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Przedmiotem zgtoszenia jest 4-Hydroksyme-
tylo-2'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-di-
hydrochalkon o wzorze 2. Zgtoszenie obejmuje
réowniez sposob otrzymywania 4-hydroksyme-
tylo-2'-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-di-
hydrochalkonu charakteryzujacy sie tym, ze do
podtoza odpowiedniego dla grzybow strzepko-
wych wprowadza sig szczep Isaria fumosorosea
KCH J2, nastgpnie po uplywie co najmniej
72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat,
ktorym jest 2'-hydroksy-4-metylochalkon o wzo-
rze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organi-
cznym mieszajacym sie z wodg, transformacije
prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni
Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co naj-
mniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym nie miesza-
jacym sie z wodg i oczyszcza chromatogra-
ficznie, przy czym 4-hydroksymetylo-2'-O-3-D-
(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon o
wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej
polarnosci, w drugim pasmie od linii startu.
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4-Hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon
i sSposob wytwarzania

4-hydroksymetylo-2’-O-8-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu

Przedmiotem wynalazku jest 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-dinydrochalkon o wzorze 2 przedstawionym na
rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposdéb wytwarzania
4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkonu.

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

Naturalne flawonoidy z jedng Ilub kilkkoma grupami metylowymi
wystepuja w rodlinach sporadycznie. 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’-metoksy-3’,5’-
dimetylochalkon. Zwigzki te wykazywaty silng inhibicje wobec enzymdow
pochodzacych od dwéch szczepdw wirusa grypy: H1N1 oraz HON2.
Blokowaty one dziatanie neuraminidaz, umozliwiajgacych wirusom
opuszczanie  zakazonych  komérek poprzez rozktad ich  bton
komoérkowych (Dao T. T. , Tung B. T., Nguyen P. H., Thuong P. T., Yoo S.
S.,KimE. H., Kim S. K., OhW. K. C-methylated flavonoids form Cleistocalyx
operculatus and their inhibitory effects on novel influenza A (H1N1)
neuraminidase. Journal of Natural Products 2010, 73, 1636-1642).
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Dihydrochalkony wykazuja stodki smak i mogg znalez¢ zastosowanie
jako prozdrowotne stodziki (Janeczko 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 skorek owocéw
cytrusowych — dihydrochalkon neohesperydyny (E-959) zostat
dopuszczony do stosowania jako stodzik i substancja wzmacniajgca smak,
a jego zastosowanie reguluje Rozporzgdzenie Komisji Europejskiej nr
1129/2011 z 11 listopada 2011 r.

Wiekszos¢ flawonoiddw, poza katechinami, jest obecna w roslinach
w potaczeniu z cukrami, jako B-glikozydy. Glikozylacja skutkuje: wzrostem
rozpuszczalnosci w wodzie i stabilnosci czgsteczki flawonoidu oraz
przyswajalnosci przyjmowanych z pokarmem zwigzkdéw flawonoidowych.
Zasadniczo glukozydy sg jedynymi glikozydami, ktére mogg byc¢
absorbowane w jelicie cienkim. Natomiast flawonoidy niezaabsorbowane w
jelicie cienkim oraz zaabsorbowane flawonoidy wydzielone z zétcig ulegajg
degradacji wraz z rozerwaniem struktury pierscieniowej przez
mikroorganizmy (Hollman, P. C. Absorption, bioavailability, and metabolism
of flavonoids. Pharmaceutical Biology, 2004, 42, 74-83, 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. Journal of Agricultural Food Chemistry, 2014, 62, 3321-3333).

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

W ostatnich latach, w leczeniu réznych chordb i ich zapobieganiu,
coraz wieksze znaczenie zyskujg zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich
odpowiedniki uznawane za naturalne, ktére uzyskano na drodze

przeksztatcen mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie
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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
4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkonu.

Istota wynalazku jest 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-0O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla
grzybdw strzepkowych wprowadza sie szczep /saria fumosorosea KCH J2.
Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym
jest 2’-hydroksy-4-metylochalkon, rozpuszczony w rozpuszczalniku
organicznym mieszajgcym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w
temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, przez
€O najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem
organicznym  niemieszajgcym sie z wodg oraz oczyszcza
chromatograficznie. 4-Hydroksymetylo-2’-O-3-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon znajduje sie we frakcji o po$redniej
polarnosci, w drugim 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 9 dni.

Korzystnie réwniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc
cienkowarstwowg chromatografie preparatywng w uktadzie eluujgcym

z chloroformem i metanolem w stosunku objeto$ciowym 9:1.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu

enzymatycznego zawartego w komorkach szczepu /saria fumosorosea
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KCH J2, nastepuje przytaczenie 4-metoksy-B-D-glukozy przy C-2,
hydroksylacja przy C-4-CHs oraz redukcja wigzania podwojnego. Uzyskany
w ten sposdb 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-(-
D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu 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 zwigzkéw

o wiekszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte substraty.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby stozkowej o pojemnos$ci 2000 cm?, w ktérej znajduje sie
500 cm? sterylnej pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g sacharozy,
wprowadza sie szczep /saria fumosorosea KCH J2. Po 72 godzinach jego
wzrostu dodaje sie 50 mg 2’-hydroksy-4-metylochalkonu o wzorze 1,
rozpuszczonego w 1 cm?® dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie
w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu przez 9 dni. Nastepnie
mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie dwukrotnie octanem etylu, osusza
bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany
ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie z zastosowaniem jako eluentu
mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 9:1. Produkt
znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w drugim pasmie od linii
startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 6,6 mg 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-
O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu (wydajno$¢ 7,3%). Stopien
konwersji substratu wedtug HPLC >99%.
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Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatéw pochodzacych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-ds)

Sygnaty pochodzace od protondw | Sygnaty pochodzace od protondw
szkieletu flawonoidowego jednostki cukrowej
O [ppm] | J[HZ] H O [ppm] | J[HZ] H
3,41 (m) a 506() 7,8 1’
2,97 (1) 7,5 B 3,50 (m) 2"
7,26 (d) 8,3 2 3,63 (td) | 9,0;4,3 |3
7,23 (d) 8,3 3 3,22 9,6; 9,1 4’
(dd)
7,23 (d) 8,3 5 3,50 (m) 5”
7,26 (d) 8,3 6 3,84 11,6; 5,3; | 6”
(ddd) 2,2
3,68 (M)
729(dd) |84;0,7 |3¥ 3,56 (s) C4”’-OCHs
7,47 (ddd) |84, 7.3; |4 460 (d) |42 2"-OH
1,8
710(td) |76;10 |¥& 439 (d) |4,4 3"-OH
7,57 (dd) |(7,7,1,8 |€ 3,74 6,8,54 |6"-OH
(dd)
4,58 (d) 57 C4-CHz-
4,08 (t) 58 C4-CH2-OH

Symulacje komputerowe przy uzyciu platformy SwissADME, stuzgcej
do oceny farmakokinetyki i przydatnosci matych czgsteczek jako lekow,
wykazaty wzrost rozpuszczalnosci w wodzie 4-hydroksymetylo-2’-O-3-D-
(47-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu wzgledem 2’-hydroksy-4-
metylochalkonu. Ponadto zwigzek ten moze by¢ 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
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stuzgcego do przewidywania m.in. biologiczne] aktywnosci, efektdéw
farmakologicznych i mechanizmu dziatania zwigzkdéw chemicznych na
podstawie ich struktury wykazaty, 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon z 94% prawdopodobienstwem
bedzie wykazywat dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, na przykiad jako
inhibitor  glicerofosfotransferazy =~ CDP-glicerolu  odpowiedzialnej za
polimeryzacje tancuchdéw kwaséw tejchojowych, ktére odrywaja kluczowg
role w nadawaniu ksztattu komorce 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 réwniez, ze 4-hydroksymetylo-2’-O-3-D-(4”-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon moze dziataé przeciwbakteryjnie
przeciwko miedzy innymi Clostridium cadaveris, Mycobacterium ulcerans,
Acinetobacter pittii, czy opornemu szczepowi Staphylococcus aureus
subsp. aureus RN4220.

Zwigzek ten z 90% prawdopodobienstwem bedzie wykazywat
aktywno$¢ antykancerogenng poprzez inhibicie monooksygenazy
monofenolowej (tyrozynazy), ktérej zwiekszona aktywno$¢ zwigzana jest z
rozwojem czerniaka ztosliwego (James E. Talmadge, Kenneth H. Cowan.
Gene Therapy in Oncology, Abeloff's Clinical Oncology (Fifth Edition),
2014), a takze ochronng na watrobe oraz uktad sercowo-naczyniowy (ze
wzgledu na swojg aktywnosS¢ przeciwng do aktywnosci cholesterolu).
Symulacje wskazujg rowniez, ze 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon moze znalez¢ zastosowanie jako
stodzik.
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Zastrzezenia patentowe

. 4-Hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkon o wzorze 2.

. Sposdb otrzymywania 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu znamienny tym, ze do podtoza
odpowiedniego dla grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep /saria
fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do
hodowli wprowadza sie substrat, ktorym jest 2’-hydroksy-4-
metylochalkon o0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku
organicznym mieszajacym 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 | oczyszcza
chromatograficznie, przy czym 4-hydroksymetylo-2’-O-B-D-(4"-O-
metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon o wzorze 2 znajduje sie we
frakcji o posredniej polarnosci, w drugim pasmie od linii startu.

. Sposdb wedlug zastrz. 2., znamienny tym, Zze stosunek masy
dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?3.

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

. Sposdb wediug zastrz. 2., znamienny tym, ze transformacje prowadzi
sie przez 9 dni.

Sposbéb wedtug zastrz. 2., znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi
sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chromatografie preparatywng

w ukfadzie eluujgcym chloroform:metanol w stosunku objeto$ciowym 9:1.
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URZ A D PATENTOWY al. Niepodiegloéci 188/192

00-950 Warszawa, skr. poczt. 203

RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIEJ tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01

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

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI DO ZGLOSZENIA NR P.440843

Klasyfikacja zgloszenia: CO7H 15/203 (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 PL234085 B1 (UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU) 2020- 1-6
01-31
A PL234086 B1 (UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU) 2020- 1-6
01-31

[ Dalszy ciag wykazu dokumentéw na nastepnej stronie

A — dokument okreslajacy ogolny stan techniki, ktory nie jest uwazany za posiadajacy szczegélne znaczenie,

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

L — dokument, ktory moze poddawa¢ w watpliwo$¢ zastrzegane pierwszenstwo(-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 pézniej niz zastrzegana data pierwszeristwa,

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 szczegdlnym 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;j.

Sprawozdanie wykonal/-a: Data: Podpis:
i A /podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym/
Ag nleSZka UCInSka 06 1 2 ' 2022 Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Ekspert Koordynator

Uwagi do zgloszenia

Sprawozdanie zostalo wykonane w oparciu o zastrz. z dnia 01.04.2022 1.
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