanie 120 rpm, 30°C) powstatg prehodowle wykorzystywano do
zaszczepienia duzej butli zawierajgcej 5 L podtoza hodowlanego o tym
samym sktadzie lub 20 kolbek stozkowych po 100 mL Swiezego podtoza
o tym samym sktadzie. Hodowle w kolbkach poddawano wytrzgsaniu
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w inkubatorze, natomiast hodowla w 5 L butli byla sterylnie
napowietrzana. Po 2 dobach wzrostu w podanych wcze$niej warunkach
dodawano sterylnie mocznik (koficowe stezenie w podtozu 1% w/v). Po
1 dobie inkubacji w podtozu z mocznikiem mikroorganizmy
zwirowywano (6000 rpm, 1 h) i zamrazano w temperaturze -20°C.

3.5.2.2. Hodowla catych komoérek ureolitycznych P. mirabilis

Mikroorganizmami P. mirabilis zaszczepiano 100 mL podtoza
hodowlanego dla bakterii ureolitycznych. Po 2 dniach hodowli
(wytrzasanie 120 rpm, 30°C) dodawano sterylnie mocznik do
koncowego stezenia 1% w/v. Po kolejnej dobie hodowli
mikroorganizmy ureolityczne byly gotowe do odwirowania
i zawieszenia w porcji 10 mM PBS. Tak przygotowana zawiesina byta
nastepnie wykorzystywana do badan w przeciagu maksymalnie
2-3 nastepnych dni. Kazdego dnia przed rozpoczeciem badan
sprawdzano zywotno$¢ (test MTT) oraz aktywno$¢ ureolityczna
bakterii.

3.5.3. Pozyskiwanie aktywnych ureolitycznie komorek szczepu

C. neoformans IHEM 3969

3.5.3.1. Dob6r warunkéw indukcji ureolizy w komoérkach €. neoformans
IHEM 3969

100 mL ptynnego podtoza Sabouraud, przygotowanego zgodnie
z instrukcjami producenta, zaszczepiono komérkami C. neoformans. Po
1 dniu inkubacji (wytrzasanie 100 rpm, 30°C) odwirowano porcje 10 mL
hodowli (5000 rpm, 15 min), zawieszono w tej samej objetos$ci ptynu
fizjologicznego i dodawano po 100 uL do probéwek eppendorfa
zawierajacych po 900 uL nastepujacych podtéz z, lub bez dodatku
2% mocznika: podtoze Sabouraud, 10 mM PBS, ptyn fizjologiczny,
podtoze indukujace ureolize (z lub bez dodatku 1g/L peptonu, 0,1%
glukozy lub obydwu tych dodatkéw).
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Podloze indukujgce ureolize w komérkach C. neoformans

Sktadnik Masa/L [g]
Ekstrakt drozdzowy 0,2

KH2PO4 2,72 (20 mM)

NazHPO4 2,84 (20 mM)

Probowki inkubowano w temperaturze 30°C i pobierano probki
po 15, 30, 45, 60, 90 minutach oraz 24 godzinach od rozpoczecia
inkubacji w nowych podtozach i wykonano pomiar stezenia jonéw
amonowych metoda indofenolowa. Po zakonczeniu inkubacji pobrano
krople z kazdej testowanej zawiesiny i wykonano rozmaz na czystym
szkietku podstawowym. Zabarwiono preparat przyzyciowo roztworem
btekitu metylenowego (rozcienczenie 1:10000), przykryto szkietkiem
nakrywkowym i prowadzono obserwacje mikroskopowa, by okresli¢
wplyw doboru podtoza hodowlanego na zywotno$¢ komorek
drozdzowych. Btekit metylenowy penetruje ostony komoérkowe
wyltgcznie martwych komoérek drozdzowych. Dzieki temu podczas
obserwacji komoérki martwe beda zabarwione na niebiesko i tatwe do
identyfikacji na tle bezbarwnych komoérek zywych.

3.5.3.2. Wplyw stezenia mocznika i glukozy na indukcje ureolizy
w modyfikowanym podtozu Christensena

Dwudniowa hodowle ptynng C neoformans odwirowano
i zawieszono w takiej samej objetosci ptynu fizjologicznego. Powstatg
zawiesing zaszczepiono (poprzez dziesieciokrotne rozcienczenie
wyj$ciowej zawiesiny komérek w podtozu) sterylnie probdwki
z podtozem indukujacym ureolize, z lub bez dodatku 0,1% glukozy oraz
zawierajacym mocznik w przedziale stezen 0 - 2%. Po jednym dniu
inkubacji probéwek w temperaturze 30°C zmierzono stezenie jonow
amonowych metodg indofenolowa. Nastepnie zawarto$¢ probowek
odwirowano (5000 rpm, 5 min) i zawieszono osad komérkowy w 10 mM
roztworze PBS. Zbadano aktywno$¢ ureolityczng otrzymanych zawiesin
metoda indofenolowg, pobierajac prébki po 15 i 45 minutach od
rozpoczecia reakcji poprzez dodatek zawiesiny komoérek do mieszaniny
reakcyjnej.
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3.5.3.3. Okreslenie wptywu mocznika na szybko$¢ wzrostu komérek
C. neoformans IHEM 3969

W sterylnych 15 mL probéwkach typu falkon przygotowywano
hodowle C. neoformans THEM 3969 w bulionie Sabouraud z dodatkiem
réznych stezen mocznika w przedziale 0-4% w/v. Po 1, 2 oraz 5 dniach
inkubacji w warunkach wzrostowych (wytrzasanie 120 rpm, 30°C)
pobierano prébki hodowli i wykonywano pomiar gestosci optycznej
hodowli ODsso.

3.5.3.4. Okreslenie wptywu stezenia jonéw niklu na wzrost komoérek
C. neoformans THEM 3969

W celu okre$lenia stezenia jondéw niklu optymalnego do préb
indukcji ureolizy w komérkach grzybowych przygotowywano hodowle
wzrostowe C. neoformans IHEM 3969 w bulionie Sabouraud
w sterylnych 15 mL falkonach. Dodano chlorek niklu w odpowiednich
stezeniach (stezenie jonéw niklu w przedziale 0-1,5 mM). Prowadzono
hodowle przez 3 dni, codziennie pobierajac préobki i wykonujgc pomiary
gestosci optycznej ODsso.

3.5.3.5. Otrzymywanie ureolitycznych komoérek C. neoformans IHEM
3969

Zaszczepiano 100 mL podiloza Sabouraud porcja
mikroorganizméw C. neoformans. Po 3-4-dniowej hodowli (30°C,
100 rpm) uzyskana prehodowle wykorzystywano do zaszczepienia 2 L
tego samego podtoza w kolbkach 250 mL by osiggna¢ odpowiednig ilo§¢
biomasy. Po kolejnych 2 dniach hodowle odwirowywano (5000 rpm, 45
min) i zawieszano w takiej samej objetosci podtoza indukujgcego
ureolize, zawierajacego 1% mocznik oraz 0,1 mM NiCl.. Zawiesiny
inkubowano w temperaturze pokojowej bez wytrzasania przez 2 dni, po
czym sprawdzano ich aktywno$¢ ureolityczng, pobierajac probki
i wykonujac test kolorymetryczny okreSlajacy stezenie jonéw
amonowych. Po potwierdzeniu aktywnos$ci komoérki odwirowywano
(5000 rpm, 45 min) i przechowywano w temperaturze -20°C.
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3.5.4. Otrzymywanie oczyszczonej ureazy pochodzenia
mikrobiologicznego

3.5.4.1. Dezintegracja komorek ureolitycznych i wstepne oczyszczenie
preparatu biatkowego

Biomase komorek bakteryjnych lub grzybowych rozmrazano na
lodzie i1 zawieszano w buforze A suplementowanym 1 mM
-merkaptoetanolem (w proporcji 1 mL buforu na 1 g mokrej masy
wazonej §wiezo po zwirowaniu).

Bufor A, pH 7,4

Sktadnik Masa/L [g]
50 mM bufor fosforanowy -
(KH2PO4 + K2HPO4)
NazS0s 6,302 (50 mM)
EDTA 0,372 (1 mM)

Powstalg zawiesine komdrek poddawano dezintegracji
ultradzwiekowej do momentu, gdy badanie stezenia biatka metoda
Bradforda w kolejnych pobranych prébkach nie dawato znaczacych
zmian miedzy kolejnymi cyklami. Przeprowadzano 30-sekundowe cykle
dezintegracji, miedzy ktérymi prébki przechowywano w fazni lodowej
przez co najmniej 2 minuty. Powstaty ekstrakt komérkowy poddawano
dwukrotnemu wirowaniu (4°C, 10000 rpm, 2 x 30 min), supernatant
przefiltrowywano z uzyciem filtréw strzykawkowych PES, 0,45 pm
i poddano dializie wobec buforu A w trzech etapach (2x3h+ 1x12h).
Miedzy kolejnymi etapami wymieniano bufor, dializa odbywata sie
w temperaturze 4°C z uzyciem workéw dializacyjnych Spectra/Por 1,
MWCO: 6-8 kDa wcze$niej zanurzonych na 30 minut w buforze A.

3.5.4.2. Wieloetapowa procedura chromatograficznego oczyszczania
ureazy pochodzenia mikrobiologicznego

Po zakonczeniu dializy preparat enzymatyczny ponownie
przefiltrowywano przez filtr PES, 0,45 pm i nanoszono na kolumne
chromatograficzng HiPrep Q FF 16/10 zréwnowazong buforem A.
Nastepnie prowadzono chromatografie jonowymienna poprzez
naniesienie na kolumne liniowego gradientu 0-1 M NaCl w buforze A
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(szybko$¢ przeptywu max. 5 mL/min, w przypadku wszystkich
zastosowanych kolumn szybko$¢ byta na biezgco dostosowywana do
obserwowanych zmian ci$nienia systemu aby unikna¢ uszkodzenia
mechanicznego). Laczna dlugos¢ gradientu liniowego wynosita 15 CV
(objetosci kolumny) buforu. Wszystkie pobierane frakcje badano
jakosciowo pod katem aktywnos$ci ureolitycznej z wykorzystaniem
odczynnika z czerwienig krezolowa i dodatkiem mocznika. Frakcje
z ureaza faczono i w razie konieczno$ci zageszczano do objetosci okoto
10 mL z wykorzystaniem koncentratoréw wir6wkowych Amicon Ultra
Milipore, 10 kDa.

Nastepnie doprowadzano site jonowa w preparacie
enzymatycznym do 1 M (NH4)2S04 i ponownie przefiltrowano przez filtr
strzykawkowy PES, 0,45 pm. Nanoszono roztwdr na kolumne HiPrep
Phenyl FF 16/10 zréwnowazong buforem A suplementowanym
1 M (NH4)2SO4 i rozpoczynano etap chromatografii oddziatywan
hydrofobowych poprzez gradient liniowy 1-0 M (NH4)2SO04 w buforze A
(szybko$¢ przeptywu max. 5 mL/min). Dtugo$¢ gradientu liniowego
wyniosta 15 CV. Wyselekcjonowane frakcje z aktywna ureaza taczono
i zageszczano do objetosci okoto 0,5 mL.

Preparat nanoszono nastepnie na kolumne z sitami
molekularnymi Sephacryl S-300 26/60 uprzednio zréwnowazong
buforem A suplementowanym 0,15 M NaCl. Oczyszczanie frakcji na tej
kolumnie trwato do momentu zidentyfikowania metoda z uzyciem
czerwieni krezolowej frakcji zawierajacych ureaze (jednak nie mniej niz
160 mL - p6t objetosci kolumny, szybko$¢ przeptywu max. 1,3 mL/min).
Do wstepnych badan aktywnosci enzymatycznej tak oczyszczony
preparat wykazywat sie wystarczajaca czystosciag. W takim przypadku
bufor A wymieniano na 50 mM bufor fosforanowy poprzez dialize lub
zageszczanie z uzyciem koncentratoréw wiréwkowych i zawieszanie
w nowym buforze. Je$li konieczne byto dodatkowe oczyszczenie
w warunkach wysokiego ci$nienia, z preparatu enzymatycznego
usuwano tylko dodatek NaCl poprzez dialize lub zageszczenie
i zawieszenie w czystym buforze A. Nastepnie frakcje zageszczano do
objetosci okoto 1 mL.

Tak otrzymany preparat nanoszono nastepnie na kolumne
Mono Q 5/50 GL zréwnowazong buforem A, by przeprowadzi¢
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chromatografie jonowymienng w warunkach podwyzszonego ci$nienia.
Po natozeniu prébki rozpoczeto oczyszczanie metodg gradientu
liniowego 0-1 M NaCl w buforze A, trwajacego co najmniej 20 CV
(szybkos¢ przeptywu max. 1,5 mL/min). Prébki zidentyfikowane jako
aktywne ureolitycznie potgczono i zageszczono do objetosci 0,5 mL.

Ostatni etap oczyszczania stanowito natozenie roztworu na sita
molekularne Superose 12 HR 10/30 zréwnowazone buforem A
suplementowanym 0,15 NaCl. Oczyszczanie prowadzono do momentu
pobrania frakcji aktywnych ureolitycznie (szybko$¢ przeptywu max
0,5 mL/min).

3.5.5. Analiza wtasciwo$ci oczyszczonej ureazy
3.5.5.1. Okreslenie parametrow kinetycznych oczyszczonego enzymu

Aby wyliczy¢ warto$ci Au oraz vmax oOfrzymanego po
oczyszczaniu chromatograficznym preparatu wykorzystano badanie
stezenia joné6w amonowych metoda kolorymetryczng. W osobnych
probéwkach eppendorf przygotowano roztwory enzymu w 3 mM
buforze fosforanowym i rozpoczynano reakcje ureolizy dodatkiem
réznych stezen mocznika (w zakresie 1-200 mM, przynajmniej 10
réznych stezen), tak ze konncowa objeto$¢ mieszaniny w probkach byta
réwna i wynosita 200 pL. Po 30 minutach inkubacji odczytano Asso w
prébie indofenolowej i wykonano wykres zaleznosci szybkosci reakc;ji
(wyliczona za pomoca stezenia produktu odczytanego z krzywej
standardowej na podstawie zmierzonej absorbancji) od stezenia
mocznika w mieszaninie. Punkt przeciecia asymptoty tak powstatej
hiperboli z osig y stanowil warto$¢ vmax danego enzymu. Stezenie
substratu, dla ktérego uzyskano szybkos$¢ reakcji dwukrotnie nizsza od
Vmax Stanowilo warto$¢ Aw badanego enzymu, na podstawie ktdrej
ustalano stezenie substratu stosowane do kolejnych badan
z wykorzystaniem danego preparatu.

3.5.5.2. Dob6r optymalnej temperatury

W 12 probdéwkach eppendorf przygotowano po 200 pL
mieszaniny reakcyjnej: 3 mM bufor fosforanowy, badany enzym
w odpowiednim stezeniu (umozliwiajgcym osiggniecie wartosci
absorbancji w prébie indofenolowej =~ 1,8 po 1,5 h prowadzonej
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niehamowanej reakcji ureolitycznej). Kazda z probé6wek umieszczono w
tazni wodnej nastawionej na konkretng temperature (przedziat 25-75°C,
w pieciostopniowych odstepach) i inkubowano przez 10 minut, aby
mieszanina reakcyjna zostala doprowadzona do odpowiedniej
temperatury. Nastepnie rozpoczeto reakcje poprzez dodatek mocznika,
tak by jego koncowe stezenie w mieszaninach wyniosto dwukrotno$¢
warto$ci Ku dla badanego enzymu. Po 45 minutach prowadzonej reakcji
wykonano pomiar Aeso w probie indofenolowej, odczytano stezenie
produktu z krzywej standardowej i wyselekcjonowano temperature,
w ktorej ureaza osiggneta maksymalng aktywno$¢.

3.5.6. Badania aktywnosci potencjalnych inhibitoréw ureazy wzgledem
0CZyszczonego enzymu

3.5.6.1. Screening aktywno$ci badanych zwigzkéw

W celu wstepnego okreslenia aktywnos$ci badanych zwigzkow
przy minimalnym ich zuzyciu wykonano serie eksperymentow
z wykorzystaniem indykatora pH - czerwieni krezolowej. Mieszanina
reakcyjna zawierala dwukrotnie rozcieficzony indykator zmian pH na
bazie czerwieni krezolowej, stezenie mocznika odpowiadajace
dwukrotno$ci Av wyznaczonej dla danego enzymu oraz wybrane
stezenie inhibitora. Reakcje rozpoczynano dodatkiem odpowiedniego
stezenia enzymu i w 2-minutowych odstepach mierzono Asvo.
W kolejnych eksperymentach inhibitor dodawano w stezeniach: 100 nM,
500 nM, 1 uM, 100 pM. Coraz wyzsze stezenia byly stosowane az do
momentu zaobserwowania efektu inhibicji. W przypadku braku inhibicji
powtérzono proby stosujac 1,5-godzinng preinkubacje enzymu
zinhibitorem w temperaturze pokojowej, po czym reakcje rozpoczynano
dodatkiem substratu. W kazdym eksperymencie przygotowywano
kontrole aktywnosci niehamowanego enzymu oraz wplywu
rozpuszczalnika wykorzystanego do przygotowania roztworu
inhibitora. W przypadku preinkubacji te kontrole rdéwniez byly
przechowywane przez okreslony czas przed rozpoczeciem reakcji.

3.5.6.2. Wyznaczanie warto$ci /Cso dla badanych zwigzkéw

Postugujac sie danymi uzyskanymi z wstepnego screeningu
aktywnosci inhibitor6w dobrano 7 stezen z zakresu aktywnosci
hamujacej danych zwigzkéw. Badania prowadzono w 10 mM PBS lub w

63



syntetycznym moczu. Przygotowano mieszanine reakcyjng ztozona
z dwukrotnie rozcienczonego indykatora zmian pH z czerwienig
krezolowa, odpowiedniego stezenia enzymu i substratu oraz badanych
zwigzkoéw. Reakcje rozpoczynano dodatkiem enzymu w przypadku
zwigzkoéw wstepnie okreslonych jako niewymagajace preinkubacji lub
dodatkiem mocznika w przypadku zaistnienia takiej koniecznosci.
Ewentualna preinkubacja enzymu z inhibitorem odbywata sie
w temperaturze pokojowej i trwata 30-120 minut, zaleznie od rodzaju
badanych zwigzkéw. Pomiary As7o prowadzono w 2-minutowych
odstepach po rozpoczeciu reakcji. W celu wyznaczenia warto$ci /Cso
wyznaczano wykres zaleznoSci zachowanej procentowej aktywnosci
enzymu w reakcji hamowanej (w poréwnaniu z aktywnoscig
niehamowanej kontroli) od logarytmu dziesietnego stezenia inhibitora.
Wartos$¢ /Cso stanowito stezenie inhibitora, dla ktérego zaobserwowano
zachowanie 50% wyj$ciowej aktywnosci ureazy. W przypadku kazdej
grupy badanych zwigzkéw wykonywano kontrolnie przynajmniej jeden
pomiar aktywnosci inhibitorow metoda kolorymetryczng okreslajaca
stezenie jondw amonowych w prébie indofenolowej. Eksperymenty
wykonywano w trzykrotnych powtérzeniach.

3.5.6.3. Okreslenie odwracalnosci inhibicji metoda jump dilution

Aby okresli¢, czy badane zwigzki charakteryzuja sie odwracalng
inhibicja ureazy wykorzystano metoda szybkiego rozcienczenia,
tzw. jump dilution. W tym celu przygotowano mieszanine zawierajaca
badany enzym w stezeniu 100-krotnie wyzszym od wcze$niej
okreslonego jako wystarczajace do Sledzenia postepdw reakcji ureolizy.
Dodano badany zwiazek tak, aby jego stezenie w powstatej mieszaninie
wyniosto 20-krotnos$¢ okreslonej wczesniej wartosci /Cso wzgledem
danego enzymu. Po 60 minutach preinkubacji, powstala mieszaninie
rozcienczono 100-krotnie w mieszaninie reakcyjnej (bufor do préby
indofenolowej lub odczynnik z czerwienig krezolowa, zaleznie od
stosowanej metody pomiarowej) zawierajacej ustalone wcze$niej
stezenie mocznika. W réwnych odstepach czasu prowadzono
obserwacje postepdw reakcji ureolizy. Obserwacja odzyskania
aktywno$ci enzymatycznej po szybkim rozcienczeniu mieszaniny
prowadzita do wniosku, iz badany inhibitor jest odwracalny.
W otrzymanej krzywej wyznaczono stabilno$¢ kompleksu enzymu
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z odwracalnym inhibitorem poprzez obliczenie t - $redniego czasu
wigzania kompleksu. Warto$¢ te uzyskano poprzez dopasowanie
krzywej postepu reakcji do nastepujacego rownania:

(1 — eforrt)
P=vt+ vy —vy)——=
kogr
1
‘L' =
Kogr

3.5.6.4. Wyznaczenie warto$ci Ai dla inhibitoréw szybkowiazacych 88

Jezeli podczas wyznaczania wartos$ci /Gso krzywe postepu
reakcji hamowanej miaty przebieg liniowy w systemie bez preinkubacji,
inhibitor uznawano za szybkowigzacy. W takim przypadku wybierano
przynajmniej 5 rdéznych stezen inhibitora dajacych zahamowanie
aktywnosci enzymu w przedziale 30 - 75% oraz 7 réznych stezen
mocznika z przedziatu 0,1Am - 5Ku. Postugujac sie tymi warto$ciami
wykonano pomiar =zalezno$ci aktywnos$ci inhibitora w danych
stezeniach od stezenia mocznika. Badanie wykonano w dwukrotnie
rozcieiczonym odczynniku z czerwienia krezolowa, reakcje
rozpoczynano dodatkiem enzymu (system bez preinkubacji), pomiary
wykonywano w 2-minutowych odstepach. Postugujac sie otrzymanymi
danymi wykonano wykresy zaleznos$ci odwrotnosci szybkosci reakcji
enzymatycznej od odwrotnosci stezenia substratu dla wszystkich
zastosowanych stezen inhibitora - krzywe Lineweavera-Burka. Z ich
przebiegu odczytano typ obserwowanej inhibicji. Je$li proste
wyznaczone dla wszystkich stezen inhibitora miaty wspélny punkt
przeciecia osi y, analizowany zwiazek charakteryzowat sie inhibicjg
kompetycyjng (Rys. 11.). Jesli obserwowano wspélny punkt przeciecia
krzywych z osig x, zwigzek byl inhibitorem niekompetycyjnym
(Rys. 12.).

- Inhibicja kompetycyjna, inhibitor szybkowigzacy

Do okreSlenia wartoSci A szybkowiazacego inhibitora
kompetycyjnego wykorzystano wykresy Dixona (zalezno$¢ odwrotnos$ci
szybkoSci reakcji od stezenia inhibitora) dla wszystkich zastosowanych
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w eksperymencie stezen substratu. Nastepnie odnaleziono punkt
przeciecia otrzymanych prostych i odczytano jego warto$¢ na osi x
uktadu wspétrzednych. Podana warto$¢ byta réwna -Ai danego
inhibitora.

1/v

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/1s]

Rys.11. - Przykladowe krzywe Lineweavera-Burka dla inhibicji
kompetycyjnej szybkowiazacej (kazda krzywa wyznaczona dla innego
stezenia inhibitora)

- Inhibicja niekompetycyjna, inhibitor szybkowigzacy

Inhibicje niekompetycyjng charakteryzuja dwie warto$ci: A
(stata dysocjacji kompleksu enzymu z inhibitorem) oraz aAi (stata
dysocjacji kompleksu enzymu z substratem oraz inhibitorem). Aby
wyznaczy¢ oK wykorzystano wykres Dixona - zalezno$¢ odwrotnosci
szybkosci reakcji od stezenia inhibitora - wykonany dla eksperymentu,
w  ktorym wykorzystano wysycajace stezenie substratu. Punkt
przeciecia otrzymanej prostej z osig x byt réwny wartosci - ak.
Nastepnie wykonano wykres zalezno$ci nachylenia krzywych
Lineweavera-Burka od stezenia inhibitora. Punkt przeciecia takiej
prostej z osig x wynosit - .
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1/v

Rys.12. - Przykladowe krzywe Lineweavera-Burka dla inhibicji
niekompetycyjnej szybkowiazacej (kazda krzywa wyznaczona dla
innego stezenia inhibitora)

3.5.6.5. Wyznaczenie warto$ci Ai dla inhibitoréw wolnowiazacych 8

Jesli do wyznaczenia warto$ci /Cso niezbedny byt eksperyment z
preinkubacja enzymu z inhibitorem lub jezeli krzywe postepu reakc;ji
hamowanej mialy przebieg hiperboliczny (Rys.13.), a aktywnos¢
enzymu malata w miare postepu reakcji inhibitor okres$lano jako

wolnowiazacy.
0,6
0,5
0,4
E 0,3 Reakcja niehamowana
0,2 @ Inhibitor szybkowigzacy
0,1 W Inhibitor wolnowigzacy
0 =S
0 50 100 150
t [min]
Rys.13. - Przyktadowy przebieg krzywych postepu reakcji

enzymatycznej w systemie bez preinkubacji enzymu z inhibitorem
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Hiperboliczne krzywe postepu uzyskane w przypadku
eksperymentu bez preinkubacji enzymu z inhibitorem dopasowywano
do nastepujacego réwnania z wykorzystaniem oprogramowania
GraphPad Prism 5:

Vo — Vs

P =vgt+ * (1 — e kappt)

app
P - stezenie produktu
t - czas reakcji
w — szybkos$¢ reakcji w fazie poczatkowej
Vs — szybkos¢ reakcji w fazie stacjonarnej
kapp — obserwowana stata szybkosci reakcji

Nastepnie na podstawie wykresdw zaleznosci otrzymanych wartos$ci
kapp 0d stezenia inhibitora okre$lono mechanizm inhibicji
wolnowiazace;j.
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- Mechanizm A

0,3
0,25
0,2

0,15

kapp [s1]

0,1

0,05
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[1] [uM]

Rys. 14. - Przyktadowa zalezno$¢ obserwowanej statej szybkosci reakc;ji
od stezenia inhibitora wolnowigzacego dzialajacego zgodnie
z mechanizmem A

Jezeli zalezno$¢ kpp = f([I]) byta liniowo rosnaca (Rys. 14.),
szybkos$¢ poczatkowa byta niezalezna od stezenia inhibitora, a szybko$¢
w fazie stacjonarnej malata hiperbolicznie wraz ze stezeniem inhibitora,
inhibicje okre$lono jako zgodng z mechanizmem A. Tworzenie
kompleksu enzymu z inhibitorem jest w tym przypadku jednym,
powolnym krokiem okres$lanym przez state szybkoSci ks i k3. Te state
wyliczano z réwnania prostej kapp = f([I]):

k
kapp :k—3+%*[1]
1+K—
M

Otrzymane wartoSci statych postuzyly do okreslenia wartosci K dla
danego inhibitora:
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- Mechanizm B
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Rys. 15. - Przyktadowa zalezno$¢ obserwowanej statej szybkosci reakcji
od stezenia inhibitora wolnowigZzgcego dziatajacego zgodnie
z mechanizmem B

Ten mechanizm charakteryzowat sie hiperboliczng, rosngca
zaleznoscia kapp = f([I]) (Rys. 15.) oraz hiperbolicznymi zalezno$ciami
szybkoSci poczatkowej oraz szybkosci w stanie ustalonym od stezenia
inhibitora. W tym przypadku kompleks enzymu z inhibitorem powstaje
relatywnie szybko, po czym nastepuja powolne zmiany konformacyjne,
w wyniku ktérych powstaje zizomeryzowany kompleks o znacznie
silniejszym wiazaniu. WartoSci Ai (charakteryzujacej tworzenie
kompleksu z inhibitorem) oraz A" (okre$lajacej dalsze zmiany
konformacji) otrzymano z nastepujacych transformacji hiperbolicznych
zalezno$ci szybkosci reakcji od stezenia inhibitora do postaci liniowe;j:

K K
Vmax _ M, [ + Am
Vo [S] * K; [S]
K K
Umax 1= M _x [1] + M
Vs [S] * K; [S]
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- Mechanizm C
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Rys. 16. - Przyktadowa zalezno$¢ obserwowanej statej szybkosci reakc;ji
od stezenia inhibitora wolnowigzgcego dziatajacego zgodnie
z mechanizmem C

Inhibicja przebiega zgodnie z tym mechanizmem, jesli zalezno$¢
kpp = f([I]) jest hiperbolicznie malejagca (Rys.16.), za$ szybkos¢
poczatkowa reakc;ji jest niezalezna od stezenia inhibitora. Obserwuje sie
wtedy powolne zmiany konformacyjne enzymu (okreslane przez
warto$¢ K*), ktory dopiero w zizomeryzowanej formie tworzy kompleks
z inhibitorem (charakteryzowane warto$cia Ai). Niezbedne wartosci
wyznacza sie, korzystajac z nastepujacej transformacji hiperbolicznej
zalezno$ci szybkoSci w stanie ustalonym od steZenia inhibitora.

Umax _ Ky * Ki*

P Pyl

Ku

[S]

3.5.6.6. Okreslenie udziatu wigzania grupy tiolowej w mechanizmie
inhibicji

*(1+K)

W celu wstepnego okre$lenia, czy wigzanie grupy tiolowej
reszty cysteiny w miejscu aktywnym enzymu stanowi istotng czes$é
mechanizmu inhibicji, przeprowadzono prébe z wykorzystaniem
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ditiotreitolu (DTT). Czasteczki ditiotreitolu wigzg sie z grupami
tiolowymi reszty cysteiny, blokujac dostep czasteczce inhibitora
i jednocze$nie nie hamujac aktywnos$ci ureazy pochodzenia
mikrobiologicznego. Na ptytce 96-dotkowej przeprowadzono badanie
wptywu protekcji i reaktywacji DTT w mieszaninie reakcyjnej ztozonej
z dwukrotnie rozcienczonego odczynnika z czerwienig krezolowa. Do
préb dodawano mocznik w stezeniu 2 Au, badany enzym w odpowiednim
stezeniu oraz inhibitory w stezeniu wcze$niej potwierdzonym jako
hamujace aktywno$¢ ureazy. Do wszystkich eksperymentéw dotaczano
kontrole niehamowanej reakcji oraz niechamowanej reakcji z dodatkiem
DTT w stosowanym stezeniu.

- Protekcja DTT

Przed rozpoczeciem reakcji przez 30 minut preinkubowano
enzym z ditiotreitolem (w stezeniu wynoszacym 1,5-krotno$¢ stezenia
inhibitora), nastepnie dodawano inhibitor i natychmiast rozpoczynano
reakcje poprzez dodatek substratu. Mierzono As7o w 2-minutowych
odstepach. Przeprowadzono réwniez kontrole reakcji hamowanej bez
wczesniejszego dodatku inhibitora (uwzgledniajac preinkubacje
enzymu przed rozpoczeciem reakcji).

- Reaktywacja DTT

Do mieszaniny reakcyjnej dodano mocznik oraz inhibitor, po
czym rozpoczynano reakcje dodatkiem enzymu i wykonywano pomiary
As7o w 2-minutowych odstepach. Po zaobserwowaniu hamujgcego
wplywu inhibitora do mieszaniny reakcyjnej dodano DTT w mozliwie
najmniejszej objetoSci, tak aby jego koncowe stezenie wyniosto
1,5-krotno$¢ stezenia inhibitora. Nastepnie kontynuowano pomiar
zmian absorbancji. Przygotowano réwniez kontrole wplywu
rozcienczenia na aktywnos$¢ enzymu (na tym samym etapie dodawano
objeto$¢ wody destylowanej rowng dodatkowi DTT).
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3.5.7. Badanie wpltywu inhibitoréw na aktywnos$¢ catych komérek
mikroorganizmdow

3.5.7.1. Okreslenie wartosci /Cso inhibitoréw w przypadku ureolizy
prowadzonej przez cate komorki

Aby okresli¢ aktywno$¢ badanych zwigzkéw jako inhibitoréw
ureolizy w  catych  komérkach  przeprowadzono  badanie
z wykorzystaniem czerwieni krezolowej, jako indykatora zmian pH
zachodzacych w wyniku aktywnos$ci wureazy. Porcja komdrek
ureolitycznych uprzednio okreslona jako dajaca zmiany As7o
w przedziale 0,4 - 1,0 w ciggu 1,5 godziny reakcji zostata zawieszona
w dwukrotnie rozcieficzonym odczynniku z czerwienia krezolowg, do
ktérego wczesniej dodano mocznik (w stezeniu 2Au) oraz badane
zwigzki. W przypadku zwigzkdw wymagajacych preinkubacji
z enzymem, reakcje rozpoczynano dodatkiem = mocznika.
Przeprowadzano pomiary absorbancji w 2-minutowych odstepach
i wyznaczono warto$¢ [/Cso - stezenie inhibitora, przy ktérym
zaobserwowano zahamowanie przyrostu absorbancji o 50% wzgledem
niehamowanej kontroli aktywnosSci enzymu. Przeprowadzono réwniez
kontrole wptywu samego rozpuszczalnika w stezeniu odpowiadajacym
objetosci dodanego roztworu inhibitora. W badaniach okreslajacych
wplyw dodanych inhibitor6w na stabilno$¢ syntetycznego moczu,
reakcje prowadzono w tym podtozu zamiast 10 mM PBS. 86

Syntetyczny mocz %0
(pH podtoza doprowadzono do wartosci z przedziatu 5,5-6,0 i
sterylizowano przez filtracje z uzyciem filtr6w membranowych o
$rednicy poréw 0,22 pm)

Skiadnik Masa/L [g] Skiadnik Masa/L [g]
Pepton 1 NacCl 5,2
Ekstrakt 0,005 FeSO04 6,56x 104
drozdzowy
Kwas mlekowy 0,1 MgS04 0,239
Kwas moczowy 0,07 Naz2504 1,41
Kreatynina 0,8 KH2PO4 0,95
NaHCO3 2,1 K2HPO4 1,2
CaCl2 0,288 NH4Cl 1,3
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Dla kazdej grupy inhibitoréw wykonano kontrolnie
eksperyment z uzyciem odczynnika indofenolowego, by potwierdzi¢, ze
obserwowane zmiany pH s3 spowodowane tworzeniem jondéw
amonowych w wyniku ureolizy. W przypadku badan na H. pylori
hodowle komérkowa pobierano z systemu do inkubacji anaerobowej,
odwirowywano i zawieszano w 10 mM PBS bezposrednio przed
rozpoczeciem reakcji w celu ograniczenia negatywnego wptywu tlenu na
zywotno$¢ badanych bakterii.

3.5.7.2. Badanie fluorescencyjne stresu oksydacyjnego w komoérkach
C. neoformans IHEM 3969 °1

Wptyw badanych zwigzkéw na generowanie stresu
oksydacyjnego badano z wykorzystaniem dihydrorodaminy 123.
Czasteczka ta wnika do komoérek w ramach transportu biernego i zostaje
utleniona przez reaktywne formy tlenu do rodaminy 123 - zielony
barwnik fluorescencyjny akumulowany w mitochondriach. Na
mikroptytce do badan fluorescencyjnych przygotowano mieszanine
reakcyjng w 10 mM PBS - zawiesine komorek grzybowych, badany
zwigzek w stezeniu, w ktéorym byt aktywny jako inhibitor ureazy
z C. neoformans. Po 1 godzinie preinkubacji komoérek z inhibitorami
badanie rozpoczynano poprzez dodatek dihydrorodaminy (ze stezonego
roztworu wyjSciowego przygotowanego w etanolu) do koncowego
stezenia 5 uM. Plytke przechowywano w ciemnosci i w 15-minutowych
odstepach czasu wykonywano pomiary fluorescencji (wzbudzenie -
488 nm, emisja - 515 nm).

3.5.7.3. Badanie wplywu ebselenu na aktywno$¢ reduktazy
tioredoksyny w ekstrakcie komérkowym 92

Przygotowano hodowle S. aureus (wzorcowy mikroorganizm
nieposiadajacy systemu reduktazy glutationu, uzupelniajgcego
aktywno$¢ reduktazy tioredoksyny) w bulionie Mueller-Hinton. Po 2
dniach hodowli w optymalnych warunkach wzrostowych hodowle
odwirowano (6000 rpm, 45 min) i zawieszono w 50 mM buforze Tris-
HCl suplementowanym 1 mM EDTA, zageszczajac zawiesine 10-krotnie.
Poddano dezintegracji ultradzwiekowej, prowadzac 30-sekundowe
cykle dezintegracji przerywane 2-minutowg inkubacjg mieszaniny na
lodzie. Dezintegracje prowadzono do momentu ustalenia sie barwy
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odczynnika Bradforda podczas badania stezenia biatka w zawiesinie
(zwykle 6-8 cykli). Powstaty tak ekstrakt komérkowy wykorzystano do
badania aktywnos$ci reduktazy tioredoksyny z uzyciem kwasu
5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowego  (DTNB). Aktywna reduktaza
tioredoksyny katalizuje redukcje DTNB do kwasu
5-tio-2-nitrobenzoesowego, dajacego zodtte zabarwienie. Reakcja
przebiega w 50 mM buforze Tris-HCl, suplementowanym 0,25 mM
NADPH oraz 0,5 mM DTNB, z dodatkiem okres§lonego stezenia zwigzku
bedacego inhibitorem reduktazy tioredoksyny. Reakcje rozpoczynano
przez dodatek DTNB i wykonywano pomiary As412 w 30-sekundowych
odstepach. Przygotowano réwniez kontrole tta (bez dodatku DTNB),
probe niezawierajaca ekstraktu komoérkowego oraz kontrole
pozytywna, bez dodatku inhibitora.

3.5.8. Okreslenie wptywu aktywnos$ci wybranych pochodnych ebselenu
na wzrost i zywotnos$¢ H. pyloriw formie biofilmu

3.5.8.1. Wyznaczenie MIC dla formy planktonicznej

Ebselen oraz dwie ze struktur selenoorganicznych, wcze$niej
okreSlonych jako najbardziej aktywne inhibitory ureolizy, zostaty
wyselekcjonowane do badan wptywu na wzrost i zywotno$¢ biofilmu
H. pylori. Podczas selekcji kierowano sie takze wcze$niej uzyskanymi
danymi dotyczacymi hamowania aktywno$ci ureazy produkowanej
przez inne mikroorganizmy patogenne. Brano pod uwage zaréwno
wyniki badan z wykorzystaniem oczyszczonego enzymu, jak rowniez
ureolizy prowadzonej przez cate komorki. Pierwszym etapem byto
wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost formy
planktonicznej mikroorganizméw. Pomiar prowadzono metoda szeregu
dwukrotnych rozcienczen inhibitoré6w na ptytkach 24-dotkowych. Do
hodowli wykorzystano komercyjnie dostepne podtoze BHI (brain-heart
infusion) przygotowane zgodnie z zaleceniami producenta.
Przygotowano rdéwniez kontrole wplywu DMF (rozpuszczalnika
wykorzystanego w przygotowaniu roztworéw inhibitora) oraz
lewofloksacyny, bedacej wzorcowa substancja majaca potwierdzony
wptyw na zywotno$¢ komoérek H. pylori oraz aktywno$¢ ureolityczna.
Hodowle prowadzono w warunkach mikroaerofilnych. Po zakonczeniu
hodowli odczytano najnizsze stezenie inhibitoréw, przy ktérym
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zaobserwowano brak  zmetnienia wywotanego wzrostem
mikroorganizmow.

3.5.8.2. Badanie wptywu inhibitoréw selenoorganicznych w stezeniu
MIC wobec formy planktonicznej na wzrost biofilmu

Do badan wplywu na parametry zyciowe biofilmu zwigzki
selenoorganiczne dodawano w stezeniu odpowiadajacym ich
warto$ciom MIC wyznaczonym wcze$niej dla bakterii w formie
planktonicznej (6,25 pM dla ebselenu, 12,5 uM w przypadku obydwu
jego pochodnych). Aktywno$¢ inhibitoréw poréwnywano z wptywem
lewofloksacyny (réwniez w wyznaczonym dla niej stezeniu MIC) -
antybiotyku z grupy fluorochinolonéw, powszechnie stosowanego
podczas terapii, ktorej celem jest eradykacja H. pylori ze
skolonizowanego przez nig przewodu pokarmowego. Skontrolowano
rowniez ewentualny wptyw DMF - rozpuszczalnika organicznego
wykorzystanego do przygotowania roztworéw stabo rozpuszczalnych
w  wodzie pochodnych ebselenu. Obserwacje prowadzono
z wykorzystaniem systemu BioFlux 1000 oraz zautomatyzowanego
mikroskopu wykonujacego zdjecia przeptywu zawiesiny komdrek przez
kapilary miedzy dotkami ptytki 24-dotkowej specjalnie przeznaczonej
do tego typu obserwacji. Przeptyw zawiesiny byl na tyle powolny, by
uniemozliwi¢ wzrost biofilmu w obserwowanej Kkapilarze. Aby
zaobserwowac¢ wptyw na zywotno$¢ mikroorganizméw oraz zawarto$¢
biatek, zastosowano odpowiednie techniki barwien fluorescencyjnych.

3.5.9. Wyznaczenie wptywu zwigzkéw flawonoidowych na wzrost
biofilmu bakteryjnego oraz zywotno$¢ komérek

3.5.9.1. Przygotowanie hodowli

Pomiar przeprowadzono na ptytce 96-dotkowej
z  wykorzystaniem pomiaru grawimetrycznego rezonatorami
kwarcowymi. Badano wplyw na wzrost nastepujacych gatunkéw
bakteryjnych: P. mirabilis, S. aureus, P. aeruginosa. Przygotowano
hodowle z dodatkiem okreslonego stezenia zwiazkéw flawonoidowych.
Konicowa objetos¢ hodowli w kazdym dotku miescita sie w przedziale
80-100 pL. Przygotowano kontrole niehamowanego wzrostu
mikroorganizméw, wplywu rozpuszczalnika w  roztworach
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flawonoidéw (DMSO) oraz kontrole sterylnosci podtoza. Dla kazdego
zwigzku przygotowano pomiar w przynajmniej czterech powtérzeniach.

3.5.9.2. Pomiar grawimetryczny 23

Ostroznie usunieto zewnetrzng ostonke z rezonatorow
kwarcowych  poprzez pocieranie miedzy dwoma pilnikami
warsztatowymi. Bardzo ostroznie, z wykorzystaniem pincety, osadzono
rezonatory na odpowiednich stanowiskach paskéw przeznaczonych do
ich obsadzania. Jeden po drugim podiaczono paski do aparatury
mierzacej czestotliwo$¢ drgan i konduktacje rezonatoréw, podtgczonej
gniazdem USB do komputera wyposazonego w autorski program QTF,
opracowany przez dr hab. inz. Tomasza Piaseckiego. Sprawdzono, czy
wszystkie osadzone urzadzenia wykazujg konduktancje w przedziale
6-12 pS. Jezeli ktéry$ wykraczat poza ten zakres, uznawano go za
uszkodzony mechanicznie i wymieniano. Pasek umieszczono nad
kuwetg z etanolem tak, aby widelce byly w nim zanurzone celem ich
sterylizacji. Po 15 minutach wyjeto je i osuszono, wykorzystujac ciag
powietrza w komorze laminarnej. Wykonano pomiar czestotliwosci ich
drgan, jednocze$nie upewniajac sie, ze zaden z nich nie zostat
uszkodzony podczas sterylizacji. Nastepnie osadzono paski na statywie
tak, ze kazdy z rezonatoréw byl zanurzony w jednym z dotkéw ptytki
zhodowla. Inkubacje prowadzono przez dwa dni, umieszczajgc statyw w
uprzednio zdezynfekowanym plastikowym pojemniku, z ktérym
obchodzono sie ostroznie, by nie przechyli¢ statywu z badang
mikroptytka. Po zakonczeniu hodowli paski wyciagnieto ze statywu,
rezonatory osuszono i zmierzono czestotliwo$¢ drgan. Spadek
czestotliwosci drgan rezonatoré6w w stosunku do czestotliwo$ci przed
eksperymentem jest wprost proporcjonalny do masy obcigzajacego je
biofilmu bakteryjnego. Przyjmowano, Ze 1 ng dodatkowego obcigzenia
rezonatoréw przeklada sie na spadek czestotliwosci drgan o 18,617
mHz. Wczes$niejsze badania wzrostu biofilmu z uzyciem wspomnianej
aparatury doprowadzity do wniosku, ze objetos¢ hodowli w plytce 96-
dotkowej podczas tego rodzaju pomiaru nie powinna przekracza¢ 100
pL. W badaniach opisanych w tej pracy starano sie trzymac tej zasady.
Wcze$niej wykazano, iz takie ograniczenie objetosci hodowli
minimalizuje ryzyko osadzania sie na powierzchni rezonatoréw duzych
krysztatéw soli wytraconych z podtoza hodowlanego. Badania zdolnosci
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pochodnych naryngeniny i ich oksyméw do hamowania wzrostu formy
planktonicznej prowadzono poprzez klasyczny pomiar gestosci
optycznej hodowli bakteryjnej oraz okresSlenie zywotnos$ci komoérek
z wykorzystaniem testu MTT.
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4, BADANIA WLASNE

4.1. POZYSKIWANIE I WEASCIWOSCI UREAZ POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO

4.1.1. Ustalenie warunkow hodowli bakterii ureolitycznych

Aby moc uzyskiwaé oczyszczone preparaty ureaz pochodzenia
mikrobiologicznego niezbedne bylo opracowanie optymalnych
warunkéw hodowlanych umozliwiajacych pozyskanie duzej iloSci
komoérek aktywnych ureolitycznie. Ureolize indukowano w komoérkach
szczepow bakteryjnych S. pasteurii CCM 2056 oraz P. mirabilisPCM 543.
Hodowla w porcjach 100 mL umozliwita pozyskanie $rednio 5 g mokrej
biomasy na litr podtoza hodowlanego. Zastosowanie takiej samej
objetosci podczas hodowli w pojedynczym naczyniu szklanym
prowadzito do uzyskania okoto 1,5-2 g mokrej biomasy. Na podstawie
tych wynikow zdecydowano sie na stosowanie duzej ilosci kolb
ptaskodennych o pojemnosci 250 mL pomimo ucigzliwo$ci prowadzenia
tego rodzaju hodowli. W jednym procesie oczyszczania szczepiono
tacznie 2 L podioza hodowlanego. W przypadku badanych szczepéw
bakteryjnych wzrost aktywnos$ci ureazy jest indukowany obecnos$cig
mocznika, niezbednego niezaleznie od rodzaju i stezenia innych Zrédet
azotu w podtozu hodowlanym %+ . Podczas wzrostu mikroorganizméw
zaobserwowano znaczacy wplyw momentu dodania skladnikéw
indukujacych ureolize (mocznik i jony niklu w stezeniu odpowiednio
dobranym dla danego szczepu bakteryjnego) na wzrost i zywotno$¢
otrzymanych komorek. Jezeli wspomniane substancje dodawano do
podtoza hodowlanego na poczatku inkubacji, razem z inokulum
bakteryjnym, skutkowato  to spadkiem  tempa  wzrostu
mikroorganizméw. Codzienne pomiary kontrolne wartosci pH ptynu
pohodowlanego potwierdzity, Zze dodatek mocznika prowadzit do
dynamicznego wzrostu zasadowo$ci w Srodowisku, az do wartosci
w przedziale 10-11. Sg to warunki znacznie odbiegajace od optymalnych
do wzrostu badanych gatunkéw. Bylo to szczegélnie istotne podczas
przygotowywania materiatu do eksperymentéw okreslajacych ureolize
prowadzong przez cate komorki. Proby zapobiezenia temu zjawisku
poprzez buforowanie podtoza hodowlanego wykazaty, ze dodatek
sktadnikow buforé6w moze réwniez mie¢ negatywny wplyw na
parametry otrzymanych komoérek. Na drodze eksperymentalnej za
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lepsze rozwigzanie uznano opodZnienie dodania mocznika i niklu do
momentu uzyskania wysokiej gestos$ci optycznej hodowli wzrostowej
(ODeso w przedziale 0,8 - 1,0). Ostatecznie stosowano procedure
zaktadajaca trzy dni hodowli w duzej skali i dodatek induktoréw
ureolizy jeden dzien przed jej zakonczeniem.

4.1.2. Warunki hodowlane do indukcji ureolizy w komoérkach
C. neoformans ITHEM 3969

4.1.2.1. Dobér warunkéw indukcji ureolizy

W zrédtach literaturowych mozna znalez¢ stosunkowo niewiele
informacji dotyczacych mechanizmdéw funkcjonowania ureazy
w komorkach C. neoformans oraz systeméw kontroli jej aktywnosci. Co
wiecej, podane informacje w niektérych przypadkach wzajemnie sie
wykluczaja. Z tego wzgledu zdecydowano sie na samodzielng
optymalizacje warunkéw hodowli. Przydatno$c¢ roztwordw takich jak 10
mM PBS czy ptyn fizjologiczny sprawdzano w celu stwierdzenia, czy
catkowity brak innego zrédta przyswajalnego azotu oprécz mocznika ma
wplyw na produkcje ureazy. Testowane popularne podioze grzybowe
Sabouraud oraz podiloze minimalne Christensena (typowe dla
testowania aktywno$ci ureolitycznej mikroorganizméw) réznig sie
miedzy sobg zasobnos$cig w zwiazki bedace Zrédtem azotu, niezaleznie
od obecnosci mocznika. Ewentualny wptyw glukozy w modyfikowanym
podtozu Christensena sprawdzano, poniewaz dane literaturowe
wskazuja, ze obecno$¢ tatwo przyswajalnego zrdédta wegla
w Srodowisku moze mie¢ wplyw na produkcje ureazy u grzybow 36.
Hodowle niezawierajace dodatku mocznika stanowity prébe kontrolng,
majgca potwierdzi¢ znikomy wpltyw jonéw amonowych obecnych
w podlozu oraz zmagazynowanych w komoérkach drozdzy na wynik
badania kolorymetrycznego. Niezaleznie od zastosowanego podioza
stezenie jondw amonowych w prébach bez dodatku mocznika byto
pomijalnie niskie (wynikéw tych nie przedstawiono w formie
graficznej).
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Rys.17. - Wplyw doboru podtoza hodowlanego na intensywnos$¢
ureolizy (1 - bulion Sabouraud, 2 - 10 mM PBS, 3 - ptyn fizjologiczny, 4
- modyfikowane podtoze Christensena, 5 - 4 + 1 g/L peptonu, 6 - 4 +
0,1% glukozy, 7 - 4 + 1 g/L peptonu + 0,1% glukozy)

Obecno$¢ mocznika w hodowli prowadzonej w podtozu
Sabouraud nie byta powigzana ze wzrostem stezenia jonéw amonowych.
Byt to jedyny taki przypadek sposrod wszystkich badanych podiéz
(Rys. 17.). W podtozu Christensena wzbogaconym dodatkiem peptonu
stezenie uwolnionych jonéw amonowych bylo o 40% nizsze niz
w podtozu minimalnym pozbawionym dodatkowego Zrédia azotu. Te
obserwacje prowadzily do ustalenia, Ze w celu optymalizacji syntezy
ureazy w komoérkach grzybowych nalezy zastosowac podtoze, w ktorym
mocznik stanowi jedyne zZrdédto tatwo przyswajalnego azotu. Jest to
bardzo istotna réznica w odniesieniu do ureolitycznych szczepéw
bakteryjnych. Ekstrakt drozdzowy stosowany jako baza podloza
stosowanego do ich hodowli sam w sobie stanowil Zrédio azotu
wystarczajace do szybkiego wzrostu tych mikroorganizméw, a po
dodatku mocznika byt takze odpowiednim podtozem do indukcji
ureolizy. Analogicznej zaleznosci nie obserwowano w przypadku

81



C. neoformans. Dodatek glukozy do podtoza Christensena wydawat sie
nie mie¢ negatywnego wptywu na aktywnos$¢ ureolityczng w pierwszych
godzinach od rozpoczecia hodowli, jednak po 24 godzinach inkubacji
stezenie jonow amonowych w hodowli z dodatkiem glukozy byto nizsze
0 34% wzgledem hodowli bez dodatku glukozy. Pordwnanie
modyfikowanego podtoza Christensena bez dodatkowych zrodet wegla
iazotu z ptynem fizjologicznym i 10 mM PBS potwierdzito, ze stanowi on
najbardziej obiecujace podtoze do uzyskania aktywno$ci ureolityczne;j.
Jest prawdopodobne, Ze jednym z kluczowych aspektéw jest tu §ladowy
dodatek niklu zawarty w niewielkiej ilosci ekstraktu drozdzowego
stanowigcego jeden ze sktadnikéw tego podtoza. W celu wstepnego
okreslenia wptywu podtoza i obecnosci mocznika na zywotnosé
komoérek drozdzowych przeprowadzono obserwacje mikroskopowa
wszystkich hodowli po uprzednim wybarwieniu rozcieficzonym
btekitem metylenowym. Obserwujagc mikroorganizmy rosnace
w modyfikowanym podiozu Christensena bez dodatku mocznika w
obrazie mikroskopowym nie zauwazono komoérek wybarwionych na
kolor niebieski (co wskazuje na ich Smier¢) z wyjatkiem twordéw
stosunkowo niewielkich, prawdopodobnie niedojrzatych. Wyniki
obserwacji byty zblizone do wynikéw obserwacji komdrek hodowanych
w podtozu optymalnym dla wzrostu (bulion Sabouraud). Prowadzi to do
wniosku, iz zmodyfikowane podtoze Christensena, mimo ze jest
podtozem minimalnym, nie ma negatywnego wplywu na zywotnos$¢
komoérek drozdzowych. Z kolei wykazano, ze dodatek mocznika
znaczaco zmniejsza procent zywych komoérek w hodowli (nawet
0 40-45%). Tylko w mieszaninach zawierajacych dodatek 2% mocznika
zaobserwowano wybarwione na niebiesko (martwe) drozdze
w rozmiarach wskazujacych, ze byly to w petli dojrzate
mikroorganizmy. Ta obserwacja stworzyla konieczno$¢ ustalenia
optymalnego stezenia mocznika do indukcji ureolizy
w zmodyfikowanym podtozu Christensena, co byto kolejnym etapem
prowadzonych badan.

4.1.2.2. Wplyw stezenia mocznika i obecnosci glukozy na indukcje
ureolizy w modyfikowanym podtozu Christensena

Nastepnym etapem badan nad indukcjg ureolizy w komoérkach
grzybowych inkubowanych w modyfikowanym podtozu Christensena
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byto sprawdzenie rzeczywistej aktywnos$ci ureolitycznej hodowanych
mikroorganizmoéw.

0,3

0,25

0,2
0,1
0,05
0

0% 0,5% 1% 1,5% 2%
M Bez dodatku glukozy

v [mM/h]

Stezenie mocznika

0,1 % glukozy
Rys. 18. - Wptyw stezenia mocznika i obecno$ci glukozy w podtozu
hodowlanym na aktywnos$¢ ureolityczng komoérek C. neoformans ITHEM
3969

Wyniki potwierdzily, ze podczas dtuzszej (t = 24h) inkubacji
komorek dodatek glukozy praktycznie eliminuje aktywnos$¢ ureolityczng
komorek grzybowych (Rys. 18.), mimo ze podczas pierwszej godziny
inkubacji nie obserwowano zadnego negatywnego wptywu na wzrost
stezenia produktu reakcji w hodowli. Stezenie mocznika wynoszace
1% w/v wstepnie uznano za optymalne do dalszego stosowania w
podtozu do indukcji ureolizy. Zastosowanie wyzszego stezenia (1,5%)
zaowocowato stosunkowo niewielkim przyrostem aktywno$ci
ureolitycznej komérek, za$§ przeprowadzona wcze$niej obserwacja
mikroskopowa komérek wybarwionych btekitem metylenowym
sugerowata toksyczne dziatanie mocznika w wyzszych stezeniach.

4.1.2.3. Wplyw mocznika na wzrost komoérek

Ewentualny toksyczny wplyw stezenia induktoréw ureolizy
badano w bulionie Sabouraud. Zastosowano bogate podtoze wzrostowe,
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aby mie¢ pewno$¢, ze zahamowanie wzrostu bedzie miato zwigzek
zZ toksyczno$cia dodanych substancji. Ponadto, wcze$niejsze
stwierdzenie braku indukcji ureolizy w podtozu Sabouraud eliminowato
ryzyko wptywu zmian pH podtoza hodowlanego na wynik doswiadczen.
Analiza gestosci optycznej hodowli wykazata, ze w przypadku
dwudniowej inkubacji komdrek w podlozu Sabouraud stezenie
mocznika nieprzekraczajace 0,75% nie miato negatywnego wptywu na
rozwdéj hodowli (Rys. 19.).

0,25

o il

0% 0,25% 0,50% 0,75% 1% 1,50% 2% 4%
Stezenie mocznika

Rys. 19. - Wplyw stezenia mocznika w podtozu hodowlanym na
szybkos$¢ wzrostu komoérek C. neoformans IHEM 3969 (ciemne stupki -
po 2 dniach hodowli, jasne stupki - po 5 dniach hodowli)

Otrzymane wyniki nie doprowadzilty do korekty stezenia
mocznika wczes$niej uznanego za optymalne (1%) pomimo jego
negatywnego wptywu na szybkos$¢ wzrostu komoérek. Przyczyng takiej
decyzji byto przyjecie dwuetapowej procedury hodowli drozdzy
ureolitycznych w dalszym etapie pracy badawczej. Pierwszy etap
hodowli w przyjetym systemie stuzyt jako etap szybkiego namnazania
biomasy, za§ w drugim etapie gtéwny cel stanowita indukcja ureolizy
w komoérkach (dopiero wtedy dodawano mocznik i jony niklu).
W zwiazku z tym, obecno$¢ substancji hamujacych wzrost hodowli
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w drugim etapie uznano za kwestie drugorzedna. Uwzgledniono réwniez
fakt, iz etap ten trwat stosunkowo kréotko (maksymalnie dwie doby),
a w jego trakcie mozliwe bylo state monitorowanie pH podtoza, co byto
istotne podczas przygotowywan materiatlu do badan na catych
komérkach.

4.1.2.4. Wplyw stezenia jonéw niklu na szybko$¢ wzrostu komoérek

Kolejnym etapem optymalizacji procesu indukcji aktywnosci
ureazy w komdrkach C. neoformansbyto badanie optymalnego stezenia
jonéw niklu, ktérych wigzanie koordynacyjne z centrum aktywnym
enzymu jest bardzo istotne dla aktywnosci biokatalizatora.
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Rys. 20. - Wptyw stezenia niklu w podtozu hodowlanym na szybkos¢
wzrostu komoérek C. neoformans IHEM 3969 (ciemne stupki - po 2
dniach hodowli, jasne stupki - po 5 dniach hodowli)

Najwyzsze stezenie jondéw niklu, dla ktérego nie zaobserwowano
znaczacego zahamowania wzrostu mikroorganizméw wynosito 0,1 mM
(Rys. 20.). Wtasnie to stezenie uznano za optymalne do podioza
indukujacego ureolize.
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4.1.3. Oczyszczanie ureazy pochodzenia mikrobiologicznego

Pierwszym etapem pozyskiwania oczyszczonego enzymu byta
dezintegracja komorek, w ktdrych na etapie hodowli doprowadzono do
indukcji ureolizy. Zastosowanie stosunkowo dtugich przerw miedzy
cyklami dezintegracji umozliwito zmniejszenie ryzyka utraty
aktywnos$ci enzymatycznej w warunkach podwyzszonej temperatury.
Byto to szczegolnie istotne w przypadku sonikacji komoérek grzybowych,
ktéra okazata sie by¢ znacznie bardziej czasochtonna. W przypadku
komorek bakteryjnych zwykle wystarczyto przeprowadzenie 6-8
30-sekundowych cykli dezintegracji. Przy sonikacji grzybéw
przygotowanie ekstraktu komérkowego wymagato nawet trzykrotnie
dtuzszego procesu. Niezbedna wiec byta doktadna kontrola temperatury
mieszaniny, aby unikng¢ zmian strukturalnych enzymu. Podejmowane
proby zastosowania detergentu Tween 80 nie doprowadzily do
przyspieszenia procesu dezintegracji komérek. Podczas oczyszczania
ureazy na kolumnie do chromatografii jonowymiennej ze ztozem
Q-Sepharose zaobserwowano elucje enzymu przy stezeniu NaCl
w przedziale 0,35 - 0,4 M. W przypadku kolumny Phenyl Sepharose
elucja frakcji rozpoczynata sie przy stezeniu 0,4 M siarczanu(VI) amonu.
Z kolumny Mono-Q frakcje ureolityczne zostaly usuniete przy stezeniu
NaCl wynoszacym okoto 0,25-0,3 M. Wszystkie profile elucji pozostaty
niezmienione niezaleznie od pochodzenia izolowanej ureazy.

4.1.4. Analiza wiasciwoSci oczyszczonej ureazy z komoérek
C. neoformans IHEM 3969

4.1.4.1. Okres$lenie parametréw kinetycznych enzymu

Wyznaczona warto$¢ vmax wynosita 0,0193 mM/min, za$ stata
Michaelisa dla oczyszczonego enzymu wynosita 9,57 mM (Rys. 21.).
Z uzyskanych warto$ci wynika, iz ureaza z komoérek C. neoformans
charakteryzuje sie wyzsza specyficzno$cia wobec substratu reakcji
ureolizy niz w przypadku enzymu pozyskanego z bakterii S. pasteurii.
Dla tego ostatniego zwykle stwierdzano wartosci stalej Michaelisa
w przedziale 16-18 mM.
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Rys. 21. - Krzywa Michaelisa-Menten wyznaczona dla oczyszczonego
enzymu z komoérek C. neoformans THEM 3969

4.1.4.2. Okreslenie optymalnej temperatury aktywnos$ci enzymatyczne;j

Ustalono, Ze ureaza z komoérek C. neoformans wykazuje
maksymalng aktywnos$¢ w temperaturze wynoszacej 55°C (Rys. 22.).
Studia literaturowe wykazaty, Ze podobna temperatura jest optymalna
réwniez dla innych ureaz, nie tylko pochodzenia mikrobiologicznego, ale
takze roSlinnego. Tak wysoka temperatura mogtaby jednak
doprowadzi¢ do szybkiego odparowania mieszaniny reakcyjnej,
szczegOlnie podczas dtugich eksperymentéw prowadzonych przy
zastosowaniu wolnowigzacych inhibitoréw ureaz. W zwigzku z tym,
maksymalna temperatura w ktérej prowadzono testy enzymatyczne
wynosita 30°C, za$ intensywno$¢ reakcji byta wedle potrzeby
modyfikowana poprzez zmiane stezenia enzymu lub komoérek
ureolitycznych.

87



o
3,5 °
3 (]
€25 ¢ .
% 2 °®
';' 1,5 o o
1 [ J
[ ]
0,5
0 A B EE B B H B B B B
25 45 65 85
Temperatura [°C]
B Kontrola bez dodatku enzymu Kontrola bez dodatku substratu

® Enzym + Mocznik

Rys. 22. - Okre$lenie optymalnej temperatury dla aktywno$ci enzymu
oczyszczonego z komdrek C. neoformans THEM 3969

4.2. PODATNOSC UREAZ POCHODZENIA MIKROBIOLOGICZNEGO NA
HAMOWANIE PRZEZ NOWE INHIBITORY

4.2.1. Badania aktywno$ci analogéw substratu

4.2.1.1. Badania aktywnosci zwigzkdéw zawierajacych fragment
strukturalny tiomocznika jako inhibitoréw ureazy bakteryjnej oraz
ureolizy prowadzonej przez cate komoérki mikroorganizmow

Wsrdéd struktur badanych pod katem zdolnosci do inhibicji
ureaz bakteryjnych znalazta sie grupa kilkudziesieciu pochodnych
zawierajacych fragment strukturalny tiomocznika. ZatozZono, ze zwigzki
0 podobnej strukturze moga hamowa¢ aktywno$¢ ureolityczng jako
analogi substratu reakcji katalizowanej przez enzym. Wstepne badania
aktywnosci przeprowadzono na oczyszczonej ureazie z komdrek
S. pasteurii. Badane inhibitory podzielono wstepnie na cztery podgrupy:
tiosemikarbazony, tiokarbohydrazony, tiazolilowe pochodne
tiomocznika oraz pochodne dipirydynowe. Wykazano, ze ponad 30
zwigzkéw charakteryzuje sie zdolnoscia do skutecznej inhibicji ureazy
pochodzenia bakteryjnego (Tabela 1.). Dla wszystkich struktur z tej
grupy warto$¢ K nie przekraczata 100 uM. Badania kinetyki
enzymatycznej potwierdzily, Ze zwiazki stanowig inhibitory
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szybkowiazace, jako Ze krzywe postepu reakcji hamowanej w systemie
niepreinkubowanym miaty przebieg liniowy. Wiekszo$¢ z nich
charakteryzowata sie inhibicja zgodng z modelem mieszanym (przyktad
na Rys. 23.). Struktury bedace pochodnymi
benzylidenotiosemikarbazonu  okazaty sie najskuteczniejszymi
inhibitorami. W przypadku Zzadnej z nich nie zaobserwowano
przekroczenia warto$ci A wynoszacej 40 uM, za$§ w przypadku
wiekszo$ci z nich (8 sposrod 12 badanych struktur tego rodzaju) stata ta
byta nizsza niz 10 pM. W tej grupie znalazty sie réwniez dwa
najskuteczniejsze inhibitory wsrdd struktur zawierajacych fragment
tiomocznika. Obydwa te zwigzki stanowity pochodne metylowe
(w pozycji para pierscienia fenylowego lub w pozycji benzylidenowej),
bez zadnych dodatkowych modyfikacji zwigzanych z wprowadzeniem
grup zawierajacych heteroatomy. Warto$ci A wyniosty odpowiednio
0,391 uM dla struktury TA5 oraz 0,998 pM dla zwigzku TAZ2.
Modelowanie wigzania inhibitoré6w (wykonane przez Prof. Lukasza
Berlickiego z Katedry Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej)
wykazato, ze atom siarki w strukturze tiomocznikowej moze tworzy¢
wigzanie koordynacyjne z Kkatalitycznymi jonami niklu w centrum
aktywnym biokatalizatora. Grupa amidowa tworzy wiazania wodorowe
z grupa karboksylowg reszty Asp363 oraz grupa karbonylowa Ala366.
PierScienn aromatyczny za$ umiejscawia sie w hydrofobowej wnece, w
ktérej tworzeniu bierze udziat kluczowa dla aktywno$ci enzymu reszta
Cys322. Zblizone strukturalnie pochodne tiokarbohydrazonowe
réwniez okazaty sie by¢ stosunkowo aktywne jako inhibitory ureazy
pochodzenia bakteryjnego. Najskuteczniejszym zwigzkiem w tej grupie
byta rozgateziona dwupierScieniowa struktura TB3. Modelowanie
miejsca aktywnego ureazy wykazato, Ze jej stosunkowo duzy dodatkowy
fragment moze wpasowywac sie miedzy reszty Arg339 oraz His323,
tworzgc oddziatywania z tancuchami bocznymi tych aminokwaséw.
Wiekszos$¢ pozostalych zwigzkéw nie charakteryzowata sie wysoka
aktywnoscia. Pos$réd tiazolilowych  pochodnych tiomocznika
zawierajacych dodatkowy pierscien aromatyczny tylko dla jednego
inhibitora - TC4 - wykazano warto$¢ statej dysocjacji jego kompleksu
z ureaza SPU nizsza niz 10 pM.
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Tabela 1. - Aktywnos$¢ zwigzkoéw zawierajacych fragment strukturalny
tiomocznika jako inhibitoréw ureolizy (S pasteurii CCM 2056,
P. mirabilis PCM 543)

Nr Struktura S. pasteurii P. mirabilis
K SPU IGodlacalych  IGsodla calych
[uM] komérek [uM]  komérek [uM]
TA1 ©\/ s 3,572 3,831+0,282 346,6 +£23,1
/N\”)I\NHZ +0,182
TA2 \©\/ S 0,998  9,920+1,307 2818 +324
+ 0,041
/N\NJ\NHZ
H
TA3 CI\©\/ S 8151 1643 +0,94 4544 £263
+0,908
/N\NJ\NHZ
H
TA4 \O 37,45 8,460 431,1 £19,9
O\©\/ +4,79 +0,733
- S
N
-
H
TA5 s 0,391 194,0 £12,5 568,2 +47,7
+0,013
N T U,
Mo A,
H
TA6  HO S 3344 8756 £9,07 5126 +339
+2,61
@YA
H
TA7 NH, 6,134 102,5 +8,4 519,4 +27,6
s=< +0,714
_NH
I
O C
TA8 S NH, 5,185 764,3 + 50,3 1114 +126
NH + 0,691
I
J7C
TA9 NH, 14,94 58,37 + 3,21 429,5 +26,9
S +2,01
_NH
N
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TA10 S NH, 24,22 36,22 +2,84 509,5 +£17,8

NH +1,52
|
ShA®
F
TA11 S« _NH, 5,402 149,2 +8,7 763,1 +41,1
+ 0,327
_NH
i
TC
HO
TA12 NH, 3,016 134,5 + 11,4 NA
S=< 40,230
N,NH

8,308 11,64 + 0,65 5435 +17,9

TB1 S
/N\NJI\N,NHZ 0438

H H
TB2 \O\/ s 13,52 1183 +7,7 663,7 + 35,2
+3,16
N. _NH -
n A
H H
TB3 NH, 2,237 NA NA
S« _NH + 0,192
_NH
() ~ ()
TB4 NH, 59,50 552,7 +27,8 NA
S« _NH + 4,40
_NH
i
C
TBS NH, 12,78 132,2 + 6,9 NA
S« _NH + 1,54
_NH
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TC1 46,05 476,2 £ 26,1 554,5 +18,8
+371
HN
S

HN
N/
S
.,
TC2 41,40 NA NA
+ 3,73
HN
HN’&
S
N/
S
Y
o
TC3 22,17 326,4 + 18,7 508,8 + 31,6
+ 2,66
HN
e
S0 NF
S
Y
o
TC4 2,759 76,31 +4,5 304,4 + 13,9
+ 0,127
HN
HN’§
S
N/
S
.
HO
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TC5 10,71 415,8 +32,4 637,6 +48,2
+0,79
HN
HN
N/
~
Br
TC6 71,66
+ 8,26
TC7 87,12
+ 9,29
TC8 30,47
+ 2,84
TC9 46,54
+ 6,30
TC10 57,66
+ 4,42
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TD1 j\ 36,16
HN NH iS'ZO
OO0
TD2 s 27,35
PR +3,47
HN NH
0
D3 s 30,16
J +4,23
HN NH
O C
TD4 s 5,551
A +0,873
HN NH
"0
TD5 s 47,68
J +6,31
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Rys. 23. - Krzywe Lineweavera-Burka dla inhibitora mieszanego TC5 -
przedziat stezen inhibitora 0-250 uM

W celu oceny zdolnosci do przenikania oston komérkowych
oraz hamowania aktywnoSci ureolitycznej szczepéw Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych wykonano réwniez poréwnawcze badania wptywu
zwigzkéw na ureolize prowadzona w catych komoérkach S. pasteuriioraz
P. mirabilis. Podobnie jak w przypadku kinetyki prowadzonej na
oczyszczonym enzymie bakteryjnym zaobserwowano liniowy przebieg
krzywych postepu reakcji ureolizy w systemie bez preinkubacji
komoérek ureolitycznych z inhibitorami. Stwierdzono ponadto, ze wptyw
réznorakich podstawnikéw na efektywno$¢ inhibicji byt znacznie
wyrazniejszy niz w przypadku testéw na enzymie. MozZe to oznacza¢, ze
ich pozytywny lub negatywny udziat w aktywno$ci nie ogranicza sie do
uczestnictwa w wigzaniu do czasteczek biokatalizatora. Dodatkowo
moga odgrywac istotng role w procesie przedostawania sie zwigzkow
przez ostony komoérkowe bakterii, co jest szczegdlnie istotne
w eliminowaniu patogennych mikroorganizméw o Gram-ujemnej
budowie $ciany komdrkowej. Dla przyktadu, wprowadzenie grupy
metoksylowej prowadzito do znaczjcego obnizenia aktywnosci
zwigzkoéw jako inhibitoréw ureolizy prowadzonej w catych komoérkach.
Zaobserwowano to zaréwno w grupie najbardziej aktywnych
tiosemikarbazonéw jak réwniez posréd pochodnych tiazolilowych
zawierajacych fragment tiomocznika. Z kolei hydroksylowanie
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pierScienia aromatycznego zazwyczaj umozliwiatlo zwiekszenie
zdolnosci do hamowania aktywno$ci ureolitycznej. Ten efekt
obserwowano niezaleznie od budowy $ciany komérkowej bakterii, lecz
w przypadku mikroorganizméw Gram-dodatnich obserwowany spadek
warto$ci /Gso byt zwykle bardziej znaczacy. Bylo to szczegdlnie
widocznie w przypadku struktur tiazolilowych TC1 i TC4, gdzie
obecno$¢ grupy hydroksylowej doprowadzito do okoto 6-krotnego
spadku /Cso w poréwnaniu ze zwigzkiem pozbawionym tej modyfikacji.
Byt to réwniez najskuteczniejszy przeciw calym komérkom (obydwu
badanych szczepdw) inhibitor w tej podgrupie strukturalnej. Jedynym
wyjatkiem byt inhibitor charakteryzujacy sie najbardziej rozgateziona
strukturg. By¢ moze jego zlozona budowa sprawia, ze zwiekszenie
hydrofilowosci pierScienia aromatycznego nie jest wystarczajace, aby
umozliwi¢ mu réwnie efektywne pokonywanie oston komérkowych jak
ma to miejsce w przypadku mniej rozbudowanych inhibitoréw.
Podobnie jak w przypadku testéw na oczyszczonym enzymie ze
S. pasteurii, tak réwniez w badaniach na catych komoérkach
ureolitycznych tego mikroorganizmu pochodne tiosemikarbazonéw
okazaty sie najskuteczniejszymi inhibitorami sposréd wszystkich
badanych podgrup. Najskuteczniejsza okazata sie struktura wyjsciowa
pozbawiona dodatkowych modyfikacji i rozgatezien (TA1l) - wartos¢
1Cso wyniosta 3,83 pM. Kolejnym najbardziej aktywnym inhibitorem byta
pochodna para-metylofenylowa TA2, dla ktérej stwierdzono
IGso = 9,92 pM. Poréwnywalng aktywno$¢ wykazywata pochodna
dimetoksylowa TA4, cho¢ jak wspomniano wcze$niej, byta ona ponad
dwukrotnie  nizsza niz w  przypadku  najskuteczniejszej,
niemodyfikowanej struktury - /CGso = 8,46 puM. Réwniez wsréd
pochodnych tiokarbohydrazonéw znaleziono pojedynczy wysoce
aktywny inhibitor ureolizy prowadzonej w calych komoérkach
Gram-dodatnich. Byta to rowniez struktura pozbawiona dodatkowych
modyfikacji - TB1. W tym przypadku wprowadzanie dodatkowych grup
powodowato bardzo znaczne obnizenie skutecznosci inhibicji,
prowadzac do ponad 10-krotnego wzrostu steZenia niezbednego do
50-procentowego zahamowania ureolizy. Badania prowadzone na
komoérkach P. mirabilis potwierdzily, ze pokonanie przez inhibitory
$ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych stanowi kluczowy problem
do rozwiazania podczas projektowania inhibitoréw. Wszystkie badane
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na tym etapie zwiazki charakteryzowaty sie stabsza aktywno$cia
wzgledem tego szczepu bakteryjnego niz podczas testow na catych
komoérkach S. pasteurii. W skrajnych przypadkach obserwowano nawet
ponad 100-krotne podwyzszenie wartos$ci /Cso. Najskuteczniejszymi
inhibitorami byta tiosemikarbazonowa pochodna metylowa TA2
(IGso = 281,8 uM) oraz hydroksylowa pochodna tiazolilowa TC4
(IGso = 304,4 pM). Szczegélnie ten ostatni inhibitor wydaje sie
interesujacy jako zdecydowanie najskuteczniejszy sposréd zwigzkéw
tiazolilowych zaré6wno w odniesieniu do oczyszczonego enzymu SPU jak
rowniez catych komoérek obydwu badanych szczepdw bakteryjnych.
Warto zaznaczy¢, ze badane zwigzki charakteryzujg sie stosunkowo
wysoka polarnoscia, sztywnoscig i struktura planarng. Sa to wtasciwosci,
ktére promuja przechodzenie inhibitoréw przez ostony komérkowe
bakterii Gram-ujemnych z wykorzystaniem poryn i skuteczniejszg
akumulacje w cytoplazmie. *°

4.2.2. Badania aktywno$ci zwigzkéw fosfinowych i fosfonowych

4.2.2.1. Aktywno$c¢ zwigzkéw fosfonowych opartych na strukturze
kwasu cynamonowego, jako inhibitoréw ureazy bakteryjnej

Kwas cytrynowy jest stabym inhibitorem ureazy, ale badania
krystalograficzne wykazaty, ze tworzy kompleksowag sie¢ wigzan
w centrum aktywnym tego enzymu.°! Na podstawie tych danych
zaproponowano fosforowe pochodne kwasu cynamonowego, jako
taczace motywy strukturalne cytrynianu z funkcjonalnoscia
koordynowania jonéw niklu w centrum aktywnym. Badania aktywno$ci
zwigzkéw doprowadzily do identyfikacji kilkunastu struktur
o umiarkowanej aktywnos$ci (Tabela 2.). Wartosci A aktywnych
inhibitoréw nalezacych do tej grupy strukturalnej wobec enzymu SPU
mies$cily sie w przedziale 1-100 pM. Za najbardziej interesujace wyniki
pracy nad ich aktywno$cia uznano odnalezione zalezno$ci miedzy
strukturg zwigzkéw i zmianami obserwowanymi w ich aktywno$ci.
Podobnie jak w przypadku grupy zwigzkéw zawierajacych w swej
strukturze fragment oparty na tiomoczniku wykazano, ze obecno$¢
grupy metoksylowej wydaje sie ogranicza¢ zdolnosci do hamowania
ureolizy. Jest to interesujaca obserwacja, jako ze dla niektoérych
zwigzkéw stwierdzono niekompetycyjny model inhibicji, podobnie jak
dla cze$ci struktur bazujacych na tiomoczniku. Niespodziewanie, bardzo

97



wysoka aktywno$¢ zanotowano dla pochodnej nitrylowej C1, a zatem
takiej, ktéra zawierata zamaskowang funkcje kwasowa. Natomiast
zwigzkiem o najwyzszym powinowactwie byt kwas cynamonowy
podstawiony grupa metylowa w pozycji para (C10, K = 1,258 uM).

Tabela 2. - Aktywno$¢ zwigzkéw fosfonowych bazujacych na szkielecie
kwasu cynamonowego jako inhibitoréw ureazy oczyszczonej z komdrek
S. pasteurii CCM 2056

Nr Struktura K [uM], SPU Model inhibicji
C1 ~CN 3,071+ 0,017 Kompetycyjny
mpoaHz
Cc2 ~CN 19,34+ 1,78 Kompetycyjny
F/(j/\(/\mm2
C3 ~CN 22,79 £ 2,30 Kompetycyjny
/©/\(/\PO3H2
C4 x~ COOEt 37,99 + 2,84 Kompetycyjny
mPO3H2
C5 N COOMe 61,27 + 4,31 Kompetycyjny

;

PO3H,
cé6 - COOMe 147,2 + 8,5 Kompetycyjny

:

PO3H;

c7 /O/\Cj’we >1mM -
MeO POzH,

Cc8 O/\CjiH >1mM -
PO3H,
c9 /O/\Cjil-‘ 64,89 + 5,62  Niekompetycyjny
cl POzH,

Cc10 N~ COOH 1,258 £ 0,011  Niekompetycyjny

C11 /O/\EciciH 7,423 £ 0,021 Kompetycyjny
MeO PO3H,
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4.2.2.2. Badania zdolnosci grupy fosfonowych i fosfinowych
pochodnych katecholu do hamowania aktywno$ci oczyszczonej ureazy
bakteryjnej oraz ureolizy prowadzonej w catych komérkach
bakteryjnych

Wiekszos¢  testbw  prowadzonych z  zastosowaniem
fosfonowych i fosfinowych inhibitoréw ureolizy wykonano
z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej pozwalajacej S$ledzié
zmiany pH mieszaniny reakcyjnej dzieki zawartosci indykatora pH -
czerwieni krezolowej. Uzyteczno$¢ punktowego kolorymetrycznego
pomiaru stezenia jonéw amonowych metoda indofenolowa byta
Znaczaco ograniczona przez zaobserwowany fakt interakcji inhibitoréw
z odczynnikami wykorzystywanymi w tej metodzie pomiarowej,
objawiajacej sie powstawaniem brunatnego zabarwienia po ich dodaniu.
Jest prawdopodobne, iz byto to spowodowane obecno$ciag w strukturze
inhibitora grupy katecholowej, ktéra wchodzita w reakcje podobnie do
czasteczki fenolu. Poréwnanie krzywych postepu uzyskanych dla
réznych stezen testowanych zwigzkéw przy statym stezeniu mocznika
doprowadzity do wyznaczenia warto$ci /Cso. Zaobserwowano, iz warto$¢
ta nie jest stata i szybko maleje wraz z uptywem czasu od rozpoczecia
reakcji ureolizy (Rys. 24.). To doprowadzito do wstepnej klasyfikaciji tej
grupy struktur jako wolnowigzacych inhibitoréw ureaz. Kolejnym
dowodem potwierdzajacym ten typ inhibicji byt charakterystyczny
hiperboliczny ksztatt krzywych postepu reakcji prowadzonej bez
preinkubacji enzymu z inhibitorem. W najbardziej skrajnych
przypadkach krzywa postepu reakcji prowadzonej z dodatkiem
inhibitora pozostawala réwnolegta do kontroli pozytywnej (bez
dodatku inhibitora) nawet przez 1,5 h od rozpoczecia eksperymentu
rozpoczetego dodatkiem enzymu (bez preinkubacji). Tak dtugi czas
tworzenia kompleksu enzym-inhibitor (EI) okazat sie problematyczny,
poniewaz wykraczal poza czas, w ktéorym krzywa postepu reakcji
niehamowanej zachowuje liniowo$¢. Spowolnienie reakcji nie byto
spowodowane niedoborem jej substratu w mieszaninie, poniewaz
zwiekszenie stezenia mocznika nie rozwigzywato problemu. Z tego
powodu zastosowano system uwzgledniajgcy preinkubacje enzymu
z inhibitorem przed dodaniem substratu. To umozliwito
zaobserwowanie inhibicji ureazy przez badane struktury
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i w konsekwencji wyznaczenie wstepnych warto$ci /Cso w stanie
réwnowagi.

100

80

IC5 [UM]

0 10 20 30 40 50 60 70

t [min]

Rys. 24. - Zmiana wartosci /Cso w czasie przy zastosowaniu struktury
KA1 jako inhibitora ureazy S. pasteurii CCM 2056 %

Krzywe postepu reakcji prowadzonej bez preinkubacji enzymu
z inhibitorami miaty ksztatt charakterystyczny dla inhibicji
wolnowiazacej. Wyznaczona nastepnie zalezno$¢ kwpp od stezenia
inhibitora rowniez okazata sie hiperboliczna, zgodnie z dwuetapowym
mechanizmem inhibicji wolnowigzgcej. Dla niektérych zwigzkéw punkt
przeciecia tej krzywej z osig Y byt bliski punktu zerowego, co sugerowato
nieodwracalno$¢ inhibicji. Aby potwierdzi¢ te obserwacje
przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem nagtego 100-
krotnego rozcieficzenia wytworzonego kompleksu enzym-inhibitor
(jump dilution) by okresli¢ szybkos¢ jego degradacji w takich
warunkach.
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Rys. 25. - Odzyskanie aktywnoSci ureazy S. pasteurii CCM 2056 po 100-
krotnym rozcienczeniu kompleksu enzym-inhibitor. Krzywe postepu dla
przyktadowego inhibitora A. nieodwracalnego KA2, B. odwracalnego
KAG6 %6
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Dla zwigzkéw, w przypadku ktérych krzywa kapp = f([I])
przecinata 0§ Y w punkcie 0 zaobserwowano brak odzyskania
aktywnos$ci enzymatycznej po rozcieficzeniu. Stanowito to dodatkowe
potwierdzenie nieodwracalno$ci inhibicji (Rys. 25A.). W przypadku
inhibitor6w  odwracalnych obserwowano szybkie odzyskanie
aktywnosci i rownolegly przebieg krzywych reakcji hamowanej,
niezaleznie od tego, czy procedura jump dilution byta zastosowana (Rys.
25B.). Dodatkowo, eksperymenty polegajace na gwattownym
rozcienczaniu kompleksu enzym-inhibitor pozwolity okres$li¢ stabilno$¢
wigzania enzymu przez czasteczke inhibitora odwracalnego poprzez
wyliczenie z otrzymanej krzywej postepu wartosci residence time. Jest
to Sredni czas trwania wigzania kompleksu enzym-inhibitor. Dla
struktur okres$lonych jako inhibitory odwracalne warto$¢ ta mie$cita sie
przewaznie w przedziale 60-500 minut, co $wiadczy o stosunkowo duzej
stabilnosci wigzania pochodnych katecholowych z czasteczka ureazy.
Aktywnos¢ inhibicyjng tych zwigzkéw opisano przez podanie wartosci
K (stata dysocjacji kompleksu EI powstalego w pierwszym etapie
inhibicji wolnowiazacej) oraz K" (okre$lajaca dalsze zmiany
konformacyjne kompleksu enzym-inhibitor). Warto$ci statych
dysocjacji wielu badanych fosforoorganicznych pochodnych katecholu
mie$city sie w niskich zakresach mikromolarnych (Tabela 3.). Do
okres$lenia aktywnosci inhibicyjnej struktur nieodwracalnie wigzacych
ureaze postuzono sie warto$cig Ainact/ K. kinact to zaobserwowana stata
szybko$ci inaktywacji enzymu przez badany zwigzek (okreslajaca
aktywnos$¢ inhibitora), za$ A to wartos¢ statej dysocjacji kompleksu
enzym-inhibitor, ktéra daje informacje o specyficzno$ci wigzania.
Wykorzystanie stosunku tych dwéch wartosci umozliwito wskazanie
inhibitoréw najbardziej aktywnych i zarazem charakteryzujacych sie
specyficznoscia wobec ureazy (Rys. 26.). Jest to kluczowe w przypadku
inhibitoré6w nieodwracalnych badanych pod katem uzytecznosci
farmaceutycznej i szczegoélnie istotne w odniesieniu do pochodnych
katecholu, uwazanego za zwigzek wysoce reaktywny, a przy tym
niespecyficzny. Wiekszo$¢ badanych inhibitoréw charakteryzowata sie
znacznie wyzsza warto$cig stosunku Amact/ Kiniz katechol. Dla inhibitora
KA3 wykazano Ainact/ Ki wynoszace 10420 s-1M-1, co czyni z tego zwigzku
niezwykle skuteczny inhibitor ureazy o strukturze opartej na katecholu.

102



0,09 KA3

KA8

0,01 KA2 KA4 KA13
KA7 Katechol

0 20 40 60 80 100
K; [uM]

0,0006
0,0005 Katechol

0,0004

0,0003 KA2

kinact [5-1]

KA7
0,0002

0,0001 KAZ

0 20 40 60 80 100
K; [uM]

Rys. 26. - Aktywno$¢ (okreslana przez kinact) i specyficznos¢ (okreslana
przez K)) inhibitor6w nieodwracalnych. Dolny wykres stanowi
rozwiniecie zakresu 0-0,0006 w celu wyrazniejszego przedstawienia
zwigzkéw charakteryzujacych sie podobng warto$cig Kinact °©
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Tabela 3. - Aktywno$¢ fosforoorganicznych pochodnych katecholu jako
inhibitor6w ureazy bakteryjnej S. pasteurii CCM 2056 i ureolizy
prowadzonej w catych komoérkach P. mirabilis PCM 543 96

Nr Struktura Oczyszczony enzym SPU Cate
komorki P.
mirabilis
Inh. odwr. Inh. 1Go [pM]
nieodwr.
K [pM] K Kinact/ K;
[uM] [s*M1]
KA1 OH 0,323 0,126 116,7
oH + + £97
0,069 0,012
MeOOC ,P:,O
HO™ “OH
KA2 OH 77,03 273,7
OH + 14,63 +
15,9
Hooc QP\/\/COOH
0" OH
KA3 OH 10420 12,82
\E\%ro'* +920 +5,14
MeOOC QP\/\/COOH
0" OH
KA4 OH 12,23 97,56
?C’H + +3,90
1,32
MeOOC._p~_COOMe
0" oH
KA5 OH 22,52 6,752 40,52
HO + + +2,76
1,87 0,449
o, ,OH
HOOC “OH
KA6 OH 4,235 0,359 185,7
Ho + + +
0,513 0,012 7,9
O, JOH
EtOOC “OH
KA7 OH 5117 260,2
HO i i
0,730 17,3
9
HOOC P "coon
OH
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KA8 OH 1570 203,3

HO +120 +
14,0
't
EtO0C EY\COOH
KA9 HO - COOH 2153 1,037 67,24
:Q/\( //O * x 14,30
Ho o' o 0,080 0,072
KA10 HO ~~COOMe 2,145 0,920 80,50
Hompzo + + +5,13
HO" OH 0,101 0,083
KA11 MeO ~COOMe 1,720 0,586 70,81
Meompp + + +1,87
HO “OH 0,142 0,082
KA12 HOIQ/\[COOH 2,941 1,488 4312
+ + +
HO R0 0,340 0,182 24,4
HO O
KA13 Homcoov\ne 146,7 374,0
COOH + *
HO HO/P\\;\/ 10,3 18,7
kat HO 4,021 860,1
:@ + +
HO 0,302 53,7

Na postawie udostepnionych w internetowych bazach danych
struktur miejsca aktywnego ureazy pochodzacej ze S pasteurii
zwigzanego z czasteczka katecholu °7 , uznano, Ze ten fragment
strukturalny w badanych zwiagzkach odpowiada za nieodwracalng
inhibicje aktywno$ci enzymu poprzez kowalencyjne wigzanie kluczowej
reszty cysteiny. Ponadto, grupa fosforoorganiczna moze koordynacyjnie
wigza¢ Kkatalityczne jony niklu w miejscu aktywnym. Zaleznie od
struktury liganda jeden z mechanizméw moze by¢ dominujacy,
ewentualnie mieszany tzn. po wstepnej koordynacji do jonéw metalu
nastepuje zwigzanie kowalencyjne, co rzutuje na ztozono$¢
obserwowanej kinetyki. W celu potwierdzenia znaczenia wigzania grupy
tiolowej cysteiny przez strukture katecholu, wykonano badania kinetyki
enzymatycznej z dodatkiem czynnika protekcyjnego - ditiotreitolu
(DTT). W prébach, w ktérych enzym byt preinkubowany z ditiotreitolem
przed dodatkiem inhibitora, zaobserwowano znaczny spadek inhibicji
dla wszystkich badanych zwiazkéw (Tabela 4.) oprécz struktury,

105



w ktérej obydwie grupy hydroksylowe reszty katecholowej pozostaty
metylowane (inhibitor KA11). W tym przypadku obserwowany efekt
inhibicji ureolizy prawdopodobnie pochodzi niemal wylacznie
z wlasciwosci grupy fosforoorganicznej, stad niewielki ochronny wptyw
dodatku ditiotreitolu. Przeprowadzono réwniez badania majgce na celu
stwierdzenie, czy ditiotreitol jest zdolny do dysocjacji juz utworzonego
w wyniku preinkubacji kompleksu ureazy zwigzanej kowalencyjnie
z inhibitorami poprzez strukture katecholowa. W tym celu prowadzono
reakcje ureolizy po uprzedniej preinkubacji enzymu z inhibitorem,
wystarczajaco diugiej by utworzyt sie kompleks. Zaobserwowano, iz
w takich warunkach dodatek DTT doprowadzit tylko do czeSciowego
odzyskania aktywnosSci enzymatycznej ureazy, maksymalnie do 55%,
wzgledem niehamowanej kontroli. Ponownie nie stwierdzono
wysokiego wptywu DTT na aktywno$¢ zwigzku zawierajacego grupy
metoksylowe.

Aby dodatkowo zweryfikowa¢ skuteczno$¢ badanych zwigzkéw
jako inhibitoréw ureolizy w komérkach mikroorganizmoéw patogennych
w warunkach in vitro, wykorzystano ureolityczne komoérki P. mirabilis.
Badane zwiagzki okazaly sie aktywne réwniez wobec catych komdrek
bakteryjnych wykazujagc mikromolarne warto$ci /Cso. Struktura KA3,
wcze$niej zidentyfikowana jako najbardziej efektywny inhibitor
nieodwracalny (warto$¢ Kact/K = 10420 s1M-1) byta réwniez
najskuteczniejsza w hamowaniu ureolizy prowadzonej przez cate
komorki P. mirabilis. W tym przypadku warto$¢ /Cso wynosita 12,8 uM.
Pozostate inhibitory nieodwracalne réwniez byty aktywne wobec catych
komorek ureolitycznych, wykazujac /Cso w przedziale 100 - 300 pM.
Konieczno$¢  zastosowania  wyzszych stezen w  badaniach
z wykorzystaniem catych komérek mogta wynika¢ z trudnosci
w przeniknieciu oston komoérkowych bakterii przez ztozone struktury
inhibitoréw. Warto zaznaczy¢, ze badano wplyw zwigzkéw na ureolize
bakterii Gram-ujemnych, ktérych $ciana komérkowa jest powszechnie
uznawana za trudniejsza do penetracji przez wiekszo$¢ farmaceutykéw.

Tabela 4. - Wptyw DTT na aktywno$¢ fosforoorganiczych pochodnych
katecholu (protekcja - inhibitor preinkubowany z DTT, reaktywacja -
dodatek DTT po 30 minutach od rozpoczecia hamowanej reakcji
enzymatycznej) %

106



Nr Zachowana aktywno$¢ enzymu 0Odzyskana aktywno$¢ enzymu po

podczas protekcji DTT [%)] reaktywacji DTT [%]

KA1 8514 36+ 4
KA2 100 £2 4212
KA3 100 £ 4 37+3
KA4 9716 4317
KA5 95+6 34+2
KA6 90+3 20+ 2
KA7 100 £3 51+6
KA8 9314 55+3
KA9 100+ 6 17 +£3
KA10 100 £ 4 26 £5
KA11 38+2 l6+1
KA12 94+5 38+2
KA13 100 £ 4 47+ 4
kat 100+ 3 55+6

Do badan witaczono kolejne fosfonowe i fosfinowe pochodne
katecholi, bedace izomerami strukturalnymi zwigzkéw KA1-4.
Zamierzano oceni¢ zalezno$¢ aktywnosci regioizomerédw réznigcych sie
rozmieszczeniem grup funkcyjnych. Aby to osiggnaé, =zostaly
zaprojektowane zwigzki bardzo zblizone do siebie budowg, aby utatwic
odnalezienie przyczyn ewentualnych réznic w aktywnosci zwigzkdéw.
W pierwszej kolejnosci badano aktywno$¢ zwigzkow wzgledem ureazy
oczyszczonej z komorek S pasteurii. Wtasciwos$cia niektorych
inhibitoréw z tej grupy, ktéra nalezato uwzgledni¢ przy prowadzeniu
testéw, byta ograniczona stabilnos¢. Problem dotyczyt gtéwnie estréw
metylowych. Zwigzki te charakteryzowata petna stabilno$¢ przez 2-3 dni
w roztworach metanolowych, natomiast jakikolwiek dodatek wody
powodowat czesciowg hydrolize. W zwigzku z tym roztwory wyj$ciowe
sporzadzono jako wysoce stezone (> 50 mM) w metanolu
Rozcienczenia tych inhibitorow w buforze do testéw kinetycznych
przygotowywano na biezaco i wykorzystywano tego samego dnia.
Badania aktywnos$ci wszystkich zwigzkéw prowadzono zaréwno
w systemie niepreinkubowanym, jak réwniez z uwzglednieniem
godzinnej preinkubacji enzymu z danym inhibitorem. Wyliczona
warto$¢ K byla nizsza przy przeprowadzeniu preinkubacji dla
wiekszosci badanych zwigzkéw katecholowych (Tabela 5.). Byto to
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powiazane réwniez ze spadkiem wartos$ci /Cso w miare trwania reakcji
hamowanej (Rys. 27.).
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Rys. 27. - Zmiana warto$ci /Cso w czasie reakcji enzymatycznej

w systemie bez preinkubacji z zastosowaniem inhibitora KB4

Najskuteczniejszym sposrod testowanych inhibitoréw okazata
sie pochodna KB4, z wolng grupa fosfonianowg oraz grupa
karboksylowa w rozgatezieniu dwuweglowego tancucha alifatycznego
miedzy wspomniang grupg a struktura katecholu. Warto$¢ Ai po
preinkubacji enzymu z tym inhibitorem wyniosta 2,36 pM. Byt to
zarazem zwigzek, dla ktérego zaobserwowano najbardziej znaczace,
ponad 100-krotne, obnizenie tej wartos$ci w por6wnaniu z systemem bez
preinkubacji. Przylaczenie struktury karboksyetylowej obnizyto
nieznacznie zdolno$¢ takiego fosfinianu do hamowania enzymu
(inhibitor KB7, A = 6,13 pM). Podobna aktywnos$¢ (K = 6,80 puM)
zarejestrowano w przypadku zastosowania symetrycznie podstawionej
struktury fosfinowej KB2, bazujacej na najbardziej aktywnym zwigzku.
Obecnos¢ grupy H-fosfinowej prowadzita do wzrostu statej dysocjacji do
warto$ci 58,80 pM (struktura KB1). Metylowanie grupy karboksylowej
réwniez ostabilo zdolno$¢ do inhibicji zaréwno zwigzku KB6
(K = 78,03 uM) jak i zwigzku KB8 (Ai= 228,2 uM). Dla tego ostatniego
osiagnieto najwyzsza w tej grupie warto$¢ w systemie preinkubowanym.
Co ciekawe, warto$¢ statej dysocjacji dla tej struktury bez preinkubacji
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z enzymem byla poréwnywalna z innymi zwigzkami w grupie. Moze to
sugerowaé nietrwate wigzanie sie inhibitora do miejsca aktywnego
ureazy bakteryjnej, co w konsekwencji prowadzi do stosunkowo
tatwego zerwania oddziatywan prowadzacych do utworzenia
kompleksu biokatalizatora z badanym zwigzkiem. Metylowanie grupy
karboksylowej wydaje sie zatem mie¢ negatywny wplyw na
funkcjonowanie mechanizmu, ktéry wymaga wydtuzonego czasu
kontaktu ureazy z inhibitorem. Uzyskana jako produkt uboczny
pochodna bromowa wykazata przecietng warto$¢ statej dysocjacji,
rowng 34,82 pM (inhibitor KB5). Catkowite wusuniecie grupy
karboksylowej umozliwito uzyskanie stosunkowo wysokiej aktywnosci
(KB9, Ki= 9,112 pM), cho¢ w dalszym ciggu nie tak obiecujacej, jak dla
pochodnej KB4.

Tabela 5. - Aktywno$¢ grupy fosfonowych i fosfinowych pochodnych
katecholu jako inhibitoréw ureazy otrzymanej z komoérek S. pasteurii
CCM 2056 oraz ureolizy prowadzonej w calych komoérkach H. pylori
Tx30a

Nr Struktura K [pM], SPU 1Gso [uM]
Bez preink  Z preink H.p.
KB1 C") 79,28 58,80 10,52
Fron +4,90 +5.2 +0,54
HODICOOH
HO
KB2 HOOC (I? COOH 16,01 6,800 13,12
HO. IID OH + 0,47 + 0,869 + 0,53
OH
HO OH
KB3 MeOOC ? COOH 223,0 7,547 105,5
HO. IT‘ OH + 26,3 + 0,670 +6,5
OH
HO OH
KB4 0 400,2 2,361 0,754

r]’\OH + 38,0 + 0,202 + 0,020
:©)10H
HO
COOH
HO
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KB5 o 41,87 34,82 50,27

>~ o +4,52 +361  +1,12
HO OH

COOH
HO Br

KB6 o 107,0 78,03 31,40
P.
. ioH +11,4 £551 +176
I j COOMe
HO
KB7 0 297,9 6,130 9,281
('.’)?/\COOH £262  +£0333 0973
HO:©):COOH
HO
KB8 0 295,0 228,2 441,6
. DIZE/\COOMG +134 +24,0 + 65,0
COOMe
HO
KB9 o) 17,71 9,112 26,61

HO l';’\OH + 2,78 + 1,807 + 0,56
ISR
HO

Przeprowadzono réwniez badania z dodatkiem DTT w celu
uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych mechanizmu wigzania
ureazy przez testowane zwiazki. Dodatek tego czynnika protekcyjnego
juz przed rozpoczeciem reakcji w wiekszosci przypadkéw pozwalat na

osiagniecie stuprocentowej aktywnos$ci enzymu, co oznacza catkowita
nieskuteczno$¢ inhibitora (Tabela 6.). Stanowi to potwierdzenie
wolnowigzacego mechanizmu funkcjonowania tych zwigzkéw. Godnym
odnotowania wyjatkiem byta bromopochodna KB5. Przy zastosowaniu
tego inhibitora ureolizy dodatek ditiotreitolu w eksperymencie
protekcyjnym (DTT dodane przed rozpoczeciem reakcji) umozliwit
odzyskanie zaledwie 16,3% aktywnoSci enzymatycznej. Ewidentng
przyczyna jest zaburzenie reaktywnos$ci katecholu w wyniku
bromowania. Znacznie stabsze efekty dla wielu zwigzkéw przyniosto
zastosowanie DTT jako reaktywatora enzymu, po uptynieciu 1 godziny
od rozpoczecia reakcji hamowanej. Bromopochodna i estry metylowe
nie stracity zdolnosci do inhibicji po dodaniu tego odczynnika.
Wyjatkiem byta struktura KB3, dla ktérej stwierdzono catkowite
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odzyskanie aktywnos$ci enzymu po dodaniu ditiotreitolu. Podobnie
nietrwate okazato sie wigzanie miejsca aktywnego SPU przez jedyna
badana pochodng H-fosfinowa KB1. Dla najskuteczniejszego spos$rdéd
badanych inhibitoréw (KB4) stwierdzono przecietny wptyw dodatku
DTT do mieszaniny reakcyjnej. Odczynnik dodany po uptynieciu godziny
od startu reakcji hamowanej umozliwit odzyskanie 42,9% aktywnosci
ureolityczne;j.

Tabela 6. - Wpltyw czynnika protekcyjnego grup tiolowych na aktywno$¢
fosfonowych i fosfinowych pochodnych katecholu (protekcja - inhibitor
preinkubowany z DTT, reaktywacja — dodatek DTT po 60 minutach od
rozpoczecia hamowanej reakcji enzymatycznej)

Zwiazek Zachowana aktywno$¢ enzymu Odzyskana aktywno$¢ enzymu przy

przy protekcji DTT [%] reaktywacji DTT [%)]

KB1 100 100

KB2 100 549 + 2,2

KB3 100 100

KB4 100 42,9 + 4,0

KB5 16,3+ 0,4 0

KB6 96,2+ 5,2 0

KB7 100 83,6+ 3,8

KB8 96,8 + 6,1 0

KB9 493+54 0

Dla czterech fosfonowych inhibitoréw ureazy uznanych za
najciekawsze przeprowadzone zostalo modelowanie molekularne
wigzania z ureaza pochodzaca ze szczepu S. pasteurii (wykonane przez
prof. dr. hab. inZz. Lukasza Berlickiego z Katedry Chemii Bioorganicznej
Politechniki Wroctawskiej). Zatozono, ze we wszystkich przypadkach
obserwuje sie kowalencyjne wigzanie grupy tiolowej kluczowej reszty
Cys322 przez strukturalny fragment katecholowy badanych
inhibitoréw. Potwierdzono, Ze zastosowanie najskuteczniejszego w tej
grupie inhibitora ureolizy KB4 (kK = 2,36 uM) prowadzi do utworzenia
najwiekszej liczby oddziatywan z resztami aminokwasowymi, co
prowadzi do optymalnego umiejscowienia zwigzku w centrum
aktywnym biokatalizatora. Oprécz spodziewanego koordynowania
katalitycznych kationéw Ni2*+ atomy tlenu grupy fosfonowej braty
réwniez udzial w tworzeniu wigzania wodorowego z reszta His222.
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Atomy tlenu grupy karboksylowej oddziatywaty z resztami Arg339 oraz
His323. Jedna z grup hydroksylowych fragmentu katecholowego
tworzyta specyficzne wigzanie wodorowe z grupa karbonylowa reszty
Lys169. Wszystkie pozostate inhibitory, dla ktérych przeprowadzono
podobne modelowanie cechowata utrata mozliwosci utworzenia czesci
opisanych oddziatywan i trwalszego kompleksu z czasteczka ureazy.
W przypadku analogu H-fosfinowego (KB1) stwierdzono brak wigzan
wodorowych tworzonych przez fosforylowy atom tlenu z His222. To
prowadzito do zmiany potozenia czasteczki i utraty lub ostabienia
wigzan tworzonych przez atomy grupy karboksylowej. Co oczywiste,
usuniecie grupy karboksylowej (KB9) doprowadzito do utraty
wszystkich specyficznych dla niej oddziatywan przy zachowaniu
konformacji charkaterystycznej dla optymalnego wigzania. Rozbudowa
fragmentem karboksyetylowym (KB7) doprowadzita do zaniku
wiekszosci wigzan wodorowych z resztami histydyn. Obie grupy
karboksylowe silnie jednak oddziatywaly z Arg339. Wigzania
koordynacyjne z jonami niklu réwniez zostaty zachowane. To jest
prawdopodobne wyja$nienie stosunkowo niewielkiego spadku
aktywnosci w odniesieniu do struktury okreslonej jako optymalna.

Na koniec dla opisanych zwigzkéw wyznaczono wartosci /Cso
hamowania ureolizy prowadzonej przez cate komérki H. pylori. Badania
prowadzono z wykorzystaniem szczepu Tx30a - mutanta
charakteryzujacego sie brakiem mozliwosci syntezy toksyny
wakuolizujacej, co umozliwia znaczne obnizenie patogennosci bakterii
i minimalizacje ryzyka zwigzanego z badaniami prowadzonymi na
zywych komérkach. Szczep zostal wyselekcjonowany na podstawie
wcze$niejszych badan prowadzonych przez zespét prof. Grazyny
Gosciniak z Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Wykazaty one, iz zmiany
wprowadzone w genomie bakterii, oprécz zwiekszenia bezpieczenstwa
pracy badawczej, znacznie zwiekszaja rowniez zywotnos$¢ szczepu po
wprowadzeniu ich do atmosfery tlenowej. % Znacznie utatwilo to
sprawdzanie aktywno$ci inhibitoré6w, poniewaz wyposazenie
laboratorium, w Kktérym prowadzono badania nie umozliwiato
spektrofotometrycznego monitorowania kinetyki rozktadu mocznika
w warunkach mikroaerofilnych. Wolnowigzacy mechanizm dziatania
inhibitoréw byt w tych badaniach podstawowym problemem. Mimo ze
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modyfikacje genetyczne szczepu Tx30a bardzo przedtuzyty zywotno$¢
komérek w atmosferze tlenowej, przeprowadzenie reakcji
w tradycyjnym systemie zakitadajacym 1-godzinng preinkubacje
biokatalizatora z inhibitorem uznano za niemozliwe do
przeprowadzenia. Ograniczono sie zatem do przetestowania zwigzkow
korzystajac z systemu nieuwzgledniajgcego preinkubacji. Wzajemne
relacje aktywno$ci wiekszo$ci badanych zwigzkéw okazatly sie bardzo
zblizone do wynikéw uzyskanych na oczyszczonym enzymie SPU. Te
same zwiazki byty trzema najskuteczniejszymi inhibitorami ureolizy
(KB4, KB7 oraz KB2 z warto$ciami /Cso wynoszgcymi odpowiednio:
0,75 uM, 9,28 uM oraz 13,12 uM). Korelacje potwierdzono w przypadku
dwoch najstabszych inhibitoréw w grupie. Byty to pochodne metylowe
KB3 i KB8 z warto$ciami /Cso wynoszacymi 105,5 uM oraz 441,6 uM.
Pochodna KB1, zawierajgca grupe fosfinowa okazata sie stosunkowo
skuteczna wobec catych komodrek, osiagajac /Gso = 10,52 uM. Nalezy
podkresli¢, ze stezenia zwigzkdw wymagane do osiagniecia wysokiej
skutecznej inhibicji ureolizy w catych komoérkach AH. pyloribyty znacznie
nizsze niz do inhibicji oczyszczonego enzymu SPU. Przy zastosowaniu
stezen wyzszych niz 500 uM zauwazono znaczny wzrost pH prowadzacy
nawet do przekroczenia warto$ci osiggnietej przy niehamowane;j
kontroli aktywno$ci ureolitycznej. Byt to prawdopodobnie symptom
uszkodzenia oston komoérkowych przez nadmiernie wysokie stezenie
inhibitoréw. To z kolei prowadzito do niekontrolowanego wyptyniecia
ich cytoplazmy do mieszaniny reakcyjnej, co moze mie¢ wptyw na jej
warto$¢ pH.

4.2.3. Badania aktywnosci zwigzkéw selenoorganicznych

4.2.3.1. Badania zdolno$ci grupy zwiazkéw selenoorganicznych o
tanicuchach alifatycznych do hamowania aktywnos$ci SPU

Badania przesiewowe grupy zwigzkéw selenoorganicznych na
wzorcowej ureazie z komdrek S. pasteurii przeprowadzita dr inz.
Katarzyna Macegoniuk z Katedry Chemii Bioorganicznej Politechniki
Wroctawskiej. 8 Autorka wykazala, ze zwigzki funkcjonowaty zgodnie
z mechanizmem inhibicji wolnowigzacej. W tym przypadku czas
niezbedny do utworzenia kompleksu enzymu z inhibitorami byt jednak
znacznie krotszy niz w przypadku fosforoorganicznych pochodnych
katecholu badanych w niniejszej pracy i wynosit zwykle najwyzej 30
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minut. Dzieki temu mozliwe byto uzyskanie peilnych hiperbolicznych
krzywych postepu reakcji hamowanej przez badane zwigzki w ramach
pojedynczego pomiaru kinetyki enzymatycznej. Wykazano, iz badane
zwigzki naleza do najskuteczniejszych znanych w literaturze
inhibitoréw ureaz, aktywnych nawet w stezeniach pikomolarnych.
W poréwnaniu z niemodyfikowanym ebselenem stanowigcym strukture
wiodaca, niemal wszystkie pochodne N-alkilowe wykazywaty 20-30
krotnie nizsza aktywno$¢ hamujacag wobec oczyszczonej ureazy
bakteryjnej. Najskuteczniejsza ws$réd nich okazata sie struktura
zawierajagca podstawnik N-heksylowy, dla ktérej wyznaczono Ki
wynoszace okoto 15 nM. Obecno$¢ atomu siarki w miejscu tlenu
w strukturze benzizoselenazolonu spowodowato znaczace (o 1-2 rzedy
wielko$ci) obnizenie aktywno$ci hamujacej w przypadku tak
modyfikowanego ebselenu oraz wszystkich jego pochodnych
N-alkilowych. Wsréd tych zwigzkéw réwniez najbardziej aktywna
okazata sie struktura zawierajaca reszte n-heksylowa, cho¢ wyznaczona
dla niej warto$¢ K takze byta ponad 20-krotnie wyzsza niz w przypadku
analogu zawierajacego atom tlenu zamiast siarki.

Pomimo umiarkowanej aktywnos$ci benzizoselenazolonéw
N-podstawionych krétkimi homologami alkilowymi, w ramach niniejszej
pracy zdecydowano sie zbada¢ aktywnos$¢ 10 zwigzkéw zawierajgcych
dtugie nierozgatezione tanicuchy alifatyczne (powyzej 6 atoméw wegla).
Struktury zaprojektowano z mys$la o zwiekszeniu mozliwosci
przenikania przez hydrofobowe ostony komoérkowe patogennych
mikroorganizméw ureolitycznych. Dodatkowo, osiggnieta w ten sposéb
permeabilizacja moze doprowadzi¢ do bardzo korzystnego dziatania
synergistycznego z antybiotykami. To z kolei umozliwitoby znaczne
zmniejszenie dawki leku niezbednej do catkowitego zwalczenia infekcji.
Wstepnag faza badan bylo sprawdzenie aktywnosci zwiazkéw jako
inhibitor6w oczyszczonego wzorcowego enzymu bakteryjnego SPU
(Tabela 7.). Wydtuzenie tanicucha alifatycznego miato zdecydowanie
negatywny wptyw na zdolno$¢ do hamowania ureolizy. Najlepszym
inhibitorem okazata sie struktura SD1 zawierajaca taficuch n-oktylowy.
Warto$¢ A wynosita 127,5 nM. Wydtuzenie tancucha alifatycznego o 2
atomy wegla prowadzito do A = 302,0 nM (SD2). Dodanie dalszych
dwdch atoméw podwyzszyto te wartos¢ niemal dwukrotnie (572,45 nM,
zwigzek SD3). W przypadku analogicznych struktur diselenidowych
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zwigzek SD6, o tancuchu n-oktylowym charakteryzowata wartosé
K= 572,47 nM. Podstawienie taficuchem o dtugosci 10 atoméw wegla
(SD7) podwyzszato stata dysocjacji do 1197,50 nM. Pochodna
diselenidowa SD8 o tancuchu n-dodecylowym wymagata zastosowania
stezenia powyzej 5 pM. Pochodne ebselenu, w ktérych tancuch
alifatyczny przytaczony byt do pierscienia N-fenylowego w pozycji para,
okazaty sie mniej aktywnymi inhibitorami ureolizy. Niezaleznie od
dtugos$ci tancucha weglowodorowego wymagaty one stezen powyzej
5 uM (takze analogi diselenidowe), aby doprowadzi¢ do znaczacego
zahamowania aktywno$ci enzymu.

Tabela 7. - Aktywno$¢ grupy zwiazkéw selenoorganicznych
zawierajacych dtugie tancuchy alkilowe jako inhibitoréw ureazy
z komorek S. pasteurii CCM 2056

Nr Struktura K [uM], SPU
SD1 O 1275+ 124
N
se (M-,
SD2 O 302,0 £ 28,7
N
se (M,
SD3 O 572,5 + 66,2
N
SD4 (o) Nieaktywne ponizej 5000 nM
N
/
Se
SD5 (0] Nieaktywne ponizej 5000 nM
( n=9
/N
Se
SDé (o] 572,5 + 36,9
o
Se)2
SD7 o] 1198 + 53
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SD8 ] Nieaktywne ponizej 5000 nM

/@/\(\/)/ Nieaktywne ponizej 5000 nM
SD10 /@/\(\/)/ Nieaktywne ponizej 5000 nM

Badania zwigzkéw o dtugich tancuchach weglowodorowych
pozwolity zaobserwowal wyrazne zaleznosSci miedzy ich budowg
a aktywno$cia hamujaca. Pogarszata sie ona ze wzrostem dilugosci
N-podstawnika, niezaleznie od tego czy byt on alkilowy czy
aryloalkilowy. Podobnie negatywny efekt mialo rozbudowanie
zwigzkéw poprzez utworzenie struktur diselenidowych. Te obserwacje
prowadzity do sformutowania hipotezy zaktadajacej, ze mniejsze
struktury selenoorganiczne wykazuja wieksza komplementarnos¢
strukturalng do centrum katalitycznego enzymu, co ulatwia reakcje
Z grupa tiolowa reszt cysteiny. Aby to potwierdzi¢, przeprowadzono
badania wptywu protekcji i reaktywacji SPU przez dodatek ditiotreitolu
(czynnik utrzymujgcy grupy tiolowe w stanie zredukowanym) do
mieszaniny reakcyjnej. Prowadzono je na 6 zwigzkach N-alkilowych
dodanych do mieszaniny w stezeniu pozwalajacym na catkowite
zahamowanie aktywno$ci enzymu. We wszystkich strukturach
benzizoselenazolonowych  zaobserwowano odzyskanie 75-80%
aktywnosci enzymu w poréwnaniu z kontrolg inhibicji bez dodatku DTT
(Tabela 8.). W zwiagzkach diselenidowych dodatek czynnika
protekcyjnego dla grup tiolowych prowadzit do catkowitego odzyskania
zdolno$ci do katalizowania hydrolizy mocznika. Osiggniecie trwalszego
wigzania enzymu z inhibitorem w eksperymencie reaktywacyjnym
zaowocowato znacznie stabszym wptywem czynnika reaktywacyjnego.
Dla najskuteczniejszego zwigzku (SD1) obserwowano odzyskanie
jedynie 28,8% aktywno$ci enzymatycznej po dodaniu DTT po
utworzeniu kompleksu enzym-inhibitor. W przypadku zwiazkéw

116



zawierajacych diluzszy tancuch alkilowy wprowadzenie DTT po
ustabilizowaniu inhibicji umozliwiato odzyskanie 65-70% aktywno$ci.
Podobny trend zaobserwowano w strukturach diselenidowych -
odzyskanie odpowiednio 24,7%, 34,0% i 66,4% dla zwigzkéw SD6, 7 i 8.
Stanowi to dodatkowe potwierdzenie wolnowigzacego mechanizmu
funkcjonowania pochodnych selenoorganicznych jako inhibitoréw
ureazy. Ponadto dowiedziono, ze ograniczenie rozbudowy strukturalnej
liganda pozwala na utworzenie znacznie trwalszego kompleksu enzym-
inhibitor.

Tabela 8. - Wplyw czynnika protekcyjnego grup tiolowych na aktywno$¢
dtugotanicuchowych pochodnych benzizoselenazolonéw (protekcja -
inhibitor preinkubowany z DTT, reaktywacja - dodatek DTT po 30
minutach od rozpoczecia hamowanej reakcji enzymatycznej)

Zwiazek Zachowana 0Odzyskana
aktywnos$¢ aktywno$¢ enzymu
enzymu przy przy reaktywacji
protekcji DTT [%] DTT [%]
SD1 80,7 + 2,8 28,8+ 1,3
SD2 749 + 3,8 65,7+ 5,1
SD3 76,2+ 6,0 71,8+ 3,4
SDé6 100 24,7+ 0,4
SD7 100 34,0+ 2,0
SD8 100 66,4 + 3,7

4.2.3.2. Badania aktywnoSci grupy chiralnych zwigzkow
selenoorganicznych jako inhibitoréw SPU

Kolejna grupa 28 zwigzkéw selenoorganicznych
przetestowanych wobec ureazy oczyszczonej z komorek S. pasteurii
zawierata zaréwno pochodne benzizoselenazolonu, jak i odpowiadajace
im struktury diselenidowe. N-Podstawnikami byly stereomerycznie
zdefiniowane fragmenty alkilowe, cykloalkilowe, aryloalkilowe itp,
charakteryzujace sie obecnoscia przynajmniej jednego stereogenicznego
atomu wegla. Oceniono w ten sposéb wptyw konfiguracji oraz
rozgatezienia/rozbudowy struktury na oddzialywania z docelowym
enzymem. Tak jak w przypadku pochodnych katecholu, zaobserwowano
mechanizm funkcjonowania sugerujacy inhibicje wolnowiazaca.
W badaniach na oczyszczonym enzymie obliczona warto$¢ /Cso zwykle
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ulegata stabilizacji po wuptynieciu 1-1,5 godziny w systemie
niepreinkubowanym (Rys. 28.).

10000

8000 o
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4000

IC5o [UM]

2000 L
0 ® ° ° ° °
0 20 40 60 80 100

t [min]

Rys. 28. - Zmiana wartos$ci /Cso w czasie dla inhibitora SC3 w systemie
bez preinkubacji enzymu SPU z inhibitorem

Najbardziej aktywng sposréd badanych pochodnych byta
struktura SC8 zawierajgca podstawnik (R)-1-naftyloetylowy (Tabela 9.).
Wartos$¢ K dla tego zwigzku wyniosta 8,59 nM. Nieznacznie stabszym
inhibitorem byl jego monopierScieniowy analog o przeciwnej
konfiguracji: ($)-1-fenyloetylowy (SC2, Ai = 10,10 nM). W przypadku
obu tych najlepszych zwigzkéw ich enancjomery (SC7, SC1) byty 3-4-
krotnie stabsze. Analogiczne struktury diselenidowe nie podzielity
wysokiej aktywnos$ci - niezaleznie od konfiguracji absolutnej, zadna
z nich nie dziatata w stezeniach nizszych niz 5 pM. Kilkakrotnie mniej
aktywne byly pochodne zawierajace reszte hydroksyindanu. Te
struktury zawieraty dwa centra stereogeniczne, lecz nie mialy one
znaczacego wplywu na warto$¢ A wzgledem SPU, ktora mieScita sie
w przedziale 40-50 nM. Diselenidowe analogi tych zwigzkéw réwniez
okazaly sie znacznie mniej aktywne, lecz w tym przypadku konfiguracja
absolutna stereogenicznych atoméw wegla odgrywata istotniejsza role.
Diselenid o konfiguracji RR (SC19) byt wyrazZnie skuteczniejszym
inhibitorem ureolizy (A = 250,65 nM) niz jego enancjomer (SC20,
K = 376,97 nM). Natomiast stata dysocjacji kompleksu EI dla
diastereoizomeréw R,.Si SR wynosita ponad 1 pM.
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Tabela 9. - Aktywno$¢ grupy chiralnych zwigzkéw selenoorganicznych
jako inhibitoréw ureazy z komoérek S. pasteurii CCM 2056

Nr Struktura K [uM], SPU
SC1 [o] 31.33 £ 0.06
/
Se
SCc2 (0] 10.10 £ 0.85
NJ\@
/
Se
SC3 5‘0’4, 3833 £3.43
CC)
Se
SC4 OHO 41.77 + 3.00
Se
SC5 0 208.1+3.5
O:(N\W
/
Se
SCé6 0 % 186.5 +15.2
CLy
/
Se

SC7 o] 43.72 £ 4.10
L
/
Se
SC8 o] ‘ 8.59+1.22
N\\“ O
/
Se

SC9 oHO. 99.58 + 11.66
Se
SC10 oHO. 79,55 + 4,32
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SC11 CI)-iO 50,28 + 1,33

SC12 o) 47,43 + 4,03

SC13 o] 2 84,11+ 7,17
Cry
Se

SC14 0] 47,51+ 2,76
se

SC15 o Nieaktywne ponizej 5000 nM
N
H
Se)

SC16 o Nieaktywne ponizej 5000 nM
H
Se)

SC17 o 21,6 £156
©f‘\N\\\‘
H
Se).
SC18 o 1145+ 1,38
Cr
H
Se).
SC19 HO, 250,7+79
O “
N
Se)2
SC20 HO, 377,0 £ 23,7

%] ;O
@
Dl

Z
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Sc21 o Nieaktywne ponizej 5000 nM
N
CLr e
Se)w
SC22 o) ‘ Nieaktywne ponizej 5000 nM
N
H
Se)2
sc23 HO 1182 £+ 165
0]
N
H
Se)2
SC24 HO, 2099 + 211
O “
N
H
Se)2
SC25 o HO, 322,3+23,8
H
Se)2
SC26 o 198,6 + 15,8
N
H
Se)Z
sc27 o (Z 91,00 + 1,22
N
H
Se)2
sc28 o 338,3+32,0
N
H
Se)Z
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4.2.3.3. Aktywno$¢ inhibitorowa N-podstawionych benzizoselenazol-
3(2H)-onow

W ramach projektu koordynowanego przez dr Macegoniuk
przetestowano Kkilkadziesiat dalszych zwiazkéw bedacych gtéwnie
N-arylowymi i N-aryloalkilowymi pochodnymi benzizoselenazolonu
oraz analogicznego diselenidu (otwarta struktura dimeryczna). Zwigzki
te charakteryzowaly sie znacznie wyzsza skuteczno$cig niz analogi
N-alkilowe lub N-cykloalkilowe (Tabela 10.). Pojedyncza modyfikacja
pierscienia aromatycznego w pozycji orto lub meta nie zaowocowata
jednak znaczacym zwiekszeniem aktywnosci inhibicyjnej w poréwnaniu
z niemodyfikowanym ebselenem. W przypadku najlepszej z tych
struktur (SF8) uzyskano dwukrotne obnizenie statej dysocjacji.
Podstawienie atomem fluoru w obu tych pozycjach lub grupa
metoksylowa w pozycji meta doprowadzity do uzyskania struktur
o aktywnosci wyzszej niz w przypadku ebselenu. Podstawienie grupa
trifluorometylowa w pozycji para zaowocowalo osiggnieciem
K = 36,3 pM, co czyni strukture SF21 najskuteczniejszym inhibitorem
sposréd monopodstawionych pochodnych ebselenu. Inne podstawniki
w tej samej pozycji prowadzilty do znacznego obnizenia aktywno$ci
wzgledem enzymu. Kolejng badang podgrupe stanowity pochodne
ebselenu zawierajace dwa podstawniki w pierscieniu N-fenylowym.
Byty to inhibitory ureolizy o aktywnos$ci poréwnywalnej z ebselenem.
Pochodne ebselenu podwodjnie podstawione atomami halogenéw
w pierscieniu N-fenylowym przyniosty szczegolnie obiecujace wyniki.
Zwiazki SF29, SF33 i SF38 wykazaly sie wyjatkowo rzadko spotykanym
powinowactwem osiggajac A wynoszace ponizej 10 pM.

Pierwszym etapem badan powyzszych zwigzkéw
zrealizowanym przez autora w ramach niniejszej pracy byto okreslenie
wplywu inhibitor6w na ureolize prowadzong przez cate komorki
P. mirabilis. Wszystkie badane benzizoselenazol-3(2 H)-ony okazaty sie
skutecznymi inhibitorami ureolizy, zdolnymi do wnikniecia do wnetrza
zywych komérek bakterii Gram-ujemnych. Obliczone wartosci /Cso dla
najbardziej aktywnych inhibitoréw miescity sie w zakresie 4-51 nM, co
oznacza, ze najskuteczniejsze sposréd nich byly okoto 10-krotnie
bardziej aktywne niz ebselen (dla ktérego wyznaczono /Cso = 29,2 nM).
Byty to gtéwnie pochodne N-fenylowe z pojedynczym podstawnikiem
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fluorowym lub metoksylowym w pierscieniu aromatycznym w pozycji
orto lub meta. Réwnie aktywne okazaly sie niektére sposrod
pochodnych N-aryloalkilowych. W przypadku pochodnych ebselenu
zawierajacych dwa podstawniki w pierscieniu N-fenylowym nie
zaobserwowano réwnie obiecujacych rezultatéw, co w przypadku badan
na oczyszczonym enzymie. Grupe te charakteryzowaty wartosci /Gso
okoto 5-krotnie wyzsze niz dla struktur najskuteczniejszych wobec
catych komérek ureolitycznych. Kolejne badania wptywu zwigzkéw na
aktywno$¢ ureolityczng w komodrkach bakteryjnych prowadzono
w warunkach zblizonych do fizjologicznych, z wykorzystaniem podtoza
mineralnego symulujgcego naturalny mocz, w ktérym mocznik stanowit
jedyne Zrddto przyswajalnego azotu dla komadrek. Wyznaczono wartos¢
1y - stezenie w ktérym osiggnieto niemal catkowitg inhibicje ureolizy.
W przypadku najbardziej aktywnej pochodnej orto-metoksylowej SF14
warto$¢ ta wyniosta 18,8 nM. Poréwnywalng aktywnos$cia
charakteryzowata sie diselenidowa pochodna SF48 (/Cs = 18,92 nM).
Ogotem dla 13 sposraod 49 badanych zwigzkéw wyznaczono /Gy ponizej
100 nM, za$ dla najmniej aktywnej pochodnej monoselenowej SF11 -
543 nM. W przeciwienstwie do wcze$niejszych badan w buforowanej
soli fizjologicznej, podczas testéw w syntetycznym moczu wykazano
wyzszg aktywno$¢ pochodnych podstawionych w pozycji orto
w poréwnaniu z izomerami meta. Kontrolowano réwniez zmiany pH
zachodzace w zawiesinie P. mirabilis w syntetycznym moczu
zawierajacym inhibitory w stezeniu okre$lonym jako /Cs0. W przypadku
wszystkich zwigzkéw zmiany pH w wyniku rozktadu mocznika nie
przekroczyty 0,5, podczas gdy w kontroli bez dodatku inhibitora
zaobserwowano wzrost pH z 6,5 do 8,7 w przeciagu 3 godzin inkubacji
w warunkach optymalnych. To potwierdza, iZ badane zwigzki sg w stanie
utrzymywac pH podtoza na statym poziomie pomimo obecnoS$ci bakterii
aktywnych ureolitycznie. Aby potwierdzi¢, ze obserwowany efekt byt
wywotany inhibicjg a nie Smiercig komoérek przeprowadzono test MTT
w obecnosci inhibitoréw w stezeniu /Cy. Nie wykazano znaczacych
réznic w zywotno$ci komérek w prébach zawierajacych zwiazki
selenoorganiczne w pordéwnaniu z kontrolg pozytywna. Wzrost pH
moczu obserwowany podczas infekcji spowodowanej przez ten
uropatogenny gatunek czesto prowadzi do wytrgcania sie krysztatow
struwitéw i apatytow jako nierozpuszczalnych zlogéw w drogach
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moczowych. Zahamowanie wzrostu zasadowosci podtoza przez badane
zwigzki mogloby zatem potencjalnie chroni¢ pacjentow przed
powstawaniem kamieni moczowych.

Testujac te grupe zwiazkow selenoorganicznych stwierdzono,
ze ich aktywnos$¢ wobec catych komoérek H. pylorijest znacznie nizsza,
niz w przypadku innego patogennego szczepu bakteryjnego P. mirabilis.
Ponad potowa testowanych zwigzkéw wykazywata wartos$¢ /Cso > 1 uM.
Najskuteczniejszym inhibitorem ureazy tego gatunku okazala sie
pozbawiona podstawnikow pochodna N-benzylowa SF3
(/Gso = 151,4 nM). Zastapienie pierscienia N-fenylowego podstawnikiem
N-benzylowym przyniosto wysoka aktywno$¢ réwniez w przypadku
struktury diselenidowej - /Cs0o = 686,5 nM (pochodna SF4). Najlepszymi
inhibitorami N-fenylowymi okazaty sie pochodne z nastepujacymi
podstawnikami: o-hydroksy (SF12, /Cso = 336,9 nM), 4-chloro-2-fluoro
(SF29, IGso = 336,6 nM). Wiekszos$¢ pochodnych dihalogenowych nie
wykazywata tak wysokiej aktywnos$ci, jak wobec innych badanych
w ramach pracy mikroorganizméw ureolitycznych. Najskuteczniejszy
spoéréd nich - pochodna difluorowa SF27 - wykazywal warto$¢
ICso = 988,3 nM. Ograniczenie liczby atomdéw fluoru do jednego
prowadzito do znacznego spadku aktywnosci (/Cso w przedziale 1,5-2,5
uM). Diselenidowa pochodna SF48 stanowita bardzo skuteczny inhibitor
ureolizy (/CGso = 239,2 nM), podobnie jak w przypadku komoérek
P. mirabilis. Mozliwe jednak, Ze ogélne obnizenie aktywnosci
inhibitor6w wobec catych komoérek H. pylori (w poréwnaniu
z P. mirabilis) jest spowodowane znaczacymi réznicami w budowie
i funkcjonowaniu enzymu. Budowa $ciany komoérkowej raczej nie
stanowi istotnego czynnika réznicujgcego miedzy tym gatunkiem,
a wczesniej badanym P. mirabilis, jako ze obydwa te szczepy naleza do
bakterii Gram-ujemnych.
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Tabela 10. - Aktywno$¢ N-podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-
onéw oraz ich otwartych analogéw diselenidowych w modelu
komérkowym (P. mirabilis PCM 543, H.pylori Tx30a) oraz badania na
izolowanym enzymie SPU (S. pasteurii CCM 2056) wykonane przez
dr inz. Katarzyne Macegoniuk 9°

Nr Struktura KiSPU [nM] Cate komoérki ureolityczne
1Gso ICo 1Go
P. m. [nM] P.m. Hp.
[nM] [nM]
SF1 0 40,43 5,301 33,54 + 1712
O:( +3,51 + 0,423 1,83 + 142
N_
se
SF2 o] 5,521 94,68 +
N + 0,293 7,72
H
Se)z—
SF3 2,576 285,0 1514 +

(0]
Oi( +0183  +124 57
N
/
Se /\O

7,293 1678+ 686,55+

o
N + 1,034 12,2 43,1
e

Se)j

SF5 o] 24,69 85,77 +

CE( +1,72 8,31
N
/
Se

SF4

SFé6 0 16,32 6,313 52,41 + 1545
©E/< f@ +1,17 +0,602 3,27 +75
N
S

SF7 0 3,560 25,03 1206+ 1372
@E( @ +0,321 +2,00 13,2 +58

N

se
SF8 0,974 7,481 3470+ 2591

0 R
@E( @ + 0,089 +0,672 2,73 +93
N
Se
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SF9 oF 62,83 365,7 +
j@ + 4,71 26,1
( I N
H
Se)z—
SF10 o cl 13,72 13,610+ 87,70 + 1292
Oj( + 0,957 1,531 8,38 + 47
N
Se
SF11 O Br 6,791 26,88 5432+ 9352+
GE( + 0,530 +2,83 26,0 50,8
N
Se
SF12 0 HO 1,420 16,83 1481+ 3369+
QE( @ +0,149 +1,43 6,3 20,7
N
se
SF13 oHo 27,93 250,1 +
:@ + 2,47 17,7
N
H
Se);
SF14 OMeO 5,362 4,194 18,82 + 1291
+ 0,433 + 0,450 2,43 +117
N
se
SF15 Neo 18,31 216,7 + 3607
:@ + 2,05 16,2 +172
( I N
H
Se);
SF16 0 F 1,892 8,857 222,6 + 1599
Oj( O +0,161 +0,813 17,1 + 150
N
Se
SF17 OH 13,48 256,0 +
° /@ +1,16 17,3
o8
H
Se);
SF18 0 OMe 1,073 11,51 53,77 + 1112
@f( O + 0,080 +1,32 3,73 +81
N
se
SF19 o) 24,11 12,10 145,0 + 1561
+ 2,62 +1,43 17,1 +139
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SF20 o F 10,97 96,41 +
/©/ +131 10,03
N
H
Se):
SF21 o) 0,0363 16,01 100,1 + 1405
+3,9%10 +1,32 13,9 +94
Vet
Se
SF22 o CF,4 70,77 342,0 +
O/ +7,23 26,4
N
H
Se)z—
SF23 o} 44,03 15,92 180,0 + 1246
+ 4,22 +1,10 10,3 +76
/N—OOMe
Se
SF24 o OMe 23,61 181,3 +
] /©/ +1,73 8,0
N
H
Se);
SF25 0 1,780 32,22 2242+ 5625+
+0,184 +3,81 14,9 41,0
/NOOBU
Se
SF26 o 7,304 25,11 1475+ 7742+
@E(/N‘Q’O“"e + 0,562 + 2,02 10,0 37,6
Se
SF27 o F 0,0167 17,02 1302+ 9883+
+1,7x103 +1,87 16,9 39,0
/N F
Se
SF28 oF F 13,31 120,1 +
jg/ 40,70 74
N
H
Se);
SF29 0O F 5,26x103 24,60 360,7+ 3366 +
CE( >: + 4,1x10* +2,82 20,9 23,7
N Cl
/
Se
SF30 o 13,21 280,2 +
+ 1,40 17,4
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SF31 (0] 3,261 20,04 175,7 + 501,2 +
GEKN + 0,230 + 1,67 12,0 37,1
se
cl
SF32 o 91,4 539,1 +
+81 21,8
N
H Cl
Se);
SF33 5,80x103 22,67 1259 + 1708
CE( >: + 4,0x104 + 2,53 8,1 + 107
SF34 o 20,91 122,0 +
j©/ + 1,47 13,3
( I N
H
Se):
SF35 Cl 178,8 1658
o +14 +86
96
H
Se);
SF36 0,0135 11,81 150,5 + 1856
CEK 4@ + 1,4x10+* + 1,00 20,3 + 162
cl
SF37 1,633 54,01 243,0 + 756,6 +
©E( + 0,126 + 2,68 17,2 36,2
N
sé
SF38 8,85%x10-3 21,16 2543 + 1191 +
GEK @ + 6,7x104 + 1,53 14,6 129
cl
SF39 (0] 7,113 11,84 96,57 + 1705 +
GEK 40,561 + 1,60 8,12 134
N
Se
MeO
SF40 OMeO 1,631 21,92 82,17 + 1063 +
+0,118 + 1,69 11,30 123

Cl
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SF41 MeO 260,0 2163 1734 +
:@\ +152 +42 167
N Cl
H
Se)z—
SF42 0 2,451 23,84 1240+ 1472+
+0,163 +1,97 13,7 74
/N Cl
Se
SF43 o cl 98,25 885,9 +
/@( + 6,90 472
N
H
Se);
SF44 0 13,84 2002+ 5807 %
+1,23 17,0 25,3
/N F
Se
Cl
SF45 o F 31,92 297,2 +
/@: +2,03 12,0
N Cl
H
Se);
SF46 OMe 22,50 165,2 +
o /@/OMe + 0,87 12,0
@ i
N
Se)z—
SF47 J N\ 47,23 2145+ 6249+
<;N>—Se}2— + 3,54 20,0 53,3
SF48 N \ 5,251 1892+ 2392+
</ }Se}; +0,377 1,20 18,7
\— s
SF49 o N 10,62 44,01 +
q | + 0,60 3,40
N
H
Se);
SF50 0 34,24 2574+ 6667 +
GE( N= +2,53 22,8 48,0
N
% 7
HO
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2,11+0,18 29,18 1122+ 7420 %

Ebs. 0o
GE( O +3,10 11,9 41,4
N
7/
Se

Ebselen oraz dwie jego pochodne SF14 i SF27 zostaty wybrane
do badan nad wptywem na zywotno$¢ komoérek H. pyloriTx30a zar6wno
w formie planktonicznej, jak réwniez po utworzeniu struktury biofilmu
bakteryjnego. Wyselekcjonowano struktury reprezentujace dwie grupy,
ktére najbardziej konsekwentnie funkcjonujg jako skuteczne inhibitory,
niezaleznie od zrdédta enzymu. Byla to pochodna z pier$cieniem
N-fenylowym zawierajgcym dwa podstawniki fluorowe, oraz pochodna
monometoksylowa. Aktywno$¢ ebselenu i jego pochodnych
poréwnywano z zahamowaniem wzrostu bakterii obserwowanym przy
zastosowaniu lewofloksacyny. Jest to antybiotyk fluorochinolonowy
wykorzystywany w eradykacji H. pylori z uktadu pokarmowego.
Wykazano (wykorzystujac udostepniony przez Katedre Chemii
Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej preparat ureazy z H. pylori) ze
lewofloksacyna stanowi ponadto inhibitor tego enzymu (Rys. 29.).
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Rys. 29. - Aktywnos¢ lewofloksacyny jako inhibitora HPU
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Wszystkie testy wptywu zwigzkéw na zywotno$¢ formy
planktonicznej i biofilmu A. pylori opisane w tym etapie wykonat dr
Pawel Krzyzek z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu. Badania wptywu na
zywotno$¢ rozpoczeto od pomiaru warto$ci minimalnego stezenia
hamujacego wzrost mikroorganizmu (MIC) wykazywanego przez
testowane struktury. Dla zwigzku referencyjnego, ebselenu, minimalne
stezenie hamujgce wzrost komdrek bakteryjnych miescito sie
w przedziale 6,25-12,5 pM. W przypadku obydwu testowanych
pochodnych tego zwigzku przedzial, w ktérym znajdowata sie warto$¢
MIC, to 12,5-25 pM.

100

90
80
70
60
X 50
40
30
20
10 I
0

Ebselen SF14 SF27 Kontrola Kontrola
pozytywna DMF

B Zywotno$¢ komérek Wozrost biofilmu

Rys. 30. - Wyniki fluorescencyjnego badania intensywnos$ci wzrostu
oraz zywotno$ci biofilmu H pylori Tx30a z uzyciem systemu
BioFlux 1000 w obecno$ci wybranych zwigzkéw w stezeniu MIC
(wyznaczonym dla planktonu)
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Zywe komorki | Martwe komérki Biatka Scalenie
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SF27
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Rys. 31. - Wyniki barwien fluorescencyjnych komérek biofilmu H. pylori
Tx30a w obecnosci badanych inhibitorow

Kolejnym etapem badan byto okreslenie wptywu tych trzech
zwigzkéw na wzrost, zywotno$¢ i sktad biofilmu H. pylori
z wykorzystaniem systemu optycznego BioFlux 1000 oraz barwien
fluorescencyjnych (Rys. 30, 31.). Lewofloksacyna w minimalnym
stezeniu hamujgcym rozmnazanie bakterii w formie planktonicznej
okazata sie niewystarczajaca do zatrzymania wzrostu biofilmu - wyniki
byty poréwnywalne z kontrolg pozytywng (Tabela 11.). Podobne wyniki
zaobserwowano przy zastosowaniu difluorowej pochodnej ebselenu.
Zastosowanie struktury wiodacej przyniosto spadek ilo$ci powstatego
biofilmu o okoto 15%, za$ pochodna metoksylowa SF14 doprowadzita
do zahamowania tempa wzrostu o ponad 40%. Wszystkie badane
zwigzki wykazaly jednak znaczacy negatywny wptyw na zywotno$c¢
komoérek biofilmu. Najnizszy byt w tym przypadku wptyw ebselenu,
ktéry doprowadzit do $mierci 50% populacji bakteryjnej. Ten stan
réwnowagi miedzy komérkami Zywymi i martwymi jest
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odzwierciedlony poprzez biel na panelu ukazujacym scalenie wynikéw
obserwacji  wszystkich barwien fluorescencyjnych. Pochodna
difluorowa SF27 oraz lewofloksacyna obnizyty zywotno$¢ do okoto 40%.
Struktura metoksylowa ponownie okazata sie najskuteczniejsza - jej
dodatek zaowocowat Smiercig ponad 80% komoérek tworzacych biofilm,
co symbolizuje dominacja czerwonego zabarwienia w panelu scalajgcym
wyniki barwienn fluorescencyjnych. Wplyw na ekspresje biatek
w komoérkach bakteryjnych réwniez byt najwyzszy w przypadku
struktury metoksylowej. Zaobserwowano obnizenie syntezy biatek
o ponad 50% wzgledem kontroli pozytywnej (ebselen - spadek o 40%,
pochodna difluorowa i lewofloksacyna - poréwnywalny spadek ilosci
biatek o okoto 20%).

Tabela 11. - Zdolno$¢ ebselenu i wybranych pochodnych do hamowania
wzrostu i ograniczania zywotno$ci planktonu i biofilmu H. pylori Tx30a
(Wartosci procentowe podane wzgledem kontroli pozytywnej = 100%)

Zwigzek Plankton Biofilm
MIC Komorki Biatko/komorki Intensywnos¢
[uM] zywe [%] [%] wzrostu biofilmu
DMF - 93,8 100 97,1
Lewofloksacyna 0,2 38,0 85,6 100
Ebselen 6,25 51,5 55,2 86,3
SF14 12,5 16,5 46,4 57,0
SF27 12,5 42,1 80,3 100

W przypadku badan prowadzonych na enzymie pozyskanym
z komoérek C neoformans THEM 3969 potwierdzono, ze struktury
selenoorganiczne wykazuja tendencje do inhibicji wolnowiazacej (Rys.
32.). Do uzyskania maksymalnej efektywnoS$ci inhibitoré6w wymagany
byt nieco dtuzszy czas, nawet do 1 godziny w przypadku niektérych
struktur. W ciggu 1,5 godzinnej reakcji ureolizy z dodatkiem tych
inhibitoréw zaobserwowano nawet dziesieciokrotne obnizenie wartosci
1Cso.
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Mocznik
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Kontr.1
@ 100 nM
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Rys. 32. - Pelne krzywe postepu dla reakcji katalizowanej przez ureaze
C. neoformans (CNU) z dodatkiem réznych stezen ebselenu

Podczas badan inhibicji aktywnosci enzymu grzybowego przez
pochodne selenoorganiczne stwierdzono, Ze niezbedne sa znacznie
wyzsze stezenia zwiazkéw niz w przypadku SPU. Najskuteczniejszym
inhibitorem w tym przypadku okazata sie pochodna ebselenu SF14,
z pier$cieniem N-o-metoksyfenylowym (Tabela 12.). Warto$¢ K dla tej
struktury wynosita 8,211 nM (trzy rzedy wielkoSci wyzZsza, niz
inhibitor6w najskuteczniejszych wzgledem SPU). Inne pochodne
metoksylowe rowniez okazaty sie bardzo obiecujace w reakcjiz CNU - Ai
wynosita odpowiednio 12,87 nM w przypadku pochodnej
m-metoksylowej SF18 oraz 14,90 nM dla pochodnej p-metoksylowe;j
SF23. Kolejnym zwigzkiem z grupy najbardziej aktywnych wobec ureazy
pochodzenia grzybowego byta pochodna p-butoksylowa SF25, dla ktérej
stata dysocjacji kompleksu EI wyniosta 11,07 nM. Wysoka aktywno$¢
wykazywaly réwniez zwigzki mono- lub dihalogenowe. Przyktady tego
rodzaju struktur to pochodna o-chloro (SF10, ki = 20,78 nM), m-fluoro
(SF16, ki = 26,39 nM), p-fluoro (SF19, K = 23,80 nM), oraz 2,4-difluoro
(SF27, K = 21,92 nM). Mieszane pochodne chlorofluorowe okazaty sie
znacznie mniej aktywne, ich wartos$¢ stalej dysocjacji miescita sie
w przedziale 130-200 nM. Potgczenie metoksylacji i halogenowania
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réwniez nie przyniosto poprawy aktywnosci inhibitoréw ureolizy
katalizowanej przez CNU.

Tabela 12. - Aktywno$¢ N-podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-
ondw oraz ich otwartych analogéw diselenidowych jako inhibitoréw
ureazy grzybow patogennych C.neoformans THEM 3969

Nr Struktura K CNU Cate komoérki ureolityczne C.
[nM] neoformans

1Gso Stres oksydacyjny wzgledem
[nM] ebselenu [%]

SF1 (0] 196,3 600,9

+12,7 +
S,e"‘_ 30,6
SF5 (0] NA NA

SF6 o 208,7 154,1
/N

12,0
SF7 22,42 1561
GEK @ +193 +77
SF8 71,25 3944 186,8 + 4,2
GE( @ +5,33 +
N 20,8
Se
SF10 0 cl 20,78 1887
GEK @ +2,47 +
N 15,7
Se
SF14 OMeO 8211 197, 46,92 +2,78

D e
N 10,8
Se
SF15 PDAGO:O NA NA
L
H
Se);
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SF16 o) F 26,39 1015 106,3 + 6,6
CE( O +4,07  +94
/N
Se
SF18 0 oM 12,87 148,0
+1,33 +
SEN 15,4
SF19 0 23,80 167,6
+1,48 +
séN4< >’ 18,3
SF21 0 19,15 3773 12,61 + 0,37
©j< C +2,03 +120
N
Se
SF23 0 14,90 4515
+0,49 +
S%N‘O’ 22,9
SF25 0 11,07 3490 55,91 + 4,67
+0,59 +
S,EN‘O’ 21,8
SF26 0 1168  232,4
+10,6 +
s%NAQOM(% 144
SF27 o F 21,92 263,0 157,6 + 5,6
+1,40 +
/N F 12,9
SF29 165,8 1797 33,16 + 3,03
@:( C +9.3 +102
Se
SF33 O cl 178,0 369,7
+16,3 +
S,eN F 21,9
SF36 o F 133,1 1832
QEKN +10,3 4209
Se
Cl
SF37 2048  116,8 66,79 + 4,10
4093 +29
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SF38 o cl 30,27 745,2

+2,41 +
S,N 43,4
e

Cl
SF39 0 98,30 355,8 0,0
GE( +12,14 +
N
<% 28,9
MeO
SF40 OMeO 51,06  193,1 26,01 + 3,23
GE(N 520 *
Se 21,3
Cl
SF41 MeO 2889  457,0
N |
N c 41,9
Se);
SF44 (¢} 49,60 672,7 30,11+ 1,40
GEK +3,27 +
N F
< ‘< 2’ 38,6
Cl
SF47 J N 49,99 8560
<: Y-se)- +232
=N 63,8
SF48 /N \ 93,66 7642
{ }Se}; 1699  t
N 4,52
SF50 o 80,80  458,8 0,0
©E( N= +4,96 +
N
&% @ 35,0
HO

73,22 427,6 100,0 £2,1

Ebs. 0
+ 8,06 +
/N@ 26,3
Se

Przeprowadzono roéwniez badania z wykorzystaniem
ditiotreitolu, by okresli¢ zwiazek reaktywnosci grupy tiolowej reszty
cysteiny w miejscu aktywnym enzymu z aktywnos$cia pochodnych
ebselenu jako inhibitoréw ureazy (Tabela 13.). W przypadku wiekszosci
zwigzkéw zaréwno obecnos$é DTT od poczatku reakcji jak rowniez jego
dodatek po uptywie 60 minut od rozpoczecia reakcji skutkowat
wyraznym odzyskaniem aktywno$ci enzymatycznej (Rys. 33A.).
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Wyjatek stanowity przede wszystkim metoksylowe pochodne ebselenu,
ktérych oddziatywanie z ureaza wydawato sie by¢ niezalezne od
obecnosci czynnika protekcyjnego grup tiolowych (Rys. 33B.). Co
ciekawe, zaleznie od struktury zastosowanych pochodnych ebselenu
zmianie ulegatl ksztatt krzywych postepu reakcji ureolizy. W przypadku
wiekszosci badanych struktur w poczatkowym etapie obserwowano
aktywno$¢ enzymatyczng poréwnywalng z reakcja niehamowang. Ten
etap trwat od 10 do nawet 40 minut, przy czym nie stwierdzono
zalezno$ci miedzy jego dtugoscia i wartoscia A danego inhibitora.
Zastosowanie niektorych struktur prowadzito jednak do zmniejszenia
szybkosci reakcji wzgledem kontroli bez inhibitora juz w poczatkowej
fazie reakcji. W dalszym etapie szybko$c reakcji hamowanej ulegata
obnizeniu, co oznacza, ze te inhibitory réwniez funkcjonowaty zgodnie
z mechanizmem wolnowigzacym. Zaobserwowano, ze wiekszo$¢
struktur dajacych opisany efekt, to rowniez metoksylowe pochodne
ebselenu. Wiekszos$¢ najbardziej aktywnych pochodnych halogenowych
(struktury o-chloro, p-fluoro, dichloro podstawione) réwniez bardzo
szybko zaczynaly dziata¢ jako inhibitory ureolizy - faza réwnolegtosci
krzywych postepu reakcji trwata w tym przypadku najwyzej 5 minut.
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Rys. 33. - Wptyw reaktywacji ditiotreitolem (dodany w 60 minucie
reakcji) na odzyskanie aktywnosci enzymu z dodatkiem zwigzku A. SF1
B.SF14

Tabela 13. - Wptyw czynnika protekcyjnego grup tiolowych na
aktywnos$¢ wybranych pochodnych ebselenowych jako inhibitoréw
ureazy (protekcja - inhibitor preinkubowany z DTT, reaktywacja -
dodatek DTT po 30 minutach od rozpoczecia hamowanej reakcji
enzymatycznej)

Zwiazek Zachowana aktywno$¢ enzymu Odzyskana aktywno$¢ enzymu przy

przy protekcji DTT [%] reaktywacji DTT [%)]

SF1 7,9+ 0,2 26,3107
SF5 0 29,8+ 2,4
SFé6 80,7+ 6,3 80,0+ 29
SF7 1,3+0,1 1,1+0,1
SF8 17,3+0,8 7,4+0,5
SF10 33+01 13,1+1,2
SF14 85+12 51+0,3
SF16 333+2,0 36,2129
SF18 1,3+0,0 0

SF19 33+£04 6,5+ 04
SF21 75,5+ 3,8 50,3 +£3,2
SF23 16,5+ 0,5 93+0,8
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SF25 6,6+ 1,0 21,3104

SF26 1,3+0,0 0
SF27 16,3+ 0,5 7,6 +1,0
SF29 31,0+ 09 19,7+ 21
SF33 342423 20,5+23
SF36 51,1+ 3,2 62,2+3,2
SF38 82,9 +4,7 329409
SF39 89+11 0
SF47 143+ 1,6 0
SF48 17,6 £ 0,6 23,5+0,5
SF50 81+11 29,0 £ 3,7
Ebselen 279+ 3,0 26,5+ 0,9

Nastepnie rozpoczeto badania wptywu pochodnych ebselenu na
aktywno$¢ ureolityczng catych komoérek grzybowych tego samego
szczepu. W wyniku tych testéw stwierdzono stosunkowo wysoka
aktywnos¢ (/Cso < 200 nM) duzej grupy zwigzkéw selenoorganicznych.
Podobnie jak w przypadku bakterii ureolitycznych, niektére zwigzki
najbardziej obiecujace w badaniach na oczyszczonym enzymie nie byty
rownie skutecznymi inhibitorami przy zastosowaniu catych komoérek
C. neoformans. Wyjatek stanowily metoksylowe pochodne ebselenu,
ktére okazaty sie jednymi z najbardziej aktywnych inhibitoréw.
W przypadku zwigzku SF14 stwierdzono warto$¢ /Cso = 197,2 nM, za$
jego regioizomer meta SF18 dat /Cso = 148,0 nM. Izomer para
charakteryzowata trzykrotnie nizsza aktywno$¢. Stanowito to réznice
w odniesieniu do badan na oczyszczonym enzymie, gdzie zmiana
potozenia podstawnika metoksylowego nie prowadzita do tak
znacznych zmian aktywnos$ci. Warto zauwazy¢, Ze tego rodzaju
pochodne ebselenu nalezaly réwniez do najbardziej obiecujacych
inhibitoréw ureolizy prowadzonej przez cate komoérki patogennych
bakterii ze szczepu P. mirabilis. Struktura SF19, zawierajaca podstawnik
fluorowy w pozycji para takze osiagneta niska wartos¢ /Cso = 167,6 nM.
Pozostate pochodne monofluorowe nie wykazywaty juz tak wysokiej
aktywnosci inhibicyjnej. Inne podstawniki w pozycji orto pozwolity na
osiagniecie bardzo dobrych wynikéw, przede wszystkim pochodna
metylowa (SF7, ICso = 156,1 nM) oraz chlorowa (SF10, 188,7 nM).
Potaczenie tych dwoéch fragmentéw strukturalnych doprowadzito do
uzyskania struktury benzizoselenazolonu najskuteczniej hamujacej
ureolize catych komérek C. neoformans (SF37, IGso = 116,8 nM). Innymi
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efektywnymi pochodnymi ebselenu z dwoma podstawnikami byty
struktury metoksylowe zawierajgce dodatkowo podstawnik chlorowy
(SF40, /G50 = 193,1 nM) lub metylowy (SF26, /Cso = 232,4 nM).

4.2.3.4. Aktywnos¢ N-alkilowych i N-fenylowych pochodnych
benzizoselenazol-3(2 H)-owych jako induktoréw stresu oksydacyjnego
w komoérkach C. neoformans

Celem kolejnego etapu badan byto okreslenie, czy zdolnos¢ do
generowania stresu oksydacyjnego w komoérkach mikroorganizméw
patogennych przez ebselen 82 wykazywana jest réwniez przez pochodne
tego zwigzku. Zwigzki uznane za najbardziej obiecujace inhibitory
drozdzowej ureazy, zbadano pod katem ich wptywu na poziom stresu
oksydacyjnego w komdrkach C. neoformans. Zamierzano w ten sposob
sprawdzi¢, czy wigzanie grup tiolowych przez zwigzki moze mie¢ wptyw
na aktywno$¢ mikrobiologicznej reduktazy tioredoksyny. Potwierdzono,
ze dodatek wielu spo$réd wyselekcjonowanych zwigzkéw w stezeniu
2 pM powoduje znaczace podwyzZszenie stezenia reaktywnych form
tlenu. Dwie sposréd pochodnych okazaly sie skuteczniejszymi
induktorami powstawania stresu oksydacyjnego niz struktura wiodaca
- ebselen. Dla pochodnej o-fluorowej stwierdzono podwyzszenie
szybkos$ci generowania stresu w komorkach o 86,8% (SF8). Z kolei
regioizomer meta (SF16) osiagnat wynik poré6wnywalny ze strukturg
wiodaca tej grupy inhibitoréw. Podstawienie dwoma atomami fluoru
zaowocowato podwyzszeniem stresu oksydacyjnego o 57,6% (SF27)
w pordwnaniu z ebselenem. Pozostate testowane zwigzki okazaty sie
znacznie mniej aktywne. Podstawienie pojedyncza grupa metoksylowa
lub butoksylowa prowadzito do dwukrotnego spadku aktywnosci
zwigzkéw jako induktoréw stresu oksydacyjnego. Podwodjne
halogenowanie lub halogenowanie potaczone z metoksylacja pierscienia
N-fenylowego zaowocowalo jeszcze nizsza szybko$cia generowania
reaktywnych form tlenu.

W celu sprawdzenia, czy obserwowany przyrost stresu
oksydacyjnego nie wynika z ewentualnego wplywu utleniajacego
samych zwiazkéw, przeprowadzono test DPPH. Jego celem byto
potwierdzenie, ze badane struktury same w sobie dziatajg jako
przeciwutleniacze. To stanowitoby dowdd na poparcie hipotezy, ze
wywotany ich dodatkiem przyrost stresu oksydacyjnego w komérkach
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grzybowych jest spowodowany ich oddzialywaniami z aparatem
enzymatycznym C. neoformans.

Tabela 14. - Aktywno$¢ wybranych pochodnych selenoorganicznych
jako przeciwutleniaczy (w poréwnaniu z kwasem cynamonowym)

Zwiazek RSCso [uM]

Ebselen 77,56 + 4,23
SF8 105,1 + 8,4
SF14 112,1+7,3
SF18 109,9 £+ 10,2
SF25 86,24 + 9,03
SF27 83,62 + 4,39
SF33 103,6 £ 12,0
SF38 117,0+9,1
SF39 149,54 5,2
SF47 124,6 + 10,7

Kwas cynamonowy 84,31 + 3,49

Potwierdzono, ze wszystkie przetestowane pochodne ebselenu
wykazuja aktywnos$¢ przeciwutleniajacg (Tabela 14.). Najskuteczniejsze
w tym przypadku byly nastepujace zwiagzki: struktura wiodaca,
pochodna difluorowa SF27 oraz pochodna zawierajaca podstawnik
butoksylowy SF25. Zastosowanie tych trzech zwiazkéw umozliwito
osiagniecie rezultatéw poréwnywalnych z uzyciem zblizonego stezenia
kwasu cynamonowego. Pozostate badane zwigzki réwniez wykazaty
zdolno$¢ do wychwytywania wolnych rodniké6w w mieszaninie
reakcyjnej, cho¢ nie tak wysoka. Nalezaly do nich pochodne
monohalogenowe, dihalogenowe oraz metoksylowe. Podsumowujac,
potwierdzono aktywno$¢ antyoksydacyjng dla wszystkich typéw
modyfikacji, dla ktérych wczesniej uzyskano najbardziej obiecujgce
wyniki w generowaniu stresu oksydacyjnego w zywych komdrkach
C. neoformans. To stanowi dowéd, Ze obserwowane gromadzenie sie
reaktywnych form tlenu w komoérce prawdopodobnie wywotane byto
zaburzeniem funkcjonowania systemu reduktazy tioredoksyny.
Potwierdzono roéwniez, ze sam dodatek wykorzystanego do
przygotowania roztworéw rozpuszczalnika nie wywiera znaczacego
wplywu na przebieg obserwowanej reakcji.
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Aby wykaza¢ hamujacy wplyw ebselenu na aktywnos$¢
reduktazy tioredoksyny wykorzystano ekstrakt komérkowy S. aureus
PCM 2054. Badania wptywu réznych jego stezen na wynik testu DTNB
potwierdzity, Ze wzrastajgce stezenie tego inhibitora ureolizy prowadzi
zarazem do zahamowania redukcji mostkéw disiarczkowych juz przy
zastosowaniu go w niskich stezeniach mikromolarnych (Rys. 34.).
Obecno$¢ ebselenu w mieszaninie reakcyjnej prowadzi zatem do
obnizenia aktywno$ci reduktaz znajdujacych sie w ekstrakcie
komérkowym.
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Rys. 34. - Wplyw ebselenu na szybkos$¢ redukowania mostkéw
disiarczkowych w ekstrakcie komérkowym S. aureus (bez ekstr. - préba
bez dodatku ekstraktu komdrkowego, tto ekstr. - préba bez dodatku
substratu testu)

4.2.3.5. Badania inhibicji - zwigzki selenoorganiczne, N-podstawione
benzizoselenazol-3(2 H)-ony z podstawnikiem benzylowym

W poprzednim etapie badan wykazano, Ze zastosowanie
podstawnikéw fluorowych w zwigzkach selenoorganicznych owocuje
uzyskaniem inhibitoréw ureazy aktywnych w bardzo niskich stezeniach.
Celem badania nowej generacji benzizoselenazol-3(2H)-onéw byta
préba potaczenia obecnosci tych podstawnikéw z nieco bardziej
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elastyczng strukturg oparta na benzylu, ktéra wykazywata lepsze
dziatanie antyureolityczne wobec catych komérek mikroorganizméw.
W tym celu prowadzono pomiary kinetyki z wykorzystaniem enzymu
wzorcowego, pozyskanego z ureolitycznych komodrek S. pasteurii.
Testom  poddano grupe 19  N-benzylowych  pochodnych
selenoorganicznych, w wiekszosci halogenowych (Tabela 15.). Nie
wykazano rdéwnie obiecujacej aktywno$ci na poziomie stezen
pikomolarnych jak w przypadku analogicznych zwigzkéw N-fenylowych.
Najskuteczniejszym inhibitorem ureazy byta w tym przypadku struktura
SB1 zawierajgca podstawnik 2,4-dichlorobenzylowy. Warto$¢ ki dla tego
zwigzku wynosita 594 pM, bedac wyzsza o dwa rzedy wielko$ci niz
stwierdzona dla najbardziej obiecujacych pochodnych ebselenu.
Podstawienie dwo6ch atomoéw chloru w innych pozycjach (SB2, SB3)
prowadzito do znacznego zmniejszenia zdolno$ci do hamowania reakc;ji
ureolizy (do A rzedu 10-15 nM). Obecno$¢ podstawnika
difluorobenzylowego (SB7-SB10) rowniez skutkowata niskimi
warto$ciami K. Nie udato sie osiagnaé¢ w tym przypadku aktywnosci
doréwnujacej najlepszej strukturze z dwoma atomami chloru - SB1.
Jednakze, przy dipodstawieniu fluorem zaobserwowano zachowanie
wysokiej zdolnosci do inhibicji niezaleznie od potozenia podstawnikdéw.
W  przypadku wszystkich zwigzkéw tego typu obserwowano
w badaniach kinetycznych Ainizsze niz 3 nM, za$ dla najskuteczniejszego
z tych inhibitoréw (pochodna SBS8; 2,6-difluoro) warto$¢ ta wyniosta
1,155 nM. Pojedyncze podstawienie atomem fluoru w pozycji orto (SB4)
umozliwilo osiagniecie warto$ci K = 3,614 nM. Zmiana miejsca
podstawienia prowadzita do znaczacego spadku zdolno$ci hamowania
ureolizy. Usuniecie wszystkich podstawnikow z  pierScienia
N-benzylowego (SF3) umozliwialo osiggniecie K = 2,576 nM.
Podstawienie trzema atomami fluoru, lub dowolng liczba grup
trifluorometylowych owocowato stosunkowo wysokimi warto$ciami
statej dysocjacji kompleksu EI (od 50 nM do nawet 2 uM).

Do badan majacych na celu okreslenie zdolnosci do inhibicji
ureazy w zywych komoérkach patogennego szczepu bakteryjnego
P. mirabilis PCM 543 wyselekcjonowano grupe 8 zwigzkéw z puli
pochodnych N-benzylowych, aby zapewni¢ mozliwie najwieksza
réznorodnos$¢ testowanych struktur. Testy kinetyki enzymatycznej
prowadzono z uzyciem metody wykorzystujacej indykator pH -
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czerwien krezolowa. Pochodne monofluorowe (SB4-6) okazaly sie
najskuteczniejszymi spos$réd analizowanych struktur. Co ciekawe,
w przypadku badan na catych komoérkach miejsce podstawienia atomu
fluoru okazato sie nie by¢ tak kluczowym czynnikiem, jak w przypadku
testow prowadzonych na oczyszczonym enzymie. Niezaleznie od
potozenia podstawnika, obserwowano warto$ci /Cso mieszczace sie
w przedziale 180-210 nM. Struktura N-benzylowa SF3, pozbawiona
wszelkich podstawnikéw przy pierScieniu hamowata aktywnosé
ureolityczng o 50% przy zastosowaniu stezenia 285 nM. To réznica
w odniesieniu do izolowanego enzymu z gatunku S. pasteurii dla
ktérego obserwowano wyzszg aktywno$c tej struktury niz wszystkich
zwigzkéw monofluorowych. Pochodna difluorowa SB10 nie okazata sie
skuteczniejsza od struktur zawierajacych pojedynczy atom fluoru.
Okreslona dla niej warto$¢ /Cso wynosita 369,9 nM. Analogi zawierajace
grupy trifluorometylowe nie wykazywaty znaczacej aktywnosci
w poréwnywalnych stezeniach. Aby uzyska¢ 50-procentowy spadek
aktywnosci ureolitycznej catych komdrek bakteryjnych, konieczne byto
zastosowanie stezen przekraczajagcych 5 upM. Podobny wynik
zaobserwowano w przypadku pochodnej 2-chloro-5-fluorobenzylowej
SB15. Warto odnotowa¢, ze znaczny spadek aktywnosci w przypadku
struktur zawierajacych podstawnik(i) trifluorometylowy(e) jest
zblizony do obserwacji prowadzonych na izolowanym enzymie ze
S. pasteurtii.

Zdolno$¢ do inhibicji ureolizy prowadzonej przez cate komorki
patogennego mikroorganizmu H. pylori zostata okre$lona dla
wszystkich zwiazkéw z tej grupy strukturalnej poprzez wyznaczenie
wartosci /Cso. Mimo podobienstw budowy S$ciany komoérkowej do
P. mirabilis, wyniki dla obu mikroorganizméw znaczaco sie od siebie
réznity. Wykazano, ze w wielu przypadkach zwiazki okazaty sie aktywne
w znacznie nizszych stezeniach. Przyczyna moze by¢ fakt wystepowania
u H. pylori ureazy zewnatrzkomoérkowej co oznacza, Ze ograniczenie
skuteczno$ci inhibitoréw wynikajace z transportu przez btony moze nie
by¢ w przypadku tego gatunku réwnie kluczowym czynnikiem.
Omawiajgc zalezno$¢ struktura-aktywnos¢ nie stwierdzono tak
wyraznej zalezno$ci zdolnosci do hamowania hydrolizy mocznika od
pozycji podstawnikéw halogenowych. Miedzy najskuteczniejszym
a najstabszym spos$réd badanych zwigzkéw zaobserwowano okoto
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trzykrotng réznice stezenia, ktére nalezalo zastosowaé, by uzyskac
poréwnywalng aktywnos$é. W przypadku badan na oczyszczonym
enzymie S. pasteuriiréznica ta byta ponad dwa rzedy wieksza. Podobna
relacje zaobserwowano takze podczas wczeSniejszych badan
poréownawczych prowadzonych z uzyciem inhibitoréw stanowiacych
N-fenylobenzizoselenazolony. Nalezy jednak podkresli¢, ze stezenia,
w ktorych te ostatnie zwigzki wykazywaty aktywno$¢ wzgledem catych
komoérek H. pylori byty znacznie wyzsze niz w przypadku podobnych
testow na innych gatunkach bakterii. Zwigzek niepodstawiony SF3
stanowit jeden ze skuteczniejszych inhibitoréw ureolizy prowadzonej w
catych komoérkach H. pylori (I1Cso= 151,4 nM). Wéréd zwigzkéw bardziej
aktywnych od tej struktury wiodacej znalazly sie miedzy innymi
pochodne difluorowe (SB7-10), oraz trifluorometylowe (SB12 oraz
SB13). Najskuteczniejszymi inhibitorami byty jednak zwigzki SB15 oraz
SB17, ktére zawieraty zardwno podstawnik fluorowy jak i chlorowy lub
trifluorometylowy. Ta kombinacja umozliwita osiggniecie wartosci
1C50 < 100 nM.

Tabela 15. - Aktywno$¢ N-benzylowych pochodnych benzizoselenazol-
3(2H)-onu jako inhibitoréw ureazy otrzymanej z komorek S. pasteurii
CCM 2056 oraz ureolizy prowadzonej w catych komérkach H. pylori
Tx30a oraz P. mirabilis PCM 543

Nr Struktura K [nM], 1Gso [nM] 1Gso [nM]
SPU Cate komoérki H. Cate komoérki P.
pylori mirabilis

2,576 151,4 +£5,7 285,0+ 12,4

©E< + 0,183

0,594 3451+ 15,9
GEK +0,032
9,038 3414 + 23,2
+0,220

©f“ﬁ©
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SB3 o 15,89 314,6 + 4,7
cl + 0,65
/N
Se
Cl
SB4 (¢} 3,614 171,1+54 212,8+16,3
Oi/( + 0,275
N
7/
Se /D
F
SB5 [0} 12,16 154,1 + 8,4 192,7+9,1
@i( F + 0,40
N
/
Se /\©/
SB6 O 25,40 193,24+ 8,1 1809+ 12,0
+2,82
/N
Se
F
SB7 o} 2,522 287,00+ 17,6
@:( + 0,193
B S
7
Se
F F
SB8 [¢] E 1,155 2179 + 14,2
©E( + 0,137
N
7/
Se
F
SB9 [o] 3,354 109,6 + 4,5
+ 0,653
/N
Se
F
F
SB10 o] 1,305 1219+ 4,1 3699 + 20,4
F + 0,027
/N
Se
F
SB11 o] 294,1 178,6 + 3,3
QE( +26,0
N
7
Se
/FD\F
F
SB12 [0} 250,0 111,6 + 2,4 >5uM
@j( + 23,7
N/\Q
7/
Se
CF3
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SB13 o] 209,7 169,7 £ 1,6

+ 19,0
/N
Se
CF3
SB14 o 331,7 208,3 + 4,5 >5uM
GEK CFy 1294
/N/\Q/
Se
CF,4
SB15 O 54,28 96,36 + 1,71 >5uM
E + 1,53
/N
Se
Cl
SB16 0 1856 1534 +54
cF, 37
/N/\O:
Se
Cl
SB17 (¢} 1590 93,46 + 5,3
F + 190
/N
Se
CF3
SB18 o 299,3 1068+ 1,9

Se

4.2.3.6. Badania aktywnosci grupy fosfonowych pochodnych
N-podstawionych benzizoselenazolonéw jako inhibitor6w oczyszczonej
ureazy i ureolizy prowadzonej w catych komérkach bakteryjnych

Zbadano takze aktywno$¢ zwiazkéw benzizoselenazolonowych
zawierajacych grupe fosfonianowa jako fragment alkilowego, arylowego
lub alkiloarylowego N-podstawnika (Tabela 16.). Celem byto
sprawdzenie zdolnosci do hybrydowego mechanizmu inhibicji,
uwzgledniajgcego zaré6wno wigzanie grupy tiolowej cysteiny w wyniku
otwarcia  benzizoselenazolonu, jak réwniez koordynowanie
katalitycznych jondéw niklu przez grupe fosfonowa. Dla pordwnania
sprawdzono takze wlasciwosci analogicznych estréow fosfonowych.
Zdolno$¢ do inhibicji wstepnie okreslono wobec oczyszczonego enzymu
SPU. Obliczenia statej dysocjacji prowadzono dla mechanizmu
wolnowigzgcego, sugerowanego przez hiperboliczny  ksztatt
otrzymanych krzywych postepu reakcji hamowanej przez dodatek
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badanych zwiazkéw. Zwigzki arylowe i benzylowe z wolng grupa
fosfonianowgq (SP2, SP4, SP6 oraz SP8) wykazywaty zblizone do siebie
wlasciwosci jako inhibitory oczyszczonej ureazy, niezaleznie od
umiejscowienia podstawnika. Wszystkie charakteryzowaly sie
warto$ciami statej dysocjacji kompleksu EI w przedziale 410-440 nM. To
warto$ci znacznie wyzsze niz w przypadku wiekszosci innych
pochodnych ebselenu. To oznacza, Ze ewentualne wigzanie jonéw niklu
przez wolng grupe fosfonowa nie réwnowazy pogorszonego
dopasowania do wneki wigzacej i/lub zmniejszonej reaktywnoSci.
Zaskakujaco, estryfikacja grupy fosfonianowej doprowadzita do
zwiekszenia aktywnosSci badanych struktur, szczegdlnie dla
podstawnika zawierajgcego dodatkowy atom wegla. Najbardziej
aktywna z tych pochodnych (zwigzek SP7) osiggneta warto$¢
K = 7,82 nM, znacznie blizsza wynikom uzyskanym we wcze$niejszych
pracach nad zwigzkami bazujacymi na ebselenie. Podstawienie para
prowadzito do podwyzszenia statej dysocjacji do wartosci 104,8 nM
(zwiazek SP5). Podstawienie estryfikowanej grupy fosfonianowej
bezposrednio do pier$cienia jeszcze bardziej obnizyto aktywno$c
inhibitor6w, do poziomu poréwnywalnego ze strukturami
o nieestryfikowanych grupach fosforoorganicznych.

Tabela 16. - Aktywnos¢ fosfonowych pochodnych benzizoselenazolonu
zawierajacych podstawnik N-fenylowy lub N-benzylowy jako
inhibitoréw ureazy otrzymanej z komorek S. pasteurii CCM 2056 oraz
ureolizy prowadzonej w calych komoérkach A. pylori Tx30a

Nr Struktura K [nM] SPU 1Go [nM]
Cate komoérki H. pylori
SP1 [0] 452,6 +15,1 29,53+ 0,34
O -roorons
Se
S 424,1 + 8,4 358,2 + 20,7

P2 0]
O Orrom

Se

P3 [0)

P(O)(OEt), 286,1 + 34,0 40,41 £ 0,57

C-C

S
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SP4 PO3H, 413,5+29,8 313,6 £17,4

oo

SP5 [0} 104,8 + 8,5 58,89 + 0,26
P(O)(OEt),
/N—< >—/
Se
SP6 [0} 414,54+ 3,9 187,2 + 12,3

CE( : PO3H,
N
/
Se
SP7 (0] P(O)(OEt), 7,818 + 2,823 54,31+ 0,10
oS
Se
SP8 0 PO3H, 435,6 + 40,8 5419+ 12,0
-0
/
Se

Aby okresli¢c wpltyw zmian strukturalnych fosfonianowych
pochodnych ebselenu na trwatos¢ powstatego kompleksu enzym-
inhibitor przeprowadzono badania reaktywacji hamowanego enzymu
przez dodatek czynnika protekcyjnego dla grup tiolowych - DTT. Wyniki
pomiaréw wskazuja, ze najbardziej trwaty kompleks powstaje

w  przypadku zwigzku SP3 N-podstawionego grupa meta-
dietylofosfonofenylowa (Tabela 17.). Dodatek ditiotreitolu do
mieszaniny reakcyjnej pozwalal na odzyskanie zaledwie 27,3%
utraconej  aktywno$ci  ureolitycznej.  Zastosowanie  struktur
rozbudowanych o dodatkowy atom wegla umozliwito odzyskanie okoto
50% aktywnosci po dodaniu DTT. W tym przypadku regioizomeria miata
bardzo nieznaczny wplyw. Podczas inhibicji prowadzonej przez kwasy
fosfonowe w wiekszosci przypadkéw reaktywacja prowadzita do
petniejszego odzyskania aktywnosci niz dla estrow. Moze to stanowi¢
kolejny dowdd na to, ze wigzanie koordynacyjne jondw niklu w centrum
katalitycznym ureazy nie wspomaga reaktywnos$ci z reszta cysteiny.
W przeciwnym wypadku reaktywacja aktywno$ci przez dodatek DTT
powinna by¢ pelniejsza dla estréw. Przeprowadzono réwniez podobny
eksperyment uwzgledniajacy reaktywacje aktywno$ci enzymu poprzez
dodanie DTT po rozpoczeciu reakcji w systemie preinkubowanym.
W tym doswiadczeniu enzym preinkubowano z inhibitorami przez 2
godziny przed rozpoczeciem reakcji poprzez dodatek substratu.
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Ditiotreitol z kolei dodany zostat 30 minut p6Zniej. Wykazano, Ze dla
wszystkich badanych w tej grupie zwigzkéw dwugodzinna preinkubacja
z enzymem doprowadzita do silniejszego wigzania z jego miejscem
aktywnym. W rezultacie po dodaniu czynnika protekcyjnego grup
tiolowych obserwowano odzyskanie aktywnosci ureolitycznej
w znacznie mniejszym stopniu (w wielu przypadkach nie obserwowano
go w ogdle).

Tabela 17. - Wptyw czynnika protekcyjnego grup tiolowych na
aktywnos¢ fosfonowych pochodnych benzizoselenazolonu
zawierajacych podstawnik N-fenylowy lub N-benzylowy (reaktywacja -
dodatek DTT po 30 minutach od rozpoczecia hamowanej reakcji
enzymatycznej, preinkubacja enzymu z inhibitorem odbyta sie przed
dodaniem substratu)

Zwiazek 0Odzyskana aktywno$¢ enzymu 0Odzyskana aktywnos$¢ enzymu przy

przy reaktywacji DTT bez reaktywacji DTT po dwugodzinnej
preinkubacji enzymu z preinkubacji enzymu z inhibitorem
inhibitorem [%] [%]
SP1 100 36,5+ 1,5
SP2 76,3+ 3,5 59,6 3,9
SP3 27,3+0,7 0
SP4 319+3,0 0
SP5 51,8+ 4,1 0
SP6 535+19 13,5+0,6
SP7 53,8+ 04 0
SP8 67,6 £ 7,2 0

Kontynuujac okreslono wartosci /Cso hamowania aktywnosci
ureolitycznej catych komoérek H. pylori Konsekwentnie, estry fosfonowe
okazaty sie znacznie lepszymi inhibitorami niz analogiczne kwasy. Estry
charakteryzuja sie znacznie wieksza hydrofobowoscig, co
zaobserwowano juz podczas przygotowywania roztworéw inhibitoréw
o okreSlonym stezeniu. Kwasy rozpuszczaty sie w wodzie
dejonizowanej, stanowigc jedyne badane w tej pracy pochodne
selenoorganiczne niewymagajace zastosowania rozpuszczalnikéw
organicznych. Do rozpuszczenia estréw niezbedny byt DMF, a zwigzki te
charakteryzowaty sie nawet dziesieciokrotnie nizsza warto$cig /Cso niz
ich wolne analogi. Najskuteczniejszym z nich okazata sie struktura SP1
z podstawnikiem para-fosfonofenylowym (/Go = 29,53 nM).
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Podstawienie metapodniosto /Cso do wartosci 40,41 nM (struktura SP3).
N-benzylowe izomery strukturalne charakteryzowaty sie warto$ciami
1Cs0 wynoszacymi okoto 55 nM. Zaskakujaca byta obserwacja, iz inhibicja
ureazy w catych komdrkach H. pylorizostata osiggnieta dla wielokrotnie
nizszych stezen testowanych zwigzkéw, niz w przypadku oczyszczonego
enzymu SPU. To odmienny wynik w poréwnaniu do podobnych struktur
pozbawionych fragmentu fosforoorganicznego. Nalezy podkresli¢, ze
wszystkie estry fosfonowe stanowity najbardziej efektywne inhibitory
ureazy prowadzonej w komoérkach H. pylori opisywane w niniejszej
pracy, osiggajac w niektérych przypadkach aktywno$¢ trzykrotnie
wyzsza od najskuteczniejszego zwiazku z pozostalych grup
strukturalnych.

Dla uzyskania pelniejszego obrazu wudzialu struktur
fosforoorganicznych w mechanizmie hamowania aktywnosci ureaz
bakteryjnych przez zwiazki bedace inhibitorami bifunkcjonalnymi
zbadano aktywno$¢ alifatycznych pochodnych benzizoselenazolonu
zawierajacych grupe fosfonianowa (Tabela 18.). Grupa funkcyjna
wystepowata w formie kwasu, monoestru oraz diestru etylowego jako
terminalna w N-podstawniku alkilowym. Sprawdzono réwniez
aktywnos$¢ podobnych strukturalnie zwigzkéw ftalimidowych, ale
pozbawionych  reaktywnos$ci  benzizoselenazolonu. Udalo sie
zidentyfikowa¢ inhibitory ureazy aktywne w niskich stezeniach
nanomolarnych wobec oczyszczonego enzymu z komoérek S. pasteurii.
Najskuteczniejsza pochodng byta struktura SR12 zawierajgca tancuch
piecioweglowy zakonczony grupa dietylofosfonianowa. Warto$¢ statej
dysocjacji kompleksu enzymu z tym inhibitorem wynosita A = 12,8 nM.
Skrécenie tanicucha do 4 oraz 2 atomoéw wegla (struktury SR8 i SR3)
przyniosto wartosci Kiré6wne odpowiednio 35,8 oraz 25,7 nM. Catkowita
hydroliza estru prowadzita do okoto dziesieciokrotnego podwyzszenia
warto$ci K. Nalezy bra¢ pod uwage, ze zwigzki estryfikowane,
charakteryzujace sie wyzsza hydrofobowoscia, sa zdolne do bardziej
zréznicowanych oddziatywan z biatkiem, zaréwno polarnych,
zwigzanych z obecnos$cig trzech fosforylowych atoméw tlenu, jak
i lipofilowych. To moze stanowi¢ wyjasnienie znacznie wyzszej
aktywnosci estrow, szczegolnie jesli wigzanie koordynacyjne jonéw
niklu z grupa fosfonowa nie nastepuje lub jest mniej istotne niz
kowalencyjne wigzanie katalitycznej cysteiny Cys322 przez fragment
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selenoorganiczny. W tym konteks$cie mniej zaskakujacym wynikiem byto
znaczne ostabienie zdolno$ci do hamowania ureolizy w przypadku
monoestréow. Wartos$ci A tych struktur miescity sie w przedziale stezen
mikromolarnych, co czyni je gorszymi inhibitorami niz analogiczne
diestry oraz kwasy. Mozliwe, Ze monoestry nie maja ani mozliwosci
koordynacji joné6w metali, ani nie s3 komplementarne z odpowiednim
regionem biatka. Co ciekawe, jest to obserwacja odwrotna do podobnej
zmiany wprowadzonej w strukturze opisywanych we wcze$niejszych
rozdziatach zwigzkéw opartych na strukturze kwasu cynamonowego.
Catkowity brak aktywnosci struktur ftalimidowych zastosowanych
w podobnych stezeniach, niezaleznie od stopnia estryfikacji grupy
fosfonowej, warunkuje reaktywnos$¢ cysteiny jako kluczowy czynnik
inhibicji.

Tabela 18. -  Aktywno$¢ N-fosfonoalkilowych  pochodnych
benzizoselenazol-3(2H)-onu jako inhibitoré6w ureazy otrzymane;j
z komoérek S. pasteurii CCM 2056 oraz ureolizy prowadzonej przez cate
komorki H. pylori Tx30a

Nr Struktura K [nM], SPU 1Go [nM]
Cale komoérki H.
pylori
SR1 0 Nieakt. < 50 Nieakt. < 50 uM
CE:EN—/\P(O)(OH)2 uM
o}
SR2 [¢] Nieakt. < 50 Nieakt. < 50 uM
CQN_/\POSHZ uM
0
SR3 (o) 25,67 £ 0,20 130,4+39
CE/<,N—/\|=’(0)(0|3)2
Se
SR4 [o] 415,34+ 20,8 1603 + 18,4
CE«/N—/\P%HZ
Se
SR5 o] 2408 +41 4329 + 192
CE(,N—/\P(O)(OH)(OB)
Se
SR6 [0] 71,61 + 4,02 188,8 + 3,8

@NWP(O>(OEt)2
Se
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SR7 o] 288,31+ 7,0 874,4 £ 9,6

Oj«N—/\/POBHZ
Se

SR8 o] 35,84 + 0,41 264,6 +7,1
(D:«’N_/\/\P(O)(Oa)z
Se
SR9 e} 4259+79 2106 + 45
CE('N_/\/\POSHZ
Se
SR10 o] Nieakt. < 50 Nieakt. < 50 uM
©:‘<«N_/\/\/P(O)(0Et)2 HM
o
SR11 o Nieakt. < 50 Nieakt. < 50 uM
CEEN_/\/\/ PO3H, uM
o)
SR12 0] 12,83 + 0,10 299,4 + 8,8
O\J(N_/\/\/P(O)(OEOZ
Se
SR13 0] 107,9 + 2,2 8669 + 11,7
©j<N_/\/\/PO3H2
Se
SR14 0] 671,2 +12,5 4329 + 150

©j«,N_/\/\/P(O)(OH)(OEt)
Se

Badanie zdolnosci tych zwiazkéw do inhibicji ureolizy

prowadzonej w catych komoérkach AH. pylori potwierdzito najwyzsza
aktywnos$¢ diestréw. Ponadto, aktywno$¢ inhibitorow okazata sie
odwrotnie proporcjonalna do dlugosci tancucha alkilowego
N-podstawnika. Dla tafcucha o dtugosci 2, 3, 4 i 5 atoméw wegla
(struktury SR3, SR6, SR8 oraz SR12) stwierdzono wartosci /Cso
wynoszace odpowiednio: 130,4 nM, 188,8 nM, 264,6 nM oraz 299,4 nM.
Monoestry byty najstabszymi inhibitorami, a zwigzki pozbawione atomu
selenu ponownie okazaty sie by¢ catkowicie nieaktywne.
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4.2.4. Badania aktywno$ci zwigzkéw flawonoidowych

4.2.4.1. Aktywno$¢ naryngeniny, jej pochodnych oraz ich oksyméw jako
inhibitoréw wzrostu biofilmu bakterii patogennych

Dawniejsza wspotpraca prowadzona pomiedzy Katedrg Chemii
Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej a Katedrag Chemii Zywnosci
i Biokatalizy Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu doprowadzita
do opublikowania w 2021 roku grupy patentéw polskich, dotyczacych
zastosowania wybranych flawonoidéw jako skutecznych inhibitoréw
ureazy produkowanej przez P. mirabilis. Patenty te zostaly ogtoszone
pod numerami PL 238124, PL 238125, PL 238127, PL 238128,
PL 238126 oraz PL 238123. Uzupelnieniem tamtego cyklu badan sg
przedstawione w niniejszym rozdziale testy zdolno$ci pochodnych
flawonoidowych do  hamowania wzrostu mikroorganizméw,
prowadzone na trzech gatunkach bakterii: P. mirabilis, S. aureus oraz
P. aeruginosa. Zastosowano pojedyncze stezenie zwigzkéw wynoszace
100 pg/mL. W wiekszosci przypadkéw stwierdzono znacznie wyzszy
negatywny wplyw inhibitoréw zaréwno na wzrost jak i zywotno$c¢
komorek S. aureus niz w przypadku dwodch pozostatych szczepéw
bakteryjnych (Tabela 19.). Jest to zgodne z tym, Ze wnikanie szkodliwych
substancji do komérek mikroorganizméw Gram-ujemnych jest znacznie
trudniejsze. W wiekszo$ci przypadkéw zaobserwowano ponad
dwukrotnie silniejsze zahamowanie wzrostu bakterii Gram-dodatnich
przy zastosowaniu takiego samego stezenia pochodnych naryngeniny.
Jedynymi wyjatkami od tej reguty byta struktura
7,4’-di- O-metylonaryngeniny (N3), jak rowniez jej oksymu (N4), ktérych
wplyw na wzrost komoérek bakteryjnych byt znikomy w przypadku
wszystkich badanych szczepédw. Kolejna zaleznoscia, ktéra odnotowano
w przypadku niemal wszystkich zwigzkéw byta znacznie wyzsza
aktywno$¢  przeciwbakteryjna oksyméw danych  pochodnych
naryngeniny. Najskuteczniejsze zahamowanie wzrostu formy
planktonicznej komérek P mirabilis wykazywaly  oksymy
7-O-pentylonaryngeniny  (N13; 36,9%  zahamowanie) oraz
7-O-butylonaryngeniny (N11; 27,4%). Co ciekawe, nie przetozyto sie to
na réwnie wysoki wptyw na zywotno$¢ komdrek mikroorganizméw.
Stosunkowo wysokie zahamowanie (19,1%) obserwowano tez
w przypadku oksymu 7-0-izopropylonaryngeniny (N8), dla ktérego
stwierdzono réwniez najwyzszy wpltyw na zywotno$¢ komoérek tego
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gatunku, ktéra po jego zastosowaniu spadta o 44,7%. Wspomniane
oksymy byty znacznie skuteczniejsze po zastosowaniu ich na komérkach
Gram-dodatnich. Uzycie tego samego stezenia prowadzito do
zahamowania wzrostu komoérek S. aureus o 70% oraz do ponad 50%
spadku ich zywotnosci.

Tabela 19. - Zdolno$¢ pochodnych naryngeniny oraz ich oksyméw do
hamowania wzrostu planktonu i biofilmu mikrooganizméw
patogennych P. mirabilis PCM 543 (PM), P. aeruginosa PCM 499 (PA)

oraz S. aureus PCM 2054 (SA)

Nr Struktura Wzrost Zywotn. Wzrost
plankt. plankt. biofilmu
wzgl. wzgl. KP wzgl. KP
kontroli [%] [%]
pozyt. (KP)
[%]
N1 OH P.m. 100 79,1 86,1
O +70 +77
MeO. (0]
P.a. 81,5+78 100 94,1
(]
OH O S.a. 71,8 +9,3 80,4 100
+4,3
N2 OH P. m. 99,1+24 56,3 99,0
MeO o O +15 +31
O P.a. 56,8 + 2,7 79,7 77,8
| +34 +37
OH N\OH S.a. 254+0,8 21,7 63,7
+2,8 +5.2
N3 OMe P.m. 100 74,2 80,5
MeO o O +33 +4,7
O P.a. 88,4 +4,3 97,4 100
+81
oH 0 S.a 100 100 100
N4 OMe P.m. 100 81,0 60,9
MeO 0 ‘ +48 +4,5
O P.a. 92,9+77 99,4 100
| +83
OH N\OH S.a. 100 78,6 100
+8.2
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N5 OH  P.m. 100 72,7 + 95,2 +
EtO o O 4,0 7,2
O P.a.  840+53 100 100
S.a.  658+20 634+ 100
OH O 0,7
N6 OH P.m.  97,3+40 74,5 83,7
EtO. O O £31 £40
O P.a.  698+73 98,2 70,4
| +2,0 +6,0
OH N, S.a.  318+15 36,7 100
+1,8
N OH P.m. 931+26 86,3 62,5
i ‘ +6,0 +15
O (0]
P.a. 986+51 87,2 93,4
+49 + 4,7
o & S.a.  443+40 34,1 54,2
+1,7 +5,2
Ne OH P.m. 80939 55,3 73,6
L ‘ 16,2 +7,2
o o
P.a.  623+43 81,6 96,2
+51 +6,8
o NI S.a 31,0 £ 0,4 23,2 40,2
“OH +25 +4,1
N9 WP Pom, 100 62,6 85,9
o o +2,8 +4,0
! o O P.a. 898+72 87,0 100
O +4,4
| S.a.  852+4.2 54,6 100
OH N 13
OH
N10 OH  P.m. 100 75,5 100
BuO o ‘ 161
O P.a.  725+09 100 100
Sa  345+21 32,1 100
OH O +0,4
N11 OH P.m.  726+81 88,6 69,5
BuO (0] O x 5’5 12
O P.a.  724+52 96,2 75,9
| +4,2 +4,6
OH N, S.a.  293+04 45,2 100
+3,7
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N12 OH P.m. 100 67,6 87,3
o O +44 +9,3

PeO
O P.a. 76562 100 72,5
+66
OH O S.a.  468+33 34,3 100
+03
N13 OH P.m. 631+24 804 70,9
PeO (0] ‘ T 6'3 E 7'0
O P.a.  718+37 91,4 93,1
| +4,0 +4,3
OH N, Sa  273+17 34,6 100
+08
Nar OH P.m  987+48 60,8 100
e
HO o
P.a.  707+17 91,2 64,5
+6,9 +51
by & S.a  721+52 91,0 89,4
+3.8 +9,3

W kolejnym etapie badan dokonano préby wyznaczenia
wplywu pojedynczego stezenia pochodnych naryngeniny na szybko$¢
wzrostu biofilmu trzech szczepdw bakteryjnych. Zgodnie z wstepnymi
przypuszczeniami mikroorganizmy w formie biofilmu okazaty sie by¢
znacznie bardziej odporne na szkodliwe dziatanie badanych
flawonoidéw (zastosowanych w takim samym stezeniu) niz te same
gatunki bakterii w formie planktonicznej. Zaobserwowano ponadto, iz
biofilm Gram-dodatniego szczepu S. aureus w wielu przypadkach
charakteryzuje sie wyzsza odpornoscia na aktywno$¢ pochodnych
naryngeniny niz miato to miejsce w przypadku biofilmu gatunkéw
Gram-ujemnych. 7- O-1zopropylonaryngenina (N7) oraz jej oksym (N8)
byly jedynymi zwigzkami w badanej grupie, dla ktérych potwierdzono
zahamowanie wzrostu biofilmu bakteryjnego wszystkich trzech
zastosowanych mikroorganizméw. Oksymy 7-O-n-butylo- (N11) oraz 7-
O-n-pentylonaryngeniny (N13), ktére byly najbardziej aktywnymi
inhibitorami wzrostu formy planktonicznej bakterii okazaty sie aktywne
tylko wobec biofilmu obydwu badanych szczepéw Gram-ujemnych.
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4.2.4.2. Aktywno$¢ pochodnych chalkonéw jako inhibitoréw wzrostu
biofilmu bakterii patogennych

Kolejna grupa flawonoidéw zbadana pod katem potencjalnej
zdolnosci do hamowania wzrostu biofilmu bakteryjnego stanowity
pochodne oparte na szkielecie chalkonowym (Tabela 20.). Podobnie, jak
w przypadku innych zwigzkéw flawonoidowych, tak i te struktury
badano z wykorzystaniem techniki grawimetrycznego pomiaru
obcigzenia biofilmem rezonatoréw kwarcowych. Do badan
wykorzystano szczep uropatogenny P. mirabilis. Pomiary wptywu
stezenia 100 pg/mL pochodnych chalkonowych nie przyniosty
znaczacego zahamowania wzrostu biofilmu bakteryjnego przez zaden ze
zwigzkéw. Podwyzszenie stezenia do 250 pg/mL umozliwilo z kolei
obserwacje zmniejszenia masy obciazajacej rezonatory w przypadku
kilku zwigzkéw. Najskuteczniejszym inhibitorem wzrostu biofilmu
okazal sie by¢ 4’-fenylo-4-hydroksychalkon (F5), dla ktdrego
stwierdzono spadek masy bakterii o 65,7%. 2,2’-Dihydroksychalkon
(F4) obnizyl tempo wzrostu biofilmu o 41,8%, zas§ 2’4-
dihydroksychalkon (F6) - 0 43,1%.

Tabela 20. - Zdolno$¢ pochodnych chalkonu do hamowania wzrostu
planktonu i biofilmu mikrooganizméw patogennych P. mirabilis PCM
543

Nr Struktura Wzrost Zywotn. Wzrost
plankt. wzgl. plankt. biofilmu
kontroli wzgl. KP wzgl. KP
pozyt. (KP) [%] (%]
[%]
F1 | 100 92,9 +5,0 100
O HO
L
(0]
F2 HO 66,8 + 5,5 96,4+ 738 100
O

159



F3 | 88,3+ 7,6 97,8 + 4,5 100
o OH
O
o
F4 OH HO 63,0 £ 6,5 899+7,0 582+ 1,5
o}
F5 71,7 + 4,7 52,9+ 4,9 34,3+ 3,9
OH
o 2
o)
F6 OH OH 51,4 +29 89,3+5,5 56,9 + 0,6
.
)
F7 OH 282+19 42,0+ 3,1 100
o
)
F8 OH 54,6 + 5,0 61,7+ 72 83,4+ 5,1
O
0
F9 OH 100 848+ 71 78,9 + 4,3
L
o
F10 HO 88,1+ 2,8 83,0 + 4,2 100
O
0
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5. PODSUMOWANIE

Celem opisanej pracy badawczej byta identyfikacja nowych grup
zwigzkéw  aktywnych jako inhibitory ureaz  pochodzenia
mikrobiologicznego. W szczegdélnosci badano zdolno$¢ inhibitoréw do
hamowania enzymoéw wykorzystywanych jako czynniki wirulencji przez
mikroorganizmy patogenne, zaré6wno bakterie jak i grzyby. Ta druga
grupa byla reprezentowana przez gatunek patogenny Cryptococcus
neoformans. Byly to pierwsze prace wykorzystujgce drozdze jako
zrodto ureazy prowadzone w Katedrze Chemii Bioorganicznej
Politechniki Wroctawskiej.

1. Optymalizacja warunkéw hodowli i indukcji ureolizy w komédrkach
C. neoformans THEM 3969 zakonczyta sie powodzeniem. Udalo sie
sformutowa¢ dwuetapowy protokét hodowli wzrostowej i indukcji
ureolizy w komoérkach grzybowych i dokona¢ optymalizacji sktadu
podtoza. Wieloetapowa procedura chromatograficzna z uzyciem
systemu AKTA Pure doprowadzita do uzyskania wysoce oczyszczonego
preparatu ureazy z komdrek tego patogennego mikroorganizmu, co
w dalszym etapie umozliwito wyznaczenie parametréw kinetycznych
enzymu.

2. Badanie ponad 200 struktur pod katem ich aktywnosci jako
inhibitor6w ureolizy zaowocowato odnalezieniem wielu zwigzkéw
aktywnych nawet w niskich stezeniach nanomolarnych wzgledem
zaréwno oczyszczonej ureazy jak rowniez catych komoérek patogennych
mikroorganizméw. W wiekszos$ci przypadkéw najbardziej aktywnymi
zwigzkami okazaty sie pochodne ebselenu. Dla najskuteczniejszego
inhibitora ureolizy prowadzonej przez komorki uropatogennego
gatunku P. mirabilis obliczono warto$¢ /Cso = 4,194. Byta to
o-metoksylowa pochodna ebselenu SF14, wybrana p6Zniej do badan na
biofilmie H. pylori Tx30a. Najbardziej aktywnym zwigzkiem hamujacym
ureolize = prowadzona przez ten gatunek byla z  kolei
para-dietylofosfonowa pochodna ebselenu - struktura SP1. Warto$¢ /Gso
wyniosta w tym przypadku 29,53 nM.

3. Dowiedziono, Zze wybrane pochodne ebselenu (w komoérkach ssaczych
funkcjonujace jako antyoksydanty) moga prowadzi¢ do nadmiernego
generowania stresu oksydacyjnego w komérkach mikroorganizmoéw.
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Prawdopodobna przyczyna tej pozornej sprzecznosci jest ich zdolno$¢
do inhibicji reduktazy tioredoksyny produkowanej przez
mikroorganizmy przy jednoczesnym ich funkcjonowaniu jako substrat
dla formy tego enzymu wykorzystywanej przez ssaki. To czyni je
obiecujacymi czasteczkami bifunkcjonalnymi do zastosowania w terapii
zwalczajacej mikroorganizmy ureolityczne wykorzystujace system
reduktazy tioredoksyny jako gtéwny mechanizm kontrolujacy stres
oksydacyjny w ich komérkach.

4. Wykazano, ze wybrane zwigzki selenoorganiczne bedace
potwierdzonymi inhibitorami ureolizy bakteryjnej sa zarazem zdolne do
zahamowania wzrostu i ograniczenia zywotno$ci oraz syntezy biatek
biofilmu bakteryjnego H. pylori Tx30a. Nie stwierdzono przy tym
koniecznosci zastosowania stezenia wyzszego niz minimalne stezenie
hamujace wzrost tych bakterii w formie planktonicznej.
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8. STRESZCZENIE PRACY

Narastajace zjawisko opornosci antybiotykowej
mikroorganizméw patogennych stanowi istotny problem w obliczu
braku alternatywnych metod zwalczania wywotywanych przez nie
infekcji. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania
metodami  ograniczania  rozprzestrzeniania  mikroorganizméw
patogennych poprzez zaburzanie aktywnoSci ich czynnikéw wirulencji -
mechanizméw umozliwiajagcych efektywne zakazanie organizmu
gospodarza. U niektdrych gatunkéw zakaznych role taka petni ureaza -
enzym z klasy hydrolaz, katalizujacy hydrolize mocznika.
Mikrobiologiczne mechanizmy wspierania wirulencji poprzez
wytwarzanie i aktywno$¢ ureazy sg rdéznorakie, od wykorzystywania
mocznika jako zrédta azotu dla wzrostu czy modulowania pH otoczenia
komoérki, po skomplikowane procesy zapalne bedace konsekwencja
reakcji organizmu gospodarza na obecnos$¢ biatka ureazowego
niezaleznie od enzymatycznej aktywnosci.

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono badania
mozliwosci  kontroli aktywnosci ureolitycznej w  szczepach
reprezentujgcych bakteryjne i drozdzowe gatunki patogenne, w ktérych
ureaza pelni zréznicowane funkcje, a jej aktywnos¢ prowadzi do
odmiennych konsekwencji zdrowotnych. W przypadku gatunku
grzybowego C. neoformans rola ureazy w mechanizmie patogenezy nie
jest doktadnie zbadana, podobnie jak systemy regulujace jej aktywno$¢.
Praca zawiera opracowanie protokotu indukcji ureolizy w komoérkach
C. neoformans oraz przedstawia wtasciwos$ci wyizolowanego enzymu
drozdzowego.

Gtéwna cze$¢ rozprawy stanowi opracowanie wynikéw badan
inhibicji ureaz pochodzenia mikrobiologicznego przez grupe ponad 200
réznorodnych strukturalnie zwigzkéw chemicznych. Wérod badanych
struktur znalazty sie miedzy innymi analogi katecholu, ebselenu, zwigzki
fosfonianowe, zwigzki zawierajace fragment tiomocznika (analog
substratu reakcji) oraz pochodne hybrydowe stanowigce potaczenie
wybranych funkcjonalnosci. Najbardziej obiecujace inhibitory zostaty
dodatkowo zbadane pod katem potencjalnej zdolnosci do hamowania
aktywnosci innych Kkluczowych enzyméw, takich jak reduktaza
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tioredoksyny stanowigca element systemu ograniczajacego stres
oksydacyjny w komoérkach mikroorganizméw. Badano réwniez ich
wptyw na wzrost i zywotno$¢ biofilmu bakteryjnego - struktury zwykle
charakteryzujacej sie znacznie podwyzszong odpornoscia na
powszechnie stosowane antybiotyki. Dla wielu efektywnych inhibitoréw
potwierdzono ich skuteczno$¢ w hamowaniu rozktadu mocznika przez
zywe komorki mikroorganizméw.
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9. ABSTRACT

The growing phenomenon of antimicrobial resistance in
pathogenic microorganisms presents an emerging issue given the lack of
methods alternative to antibiotic treatment to combat infections. In
recent years there has been growing interest in developing techniques
of limiting the spread of pathogenic microorganisms by disrupting the
activity of their virulence factors - mechanisms enabling them to
effectively infect the host organism. In several infectious strains such is
the role of urease - an enzyme of the hydrolase class that catalyzes the
hydrolysis of urea. Mechanisms of virulence that involve expression and
activity of urease in microorganisms are numerous and include but are
not necessarily limited to: utilizing urea as a nitrogen source for growth,
changing the pH of the cell environment for survival, or complex
inflammatory processes as a host reaction to the very presence of urease
protein, catalytically active or not, that facilitate tissue colonization.

This thesis presents the results of research on the possibilities
to control ureolytic activity of bacterial and fungal pathogenic strains in
which urease constitutes diverse virulence factors leading to various
consequences to the host’s health. The studies included C. neoformans
for which the role of urease and control mechanisms of its activity has
not been fully characterized so far. Within this study, a protocol of
ureolysis induction in the C. neoformans cells as well as the properties
of the isolated yeast enzyme were described.

The main part of the thesis consists of the analysis of microbial
urease inhibition studies conducted for over 200 structurally various
chemicals. Among the studied compounds were e.g. analogues of
catechol, ebselen derivatives, phosphonic structures, thiourea
derivatives (reaction substrate analogue) and hybrid, mulitfunctional
compounds. The most active structures were additionally studied for
their potential inhibitory activity towards other pivotal enzymes such as
thioredoxin reductase that is a part of a mechanism controlling oxidative
stress in microbial cells. Their influence on the growth and viability of
bacterial biofilm, a structure known for its enhanced resistance to
commonly used antibiotics, was also studied. For numerous effective
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inhibitors their ability to impair ureolysis in the whole cells of
microorganisms was also confirmed.

181



