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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
chroman o wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposéb wytwarzania 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-
-O-metyloglukopiranozylo)-chromanu.

2-fenylo-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chroman moze znalez¢ zastoso-
wanie jako zwiazek kontrolujacy wzrost bakterii opornych na antybiotyki, przeciwnowotworowy oraz
przeciwwirusowy 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-
skuja zwiazki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uznawane za naturalne, ktére uzyskano
na drodze przeksztatcen mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wy-
twarzania zwigzkow aktywnych biologicznie na drodze biotransformacji, uzytecznych dla przemystu far-
maceutycznego, kosmetycznego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-
-O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chromanu.

Istota wynalazku jest 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chroman.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybdw strzepkowych wprowa-
dza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktorym jest 6-metylo-8-nitroflawanon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mie-
szajacym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy
ciagtym wytrzgsaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem
organicznym nie mieszajacym sie z woda oraz oczyszcza chromatograficznie. 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-
-4-0O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chroman znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci
w czwartym pasdmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi
0,1mg:1cm3.

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

Dodatkowo, korzystnie takze jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 9 dni.

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

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w ko-
morkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje redukcja grupy karbonylowej i przytaczenie
4-metoksy-p-D-glukozy przy C-4. Uzyskany w ten sposob produkt wydziela sie z wodnej kultury mikro-
organizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie
z woda.

Zasadnicza zaletg wynalazku jest otrzymanie 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-O-metyloglu-
kopiranozylo)-chromanu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystu-
jac mikroorganizm niebedacy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposob przyjazny dla
srodowiska, uzyskanie zwiazkéw 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?, w ktorej znajduje sie 500 cm? steryinej
pozywki zawierajacej 10 g aminobaku i 30 g sacharozy 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? dimetylosulfotienku. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciagtym
wstrzgsaniu przez 9 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, czwartym pasmie od linii
startu.
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Na tej drodze otrzymuje sie 4,3 mg 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-p-D-(4"-O-metyloglukopirano-
zylo)-chromanu (wydajnos¢ 5,3%) oraz pozostatosc, w skiad, ktorej wchodzi 6-metyleno-O-4-D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol.

Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >87%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatow pochodzacych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-ds)

Sygnaty pochodzgce od szkieletu | Sygnaty pochodzace od jednostki
flawonoidowego cukrowej
d [ppm] J [HZ] H 3 [ppm] J [HZ] H
555 (dd) [12,1;2,0 2 4,50 (d) 7,7 1”
2,15 (m) 3eq 3,30 (ddd) | 9,0; 8,0;|2

3,8
2,60 (dt) |14,4;2,5 3ax 3,50 (dd) [8,9;3.8 |3
5,06 (t) 2,9 4 3,12(dd) |9,6;9,0 4
7,69 (d) 1,6 5 3,36 (ddd) | 9,8; 5,6;|5"

2,1
759 () |21 7 3,72(dt) [11,7;6,0 [6

3,91 (ddd) | 11,4; 5,6;

2,1
7,55 (d) 7,2 2,6 3,54 (s) 4"-0O-CHs
7,42 (t) 7,6 3,5 3,86 (m) 6"-OH
7,35 (m) 4 4,25 (d) 3,9 3"-OH
2,37 (s) 6-CHs 4,43 (d) 3,9 2-OH

Wykonane badania modelowania aktywnosci 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-O-4-D-(4"-O-metylogluko-
piranozylo)-chromanu przy uzyciu platformy PASS online wykazaty, ze zwigzek moze by¢ inhibitorem
glicerofosfotransferazy CDP-glicerol z wysokim prawdopodobienstwem 90,6%. Glicerofosfotransferaza
CDP-glicerol odpowiada za polimeryzacje gtéwnego tancucha kwasu tejchojowego zwigzanego ze
Sciang komoérkowa bakterii gram-dodatnich. Kwas tejchojowy jest wazny w patogenezie i odgrywa klu-
czowa role w opornosci bakterii na antybiotyki (Brown, S., Santa Maria Jr, J. P., & Walker, S. (2013).
Wall teichoic acids of gram-positive bacteria. Annual review of microbiology, 67, 313-336). Garcia
i wspotpracownicy wykazali, ze 3'-metoksy-4'-hydroksy-3-nitrochalkon wykazywat dziatanie przeciwbak-
teryjne przeciwko wieloopornym szczepom Staphylococcus aureus 10 i Escherichia coli 06, gdy byt
powiazany odpowiednio z antybiotykami cyprofloksacyng i gentamycyna, co wskazuje, ze zwigzek ten
moze przyczynia¢ sie do kontroli opornosci przeciwbakteryjnej (Garcia, T. R., de Freitas, T. S., dos
Santos, H. S., Bandeira, P. N., Julido, M. S.S., Rocha, J. E., Nogueira, C. E.S., Pereira, R. L.S., Barreto,
A. C.H., Freire, P. T.C., Coutinho, H. D.M., Teixeira, A. M.R. (2020). Structural, vibrational and electro-
chemical analysis and antibiotic activity study of chalcone (2E)-1-(3',-methoxy-4',-hydroxyphenyl)-3-(3-
-nitrophenyl)prop-2-en-1-one. Journal of Molecular Structure, 1216, 128358.)

Maghal i wspotpracownicy potwierdzili, ze grupa nitrowa i siarkowa zwiekszaja wtasciwosci prze-
ciwbakteryjne co za tym idzie, dziataja 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-thioflavones and 4-iminoflavones.
Bioorganic & medicinal chemistry, 14(14), 4704-4711.)
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W badaniach in silico wykazano, ze z prawdopodobienstwem 77,9% 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-
-O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chroman jest substratem CYP2H, nalezacego do rodziny cyto-
chromu P450. Enzymy cytochromu P450 sa szeroko zaangazowane w procesy fizjologiczne i toksyko-
logiczne, takie jak metabolizm czasteczek endogennych i egzogennych oraz reakcje obronne organi-
zmu. Dowiedziono, ze CYP2H wystepujacy u ptakdéw jest ortologiczny do ludzkiego CYP2C62P. Co
wiecej enzymy z rodziny CYP2 moga dziata¢ jako 25-hydroksylaza witaminy D2 i D3 (CYP2R1), z kolei
CYP2U1 dziata w hydroksylacji kwasu arachidonowego i dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych,
sugerujac ich wazna i znaczaca role w procesach fizjologicznych (Kubota, A., Stegeman, J. J., Gold-
stone, J. V., Nelson, D. R., Kim, E. Y., Tanabe, S., & lwata, H. (2011). Cytochrome P450 CYP2 genes
in the common cormorant: Evolutionary relationships with 130 diapsid CYP2 clan sequences and che-
mical effects on their expression. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Phar-
macology, 153(3), 280-289).

Badania in silico wykazaty réwniez, Ze zwiazek moze posiada¢ wtadciwosci przeciwnowotworowe
z prawdopodobienstwem 81,7%. Nowotwor jest uwazany za chorobe zwiazana z przewlektym stanem
zapalnym. Jednym z mechanizméw zwalczania stanu zapalnego i proliferacji komorek nowotworowych
przez flawonoidy jest stymulacja szlaku Nrf2, ktéry odgrywa kluczowa role w zapewnianiu odpornosci
na stres oksydacyjny i stany zapalne poprzez hamowanie NF-kB. (Forni, C., Rossi, M., Borromeo, |., Fe-
riotto, G., Platamone, G., Tabolacci, C., ... & Beninati, S. (2021). Flavonoids: A Myth or a Reality for
Cancer Therapy?. Molecules, 26(12), 3583). W badaniach nad (2S)-8-formylo-5-hydroksy-7-metoksy-
-6-metyloflawanonem Ye i wspotpracownicy wykazali wiasciwosci antykancerogenne zwiazku prze-
ciwko ludzkim liniom komorek nowotworowym: SMMC-7721,8898, K562, HelLa i 95-D (Ye, C. L, Liu, Y.,
& Wei, D. Z. (2007). Antioxidant and anticancer activity of 3'-formyl-4',6’-dihydroxy-2'-methoxy-5-met-
hylchalcone and (2S)-8-formyl-5-hydroxy-7-methoxy-6-methylflavanone. Journal of pharmacy and phar-
macology, 59(4), 553-559).

Badania aktywnosci 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chromanu
wykazaty, ze z prawdopodobienstwem 70,6% moze by¢ stosowany jako srodek przeciwwirusowy np.
przeciwko grypie. Ai-Lin Liu i wspotpracownicy przeprowadzili test redukcji CPE (efektu cytopatycznego)
indukowanego wirusem grypy A/Jinan/15/90 (H3N2) w komorkach nerki psow Madina-Darby'ego
(MDCK). Wykazali, ze apigenina, dinatyna, luteolina i 2-((E)-4-hydroksyfenylideno)-6-hydroksy-2,3-
-dihydrobenzofuran-3-on nalezace do zwiazkéw flawonoidowych wykazaty znaczaca aktywnos¢ prze-
ciw wirusowi grypy z IC50 od 4,74 uM do 24,70 uM (Liu, A. L, Wang, H. D., Lee, S. M., Wang, Y. T., &
Du, G. H. (2008). Structure-activity relationship of flavonoids as influenza virus neuraminidase inhibitors
and their in vitro anti-viral activities. Bioorganic & medicinal chemistry, 16(15), 7141-7147).

Metylacja flawonoidoéw poprzez ich wolne grupy hydroksylowe lub atom C radykalnie zwieksza
ich stabilno$¢ metaboliczng i usprawnia transport btonowy, prowadzac do fatwiejszego wchtaniania
i znacznie zwiekszonej biodostepnosci po podaniu doustnym. Na przyktad 7-O-metyloapigenina ma
dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne i jest zmiataczem wolnych rodnikéw. Réwniez 4'-metylo-
farrerol dziata przeciwnowotworowo przeciwko komorkom HL60, KB, Bel7402 oraz cytotoksycznie prze-
ciwko liniom komorkowym HL-60 i SMMC-7721 (Koirala, N., Thuan, N. H., Ghimire, G. P., Van Thang,
D., & Sohng, J. K. (2016). Methylation of flavonoids: Chemical structures, bioactivities, progress and
perspectives for biotechnological production. Enzyme and microbial technology, 86, 103—-116.).

Zastrzezenia patentowe

1. 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-f--D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-chroman o wzorze 2.

2. Sposob wytwarzania 2-fenylo-6-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-chro-
manu znamienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybdw strzepkowych wprowadza
sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do ho-
dowli wprowadza sie substrat, ktorym jest 6-metylo-8-nitroflawanon o wzorze 1, rozpuszczony
w rozpuszczalniku organicznym mieszajacym sie z woda, transformacje prowadzi sie w tem-
peraturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciagtym wstrzasaniu, co najmniej 96 godzin, po
czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z woda
i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 2-fenylo-3-metylo-8-nitro-4-O-4-D-(4"-O-metylo-
glukopiranozylo)-chroman o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci w czwar-
tym pasmie od linii startu.
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. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze stosunek masy dodawanego substratu do ob-

jetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?3.

Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.

Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 9 dni.
Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cien-

kowarstwowa chromatografie preparatywna w ukfadzie eluujacym chloroform:metanol w sto-
sunku objetosciowym 9:1.

Rysunek

wzor 2

isaria fumosorosea KCH J2

wzor 1




