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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 4-hydroksymetylo-2'-O-8-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydro-
chalkon o wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb wytwarzania 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-me-
tyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu.

4-Hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon moze znalezé zasto-
sowanie jako zwigzek przeciwdrobnoustrojowy, przeciwnowotworowy, hepato- i kardioprotekcyjny oraz
potencjalny stodzik w preparatach farmaceutycznych i kosmetycznych oraz produktach spozywczych.

Naturalne flawonoidy z jedng lub kilkoma grupami metylowymi wystepujg w roslinach sporadycz-
nie. Z azjatyckiego drzewa Syzygium nervosum (Cleistocalyx operculatus) izolowano C- i O-metylowane
chalkony: (E)-4,2',4’-trihydroksy-6-metoksy-3’,5’-dimetylochalkon, (E)-2’,4’-dihydroksy-6’-metoksy-
-3',5’-dimetylochalkon, (E)-2’,4’-dihydroksy-6’-metoksy-3’-metylochalkon, (E)-2,2’,4’-trihydroksy-6’-me-
toksy-3’,5-dimetylochalkon. Zwigzki te wykazywaty silng inhibicje wobec enzymdéw pochodzgcych od
dwéch szczepow wirusa grypy: H1N1 oraz HIN2. Blokowaty one dziatanie neuraminidaz, umozliwiaja-
cych wirusom opuszczanie zakazonych komérek poprzez rozktad ich bton komérkowych (Dao T. T.,
Tung B. T., Nguyen P. H., Thuong P. T., Yoo S. S., Kim E. H., Kim S. K., Oh W. K. C-methylated
flavonoids form Cleistocalyx operculatus and their inhibitory effects on novel influenza A (H1N1) neura-
minidase. Journal of Natural Products 2010, 73, 1636—-1642).

Dihydrochalkony wykazujg stodki smak i mogg znalez¢ zastosowanie jako prozdrowotne stodziki (Ja-
neczko T., Gtadkowski W., Kostrzewa-Sustow E. Microbial transformations of chalcones to produce food
sweetener derivatives. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2013, 98, 55-61; tuzny M., Koztowska
E., Kostrzewa-Sustow E., Janeczko T. Highly efective, regiospecific hydrogenation of methoxychalcone by
Yarrowia lipolytica enables production of food sweeteners. Catalysts 2020, 10, 1135). Najlepiej poznany
i zbadany dihydrochalkon pozyskiwany ze skérek owocdéw cytrusowych — dihydrochalkon neohesperydyny
(E-959) zostat dopuszczony do stosowania jako stodzik i substancja wzmacniajgca smak, a jego zastoso-
wanie reguluje Rozporzgdzenie Komisji Europejskiej nr 1129/2011 z 11 listopada 2011 r.

Wiekszos$¢ flawonoiddw, poza katechinami, jest obecna w ro$linach w potgczeniu z cukrami, jako
B-glikozydy. Glikozylacja skutkuje: wzrostem rozpuszczalno$ci w wodzie i stabilnosSci czgsteczki flawo-
noidu oraz przyswajalnosci przyjmowanych z pokarmem zwigzkoéw flawonoidowych. Zasadniczo gluko-
zydy sg jedynymi glikozydami, ktére mogg by¢ absorbowane w jelicie cienkim. Natomiast flawonoidy
niezaabsorbowane w jelicie cienkim oraz zaabsorbowane flawonoidy wydzielone z z6icig ulegajg de-
gradacji wraz z rozerwaniem struktury pierscieniowej przez mikroorganizmy (Hollman, P. C. Absorption,
bioavailability, and metabolism of flavonoids. Pharmaceutical Biology, 2004, 42, 74-83, Plaza, M.; Po-
zzo, T.; Liu, J.; Gulshan Ara, K. Z.; Turner, C.; Nordberg Karlsson, E. Substituent effects on in vitro
antioxidizing properties, stability, and solubility in flavonoids. Journal of Agricultural Food Chemistry,
2014, 62, 3321-3333).

Znany jest szczep Isaria fumosorosea KCH J2 ujawniony w zgtoszeniu patentowym o numerze
P416996.

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, kosmetycznego i spozywczego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 4-hydroksymetylo-2’-O-3-D-
-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu.

Istotg wynalazku jest 4-hydroksymetylo-2'-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowa-
dza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktérym jest 2'-hydroksy-4-metylochalkon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym
mieszajacym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza,
przy cigglym wstrzgsaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstrahuje sie rozpuszczal-
nikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg oraz oczyszcza chromatograficznie. 4-Hydroksymetylo-
-2'-0O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci,
w drugim pasmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?.
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Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni Celsjusza.

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

Korzystnie rowniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chromato-
grafie preparatywng w uktadzie eluujgcym z chloroformem i metanolem w stosunku objeto$ciowym 9:1.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komorkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje przytgczenie 4-metoksy-B-D-glukozy przy
C-2’, hydroksylacja przy C-4-CHs oraz redukcja wigzania podwéjnego. Uzyskany w ten sposob produkt
wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem
organicznym niemieszajgcym sie z wodg (octan etylu).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-dihydrochalkonu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystu-
jac mikroorganizm niebedgcy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposob 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 pojemnosci 2000 cm?, w ktorej znajduje sie 500 cm? sterylnej pozywki
zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g sacharozy, wprowadza sie szczep [saria fumosorosea KCH J2. Po
72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 50 mg 2'-hydroksy-4-metylochalkonu o wzorze 1, rozpuszczonego
w 1 cm? dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu
przez 9 dni. Nastepnie mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie dwukrotnie octanem etylu, osusza bezwod-
nym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie chromatograficz-
nie z zastosowaniem jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1. Pro-
dukt znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w drugim pasmie od linii startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 6,6 mg 4-hydroksymetylo-2’-O-8-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkonu (wydajnosé 7,3%). Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

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

Sygnaly pochodzgce od protondw | Sygnaty pochodzace od protonow
szkieletu flawonoidowego jednostki cukrowej
O [ppm] | J[HZ] H 5 [ppm] | J[HZ] H
3,41 (m) a 506(d) | 7,8 1"
2,97 (t) 7,5 B 3,50 (m) 2"
7,26 (d) 8,3 2 3,63(td)|9,0,43 |3
7,23 (d) 83 3 3,22 9,6; 9,1 4"
(dd)
7,23 (d) 83 5 3,50 (m) 5"
7,26 (d) 8,3 6 3,84 11,6, 5,3; | 6"
(ddd) 22
3,68 (m)
729(dd) (84,07 |3 3,56 (s) C47-OCHs
7,47 (ddd) [84; 7.3;|4 460(d) |42 2"-0H
1.8
710(td) [76;10 |5 439(d) 4,4 3"-OH
7,57(dd) (7,7,1,8 |6 3,74 6,8,54 |6"-0H
(dd)
4,58 (d) 57 C4-CHz-
4,08 () 58 C4-CH2-OH
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Symulacje komputerowe przy uzyciu platformy SwissADME, stuzacej do oceny farmakokinetyki
i przydatnosci matych czgsteczek jako lekdéw, wykazaty wzrost rozpuszczalnosci w wodzie 4-hydroksy-
metylo-2'-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu wzgledem 2’-hydroksy-4-metylochal-
konu. Ponadto zwigzek ten moze byé aktywnie transportowany w organizmie przez glikoproteine P
w przeciwienstwie do swojego aglikonu i w wysokim stopniu absorbowany w uktadzie pokarmowym
cztowieka. Symulacje przeprowadzone z uzyciem programu PASS online stuzgcego do przewidywania
m.in. biologicznej aktywnosci, efektéw farmakologicznych i mechanizmu dziatania zwigzkéw chemicz-
nych na podstawie ich struktury wykazaty, 4-hydroksymetylo-2'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkon z 94% prawdopodobienstwem bedzie wykazywat dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, na
przyktad jako inhibitor glicerofosfotransferazy CDP-glicerolu odpowiedzialnej za polimeryzacje tancu-
chéw kwaséw tejchojowych, ktére odrywajg kluczowg role w nadawaniu ksztattu komérce bakteryjnej,
integracji otoczki, tworzeniu biofilmu, a w konsekwencji patogenezie bakterii gram-dodatnich (Brown S.,
Meredith T., Swoboda J., Walker S. Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis W23 make polyribitol
wall teichoic acids using different enzymatic pathways. Chemistry & biology 2010, 17(10), 1101-1110).

Symulacje pokazujg rowniez, ze 4-hydroksymetylo-2’-O-8-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihy-
drochalkon moze dziata¢ przeciwbakteryjnie przeciwko miedzy innymi Clostridium cadaveris, Mycobac-
terium ulcerans, Acinetobacter pittii, czy opornemu szczepowi Staphylococcus aureus subsp. aureus
RN4220.

Zwigzek ten z 90% prawdopodobienstwem bedzie wykazywat aktywno$¢ antykancerogenng po-
przez inhibicije monooksygenazy monofenolowej (tyrozynazy), ktérej zwiekszona aktywno$¢ zwigzana
jest z rozwojem czerniaka ztoSliwego (James E. Talmadge, Kenneth H. Cowan. Gene Therapy in On-
cology, Abeloff's Clinical Oncology (Fifth Edition), 2014), a takze ochronng na watrobe oraz uktad ser-
cowo-naczyniowy (ze wzgledu na swojg aktywno$¢ przeciwng do aktywnosci cholesterolu). Symulacje
wskazujg réwniez, ze 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon moze
znalez¢ zastosowanie jako stodzik.

Zastrzezenia patentowe

1. 4-Hydroksymetylo-2'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon o wzorze 2.

2. Sposbb otrzymywania 4-hydroksymetylo-2’-O--D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochal-
konu, znamienny tym, ze do podfoza odpowiedniego dla grzybdéw strzepkowych wprowadza
sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do ho-
dowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 2’-hydroksy-4-metylochalkon o wzorze 1, rozpusz-
czony w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z wodg, transformacje prowadzi sie
w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 96 go-
dzin, po czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie
z wodg i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 4-hydroksymetylo-2’-O-3-D-(4"-O-metylo-
glukopiranozylo)-dihydrochalkon o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci,
w drugim pasmie od linii startu.

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

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 9 dni.

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