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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 3§, 7o-dihydroksyandrost-5-en-17-onu.

Metoda, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym do wy-
twarzania lekéw o wtasciwosciach neuroprotekcyjnych oraz lekéw stosowanych w zapaleniu jelit.

Dane do$wiadczalne i kliniczne wskazujg, ze 3f,7a-dihydroksyandrost-5-en-17-on jest powsta-
jacym z DHEA (dehydroepiandrosteronu) bioaktywnym metabolitem cztowieka wykazujgcym dziatanie
neuroprotekcyjne (Akwa Y, Young J, Kabbadj K, Sancho MJ, Zucman D, Vourc’h C, Jung-Testas I,
Hu ZY, Le Goascogne C, Jo DH, Corpéhot C, Simon P, Baulieu E-E, Robel P. (1991) Neurosteroids:
biosynthesis, metabolism and function of pregnenolone and dehydroepiandrosterone in the brain.
J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 40, 71-81; Pringle A, Schmidt W, Deans J, Wulfert E, Reymann K, and
Sundstrom L (2003) 7-Hydroxylated epiandrosterone (7-OH-EPIA) reduces ischemia-induced neuronal
damage both in vivo and in vitro. Eur J Neurosci 18:117-124), immunostymulujgce (Morfin R, Lafaye P,
Cotillon AC, Nato F, Chmielewski V, Pompon D. (2000) 7«a-Hydroxy-dehydroepiandrosterone and
immune response, Annals NY Acad Sci, 917, 971-982), przeciwzapalne (Pélissier MA, Muller C,
Hill, M, Morfin R. (2006) Protection against dextran sodium sulfate-induced colitis by dehydroepian-
drosterone and 7a-hydroxy-dehydroepiandrosterone in the rat. Steroids 71, 240-248; Pelissier MA,
Trap C, Malewiak MI, Morfin R. (2004) Antioxidant effects of dehydroepiandrosterone and 7alpha-
hydroxy-dehydroepiandrosterone in the rat colon, intestine and liver. Steroids, 69 137-144) i antyproli-
feracyjne wzgledem komoérek nowotworowych (Robinzon B, Michael KK, Ripp SL, Winters SJ, Prough
RA. (2003) Glucocorticoids inhibit interconversion of 7-hydroxy and 7-oxo metabolites of dehydroe-
piandrosterone: a role for 113-hydroxysteroid dehydrogenases? Arch Biochem Biophys 412, 251-258;
Chalbot S, Morfin R: (2005) Human liver S9 fractions: metabolism of dehydroepiandrosterone, epian-
drosterone, and related 7-hydroxylated derivatives. Drug Metab Dispos 33, 563-569).

Znana jest mikrobiologiczna metoda otrzymywania 3f,7«-dihydroksyandrost-5-en-17-onu

z 3p-hydroksyandrost-5-en-17-onu (DHEA): — z wydajnoscig 22% w wyniku zastosowania szczepu
Absidia coerulea AM93 (Milecka-Tronina N, Kotek T, Swizdor A, Panek A. (2014) Hydroxylation of
DHEA and its analogues by Absidia coerulea AM93. Can an inducible microbial hydroxylase catalyze
7o- and 7B-hydroxylation of 5-ene and 5o-dihydro Cige-steroids? Bioorg. Med. Chem. 22, 883-891),
— z wydajnoécig 96% w wyniku zastosowania szczepu Fusarium culmorum (Kotek T. (1999) Biotrans-
formation XLVII: transformations of 5-ene steroids In Fusarium culmorum culture, J. Steriod Biochem.
Mol. Biol 71, 83-90); — z 63% konwersjg wg GC w wyniku zastosowania szczepu Mortierella isabellina
AM212 (Kotek T, Milecka N, Swizdor A, Paneka A Biatoriska A. (2011) Hydroxylation of DHEA, andro-
stenediol and epiandrosterone by Mortierella isabellina AM212. Evidence indicating that both constitutive
and inducible hydroxylases catalyze 7a- as well as 7B-hydroxylations of 5-ene substrates, Org. Biomol.
Chem. 9, 5414-5422); — z wydajnoécig 35% w wyniku zastosowania szczepu Gelasinospora retispora
(Koshimuraa M, Utsukihara T, Haraa A, Mizobuchi S, Horiuchi CA, Kuniyoshi M. (2010) Hydroxylation of
steroid compounds by Gelasinospora retispora. J Mol Cat B-Enzym 67, 72-77); — z wydajnoscig 38%
w wyniku zastosowania szczepu Mucor silvaticus (Wang Y, Sun D, Chen Z, Ruan H, Ge W. (2013)
Biotransformation of 3 b-hydroxy-5-en-steroids by Mucor silvaticus, Biocatal Biotransform. 31, 168-174)

Istota wynalazku polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych
wprowadza sie szczep /saria farinosa KCh KW1.1. Po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli
wprowadza sie substrat, ktorym jest 3p-hydroksyandrost-5-en-17-on o wzorze 1, rozpuszczony w roz-
puszczalniku organicznym mieszajacym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od
20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 9 godzin. Kolejno produkt ekstrahuje
sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

W wyniku regioselektywnego wprowadzenia grupy hydroksylowej w czasteczce substratu, kt6-
rym jest 33-hydroksyandrost-5-en-17-on (DHEA), otrzymuje sie 3p3,7«-dihydroksyandrost-5-en-17-on,
a reakcje prowadzi sie w wodnej kulturze szczepu /saria farinosa KCh K\W1.1.

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

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 12 godzin.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komorkach szczepu /saria farinosa KCh KW1.1, nastepuje steroselektywna hydroksylacja przy atomie
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wegla C-7. Uzyskany w ten sposéb produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym spo-
sobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg (chloroform).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 3B3,7a-dihydroksyandrost-5-en-17-onu z wydajno-
Scig izolowang na poziomie 43% (konwersja substratu wedlug GC = 100%), w temperaturze pokojo-
wej i przy pH naturalnym dla szczepu.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Metoda izolowania szczepu Trichoderma atroviride KCh TRW.

Owad przero$niety grzybnig zostat zebrany ze $ciany korytarza wietrznej sztolni kofo Kletna za
pomocy jatowej pesety i umieszczone w jatowych plastikowych probdéwkach. Nastepnie proba zostata
przetransportowana na teren Zakfadu Fitopatologii i Mykologii Katedry Ochrony Roélin UP we Wro-
ctawiu. Truchto owada zostato wyjete za pomocg $wiezo wyjatowionych narzedzi (peseta oraz eza
mikrobiologiczne) i umieszczone na jatowej szklanej szalce w sterylnym pomieszczeniu. Za pomocg
jatowej ezy mikrobiologicznej z powierzchni truchet owadéw zostaly zebrane tkanki grzyba (nalot za-
rodnikbéw oraz strzepki) i umieszczony na zakwaszonym podtozu PDA (potato dextrose agar). Wzrost
byt obserwowany przez okres 2 tygodni. Po pojawieniu sie wzrostu grzybni zostat on przeszczepiony
na Swieze podtoza PDA. Po oznaczeniu jako Isaria farinosa KCh KW1.1 jest przechowywany w tem-
peraturze +4°C w kolekcji Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, ul. C.K. Norwi-
da 25, 50-375 Wroctaw. Dostepny jest réwniez w:

— Instytut Genetyki Ro$lin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan,
— Katedra Ochrony RoS$lin, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, pl. Grunwaldzki 24a,
53-363 Wroctaw.

Przyktad

Do kolby Erlenmajera o pojemnosci 2000 cm3, w ktérej znajduje sie 500 cm? sterylnej pozywki
zawierajgcej 5 g aminobaku i 15 g glukozy, wprowadza sie szczep /saria farinosa KCh KW1.1 o se-
kwengcji 1. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 100 mg 3p-hydroksyandrost-5-en-17- onu o wzorze
1, rozpuszczonego w 1 cm® DMSO. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy cig-
gtym wstrzgsaniu przez 12 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie trzykrotnie chlo-
roformem, osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt
oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc jako eluentu mieszaniny heksanu i acetonu w stosunku
objeto$ciowym 2:1.

Na tej drodze otrzymuje sie 43 mg 3p,7a-dihydroksyandrost-5-en-17-onu (wydajnos¢ 43%, sto-
pien konwersji substratu = 100%).

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi:

"H NMR (600 MHz) (ppm) (CDClIs) 3: 0.87 (s, 3H, 18-H); 1.01 (s, 3H, 19-H); 1.11 (td, 1H, J = 13.4,
3.8 Hz, 1-Hw); 1.23-1.31 (m, 2H, 9-H, 12-Hw); 1.49 (td, 1H, J = 13.1, 4.3 Hz, 11-Hw); 1.50-1.60 (m, 2H,
2-Ho, 15-Ho); 1.64-1.72 (m, 2H, 8-H, 11-HB); 1.78 (id, 1H, J = 12.1, 5.3 Hz, 14-H); 1.80-1.89 (m, 3H,
1-HB, 2-HpB, 12-HpB); 2.07-2.17 (m, 2H, 15-Hp, 16-Hw); 2.29 (brt, 1H, J = 12.3 Hz, 4-Ho); 2.35 (ddd,
1H, J = 13.3, 4.8, 2.0 Hz, 4-Hp); 2.33 (dd, 1H, J = 13.1, 4.6 Hz, 16-Hp); 3.56 (it, 1H, J = 11.3, 4.7 Hz,
3-Hoy; 3.96 (brt, 1H, J = 3.8 Hz, 7-Hp); 5.63 (dd, 1H, J = 3.1, 1.2 Hz, 6-H).

13C NMR (151 MHz) (ppm) (CDCls) &: 13,39 (C-18), 18,38 (C-19), 20,19 (C-11), 22,02 (C-15), 31,18
(C-12), 31,39 (C-2), 35,91 (C-16), 37,07 (C-1), 37,32 (C-8), 37,63 (C-10), 42,06 (C-4), 42,72 (C-9),
45,05 (C-14), 47,23 (C-13), 64,37 (C-7), 71,25 (C-3), 123,67 (C-6), 146,64 (C-5), 221,30 (C-17).
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GTCAGCTGCACGATTGTCAGCGTACCGCATAACCCTTTTGTGAACAT
ACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCGTCCGGCCGGCCCC
GCGCCGGCCGCGGCCTGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGACCCCCAA
ACTCTGTATTCTCAGTATCTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAAT
GAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGEGC
ATGCCTGTTCGAG CGTCATTTCAACCCTCGACTTCCCTTTGGGGAAAT
CGGCCTTGGGGACCGGCCGTATACCGCCGGCCCCGAAATGAAGTG
GCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATCCAACTCGCACCG
GAACCCCGACGTGGCCACGCCGTAAAACCCCCGACTTCTGAACGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

Sekwencja 1

Zastrzezenia patentowe

. Sposéb wytwarzania 3f3,7a-dihydroksyandrost-5-en-17-onu, znamienny tym, ze do podtoza
odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowadza sie szczep Isaria farinosa KCh KW1.1
0 sekwenciji 1, nastepnie po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli wprowadza sie sub-
strat, ktéorym jest 3p-hydroksyandrost-5-en-17-on o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczal-
niku organicznym mieszajgcym sie z wodg, transformacje prowadzi sie w temperaturze od
20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najwyzej 9 godzin, po czym produkt
ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajagcym sie z wodg i oczyszcza
chromatograficznie.

. Spos6b wedtug zastrz. 1., znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg : 1 mL.

. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.

. Spos6b wedlug zastrzezenia 1., znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez
12 godazin.
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