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(71) Zgtaszajacy: (72) Twoérca(-y):
UNIWERSYTET PRZYRODNICZY MARTYNA KRZYWDA, Kalisz, PL
WE WROCLAWIU, Wroctaw, PL EDYTA KOSTRZEWA-SUSLOW, Wroctaw, PL
MONIKA DYMARSKA, Wroctaw, PL
TOMASZ JANECZKO, Wroctaw, PL
(74) Petnomocnik:
Anna Kasperowicz, Wroctaw, PL
(54) Tytuk:
6-Metyleno-0-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol i sposob wytwarzania
6-metyleno-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu
(567) Skrét opisu:

Przedmiotem zgtoszenia jest 6-Metyleno-O-f-
-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-
-4-ol o wzorze 2. Zgtoszenie obejmuje takze
spos6éb wytwarzania 6-metyleno-O-3-D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu, kto-
ry charakteryzuje sie tym, ze do podtoza od-
powiedniego dla grzybow strzepkowych wpro-
wadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2,
nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin
do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest
6-metylo-8-nitroflawanon o wzorze 1, rozpusz-
czony w rozpuszczalniku organicznym miesza-
jacym sie z wodga, transformacje prowadzi sie
w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza,
przy ciggtym wstrzasaniu, co najmniej 96 go-
dzin, po czym produkt ekstrahuje sie rozpusz-
czalnikiem organicznym niemieszajgcym sie
zwodg i oczyszcza chromatograficznie, przy
czym 6-metyleno-O-3-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-8-nitroflawan-4-ol o wzorze 2 znajduje
sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim
pasmie od linii startu.
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6-Metyleno-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol
i sSposob wytwarzania

6-metyleno-0O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu

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

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposdb wytwarzania
6-metyleno-0O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu.

6-Metyleno-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol
moze znalezé zastosowanie jako preparat chemoprewencyjny,
hepatoprotekcyjny, bakteriostatyczny czy substancja zapobiegajgca
peroksydaciji lipidéw w preparatach farmaceutycznych.

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

W ostatnich latach, w leczeniu réznych chorob i ich zapobieganiu,
coraz wieksze znaczenie zyskujg zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich
odpowiedniki uznawane za naturalne, ktére uzyskano na drodze
przeksztatcern mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie
nowych metod wytwarzania zwigzkow aktywnych biologicznie na drodze
biotransformacji, uzytecznych dla przemystu farmaceutycznego,

kosmetycznego i spozywczego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania

6-metyleno-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu.

2/10



PL 440865 A1

Istotg wynalazku jest 6-metyleno-O-B3-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol.

Istota sposobu 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,
ktorym jest 6-metylo-8-nitroflawanon, rozpuszczony w rozpuszczalniku
organicznym mieszajgcym 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-B3-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-
nitroflawan-4-ol znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim
pasmie 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 rowniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie
wykorzystujac cienkowarstwowa chromatografie preparatywng w uktadzie

eluujgcym z chloroformem i metanolem w stosunku objetosciowym 9:1.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu
enzymatycznego zawartego w komorkach szczepu /saria fumosorosea
KCH J2, nastepuje redukcja grupy karbonylowej do grupy hydroksylowe;j
przy C-4 oraz przytgczenie 4-metoksy-B-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-B-D-(4"-
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O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu w temperaturze pokojowej
i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystujgc mikroorganizm
niebedacy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej,
umozliwia, w sposéb przyjazny dla srodowiska, uzyskanie zwigzkdw

o wiekszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte substraty.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby stozkowej o pojemnos$ci 2000 cm?, w ktorej znajduje sie
500 cm? sterylnej pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy,
wprowadza sie szczep /saria fumosorosea KCH J2. Po 72 godzinach jego
wzrostu dodaje sie 50 mg 6-metylo-8-nitroflawanonu o wzorze 1,
rozpuszczonego w 1 cm? dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie
w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu przez 10 dni. Nastepnie
mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie dwukrotnie octanem etylu, osusza
bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany
ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie z zastosowaniem jako eluentu
mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 9:1. Produkt
znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pasmie od linii
startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 12,5 mg 6-metyleno-O-8-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu o wzorze(wydajno$¢ 14,8%)
oraz pozostatosc, w skiad, ktorej wchodzi 6-metylo-8-nitro-4-O-3-D-(4-O-
metyloglukopiranozylo)-flawanon.

Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >87%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatéw pochodzgcych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-ds)
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Sygnaty pochodzace od szkieletu | Sygnaty pochodzgce od jednostki
flawonoidowego cukrowej
S [ppm] J [HZ] H 8 [ppm] J [HZ] H
549 (dd) |11,8;21 2 4,41 (d) 7,8 1”
2,37 (m) 3ax 3,28 (m) 2’5
2,20 (ddd) | 11,7; 7,6; | 3eq 3,51 (d) 9,0 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 4,29 (s) C2’-OH
7,71 (d) 20 7 3,73 (m) Ce-OH
7,54 (d) 1,6 2 3,53 (s) C4’-0-
CHs
7,43 (m) 3,5 4,90 (d) 12,1 C6-CHz-
4,68 (d) 12,1 0]
7,36 (M) 4
7,53 (d) 0,6 6’

Modelowanie aktywnosci biologicznych przy uzyciu programu PASS

online, wykazato ze zwigzek 6-metyleno-O-B-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol z najwyzszym
prawdopodobieristwem 86,9% moze byc inhibitorem

glicerofosfotransferazy CDP-glycerol. Enzym ten odpowiada za tworzenie
kwaséw tejchojowych (TA) w $cianie komdrkowej bakterii gram dodatnich.
Kwasy tejchojowe wigzg kationy metali jedno- i dwuwartosciowych. Sieci
kationdbw skoordynowanych przez TA wptywaja na o0golng strukture
polimeréw, a to z kolei wptywa na porowato$¢ i sztywnosé otoczki
komorki. Sugeruje sie, ze kwasy tejchojowe sg wazne dla homeostazy

kationdw w organizmach gram-dodatnich. Inhibicja glicerofosfotransferazy
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CDP-glicerol uniemozliwia prawidiowe tworzenie kwasow tejchojowych.
Brak kwasow tejchojowych moze zakidci¢ prawidtowe funkjonowanie
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-B-D-
(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol moze posiadac
wiasciwosci bakteriobdjcze wobec patogendw.

Wedtug symulacji in silico wykazano, ze z prawdopodobienstwem
65,7% 6-metyleno-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol
moze by¢ stosowany jako zwigzek chemoprewencyjny. Chemoprewencja
polega na stosowaniu naturalnych Ilub syntetycznych zwigzkdw
chemicznych, ktére mogg chronic¢ przed nowotworami. Dzieki temu zwigzek
moze posiadac szereg aktywnosci antykancerogennych sktadajgcych sie
na profilaktyke (chemoprewencje), miedzy innymi: wlasciwosci
przeciwzapalne, inhibicja angiogenezy, inhibicja wzrostu oraz indukcja
apoptozy komorek rakowych, czy zmiatacz wolnych rodnikéw (ROS) (Forni,
C., Rossi, M., Borromeo, |., Feriotto, G., Platamone, G., Tabolacci, C., ... &
Beninati, S. (2021). Flavonoids: A Myth or a Reality for Cancer
Therapy?. Molecules, 26(12), 3583.).

Wykazano takze, ze z prawdopodobienstwem 68,7% zwigzek moze
by¢ stosowany jako substancja hepatoprotekcyjna. Yoshikawa
i wspodtracownicy wyizolowali z metanolowego ekstraktu z Anastatica
hierochuntica L Anastatyne A i Anastatyne B. Wykazali, ze te zwigzki
flawonoidowe majg dziatanie hepatoprotekcyjne na cytotoksycznosé
indukowang przez D-galaktozamine w pierwotnie hodowanych mysich
hepatocytach, a ich aktywnos$c¢ byta silniejsza w poréwnaniu z pokrewnymi
flawonoidami i handlowg sylibing — znang i stosowang komercyjnie
substancjg hepatoprotekcyjng (Adewusi, E. A., & Afolayan, 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
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peroksydaciji lipidow (prawdopodobienstwo 62,9%). Peroksydacja lipidéw
btonowych znaczgco zmienia fizyczne wtasciwosci dwuwarstw lipidowych.
Udziat peroksydacji lipidow oraz ogoélnego stresu oksydacyjnego ma
ogromny wptyw na rozwoj choroby Alzheimera. Alzheimer jest postepujgca
chorobg neurodegeneracyjng charakteryzujgcg sie pozakomoérkowg
akumulacjg amyloidu-B (AB) oraz wewnatrzkomoérkowg akumulacjg
splatkéw neurofibrylarnych sktadajgcych sie z biatka tau. Wiadomo, ze
wstawienie AR do bton komorkowych generuje nadtlenek wodoru oraz
nadtlenki lipiddw i produkty degradaciji, takie jak MDA. Inhibicja peroksydacji
lipiddbw, moze stanowi¢ 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-3-D-(4”-O-
metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu, badania Mughal i
wspotpracownikdw potwierdzity, ze grupa nitrowa albo siarkowa zwieksza
wiasciwosci 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-thioflavones
and 4-iminoflavones. Bioorganic & medicinal chemistry, 14(14), 4704-
4711.)
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Zastrzezenia patentowe

6-Metyleno-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-ol o
wzorze 2.

Sposob wytwarzania 6-metyleno-O-B-D-(4”-O-
metyloglukopiranozylo)-8-nitroflawan-4-olu znamienny tym, ze do
podtoza odpowiedniego dla grzybdéw strzepkowych wprowadza sie
szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co
najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest
6-metylo-8-nitroflawanon o  wzorze 1, rozpuszczony w
rozpuszczalniku  organicznym mieszajgcym sie  z  woda,
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, przy
czym 6-metyleno-0O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-8-
nitroflawan-4-ol o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej
polarnosci, w trzecim pasmie od linii startu.

Sposob wedtug zastrz. 2., znamienny tym, ze stosunek masy
dodawanego substratu do objeto$ci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?.
Sposob wedtug zastrz. 2., znamienny tym, ze proces prowadzi sie
w temperaturze 25 stopni Celsjusza.

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

Sposob wedtug zastrz. 2., znamienny tym, ze oczyszczanie
prowadzi sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chromatografie
preparatywng w ukfadzie eluujgcym chloroform:metanol w stosunku

objetosciowym 9:1.
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URZAD PATENTOWY al. Niepodlegtosci 188/192

00-950 Warszawa, skr. poczt. 203

RZECZYPOSPOLITE] POLSKIE] tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01

e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI DO ZGLOSZENIA NR P.440865

Klasyfikacja zgloszenia: CO7H 15/26 (2006.01) C12P 19/44 (2006.01) C12R 1/645 (2006.01)

Poszukiwania prowadzone w klasach: CO7H C12P C12R

Bazy komputerowe w ktérych prowadzono poszukiwania: EPODOC, WPI, Patentscope, STNext: REGISTRY, bazy
UPRP

Kategoria Dokumenty - z podang identyfikacja Odniesienie do
dokumentu zastrz.
A PL435321 A1 (UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU) 2022- 1-6
03-21
A PL238785 B1 (UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU) 2021- 1-6
10-04

[ Dalszy ciag wykazu dokumentéw na nastepnej stronie

A — dokument okreslajacy ogolny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajacy szczegolne znaczenie,

E — dokument stanowiacy wczesniejsze zgloszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgloszenia,

L — dokument, ktéry moze poddawac w watpliwos¢ zastrzegane pierwszenfistwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji innego cytowanego dokumentu
lub z innego szczegdlnego powodu,

O — dokument odnoszacy si¢ do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposob,

P — dokument opublikowany przed data zgloszenia, ale pozniej niz zastrzegana data pierwszerstwa,

T — dokument pozniejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszenstwa i niebedacy w konflikcie ze zgloszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia
zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku,

X — dokument o szczegolnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli
ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y — dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument zostanie polaczony z
jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie polaczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& — dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;.

Sprawozdanie wykonal/-a: Data: Podpis:

H A /podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym/
Ag nleSZka UCInSka 2 1 : 1 2 ' 2022 Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego
Ekspert Koordynator

Uwagi do zgloszenia

Sprawozdanie zostalo wykonane w oparciu o zastrz. z dnia 06.04.2022 r.
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