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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania (-)-izomeru 3-hydroksy-3-butyloftalidu o wzo-
rze 2 przedstawionym na rysunku.

Metoda, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym do wy-
twarzania leku o dziataniu neuroprotekcyjnym.

Ftalidy sa metabolitami wtérnymi roslin z rodziny selerowatych (Leén A., Del-Angel M., Avila J.L.,
Delgado G. Phthalides: Distribution in Nature, Chemical Reactivity, Synthesis, and Biological Activity.
Progress in the Chemistry of Organic Natural Products 2017, 104, 127-246).

3-n-Butyloftalid wykazuje pozytywny wptyw na poprawe stanu pacjentéw po udarze niedokrwien-
nym médzgu (Jia J.; Wei C.; Liang J.; Zhou A.; Zuo X.; Song H.; Wu L.; Chen X.; Chen S.; Zhang J., Wu
J., Wang K., Chu L., Peng D., Lv P., Guo H., Niu X., Chen Y., Dong W., Han X., Fang B., Peng M., Li
D., JiaQ., Huang L. The Effects of DL-3-n-Butylphthalide in Patients with Vascular Cognitive Impairment
without Dementia Caused by Subcortical Ischemic Small Vessel Disease: A Multicentre, Randomized,
Double-Blind, Placebo-Controlled Trial. Alzheimer’s & Dementia, 2016, 12, 89-99). Stwierdzono, ze
3-n-butylidenoftalid ogranicza wzrost zmian nowotworowych (Kan W.L.T., Cho C.H.; Rudd, J.A;; Lin, G.
Study of the Anti-Proliferative Effects and Synergy of Phthalides from Angelica Sinensis on Colon Can-
cer Cells. Journal of Ethnopharmacology 2008, 120, 36—43; Tsai N.M., Chen Y.L., Lee C.C., Lin P.C,,
Cheng Y.L. Chang W.L., Lin S.Z., Harn H.J. The natural compound n-butylidenephthalide derived from
Angelica sinensis inhibits malignant brain tumor growth in vitro and in vivo. J. Neurochem 2006, 99,
1251-1262). Znana jest takze aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa ftalidow, miedzy innymi przeciw der-
matofitom oraz drozdzom z rodzaju Candida (Pannek J., Gach J., Boratynski F., Olejniczak T. Antimi-
crobial Activity of Extracts and Phthalides Occurring in Apiaceae Plants: Antimicrobial Activity of Phtha-
lides. Phytother. Res. 2018, 32, 1459-1487).

Znana jest metoda mikrobiologicznego wytwarzania 3-hydroksy-3-butyloftalidu poprzez transfor-
macje 3-n-butyloftalidu z uzyciem szczepu Cunninghamella blakesleana ATCC9244 (Diao X. i wsp. Me-
tabolism and Pharmacokinetics of 3-n-Butylphthalide (NBP) in Humans: The Role of Cytochrome P450s
and Alcohol Dehydrogenase in Biotransformation. Drug Metab. Dispos. 2013, 41, 430-444). Brak jest
doniesien literaturowych o otrzymywaniu (-)-izomeru 3-hydroksy-3-butyloftalidu metodami biotransfor-
macji poprzez hydratacje 3-n-butylidenoftalidu w hodowlach ptynnych.

Szczep Absidia cylindrospora AM 336 zostat wyizolowany z nawozu kroéliczego w marcu 1977 r.
Charakteryzuje sie obfita popielata watowata grzybnia, nie barwi podtoza. Szczep jest corocznie prze-
szczepiany i hodowany na pozywce maltozowej o pH=5,6 w temp. 27°C. Tempo wzrostu 72 h. Po ozna-
czeniu jako Absidia cylindrospora AM 336 przechowywany jest w temp. 8°C w kolekcji Katedry Chemii
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, ul. C.K Norwida 25, 50-375 Wroctaw.

Opisano jego zastosowanie do otrzymywania hydroksypochodnych halolaktonéw (Mazur M.
i wsp. Microbial Transformations of Halolactones with P-Menthane System. J. Biosci. Bioeng. 2015, 119,
1-5).

Istota wynalazku jest sposob otrzymania (-)-izomeru 3-hydroksy-3-butyloftalidu polegajacy na
tym, ze do podtoza typowego dla wzrostu grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep Absidia cylin-
drospora AM 336. Po uptywie co najmniej 5 dni, do hodowli dodaje sie racemiczny 3-n-butylidenoftalid
o0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszajacym sie z wodg. Transformacje
prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciagtym wstrzasaniu, przez co najmnie;
10 dni. Kolejno mieszanine zakwasza sie kwasem solnym do pH nie wyzszego niz 4.0, ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi
0,3mg:1mL.

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

Korzystnie gdy transformacje prowadzi sie przez 14 dni.

Korzystnie takze gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cienkowarstwowa chromatografie
w ukfadzie faz odwréconych z eluentem acetonitryl 1% kwas mréwkowy w stosunku objeto$ciowym
7:3.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania enzymoéw pochodzacych z komérek
szczepu Absidia cylindrospora AM 336, nastepuje addycja czgsteczki wody do wigzania podwdjnego
w fancuchu bocznym 3-n-butylidenoftalidu. Uzyskany w ten sposéb (-)-izomer 3-hydroksy-3-butyloftalidu
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wydzielany jest z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalni-
kiem organicznym niemieszajacym sie z woda (octan etylu). Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzyma-
nie (-)-izomeru 3-hydroksy-3-butyloftalidu, z wydajnoscia izolowana na poziomie 29,2% w temperaturze
pokojowej.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby Erlenmajera o pojemnosci 2000 cm?®, w ktdrej znajduje sie 500 cm? sterylne;
pozywki zawierajacej 5 g peptonu i 15 g glukozy, wprowadza sie szczep Absidia cylindrospora AM 336.
Po 5 dniach jego wzrostu dodaje sie 150 mg 3-n-butylidenoftalidu o wzorze 1, rozpuszczonego w 1 cm?
acetonu. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciagtym wstrzgsaniu przez 14 dni.
Nastepnie mieszanine poreakcyjna zakwasza sie 10% kwasem solnym do pH=4.0, ekstrahuje sie octa-
nem etylu, zebrang warstwe gorng osusza sie nad bezwodnym siarczanem magnezu, a nastepnie od-
parowuje sie rozpuszczalnik. Ekstrakt oczyszczany jest chromatograficznie, uzywajac jako eluentu mie-
szaniny acetonitrylu i 1% kwasu mrowkowego w stosunku objetosciowym 7 : 3.

Na tej drodze otrzymuije sie (-)-izomer 3-hydroksy-3-butyloftalidu z wydajnoscia izolowana rowng
29,2% ([0]?°0 = -2.4 (c = 1.0, CHCl3).

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi:

"H NMR: (400 MHz), & (ppm), (CDCls): 0,86 (t, 3H, H-11, J = 7,22 Hz), 1,14 (m, 1H, jeden z H-9), 1,30
(m, 2H, H-10), 1,38 (m, 1H, jeden z H-9), 2,07 (ddd, 1H, jeden z H-8, J = 14,0, 11,8, 4,5 Hz), 2,20 (m,
1H, jeden z H-8) 7,56 (m, 2H, H-4, H-6), 7,70 (t, 1H, H-5, J = 7,48 Hz), 7,81 (d, 1H, H-7, J = 7,52 Hz).
3C NMR (101 MHz), & (ppm, (CDCl3)): 13,9 (C-11), 22,6 (C-10), 25,5 (C-9), 38,7 (C-8), 107,9 (C-3),
122,4 (C-4), 125,6 (C-7), 126,9 (C-12), 130,7 (C-6), 134,8 (C-5), 149,0 (C-13), 168,9 (C-1).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania (-)-izomeru 3-hydroksy-3-butyloftalidu, znamienny tym, ze do podtoza
odpowiedniego dla wzrostu grzybdw strzepkowych wprowadza sie szczep Absidia cylindro-
spora AM 336, nastepnie po uptywie co najmniej 5 dni do hodowli wprowadza sie substrat,
ktorym jest racemiczny 3-n-butylidenoftalid o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku or-
ganicznym mieszajacym sie z woda, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30
stopni Celsjusza, przy ciagtym wstrzasaniu, przez co najmniej 10 dni, mieszanine zakwasza
sie kwasem solnym do pH nie wyzszego niz 4.0, po czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczal-
nikiem organicznym niemieszajacym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

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

3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni

Celsjusza.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 14 dni.

5. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cien-
kowarstwowg chromatografie w uktadzie faz odwréconych z eluentem acetonitryl : 1% kwas
mrowkowy w stosunku objetosciowym 7 : 3.
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