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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 8-bromo-6-chloro-3’-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon
0 wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb wytwarzania 8-bromo-6-chloro-3-O-4-D-(4"-O-me-
tyloglukopiranozylo)-flawanonu.

8-Bromo-6-chloro-3’-0O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon moze znalez¢ zastosowanie
jako zwigzek przeciwdrobnoustrojowy, zwtaszcza w zwalczaniu bakterii gram-dodatnich i grzybéw oraz
jako zwigzek przeciwnowotworowy, zwfaszcza stosowany w preparatach farmaceutycznych.

Znany jest szczep Beauveria bassiana KCH J1.5 ujawniony w literaturze (Koztowska E., Urba-
niak M., Hoc N., Grzeszczuk J., Dymarska M., Stepien L., Plgskowska E., Kostrzewa-Sustow E., Ja-
neczko T. Cascade biotransformation of dehydroepiandrosterone (DHEA) by Beauveria species. Scien-
tific Reports, 2018, 8:13449).

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.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 8-bromo-6-chloro-3'-O-p-D-
-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu.

Istotg wynalazku jest 8-bromo-6-chloro-3’-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowa-
dza sie szczep Beauveria bassiana KCH J1.5. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktérym jest 3’-bromo-5’-chlorochalkon, 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. 8-bromo-6-chloro-3’-O-4-
-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w czwartym
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 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 Beauveria bassiana KCH J1.5, nastepuje izomeryzacja 3’-bromo-5’-chlorochalkonu
do 8-bromo-6-chloroflawanonu oraz przytgczenie 4-metoksy-/~D-glukozy przy C-3'. Uzyskany w ten
sposéb 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-bromo-6-chloro-3’-O-/-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-flawanonu w temperaturze pokojowej 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 pojemnos$ci 2000 cm?3, w ktorej znajduje sie 500 cm? sterylnej
pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza sie szczep Beauveria bassiana KCH
J1.5. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 50 mg 3’-bromo-5'-chlorochalkonu o wzorze 1, rozpusz-
czonego w 1 cm? dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy cia-
gtym 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 objetosciowym 9:1. Produkt znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w czwartym
pasmie od linii startu.
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Na tej drodze otrzymuje sie 4,9 mg 8-bromo-6-chloro-3’-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-fla-
wanonu o wzorze 2 (wydajnosc 6,24%). Stopieh konwersji substratu wedtug HPLC > 98%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

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

Sygnaty pochodzace od szkieletu | Sygnaly pochodzgace od jednostki
flawonoidowego cukrowej
5 [ppm] J [HZ] H O [ppm] J [Hz] H
581 (dd) [12,6;3,0 2 501(d) [7,8 1"
3,26 (dd) |16,9;12,6 | 3ax 3,47 (m) 2"
3,03 (dd) [17,0;3,1 3eq 3,63 (m) 3
7,91 (d) 2,6 5 3,22 (m) 4"
7.7 (d) 2,5 7 3,49 (dd) [4,9;25 |5
7,30 (m) 2’ 3,83 (ddd) [11,6; 5,2;|6
2,2
3,68 (m)
7,09 (dd) |7,9;2,1 4 4,64 (d) 42 C2"-OH
7,38 (td) |[7,9;3,0 5 4,39 (d) 4,1 C3"-OH
7,25 (d) 7,0 6' 3,73(dd) |7,9;2,8 C6”-OH
3,56 (s) C4”-OCHs

Wykonane badania modelowania aktywnosci 8-bromo-6-chloro-3’-O-4--D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-flawanonu przy uzyciu platformy PASS online wykazaly, ze zwigzek moze by¢ inhibitorem gli-
cerofosfotransferazy CDP-glicerol z wysokim prawdopodobiefstwem 90,7%. Glicerofosfotransferaza
CDP-glicerol odpowiada za polimeryzacje gtéwnego tancucha kwasu tejchojowego zwigzanego ze
Sciang komdrkowg bakterii gram-dodatnich. Kwas tejchojowy jest wazny w patogenezie i odgrywa klu-
czow3 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).

Obecnosé w zwigzkach flawonoidowych atoméw z grupy fluorowcdéw (bromu, chloru) w pierscie-
niu A lub B nadajg im dodatkowe wtasciwosci biologiczne. W badaniach dowiedziono, ze 8-chloro-
-5,7,3’,4'-tetrametoksyepikatechina wykazata dziatanie przeciwgrzybicze przeciwko ludzkim patoge-
nom, takich jak: Trichophyton longifusus, Candida albicans, Aspergillus flavus, Microsporium canis, Fu-
sarium solanii i Candida glaberata nawet w niskich stezeniach. (Bernini, R., Pasqualetti, M., Proven-
zano, G., & Tempesta, S. (2015). Ecofriendly synthesis of halogenated flavonoids and evaluation of
their antifungal activity. New Journal of Chemistry, 39(4), 2980-2987). Z kolei w innych badaniach od-
notowano, ze dodanie grupy -Br w pozycji 6 (6-bromo-3'-nitroflawon) nadaje wtasciwosci uspakajajgce,
przeciwlekowe czy przeciwdrgawkowe. (Wolfman, C., Viola, H., Marder, M., Ardenghi, P., Wasowski,
C., Schréder, N., Izquierdo, |., Raveda, E., Paladini, A. & Medina, J. H. (1998). Pharmacological cha-
racterization of 6-bromo-3'-nitroflavone, a synthetic flavonoid with high affinity for the benzodiazepine
receptors. Pharmacology Biochemistry and Behavior, 61 (3), 239-246.)

Badania in silico nad 8-bromo-6-chloro-3’-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonem do-
noszg, ze z prawdopodobieristwem 83,9% moze byé antagonistg receptorow anafilatoksyn, uniemozli-
wiajac dziatanie. Anafilatoksyny powstate w duzych iloSciach mogg wywota¢ wstrzgs anafilaktyczny.
Odgrywajg wazng role w zakazeniach i stanach zapalnych. Odpowiadajg miedzy innymi za choroby
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takie jak posocznica (sepsa), uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne, choroby uktadu immunologicz-
nego i choroby nadwrazliwoéci, takie jak astma. (Haas, P. J., & van Strijp, J. (2007). Anaphylatoxins.
Immunologie research, 37(3), 161-175).

Wykazano takze, ze 8-bromo-6-chloro-3’-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon moze re-
gulowac ekspresje gendéw CYP3A4 (prawdopodobienstwo 78,2%) oraz CYP3A (prawdopodobienstwo
74,7%). Mediatory zapalne zwigzane z szeregiem stanéw chorobowych sg zdolne do wywierania gte-
bokiego wplywu na ekspresje genu CYP3A42. Odnotowano, ze pacjenci z zapaleniem, szczegoélnie
z podwyzszonym poziomem biatek ostrej fazy, takich jak biatko C-reaktywne (CRP), majg zmniejszong
czynno$¢ CYP3A4. Jest to istotne klinicznie u pacjentéw z rakiem, poniewaz guzy mogg by¢ zrodtem
ogolnoustrojowo krgzgcych cytokin. (Zanger, U. M., & Schwab, M. (2013). Cytochrome P450 enzymes
in drug metabolism: regulation of gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation.
Pharmacology & therapeutics, 138(1), 103—141). Regulacja genéw CYP3A4 i CYP3A nalezacych do
enzymow cytochromu P450 przez 8-bromo-6-chloro-3-0O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon,
moze Swiadczyé o wtasciwosciach przeciwrakowych, ktére rowniez potwierdzajg badania PASS z praw-
dopodobienstwem odpowiednio 73,6%.

Zastrzezenia patentowe

1. 8-Bromo-6-chloro-3’-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzorze 2.

2. Sposdb wytwarzania 8-bromo-6-chloro-3’-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu
znamienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowadza sie
szczep Beauveria bassiana KCH J1.5, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli
wprowadza sie substrat, ktérym jest 8-bromo-6-chlorochalkon o wzorze 1, rozpuszczony
w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z woda, 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 8-bromo-6-chloro-3’-O-/-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-flawanon o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w czwartym pa-
Smie od linii startu.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm3.

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

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

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