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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 6-metyleno-O-5-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol
0 wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposéb wytwarzania 6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metylogluko-
piranozylo)-8-nitroflawan-4-olu.

6-Metyleno-O-5-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol moze znalezé zastosowanie
jako preparat chemoprewencyjny, hepatoprotekcyjny, bakteriostatyczny czy substancja zapobiegajgca
peroksydac;ji lipidow w preparatach farmaceutycznych.

Znany jest szczep Isaria fumosorosea KCH J2 ujawniony w zgtoszeniu patentowym o numerze
P.416996.

W ostatnich latach, w leczeniu réznych choréb i ich zapobieganiu, coraz wieksze znaczenie zy-
skujg zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uznawane za naturalne, ktére uzyskano
na drodze przeksztatcen mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wy-
twarzania zwigzkéw aktywnych biologicznie na drodze biotransformacji, uzytecznych dla przemystu far-
maceutycznego, kosmetycznego i spozywczego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 6-metyleno-O-3-D-(4"-O-me-
tyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu.

Istotg wynalazku jest 6-metyleno-O-5-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybdéw strzepkowych wprowa-
dza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktéorym jest 6-metylo-8-nitroflawanon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mie-
szajgcym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy
ciggtym wstrzgsaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem
organicznym niemieszajgcym sie z wodg oraz oczyszcza chromatograficznie. 6-metyleno-O-4-D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pa-
Smie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?.

Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni Celsjusza.

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 10 dni.

Korzystnie réwniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cienkowarstwowg
chromatografie preparatywng w uktadzie eluujgcym z chloroformem i metanolem w stosunku obje-
tosciowym 9:1.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w ko-
morkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje redukcja grupy karbonylowej do grupy hydrok-
sylowej przy C-4 oraz przytgczenie 4-metoksy-/-D-glukozy do grupy CHs przy C-6. Uzyskany w ten
sposéb produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z woda.

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-
-nitroflawan-4-olu w temperaturze pokojowe;j i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystujgc mi-
kroorganizm niebedgcy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposéb przyjazny dla
Srodowiska, uzyskanie zwigzkdéw o wiekszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte sub-
straty.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby stozkowej o pojemnosci 2000 cm?3, w ktorej znajduje sie 500 cm? sterylnej
pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH
J2. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 50 mg 6-metylo-8-nitroflawanonu o wzorze 1, rozpuszczo-
nego w 1 cm? dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym
wstrzasaniu przez 10 dni. Nastepnie mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie dwukrotnie octanem etylu,
osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza
sie chromatograficznie z zastosowaniem jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku
objetosciowym 9:1. Produkt znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pasmie od linii
startu.
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Na tej drodze otrzymuje sie 12,5 mg 6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitrofla-
wan-4-olu o0 wzorze(wydajnosé 14,8%) oraz pozostato$é, w skiad, ktérej wchodzi 6-metylo-8-nitro-4-O-
[D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)flawanon.

Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >87%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatow pochodzgcych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-de)

Sygnaty pochodzace od szkieletu | Sygnaty pochodzace od jednostki
flawonoidowego cukrowej
5[ppm] | J[Hz] H 5(ppm] | J[HZ] H
5,49 (dd) | 11,8; 21 2 4,41 (d) 7,8 17
2,37 (m) 3ax 3,28 (m) 2" 5
2,20 (ddd) [ 11,7; 7,6; | 3eq 351(d) |90 3
20
4,90 (s) 4-H 3,10 (m) 4
4,99 (s) 4-OH 3,83 (d) 11,6 6"
3,66 (m)
7,87 (d) 2,1 5 429 (s) C2"-OH
7,71 (d) 2,0 7 3,73 (m) C6"-OH
7,54 (d) 1,6 2 3,53 (s) C4’-0O-
CHs
7,43 (m) 3,5 4,90 (d) 12,1 C6-CHe-
468(d) |12,1 0
7,36 (M) 4
7,53 (d) 0,6 6’

Modelowanie aktywno$ci biologicznych przy uzyciu programu PASS online, wykazato ze zwigzek
6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawanon-4-ol z najwyzszym prawdopodobien-
stwem 86,9% moze byc¢ inhibitorem glicerofosfotransferazy CDP-glycerol. Enzym ten odpowiada za
tworzenie kwasow tejchojowych (TA) w Scianie komdrkowej bakterii gram dodatnich. Kwasy tejchojowe
wigzg kationy metali jedno- i dwuwarto$ciowych. Sieci kationdw skoordynowanych przez TA wptywajg
na ogolng strukture polimerdw, a to z kolei wptywa na porowatos$¢ i sztywnos$¢ otoczki komorki. Sugeruje
sie, ze kwasy tejchojowe sg wazne dla homeostazy kationéw w organizmach gram-dodatnich. Inhibicja
glicerofosfotransferazy CDP-glicerol uniemozliwia prawidtowe tworzenie kwaséw tejchojowych. Brak
kwasow tejchojowych moze zaktéci¢ prawidtowe funkcjonowanie bakterii gram dodatnich (Swoboda, J.
G., Campbell, J., Meredith, T. C., & Walker, S. (2010). Wall teichoic acid function, biosynthesis, and
inhibition. Chembiochem, 11(1), 35-45.). Dzieki temu 6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
-8-nitroflawon-4-ol moze posiadaé wtasciwosci bakteriobéjcze wobec patogendw.

Wedtug symulacji in silico wykazano, ze z prawdopodobieristwem 65,7% 6-metyleno-O-
--D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawon-4-ol moze by¢ stosowany jako zwigzek chemoprewen-
cyjny. Chemoprewencja polega na stosowaniu naturalnych lub syntetycznych zwigzkéw chemicznych,
ktére mogg chroni¢ przed nowotworami. Dzieki temu zwigzek moze posiadaé szereg aktywnosci anty-
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kancerogennych sktadajacych sie na profilaktyke (chemoprewencje), miedzy innymi: wiasciwosci prze-
ciwzapalne, inhibicja angiogenezy, inhibicja wzrostu oraz indukcja apoptozy komérek rakowych, czy
zmiatacz wolnych rodnikéw (ROS) (Forni, C., Rossi, M., Borromeo, I., Feriotto, G., Platamone, G., Ta-
bolacci, C., ... & Beninati, S. (2021). Flavonoids: A Myth or a Reality for Cancer Therapy?. Molecules,
26(12), 3583.).

Wykazano takze, ze z prawdopodobiefAstwem 68,7% zwigzek moze byé stosowany jako substan-
cja hepatoprotekcyjna. Yoshikawa i wspdtpracownicy wyizolowali z metanolowego ekstraktu z Anasta-
tica hierochuntica L Anastatyne A i Anastatyne B. Wykazali, ze te zwigzki flawonoidowe majg dziatanie
hepatoprotekcyjne na cytotoksyczno$é indukowang przez D-galaktozamine w pierwotnie hodowanych
mysich hepatocytach, a ich aktywno$¢ byta silniejsza w poréwnaniu z pokrewnymi flawonoidami i han-
dlowg sylibing — znang i stosowang komercyjnie substancjg hepatoprotekcyjng (Adewusi, E. A., & Afo-
layan, A. J. (2010). A review of natural products with hepatoprotective activity. Journal of Medicinal
Plants Research, 4(13), 1318-1334.).

Badania in silico wykazaty réwniez, ze zwigzek moze by¢ inhibitorem peroksydaciji lipidéw (praw-
dopodobienstwo 62,9%). Peroksydacja lipidéw btonowych znaczgco zmienia fizyczne wtasciwosci dwu-
warstw lipidowych. Udziat peroksydaciji lipidéw oraz og6lnego stresu oksydacyjnego ma ogromny wptyw
na rozwdj choroby Alzheimera. Alzheimer jest postepujacg chorobg neurodegeneracyjng charakteryzu-
jacg sie pozakomdérkowg akumulacjg amyloidu-p (Ap) oraz wewngtrzkomorkowg akumulacjg splatkow
neurofibrylarnych sktadajacych sie z biatka tau. Wiadomo, ze wstawienie A3 do bton komérkowych ge-
neruje nadtlenek wodoru oraz nadtlenki lipidéw i produkty degradaciji, takie jak MDA. Inhibicja peroksy-
dacji lipidow, moze stanowié jedng z metod leczenia choroby Alzheimera (Gaschler, M. M., & Stockwell,
B. R. (2017). Lipid peroxidation in cell death. Biochemical and biophysical research communications,
482(3), 419-425.).

Odnosnie grupy nitrowej przedmiotowego 6-metyleno-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-ni-
troflawanon-4-olu, badania Mughal i wspdtpracownikéw potwierdzity, ze grupa nitrowa albo siarkowa
zwieksza wtasciwosSci przeciwbakteryjne, co za tym idzie, dziata negatywnie na wzrost E. coli,
S. flexneri, P. aeruginosa and S. typhi. (Mughal, E. U., Ayaz, M., Hussain, Z., Hasan, A., Sadiq, A., Riaz,
M., ... & Choudhary, M. I. (2006). Synthesis and antibacterial activity of substituted flavones, 4-thioflavo-
nes and 4-iminoflavones. Bioorganic & medicinal chemistry, 14(14), 4704—4711.)

Zastrzezenia patentowe

1. 6-metyleno-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawanon-4-ol o wzorze 2.

2. Sposdb wytwarzania 6-metyleno-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawanon-4-olu
znamienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowadza sie
szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli
wprowadza sie substrat, ktéorym jest 6-metylo-8-nitroflawanon o wzorze 1, rozpuszczony
w rozpuszczalniku organicznym mieszajacym sie z wodg, transformacje prowadzi sie w tem-
peraturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 96 godzin, po
czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajagcym sie z woda
i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 6-metyleno-O-5-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
-8-nitroflawan-4-ol o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pa-
$mie od linii startu.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?3.

4. Sposbéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze proces prowadzi sie¢ w temperaturze 25 stopni

Celsjusza.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 10 dni.

6. Sposdb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cien-
kowarstwowg chromatografie preparatywng w uktadzie eluujgcym chloroform:metanol w sto-
sunku objetoSciowym 9:1.

o



PL 246028 B1

Rysunek

Z JoZm




