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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 7-metoksy-3'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzo-
rze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposob wytwarzania 7-metoksy-3'-O-/4D-(4"-O-metyloglu-
kopiranozylo)-flawanonu.

7-Metoksy-3'-O--D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon moze znalez¢ zastosowanie jako
zwigzek przeciwutleniajacy i przeciwdrobnoustrojowy w preparatach farmaceutycznych i kosmetycz-
nych oraz produktach spozywczych.

Zrédta literaturowe podaja, ze metoksylowe pochodne flawonoidowe majg zdolno$é do tatwego
penetrowania do wnetrza komorek, co jest cecha bardzo pozadang przy tworzeniu nowych srodkow
leczniczych. Po przeniesieniu linii komorkowych ptuc do medium, w ktérym znajdowaty sie dimetoksy-
flawony, juz po pieciu minutach komorki zakumulowaty 30-50 razy wiecej badanych zwiazkoéw, niz znaj-
dowato sie w otaczajgcym je buforze. Badania dowodza, ze zwigzki te tatwo penetruja réwniez komorki
serca, ptuc, piersi czy mézgu.

Miedzykomaérkowy transport 5,7-dimetoksyflawonu byt okoto 10-krotnie wyzszy niz chryzyny (5,7-
-dihydroksyflawonu). Moze by¢ to wynikiem faktu, ze metoksylowe pochodne flawonoidéw nie sg tak
szybko metabolizowane, jak ich hydroksylowe odpowiedniki. Dzieki temu ich biodostepnos¢ w podaniu
doustnym przewyzsza biodostepnos$é hydroksylowych pochodnych flawonoidéw.

4' 5, 7-trimetoksyflawon okoto o$smiokrotnie skuteczniej hamowat namnazanie komorek ptaskona-
btonkowego nowotworu jamy ustnej niz jego hydroksypochodna — apigenina (4',5,7-trihydroksyflawon).
W przypadku linii komoérkowych nowotworu piersi MCF-7 7-metoksyflawon dziatat silniej przeciwnowo-
tworowo, niz 7-hydroksyflawon (Walle, T. Methoxylated flavones, a superior cancer chemopreventive
flavonoid subclass? Semin. Cancer Biol. 2007, 17, 354—362).

7-Metoksyflawanon jest zwigzkiem pochodzenia naturalnego obecnym miedzy innymi w roslinie
Oxytropis falcate Bunge stosowanej w tybetanskiej medycynie ludowej. Zwiazek ten dziata antyprolife-
racyjnie w stosunku do komorek nowotworu piersi, hamuje aromataze cytochromu P450, co ma duze
znaczenie w terapii hormonozaleznych nowotwordw, jest antyoksydantem. Badania na myszach wyka-
zaly, ze 7-metoksyflawanon przyjmowany doustnie ma dziatanie przeciwzapalne i ochronne w stosunku
do komorek nerwowych w mozgu (Qu, Z., Chen, Y., Luo, Z.-H., Shen, X.- L, Hu, Y.-J. 7-methoxyflava-
none alleviates neuroinflammation in lipopolysaccharide-stimulated microglial cells by inhibiting
TLR4/MyD88/MAPK signalling and activating the Nrf2/NQO-1 pathway. Journal of Pharmacy and Phar-
macology 2020, 72(3), 385-395).

7-Metoksyflawanon hamuje wzrost Trichoderma koningii, Fusarium oxysporum i Cladosporium
cladosporioides, saprofitycznych grzybéw bedacych potencjalnymi patogenami ludzkimi (Bernini, R.,
Pasqualetti, M., Provenzano, G., Tempesta, S. Ecofriendly synthesis of halogenated flavonoids and
evaluation of their antifungal activity. New Journal of Chemistry 2015, 39, 2980-2987).

Uwaza sie, ze glikozydy flawonoidowe przed absorpcja w uktadzie pokarmowym musza zostaé
poddane hydrolizie przez mikroflore jelitowa do odpowiednich aglikonéw. Dowiedziono jednak, ze cze-
$ciowa absorpcja potaczen cukrowych flawonoidéw réwniez jest mozliwa.

Czasteczka glukozy przytaczona w pozycji 3 kwercetyny (3,3',4',5,7-pentahydroksyflawon) zwiek-
szafa absorpcje tego zwigzku w jelicie cienkim do 52%, w poréwnaniu z 24% absorpcjg aglikonu kwer-
cetyny i 17% rutynozydu kwercetyny (Heim, K. E.; Tagliaferro, A. R.; Bobilya, D. J. Flavonoid antioxi-
dants: Chemistry, metabolism and structure-activity relationships. J. Nutr. Biochem. 2002, 13, 572-584,
Hollman, P. C.; Bijsman, M. N.; van Gameren, Y.; Cnossen, E. P.; de Vries, J. H.; Katan, M. B. The
sugar moiety is a major determinant of the absorption of dietary flavonoid glycosides in man. Free Radic.
Res. 1999, 31, 569-573).

Flawonoidy w roslinach wystepuja wytacznie w potaczeniu z jednostkami cukrowymi. Glikozylacja
skutkuje wzrostem rozpuszczalnosci czgsteczki flawonoidu w wodzie i wzrostem jego stabilnosci. Dzieki
temu zwieksza sie przyswajalnos¢ przyjmowanych z pokarmem zwigzkéw flawonoidowych (J. Xiao, T.S.
Muzashvili, M.I. Georgiev, Biotechnology Advances, 2014, 32, 1145-1156, Plaza, M.; Pozzo, T, Liu,
J.; Gulshan Ara, K. Z.; Turner, C.; Nordberg Karlsson, E. Substituent effects on in vitro antioxidizing
properties, stability, and solubility in flavonoids. J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 3321-3333).

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



PL 244214 B1 3

W ostatnich latach, w leczeniu réznych choréb i ich zapobieganiu, coraz wieksze znaczenie zy-
skuja zwiazki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uzyskane metodami biotechnologicznymi.
Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wytwarzania zwigzkéw aktywnych biologicznie na
drodze biotransformaciji, uzytecznych dla przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i spozywczego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 7-metoksy-3'-O-3D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-flawanonu.

Istota wynalazku jest 7-metoksy-3'-O-3D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon.

Istota sposobu wedtug wynalazku polega na tym, ze do podioza odpowiedniego dla grzybéw
strzepkowych, zawierajacego sacharoze, wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po upty-
wie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 7-metoksyflawanon, rozpusz-
czony w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w tempe-
raturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciagtym wstrzasaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie
produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z woda oraz oczyszcza
chromatograficznie. 7-Metoksy-3'-O-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon znajduje sie we frakcji
0 wyzszej polarnoéci, w trzecim pasmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi 0,2 mg :
1cmd.

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 6 dni.

Korzystnie réwniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cienkowarstwowa chro-
matografie preparatywng w ukfadzie eluujgcym ztozonym z chloroformu i metanolu w stosunku objeto-
$ciowym 9:1.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komorkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje hydroksylacja i przytaczenie 4-metoksy-
-p-D-glukozy przy C-3'. Uzyskany w ten sposob produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu,
znanym sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z woda (octan
etylu).

Zasadnicza zaletg wynalazku jest otrzymanie 7-metoksy-3'-O-3D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
flawanonu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystujac mikroorga-
nizm niebedacy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposéb przyjazny dla
srodowiska, uzyskanie zwiazkéw o wiekszej biodostepnoséci 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? steryine;
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 7-metoksyflawanonu o wzorze 1, rozpuszczonego
w 1 cm? tetrahydrofuranu. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciagtym wstrza-
saniu przez 6 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 obje-
tosciowym 9:1. Produkt znajduje sie we frakcji o wyzszej polarnosci, w trzecim pasmie od linii startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 4,1 mg 7-metoksy-3'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu
(wydajnos¢ 2,3%). Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujagcymi danymi spektralnymi.
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Opis sygnatow pochodzacych z widma "H NMR (601 MHz, Aceton-ds)

Sygnaty pochodzace od szkieletu | Sygnaly pochodzace od jednostki
fawonoidowego glikozydowej
Slppm] |[J[Hz] [H CUKIER [J[Hz] [H
6 [ppm]
5,58 (m) H-2 4,99 (m) IC
3,04 J=16,7, | H-3a 3,48 (m) 2C
(ddd) 12,7,3.9
H-3g 3,63 (m) 3C
7,77 (dd) | Jss=8,8 | H-5 3,21 (m) 4C
J=1,8
6,60 (dd) | Jss=8,8 | H-6 3,48 (m) 5C
Jos=2,4
- H-7 3,84 (m) 6C
3,68 (m)
6,59 (dd) | J=8.0 H-8 3,56 (s) C4-OCH3
J86=2.4
7,28 (m) H-2’
- H-3”
7,07 (m) -4
7,36 (td) | Js5=7,9, |H-5
3.4
7.21(t) | ./=8,2 H-6
3,89 (s) 7-OCHj

Zastrzezenia patentowe

1. 7-Metoksy-3'-O-4-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzorze 2.

2. Sposéb wytwarzania 7-metoksy-3'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu, zna-
mienny tym, ze do podfoza odpowiedniego dla grzybow strzepkowych, zawierajacego sacha-
roze, wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej
72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 7-metoksyflawanon o wzorze 1,
rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszajacym sie z woda, dalej transformacje
prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciagtym wstrzasaniu, co naj-
mniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemiesza-
jacym sie z woda i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 7-metoksy-3'-O-4D-(4"-O-mety-
loglukopiranozylo)-flawanon o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o wyzszej polarnosci, w trzecim
pasmie od linii startu.
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Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,2 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 6 dni.
Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cien-
kowarstwowa chromatografie preparatywng w uktadzie eluujgcym chloroform : metanol w sto-
sunku objeto$ciowym 9:1.
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