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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 8-O-/-D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawon i sposob
wytwarzania 8-O-/-D-4’-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawonu o wzorze 2, przedstawionym
na rysunku.

Zwigzek ten moze znalez¢ zastosowanie jako sktadnik $rodkéw farmaceutycznych.

Flawonoidy sg zwigzkami pochodzenia ro$linnego przyjmowanymi przez ludzi na co dzien wraz
z pozywieniem. Opisano wiele przyktadow prozdrowotnego dziatania tych zwigzkoéw: przeciwalergicz-
nego, przeciwzapalnego, czy przeciwnowotworowego. Coraz wiecej dowoddéw wykazuje wptyw zwigz-
kéw flawonoidowych na funkcjonowanie mézgu. Udowodniono, ze niektére flawonoidy majg zdolno$é
do wigzania sie z receptorami benzodiazepinowymi (J. Ai, K. Dekermendjian, X. Wang, M. Nielsen,
M.-R. Witt, Drug Development Research, 1997, 41, 99-106).

Kwas gamma-aminomastowy (GABA) jest gtbwnym hamujgcym neuroprzekaznikiem w mozgu
ssakéw. Benzodiazepiny, poprzez wigzanie sie z receptorami GABA, wykazujg dziatanie przeciwleko-
we, uspokajajgce i fagodzace napiecie miesniowe i sg wykorzystywane w farmaciji od lat szesédziesia-
tych XX wieku. Zwigzki te wykazujg jednak wiele dziatan niepozadanych: zaburzajg pamieé, powodujg
niezbomos$¢ ruchéw, nasilajg dziatanie alkoholu i barbituranéw, a takze zwiekszajg prawdopodobien-
stwo rozwoju uzaleznien (B. J. Hall, M. Chebib, J. R. Hanrahan, G. A.R. Johnston, European Journal
of Pharmacology, 2004, 491, 1-8).

Dlatego istotne jest poszukiwanie zwigzkéw pochodzenia naturalnego, ktére wykazywatyby
dziatanie zblizone do benzodiazepin, ale bytyby pozbawione wywotywanych przez nie skutkéw
ubocznych.

6-metyloflawon wykazuje zdolno$¢ uwrazliwiana receptorow GABAa na kwas gamma-amino-
mastowy. Udowodniono to m.in. w przypadku modyfikowanych zabich (Xenopus laevis) oocytow, ktére
wykazywaty ekspresje gendéw kodujgcych receptory kwasu gamma-aminomastowego (B. J. Hall,
M. Chebib, J. R. Hanrahan, G. A.R. Johnston, European Journal of Pharmacology, 2004, 491, 1-8).

Ai i wspotpracownicy zbadali zdolno$¢ oddziatywania 17 zwigzkéw flawonoidowych na recepto-
ry GABA. Sposrod przetestowanych zwigzkéw 6-metyloflawon byt najefektywniejszym inhibitorem dla
receptoréw GABAa/benzodiazepinowych w modelach ludzkich i szczurzych in vitro (J. Ai, K. Deker-
mendjian, X. Wang, M. Nielsen, M.-R. Witt, Drug Development Research, 1997, 41, 99-106).

Uwaza sie, ze glikozydy flawonidéw przed absorpcjg w uktadzie pokarmowym muszg zostaé
poddane hydrolizie przez mikroflore jelitowa do odpowiednich aglikonéw. Dowiedziono jednak, ze
czesciowa absorpcja potgczen cukrowych flawonoidéw réwniez jest mozliwa.

Flawonoidy w ro$linach wystepuja wytacznie w potgczeniu z jednostkami cukrowymi. Glikozylacja
skutkuje wzrostem rozpuszczalnosci i stabilnosci czasteczki. Wiekszo$¢ wykorzystywanych obecnie
farmaceutykéw zawierajgcych zwigzki flawonoidowe wykorzystuje glikozydy, np. rutyna (3-O-rutynozyd
kwercetyny) sprzedawana w formie tabletek czy pueraryna (8-C-glukozyd daidzeiny) podawana przez
iniekcje (J. Xiao, T.S. Muzashvili, M.l. Georgiev, Biotechnology Advances, 2014, 32, 1145-1156).

W ostatnich latach w leczeniu i prewencji chordb coraz wieksze znaczenie zyskujg zwigzki po-
chodzenia naturalnego i ich odpowiedniki uzyskane na drodze biotransformaciji. Dlatego istotne jest
poszukiwanie nowych sposobéw wytwarzania zwigzkéw aktywnych biologicznie, ktére mogg by¢ wy-
korzystane w przemysle farmaceutycznym, ale tez kosmetycznym i spozywczym.

W dostepnej literaturze brak jest doniesien na temat chemicznej syntezy oraz otrzymywania na
drodze biotransformaciji 8-O-#D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawonu.

Z opisu zgtoszenia wynalazku P.416996 znany jest szczep Isaria fumosorosea KCh J2.

Istota wynalazku polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych
wprowadza sie szczep /saria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli
wprowadza sie substrat, ktérym jest 6-metyloflawon o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku
organicznym mieszajgcym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni
Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu co najmniej 96 godzin. Kolejno produkt ekstrahuje sie rozpusz-
czalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

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

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 168 godzin.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komodrkach szczepu /Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje przylaczenie 4-metoksy-/-D-glukozy
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przy C-8. Uzyskany w ten spos6b produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym
sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z woda (octan etylu).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 8-O-/-D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metylofla-
wonu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposéb przyjazny dla
Srodowiska, uzyskanie zwigzkéw o wyzszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte substraty
(E. Kostrzewa-Sustow, J. Dmochowska-Gtadysz, J. Oszmianski, Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 2007, 49 (1-4), 113-117, W. A. Loughlin, Bioresource Technology, 2000, 74, 49-62).

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby Erlenmajera o pojemno$ci 2000 cm3, w ktérej znajduje sie 500 cm? ste-
rylnej pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza sie szczep /saria fumosorosea
KCH J2 ujawniony w zgtoszeniu patentowym o numerze P.416996. Po 96 godzinach jego wzrostu
dodaje sie 50 mg 6-metyloflawonu o wzorze 1, rozpuszczonego w 1 cm? tetrahydrofuranu. Transfor-
macje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu przez 7 dni. Nastepnie mie-
szanine poreakcyjng ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu, osusza bezwodnym siarczanem ma-
gnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc
jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku 9:1.

Na tej drodze otrzymuje sie 6 mg 8-O-/D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawonu (wydaj-
nos¢ 6,6%). Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatéw pochodzgcych z widma 'H NMR (600 MHz, Aceton-de): 3 = 8,23 ppm (2H, d,
J 365 = 7,0 Hz, H-2', H-6%), 3 = 7,63 ppm (3H, m, H-3’, H-4’, H-5’), 6 = 7,58 ppm (1H, s, H-5),
5 =17,52 ppm (1H, s, H-7), 3 = 6,90 ppm (1H, s, H-3), 3 = 5,23 ppm (1H, d, J = 6,5 Hz, H-17"),
5 = 3,89 ppm (1H, br d, J = 11,9 Hz, H-6"a), 8 = 3,76 ppm (1H, dd, J = 11,7 Hz, 4,5 Hz, H-6"b),
d = 3,72 ppm (2H, m, H-2", H-3"), 8 = 3,62 ppm (1H, s, C-4"- OCHgs), 8 = 3,57 ppm (1H, m, H-5"),
3=23,32 ppm (1H, m, H-4"), 3 = 2,46 ppm (1H, s, C6-CHs).

Zastrzezenia patentowe

8-O-/-D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawon o wzorze 2.

. Sposéb wytwarzania 8-0O-/-D-4"-metoksyglukopiranozylo-6-metyloflawonu, znamienny tym,
ze do podioza odpowiedniego dla grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep Isaria fu-
mosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie
substrat, ktérym jest 6-metyloflawon o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicz-
nym mieszajgcym sie z wodg, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni
Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

3. Sposbéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-

jetosci hodowli wynosi 0,1 mg : 1 mL.
4. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.
5. Sposéb wedtug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez
168 godzin.

N =



PL 234 608 B1

Rysunki

S 10ZM

2fH

.

2l HOY easolosouwin eues)




