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§ Sazetak v

8§ Sazetak

Uloga ugljicnih anhidraza (UA) u zivotnom ciklusu i virulentnosti bakterija potaknula je
istrazivaCe na ispitivanje uCinaka poznatih inhibitora UA na bakterije. Analiza genoma
omogucuje identifikaciju specifi¢nih tipova UA koje bakterije kodiraju te odabir prikladnih
inhibitora. Inhibicija UA moze znaCajno smanjiti proliferaciju bakterijskih kolonija i njihovu
virulentnost. Dokazano je da inhibitori, osobito oni na bazi sulfonamida, smanjuju razine CO>

i bikarbonata u stanicama bakterija, Cime ometaju kljuCne biosintetske procese.

Eksperimenti su pokazali da acetazolamid, u koncentraciji od 31,2 ug mL !, smanjuje utro3ak
studije potvrdile su ucinkovitost inhibitora UA u lijeCenju bakterijskih infekcija, ukljuCujuci
vankomicin-rezistentne sojeve Enterococcus faecium (VRE). Kako je prenamjena lijekova
zadnjih godina postala jedna od kljucnih metoda otkrica i dizajna novih lijekova u medicinskoj
kemiji, isti pristup primijenjen je na ve¢ postojecCe inhibitore UA koji se koriste u lijeCenju
bolesti kao Sto je npr. glaukom. Modifikacijom acetazolamida razvijeni su kandidati s veCom
djelotvornoscu. Kilinicka ispitivanja pokazala su da acetazolamid povecava osjetljivost E.

faecalis na gentamicin, smanjuju¢i minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC).

Glavni izazov ostaje specificnost inhibitora UA, jer mnogi takoder inhibiraju ljudske UA $to
uzrokuje nuspojave i utjeCe na ucinkovitost inhibitora kao potencijalnog antibiotika. Buduca
istrazivanja fokusirana su na razvoj specificnih inhibitora bakterijskih UA, osobito  klase,
klasa UA koje nisu prisutne kod ljudi, koji bi mogli izbjeCi probleme nuspojava i rezistencije

na antibiotike.
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§ 1. Uvod 7

§1. UVOD

1.1. Ugljicne anhidraze (UA)
1.1.1. Opcenito

U Zivim organizmima, metaboliCki procesi kao Sto su stanicno disanje rezultiraju oslobadanjem
ugljikova(lv) oksida (CO2). Nastali ugljikov(lv) oksid, otpuSta se primarno pasivnim
transportom (difuzija) iz organizma, no nezanemarivi udio biva preveden u njegov u vodi
topljivi oblik, hidrogenkarbonat (HCO3 ). BioloSke molekule zasluzne za taj proces su ugljicne
anhidraze. Ugljicne anhidraze Siroka su klasa enzima Cija aktivnost podrazumijeva katalizu
reverzibilne reakcije hidratacije ugljikova(1v) oksida daju¢i hidrogenkarbonat i H ion (CO2 +
H.O HCOs + H ). Ova reakcija bi se pri fizioloSkom pH bez prisutnosti enzima odvijala

nedovoljnim brojem puta da bi ispunila metabolicke potrebe organizmal?.

Mihael Belas Zavrsni rad



§1. Uvod 8

1.1.2. Podjela

UgljiCne anhidraze prema najnovijim spoznajama svrstane su u osam razlicitih klasa: a, B, y, 9,
¢, n, 6 11 Sve klase imaju zajedniCko evolucijsko podrijetlo, no medusobno se strukturno

znacCajno razlikuju (Slika 1A D).

Slika 1. Kristalne strukture (A) o UA iz bakterije Neisseria gonorrhoeae (PDB kod: 1KOQ)
(B) B UA iz bakterije Escherichia coli (PDB kod: 1160), (C) y UA iz bakterije Burkholderia
pseudomallei (PDB kod: 7ZW9), (D) 1 UA iz bakterije Burkholderia territorii modelirane na
temelju strukture kalmodulin ovisne protein kinaze iz vrste Xanthomonas campestris (PDB
kod:3H51)!

Pokazano je da aminokiselinski sljedovi polipeptida koji sainjavaju spomenute UA
medusobno imaju minimalno sli¢nosti, a zna€ajno se razlikuju i po na€inju smatanja, tj.
konformaciji proteina. Unatoc€ velikoj strukturnoj razlicitosti, sve uglji¢ne anhidraze imaju isti
mehanizam djelovanja?. U aktivnom mjestu uglji¢nih anhidraza, nalazi se centralni metalni ion
(spadaju u skupinu metaloenzima) tetraedarske geometrije. Najcesce to je cink (a, B id UA),
ali umjesto cinka u aktivnom mjestu moze se naci Zeljezo(i1) (u sluajuy UA), dok { UA za

katalizu koriste Zn(11) ili Cd(n1) ione. Najnovije otkrivena i-klasa uglji¢nih anhidraza reakciju

Mihael Belas Zavrsni rad



§1. Uvod 9

katalizira bez metalnog iona=. Centralni metalni ion u aktivnom mijestu koordiniran je trima
aminokiselinskim ostatcima, dok Cetvrtu koordinativnu vezu metal tvori s molekulom vode. Za
razliCite klase UA, metalni centar koordiniran je razliitim aminokiselinama, npr.ua,yid UA
koordiniran je trima histidinima (koordinacija se ostvaruje preko sp? hibridiziranog dusika
imidazola), Slika 2, dok dva cisteina i jedan histidin koordiniraju metalni centar kod i { UA.
Metalni centar n UA koordiniran je dvama histidinima i jednim glutaminom, za 8 anhidraze

pretpostavlja se da je koordinacija ista kao i za o, yid klase?.

Slika 2 Struktura aktivnog mjesta a UA iz bakterijske vrste N. gonorrhoeae; metalni centar

(cink) koordiniran trima histidinima i molekulom vode. PDB kod: 1KOQ*

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 10

Slika 3. Struktura aktivnog mjesta  UA iz bakterijske vrste Sulfolobus solfataricus; metalni

centar (cink) koordiniran molekulom vode, dvama cisteinima i jednim histidinom®.
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§ 1. Uvod 11

Slika 4. Struktura aktivnog mjestay UA bakterije Plasmodium falciparum modelirana

programom Phyre; cink koordiniran dvama histidinima i jednim glutaminom®.

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 12

1.1.3. Kataliticka aktivnost

Mehanizam hidratacije ugljikova(lv) oksida kataliziran ugljicnim anhidrazama dobro je poznat
i oCuvan je kroz sve klase UA u svim organizmima. Mehanizam se odvija preko hidroksilne
skupine vezane na tetraedarski koordinirani metal u aktivhom mjestu na nacin da ona
nukleofilno napada ugljikov atom molekule CO>, tvoreci pentakoordinirani meduprodukt ¢ijom
hidrolizom nastaje hidrogenkarbonat i regenerirani metalni centar (mehanizam detaljnije

prikazan slikom 5)*7.
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Slika 5. KatalitiCki mehanizam uglji¢nih anhidraza: vrsta B katalitiCki je aktivan metalni

hidroksid koji nukleofilno napada molekulu CO., nastaje pentakoordinirani meduprodukt
manje stabilnosti i njegovom hidrolizom oslobada se bikarbonat i nastaje tetrakoordinirani
metal koji je kataliticki neaktivan, vrsta D; korak deprotonacije vrste D u vrstu A (metalni

hidroksid) korak je koji odreduje brzinu reakcije hidratacije CO2®.

Metalni hidroksid KkatalitiCki je aktivna vrsta, ona nastaje deprotonacijom molekule vode
koordinirane na metal’. Proces deprotonacije korak je koji odreduje brzinu reakcije katalizirane
ugljicnom anhidrazom. a-uglji¢ne anhidraze kataliti¢ki su aktivne kao monomeri (Slika 1A) ili
dimeri, dok B UA kristaliziraju kao dimeri (Slika 1B), tetrameri (Slika 6) i oktameri. Zaa UA
kataliticki aktivan je monomer, ali u nekih vrsta aktivne su u obliku dimera, dok kod  UA

kataliticku aktivnost pokazuju dimerne i tetramerne forme®3”’.

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 13

Slika 6. Tetramerna struktura f UA iz bakterije E. coli, razliCitim bojama prikazani su dimeri
u kristalnoj strukturi, sivim kuglicama prikazani su metalni centri (Zn(11)) u aktivnim

mjestima monomera (svaki monomer po jedno aktivno mjesto); PDB kod: 11608,

Za 'y UA, KkatalitiCki aktivna struktura jest trimer (Slika 1C) i svaki od monomera sadrZi po
jedno aktivno mjesto smjeSteno uz sucelja monomera. Kristalna struktura 6 UA veoma je
slicna B UA, a ¢ UA gradi jedan polipeptidni lanac, dok za 6 i n klase struktura nije
odredenal®°. 1 UA izolirana iz bakterijske vrste B. territorii kataliticki je aktivna kao dimer
(Slika 1D). Za 1 UA Kkarakteristicno je postojanje tipova UA u kojima u aktivhom mijestu
izostaje metalni ion, ali je katalitiCka aktivnost zadrZana. Svi tipovi I UA kataliticki aktivni su

kao homodimeri s izrazito visokim stupnjem homolognosti strukture?®,

1.2. Uglji¢ne anhidraze kod ljudi

1.2.1. Klasifikacija i rasprostranjenost

U sisavaca su okarakterizirane iskljucivo a-klase uglji¢nih anhidraza. Kod ljudi, zastupljeno je
15 razli¢itin izoformi ovog enzima od kojih je 12 katalitiGki aktivno!l. Ovisno o funkciji,
razlikuju se po zastupljenosti u tkivima i po lokalizaciji unutar stanica. Postoji osam citosolnih
(VAL L T, VI VI X, XTE XTI, dvije mitohondrijske (UA VA 1 VB), tri transmembranske

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 14

(UA IX, X111 XIV). UA IV usidrena je za membranu preko glikozil-fosfatidilinozitola (GPI-
sidra), a UA VI izluCuje se u slini. Ugljicne anhidraze V111, X i X1, poznatije kao CARPs (engl.
Carbonic Anhydrase Aelated Proteins), katalitiCki su neaktivne zbog izostanka jednog ili vise
histidinskih liganada na centralnom metalnom ionu. Zbog njihove visoke evolucijske
oCuvanosti u genomima visestanicnih organizama (oCuvaniji su nego kataliticki aktivne UA),
pretpostavlja se da posjeduju znaCajnu stanicnu funkciju, no ona jos$ uvijek nije otkrivena.
Izoforme ljudske ugljicne anhidraze, ovisno o stani¢noj funkciji i vrsti tkiva u kojoj su

zastupljeni, razlikuju se prema katalititkoj efikasnostit!2,

1.2.2. Medicinski poremecaji vezani uz uglji¢ne anhidraze

Funkcije ugljicnih anhidraza razlikuju se ovisno o lokalizaciji u tkivima, odnosno unutar
stanice, no primarno obuhvacaju regulaciju homeostaze pH u stanicama regulacijom omjera
[HCOz ] i [H ], regulaciju dostupnosti CO2, odnosno bikarbonata za metabolicke procese u
stanicama (mnogi metabolicki putevi ukljucuju korake ugradnje CO2 u molekule koji najcesce
zapoCinju aktivacijom bikarbonata)?. Poremedaji u aktivnosti ovih enzima posljedi¢no uzrokuju
razliCite bolesti.

Poremecaj koji se najcesce vezuje uz nepravilnu funkciju ugljicnih anhidraza je glaukom. Zbog
visokog ocnog tlaka, dolazi do osteCenja optickog Zivca koji je kljuCan za vid. Posljedicno,
dolazi do postepenog gubitka vida. U svrhu borbe protiv bolesti uzrokovanih nepravilnim
radom ugljicnih anhidraza, istrazivani su i razvijani inhibitori (engl. Carbonic Anhydrase
Inhibitors, CAIls)'?13, Postoje dvije klase inhibitora uglji¢nih anhidraza: kelatni anioni koji
koordiniraju centralni metalni ion i inhibitori na bazi sulfonamida. Oba tipa inhibitora djeluju
istim mehanizmom, svojim donorskim atomima istiskuju kataliticki aktivnu molekulu vode iz
koordinacijske sfere metalnog iona i tako deaktiviraju enzim*. Najzastupljeniji i u medicinske
svrhe najkoristeniji inhibitori ugljicnih anhidraza upravo su lijekovi za lijeCenje glaukoma, kao
Sto su: acetazolamid, metazolamid, brinzolamid (AZOPT), dorzolamid (Trusopt)*®. Navedeni
spojevi spadaju u skupinu inhibitora na bazi sulfonamida, a konkretno djeluju kao inhibitori

UA I1. U svrhu terapije konzumiraju se u obliku tableta ili kapi za oGi'3.

1.2.3. Kristalne strukture

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 15

Za vec€inu ljudskih uglji¢nih anhidraza rijeSena je kristalna struktura. RjeSavanje kristalne
strukture enzima omogucuje uvid u strukturu aktivnog mjesta i pregled prostornog rasporeda
aminokiselina u proteinu, informacija kljucnih za dizajn molekula koje bi s danom molekulom
proteina potencijalno mogle stvarati interakcije. U sluCaju ugljicnih anhidraza, fokus
istrazivanja je na dizajnu molekula inhibitora (CAls). Do danas, rjeSene su strukture ljudskih
ugljicnih anhidraza I, 11, 111, IV, VI, VII, IX; XI1'i XIV. Za UA 1, 11, IV, VIl i XIV osim same
kristalne strukture enzima, rjeSena i kristalna struktura kompleksa enzim inhibitor za viSe
razliCitih tipova inhibitora. Za UA IX, rjeSena je kristalna struktura molekule koja mimicira
ugljicnu anhidrazu 1X (enzimski mimetik mala je molekula koja modelira molekulsku strukturu
i reaktivnost enzimal®), dok je za UA XII (transmembranski protein) struktura rjeSena samo za
izvanstani¢nu domenu enzima (takoder rjeSena struktura kompleksa enzim inhibitor). Kako su
ljudske UA iskljuCivo a klase, uglavnom su one sve monomeri (na Slici 7 dan je primjer

strukture ljudske ugljiCne anhidraze 11), a manji broj aktivan je kao dimer.

Slika 7. Struktura ljudske uglji¢ne anhidraze Il; kao i sve UA u sisavaca, ona je a UA §to je

vidljivo po koordinaciji cinka u aktivnom mjestu (PDB kod: 3KS3)*2,

1.3. Rezistencija na antibiotike

1.3.1. Lista bakterija prioriteta Svjetske zdravstvene organizacije

2024. godine, Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO)
revidirala je listu prioriteta patogenih bakterija (engl. Bacterial Priority Pathogens List, BPPL)

koja sadrZi 15 sojeva bakterija otpornih na antibiotike za koje se predlaze pojacano istrazivanje

Mihael Belas Zavrsni rad



§ 1. Uvod 16

u svrhu razvijanja novih antibiotika, tj. alternativnih antimikrobnih lijekova. Bakterijski sojevi,
podijeljeni su u grupe kriticnog, visokog i srednjeg prioriteta. U skupinu kriticnog prioriteta
spadaju vrste Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae, dok u
skupinu visokog prioriteta ubrajamo dobro poznati Staphylococcus aureus, zatim Enterococcus
faecium, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae, itd*’.

Medu moguc¢im naCinima borbe protiv rezistentnih sojeva bakterija ubrajaju se svakako dizajn
i sinteza inhibitora ugljicnih anhidraza patogenih bakterija. Inhibitori ugljicnih anhidraza, kako
je veé spomenuto, dobro su istrazeni kao potencijalni lijekovi jer su koristeni za tretiranje
razliCitih poremecaja u ljudi (npr. acetazolamid u lije¢enju glaukoma), no njihovo koristenje u
lijeCenju bakterijskih bolesti relativno je novo podrucje. Svrha ovog rada je dati kratki pregled
provedenih istrazivanja i otkri¢a u ovom polju. Cilj je takoder istraZiti opseg podataka dostupnih
o ugljicnim anhidrazama rezistentnih sojeva bakterija, konkretno za koje sojeve su rijeSene

strukture UA i postoje li rijeSene strukture tih enzima u kompleksu s inhibitorom.

Mihael Belas Zavrsni rad



8 2. Prikaz odabrane teme 17

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Bakterijske ugljicne anhidraze
2.1.1. Fizioloska vaznost ugljicnih anhidraza

UgljiCne anhidraze imaju vrlo vaznu ulogu u odrzavanju za zivot povoljnih uvjeta u
bakterijskim stanicama. Sudjeluju u odrzavanju homeostaze pH u stanici regulacijom omjera
[HCOz ]/[H ], izluCivanju elektrolita i toksina. Sudjeluju takoder u transportu molekula CO3,
odnosno bikarbonata u stanici u svrhu biosintetskih procesa. Za mnoge bakterije, dokazano je
da je aktivnost ugljicnih anhidraza kljucna za njihovu virulentnost, ponajvise kroz regulaciju
pH2. Na primjeru bakterije H. pylori, patogenog mikroorganizma koji kolonizira sluznicu
Zeluca, uocCena je kljucna uloga regulacije pH ugljicnom anhidrazom za njezinu adaptaciju
izrazito kiselim uvjetima Zeluca. JoS zanimljiviji i izravniji primjer poticanja virulentnosti
bakterije jest kod vrste Vibrio cholerae, uzrocnika kolere, infekcije probavnog trakta. Specificni
soj V. cholerae luCi toksin kolere (TK), proteinski kompleks koji spada u skupinu enterotoksina,
koji u organizmu domacinu potice pojacano lucenje vode i elektrolita iz sluznice tankog crijeva
Sto u konacnici uzrokuje dijareju i povracanje. Regulatorni protein ToxT, u V. cholerae izravni
je aktivator transkripcije gena za sintezu i luenje TK. Pokazano je da je ToxT inaktivan bez
prisutnosti bikarbonata i dokazano da je bikarbonat glavni aktivator proteina ToxT. Kako je
udio bikarbonata u stanici reguliran aktivnos¢éu UA, smatra se da ugljicne anhidraze igraju
kljuénu ulogu u proliferaciji V. cholerae u tankom crijevu. Bakterija Salmonella enterica,
uzro€nik salmoneloze (infekcija probavnog trakta), za vrijeme infekcije pokazuje izrazito
visoku ekspresiju gena koji kodira za jedan tip UA. Takoder, kod Pseudomonas aeruginosa,
delecija gena za UA znagajno smanjuje patogenost ove bakterije?!8,

Ovi rezultati znaCajno idu u prilog istraZivanju inhibitora ugljicne anhidraze kao potencijalnih
antimikrobnih terapija, a pogotovo u smjeru lijeenja sojeva bakterija rezistentnih na klasi¢ne

antibiotike.
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8 2. Prikaz odabrane teme 18

2.1.2. Inhibitori ugljicnih anhidraza

Inhibitore ugljicnih anhidraza razlikujemo po nacinu djelovanja. Molekule inhibitori mogu se
vezati na metalni centar UA, katalitiCki aktivnu molekulu vode u koordinacijskoj sferi metala
u aktivnom mjestu, blokirati ulaz u aktivno mjesto enzima ili vezati se izvan aktivnog
mjesta®®141° U kontekstu potencijalnih lijekova, najvecu primjenu nalaze inhibitori koji
koordiniraju metalni centar, konkretno sulfonamidi i njima sli¢ni spojevit2!4, Spojeve na bazi
sulfonamida karakterizira funkcijska skupina R—X-SO,—NH., gdje je R aromatska, alifatska ili
heterocikliCka srz molekule. X-om, predstavljen je kisik (O) ili dusik (NH), ili X izostaje i SO>
skupina vezana je izravno na R (Slika 8). Sulfonamidi medicinski su vrlo vazni spojevi i u
opticaju su ve¢ desetljeCima pa su izrazito pogodni prekursori za sintezu novih lijekova.
Prenamjena lijekova medu popularnijim je metodama u istrazivanju i dizajnu novih terapeutika
u medicinskoj kemiji. Buduci su inhibitori UA na bazi sulfonamida dobro poznati i istrazeni,
zasigurno predstavljaju podrucje visokog interesa. Medu takve, ubrajaju se vec¢ prije spomenuti
acetazolamidi, metazolamidi, dorzolamidi i brinzolamidi kao lijekovi za lijeCenje glaukoma

(pribrajaju im se i diklorfenamid i benzolamid), takoder topiramat kao antiepileptik?t,

cl SO,NH,
e W\ o “N-N N
SO,NH A\ 2
)LN*S e )LN//‘\S>“5°2NH2 e S>_SOZNH2 cl
H SO,NH;
acetazolamid metazolamid etoksizolamid diklorfenamid
AN | HNS
. o : (o)ye] 7
msozwz \IVN | H—s0,NH, T /z'N»\ o, ,?/o\S,NHZ
s~ S g7 S Ng7sonH, X [ L 2
7\ 7\ H o (o)
(oJNe] o
dorzolamid brinzolamid benzolamid topiramat

Slika 8. Kemijske strukture inhibitora UA na bazi sulfonamida; na svakoj strukturi vidljiva
karakteristicna funkcijska skupina R—X-SO.—NHz>; svi spojevi osim topiramata su
sulfonamidi (X izostaje, atom sumpora izravno vezan na ,,srz“molekule), topiramat je ester

amidosulfonske kiseline (X je atom kisika)?.

Svi navedeni inhibitori u srzi imaju isti mehanizam djelovanja, veZu se za metalni centar u
aktivnom mjestu istiskujuci kataliticki aktivnu molekulu vode iz koordinacijske sfere metala
(enzim gubi aktivnost, Slika 9). Metalni centar zadrZava tetraedarsku geometriju, a molekula

acetazolamida stabilizirana je medumolekulskim interakcijama aromatske, tj. heterociklicke
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srzi inhibitora sa hidrofobnim, odnosno hidrofilnim aminokiselinskim ostatcima u aktivnhom

mjestu Sto u konacnici daje stabilan adukt i enzim je inhibiran.

acetazolamid

Slika 9. Aktivno mjesto ljudske UA 11 u kompleksu s acetazolamidom; acetazolamid preko

atoma dusika NH, skupine ostvaruje koordinativnu vezu s atomom cinka. PDB kod: 3HS4%

2.1.3. Inhibicija bakterijskih ugljicnih anhidraza

Uloga ugljicnih anhidraza na zZivotni ciklus i virulentnost bakterija navela je istrazivace da
ispitaju utjecaj poznatih inhibitora UA na bakterije. Kako ispitivanja ne bi provodili na slijepo,
nuzno je prethodno analizom genoma ispitivanih bakterija odrediti za koje tipove ugljicnih
anhidraza genomi bakterija kodiraju i na temelju poznatih podataka odabrati prikladni inhibitor.
Utjecaj inhibitora na bakteriju promatra se najceS¢e pracenjem njezine proliferacije ili koliCine
utroSenih metabolita. Zadnjih godina, provedena su in vitro istraZivanja utjecaja inhibitora na
UA bakterija i pokazano je da pojedini spojevi (pogotovo oni na bazi sulfonamida) uc¢inkovito
inhibiraju bakterijske UA. Osim $§to inhibiraju, za neke je spojeve pokazano da znacajno
smanjuju proliferaciju bakterijskih kolonija, tj. potencijalno i njihovu virulentnost.
Inhibiranjem normalnih funkcija UA, razine CO: i bikarbonata u stanici padaju (CO2 difundira
iz stanice) i posljedi¢no ti spojevi nisu dostupni za biosintetske procese koje bakterijska stanica
mora provoditi da bi ostala Ziva. Pokazano je npr. da etoksizolamid (komercijalno koristen kao

diuretik) in vitro ubija stanice H. pylori'®. Jedna grupa, istraZivala je utjecaj acetazolamida na
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zivotni ciklus E. coli. Kultura je uzgojena na hranjivoj podlozi uz glukozu kao jedini izvor
ugljika dok je za vrijeme pokusa pracen utroSak glukoze. Uz dodatak acetazolamida u
koncentraciji 31,2 pyg mL ! uoen je pad utroska glukoze i pad proliferacije kolonije.
Acetazolamid inhibira dva tipa ugljicnih anhidraza, konkretno {3 iy, prisutnih u promatranom
soju E.coli, izmjerene konstante inhibicije iznose 227 nmol L ! (3 UA), odnosno 248 nmol L *
(y UA). Eksperiment je naknadno dokazan koristenjem slabijeg inhibitora UA od
acetazolamida (etoksizolamid) u istim eksperimentalnim uvjetima. Uocen je slabiji utjecaj na
utro3ak glukoze i proliferaciju?.

Provedeni pokusi zahtjevaju uvjete in vitro, no kako bi se ustvrdilo jesu li navedeni inhibitori

doista primjenjivi u lijeCenju, pokusi moraju biti uspjeSno provedeni in vivo.

2.1.4. Inhibicija in vivo

Eksperiment sa sojem E. coli opisan u prethodnom poglavlju uspjesno je proveden in vivo?. To
otkriCe afirmiralo je status inhibitora UA kao potencijalnih novih lijekova u borbi protiv
bakterijskih bolesti. Bakterije iz roda Enterokoka veoma su opasni patogeni koji uzrokuju
mnogo po Zivot opasnih dijagnoza. Vrste Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis spadaju
u skupine bakterija rezistentnih na antibiotike, konkretno na vankomicin (engl. Vancomycin-
Resistant Enterococci, VRE) i predstavljaju zato velik problem medicinskoj zajednici (E.
faecium na listi bakterija visokog prioriteta WHO). Modificiranjem acetazolamida, istrazivaci
Flahertyeve grupe?! razvili su dva kandidata koji su pokazali djelotvornost na VRE sojeve tako
§to su smanjili minimalnu inhibitornu koncentraciju (engl. Minimal Inhibitory Concentration,
MIC) za acetazolamid sa 2 ug mL * na od 0,007 do 1 pg mL . Nadalje, skupina inhibitora 1,
3, 4 —tiadiazola pokazala je inhibitornu aktivnost in vivo u miseva inficiranim VRE sojevima?.
Pokazano je da in vivo imaju veéu efikasnost od linezolida, antibiotika inaCe koristenog za
tretiranje rezistentnih sojeva. Nedavno je kod pacijenta inficiranog sojem E. faecalis uocena
pojaCana osjetljivost na antibiotik gentamicin. Nakon $to je soj izoliran i sekvenciran mu
genom, uoceno je da posjeduje mutaciju na genu koji kodira za a UA. UocCeno je takoder da
navedena mutacija znacajno povecava permeabilnost membrane $§to omogucava laksi ulazak
gentamicina u stanicu. Po uzoru na to, provedena su klini¢ka ispitivanja utjecaja acetazolamida
na sklonost bakterije antibiotiku za osam genetski razliCitih sojeva E. faecalis. Studija je

pokazala da acetazolamid u svim sojevima shizava MIC gentamicina povecavajuéi
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permeabilnost membrane. Ovi rezultati otvaraju nove mogucénosti kombiniranih terapija
antibiotika s inhibitorima UA.

Problematika koja se javlja implementacijom inhibitora UA u postupke lijeCenja rezistentnih
bakterija jest ta Sto in vivo, inhibitori UA nedovoljno su specificni. Buduci se velika vecina njih
razvija prenamjenom dosad poznatih lijekova, osim Sto inhibiraju bakterijske UA, inhibiraju i
ljudske. To sa sobom nosi nezeljene nuspojave, a takoder i utjeCe na efikasnost samog lijeka u
obrani protiv bakterija. Da bi neki od tih spojeva mogao proci pretklini¢ku fazu, mora se postici
dovoljno visoka specificnost prema bakterijskim UA. U prilog tome ide Cinjenica da su ugljicne
anhidraze sisavaca iskljucivo a klase, dok su kod bakterija, osim a, prisutni i ostali tipovi. Zbog
jako velikih strukturnih razlika izmedu o i B klasa, B klase vrlo vjerojatno imaju najveci
potencijal kao mete lijekova. Takoder problem s kojim se susre¢e ovo novo razvijeno polje jest
sve veCa incidencija alergija na derivate sulfonamida u opc¢oj populaciji. Zadnjih godina, u
ispitivanju su nestandardni inhibitori UA. Spojevi koji daju zadovoljavajuce rezultate su fenoli,
poliamini, kumarini, karboksilne kiseline i njihovi derivati'=3. Od standardnih inhibitora, osim
strukturno, razlikuju se po mehanizmu inhibicije, mnogi od njih veZu se neposredno uz aktivno

mjesto i blokiraju ulaz supstratima UA.

2.2. Bakterije rezistentne na antibiotike

Lista prioriteta patogenih bakterija koju je ove godine revidirala Svjetska zdravstvena
organizacija daje smjernice za daljnja istraZivanja novih antibiotika, tj. alternativa
antibioticima, no ugljicne anhidraze u izvjeStaju nisu spomenute. Prethodnim poglavljem
ustanovljena je vaznost inhibitora UA kao potencijalnih alternativa antibioticima, stoga e autor
ovim poglavljem nastojati dati pregled informacija dostupnih o vaznijim bakterijama s ovog

popisa.

U kriticnoj skupini bakterija WHO-ove liste prioriteta smjeSteni su Enterobacterales otporni na
karbapeneme, tj. Enterobacterales otporni na cefalosporine tre¢e generacije, Acinetobacter
baumannii i kasnijom revizijom, nadodane su bakterije vrste Mycobacterium tuberculosis
otporne na rifamicine. Strukture uglji¢nih anhidraza odredene su samo za A. baumannii (PDB
kod: 8GPM??, Slika 8) i M. tuberculosis (PDB kod: 1YM3%),
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Slika 10. Strukturay ugljicne anhidraze A. baumannii; ljubiCaste kuglice su ioni cinka u

aktivnom mjestu, sredidnja zelena kuglica je ion kalcija. PDB kod: 8GPM??

U skupinu Enterobacterales izmedu ostalog pripada E. coli koja je daleko najistrazivanija
bakterija na cijeloj listi. Poznato je iz prethodnih poglavlja da su vrseni in vivo pokusi inhibicije
UAE. coli.

Medu skupinom bakterija visokog prioriteta najvise se istiCu Staphylococcus aureus (otporan
na meticilin, engl. Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) i Enterococcus faecium
(otporan na vankomicin). Zanimljivo je da ni za jednu od tih bakterija strukture ugljicnih
anhidraza nisu dostupne u bazi, no poznato je iz prethodnog poglavlja da je Flahertyeva grupa®
provela in vivo eksperiment u kojem je UA E. faecium uspjeSno inhibirana derivatima
acetazolamida. Jedna grupa dobila je uspjeSne rezultate inhibicije za Sto se misli da su
inhibirane B iy UA S. aureus s viSe tipova inhibitora od kojih je najuspjesnije rezultate davao
antihistaminik famotidin, po strukturi sulfamid?4-24,

Od ostalih rezistentnih bakterije za vrstu P. aeruginosa u PDB bazi dostupne su strukture UA
za razliGite kristalne forme (PDB kodovi: 4RXY?°, 5JJ8%%), dok je za N. gonorrhoeae dostupno
sedam Kkristalnih struktura uglji¢ne anhidraze, medu kojima su strukture kompleksa enzima s
Cetiri razlicita inhibitora. Slikom 9 prikazana je kristalna struktura UA bakterijske vrste N.

gonorrhoeae u kompleksu s inhibitorom acetazolamidom.
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Slika 3. Struktura ugljicne anhidraze N. gonorrhoeae u kompleksu s acetazolamidom. Sivom

kuglicom prikazan je atom cinka, PDB kod: 8DPO?’

Provedeni su in vivo eksperimenti u kojima je pracen utjecaj acetazolamida i etoksizolamida na
rast N. gonorrhoeae?. Obje molekule smanjile su proliferaciju s time da se etoksizolamid

pokazao kao bolji inhibitor.
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§ 3. ZAKLJUCAK

Ugljicne anhidraze pokazale su svoju klju¢nu ulogu u zivotnom ciklusu bakterija, a posljedicno
i u njihovoj proliferaciji. Inhibitori UA, bilo sami ili u kombiniranoj terapiji s antibioticima
pokazuju potencijal kao u€inkoviti antimikrobni lijekovi. Inhibitori na bazi sulfonamida, poput
acetazolamida, daju pozitivne rezultate inhibicije bakterijskih UA Sto dovodi do smanjenja
bakterijske aktivnosti: umnozavanja bakterijskih kolonija, odnosno smanjenja njihove
virulentnosti u organizmu domacinu. Jo$ uvijek je po pitanju inhibitora UA provedeno premalo
istrazivanja in vivo, takoder izazovi ostaju u postizanju specifiCnosti inhibitora prema
bakterijskim UA u odnosu na ljudske sa svrhom povecanja uCinkovitost inhibitora i

izbjegavanja nezeljenih nuspojava u pacijenata.

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) u svojoj listi prioriteta patogenih bakterija ne
spominje ugljicne anhidraze kao metu potencijalnih terapija u borbi protiv rezistentnih
bakterija. Uzevsi u obzir rezultate koje daju ovi spojevi, Ciji pregled je dan ovim radom,
inhibitori UA trebali bi biti razmotreni u daljnjim istrazivanjima alternativa klasicnim
antibioticima. UkljuCivanje UA kao ciljeva u buduc¢im smjernicama moglo bi unaprijediti
istrazivanja i razvoj novih antimikrobnih strategija, pogotovo u kontekstu borbe protiv

bakterijske rezistencije.

Da bi doSlo do znacajnijih napredaka u navedenom polju, nuzno je podrobnije istraziti ulogu
ugljicnih anhidraza u bakterijskom metabolizmu. Takoder, pretrazivanje PDB baze upucuje na
¢injenicu da velik broj struktura za bakterije visokog prioriteta kao Sto su npr. S. aureus i E.
faecium nije rijeSen. RjeSavanje struktura omogucilo bi vecu specificnost pri izboru
potencijalnih inhibitora, dok bi dublje razumijevanje UA u vidu bakterijskog metabolizma dalo
bolji uvid pri selekciji bakterija na koje je ova metoda terapije uopée primjenjiva, odnosno hoce

li kod nekih vrsta terapiju biti potrebno modificirati.
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