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Titel der Erfindung

Verfahren zur Herstellung von Androst—4;en-3,17édion aus Sterinen

© Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfshren zur Herstellung von Androste
4-en~-3,17-dion aus Sterinen durch mikrobiologische Umwandlung.
Androst-4-en-3,17~dion ist ein Schliisselprodukt fiir die Her-
stellung von Steroidwirkstoffen. Durch bekannte Synthesen kann
das Produkt sowchl in die pharmazeutisch wertvollen Derivate der
Androstanreihe als auch der Pregnanreihke mit einem grofen An—
wendungsbereich iiberfilhrt werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losung

Es sind Verfahren bekannt zur Herstellung von Androst-i4-en-3,17~-
dion aus Sterinen wie z. B. Cholesterin, Sitosterin, Stig-
masterin, Campesterin und Ergosterin durch Fermentation mit
Mikroorganismen der Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium, No=-
cardia, Microbacterium, Protamincbacter, Bacillus, Streptomyces,
Corynebacterium, Mycobacterium u. aee

Hierbei besteht das Problem darin, die Verfahrensbedingungen so
zu wahlen, daB lediglich die Seitenkette der Sterine durch die
Mikroorganismen abgebaut wird, der weiterfiihrende Ringskelett-
abbau aber verhindert wird. Bei den bekannten Verfahren wird
dieses Problem im wesentlichen durch drei Prinzipien geldst.
Erstens durch die Anwendung von Mutanten, die zum Ringskelett#-
abbau nicht befdhigt sind, zweitens durch Zusatz von geeigneten
Enzymhemmern, wie z. B. Schwermetallverbindungen und Chelat—
bildnern, und drittens dadwrch, daB entsprechend substituierte
Sterine verwende?t werden, die keine Substrate der Enzyme sind,
die den Ringskelettabbau einleiten.



Allen Verfahren gemeinsam ist, daB die als Ausgangsmaterial
dienenden Sterine einer wachsenden oder ruhenden diskontinuier—
lichen Kultur eines lMikroorganismus zugesetzt werden, dessen
Zellen in nichtstabilisierter Form im Fermentationsmedium vor—
liegen.

Die Fermentationsfiihrung unter diesen Bedingungen ist mit fol-
genden Nachteilen behaftet:'Gefahr der Unsterilitét im nihrstoffe-
reichen Fermentationsmedium, Schwankungen im Gehalt und in der
Aktivitdt der induzlerten Enzymsysteme in Abhidngigkelit von Vere
gnderungen im Fermentatiohsmedium, Ze Be durch Abnahme der
Konzentration des Induktors, durch Nidhrstoffverbrauch, Erhchung
der Ionenkonzentration bei der erforderlichen pH-Regulation,

u. a2« sowie durch altersbedingte Veridnderungen im Zellstoffwech—
sel. Durch die angegebenen Mingel sind die Reproduzierbarkelt
der Ergebnisse nach den bekannten Verfahren stark beeintréchtigte
AuBerdem erschdpft sich in der Regel die Fahigkeit der Mikroe
organismen, die Seitenkette von Sterinen abzubauen wihrend der
ersten Fermentation, so daB diec angezlichtete Biomasse nur fir
eine oder hochstens fiir eine zweite Fermentation zu verwenden
ist.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist die verbesserte Her-

stellung von Androst-4-en-3,17-dion aus Sterinen, nach einem
okonomisch glinstigen Verfahren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein technologisch ein-
faches mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von Androst—
4-en-3,17=-dion aus leicht zugédnglichen Sterinen anzugeben, welm
ches wesentliche Mingel der bekannten Verfshren, insbesondere

die diskontinuierliche Betriebsweise, die stark eingeschrinkte
Wiederverwendbarkeit der Biomasse und Risikofaktoren wie Steri-
litétsprobleme bei der Anzucht und Schwankungen in der Leistungs-—
féhigkelt der zur Fermentation verwendeten RKultur einschrinkd
oder vermeidet.
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ErfindungsgemdB wird diese Aufgabe dadurch geldst, dafl man zum
Seitenkettenabbau befahigte Mikroorganismen, wie z. B. aus den
Gattungen Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium,
Mierobecterium, Nocardia, Protaminobacter, Streptomyces und vor~
zugsweise aus der Gattung Mycobacterium nach ansich bekannten
Methoden immobilisiert, indem man die Zellen an feste Triger,

wie z. B. Zellulose und Zellulosederivate adsorbiert, durch Poly~
merisation in vernetzte Gele, wie z. B. Polyacrylamid oder durch
Vernetzung von Polyelektrolyten, wie z. B. Alginaten mit mehr—
wertigen Kationen, wie z. B. A13f, einschlieBt und damit konti~

" nulerlich bzw. diskontinuierlich, bei mehrfach wiederholtem Ein-
satz der immobilisierten Biomasse, Sterine bzw. Derivate von
Sterinen fermentiert, die die folgende allgemeine Formel besitzen::

Ry

worin R1 den 8 bis 10 Kohlenstoffatome enthaltenden Kohlenwasserw
stoffrest eines Sterins darstellt und in 22-Stellung eine zu-
s8tzliche Doppelbindung besitzen kann, die Bindungen eeccses Ein-
fach~ oder Doppelbindungen sein konnen und 32 Saverstoffunktionen
der gllgemeinen Struktur

OH 0
<:: ==0, =OR bzw. <::j ::::>(CH2)n oder
H, 0 .

Stickstoffunktionen der allgemeinen Struktur = NX mit X = ~0~CH
COOH, ~-NH~CONH, oder —NHCOCIL N(CH3)3 darstellen kann,

2~

Dieses Verfahren wird vorteilhaft wie folgb ausgefiihrt: Die fir .
das Verfezhren als Ausgangsstoffe dienenden Sterinderivate ge—
horen zum Stand der Technik.

Die immobilisierten Zellen eines Bakterienstemmes wie z. B. lyco=
bakteriwn phlei, der in der Hinterlegungsstelle im Zentralinstitub
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fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der Akademie der
Wissenschaften der DDR, 69 Jena, Beubenbergstr. 11 unter der
Nummer IMET SG 1026 deponiert ist, oder Mycobakterium smegmatis,
der in der gleichen Hinterlegungsstelle unter der Nummer IMET

H 124 deponiert ist, werden im 500 ml Schittelkolben in 50 ml
0,01 M Phosphatpuffer pH 8 aufgenommen (Biomasse 3,5 g Feucht-
gewicht) mit 25 mg des Sterinderivates, geldst in Dimethyl--
formamid, versetzts. Die Fermentation wird 24 h bei 37 °¢ nach
dem Prihzip eines Batch-Verfahrens unter Schitteln durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung des Fermentationsansatzes geschieht in ein-
facher Weise wie folgt:

Die immobilisierten Zellen werden durch Filtrieren oder Dekan—
tieren vom Fermentationsmedium abgetrennt, welches zur Gewinnung
des Androst-4-en-3,17-dions in bekannter Weise vor oder nach der
Hydrolyse des entstandenen Derivates mit Chloroform extrahiert
wirde

Die erzielten Ausbeuten liegen im Durchschnitt bei 70 % d. Theas
Die abgetrennten immobilisierten Zellen lassen sich ohne merk—

lichen Aktivitatsverlust mehr als 15 mal im diskontinuierlichen
Batch-Verfazhren einsetzen.

Kontinuierliche Fermentation:

In einem thermostatierten 750 ml Batch-GefdB werden 150 ml Poly-
.acrylamidgel, welches 13 g feuchte Biomasse einpolymerisiert ent-
h&dlt, mit 150 ml Puffer, der in einer Konzentration von 045 mg/ml
mit einem geeigneten Sterinderivat versetzt ist, an der Luft ge-
rihrte. Zur kontinuierlichen Fermentation werden mit konstanter
Geschwindigkeit z+ Bs 10 bis 15 ml/Stunde der das Sterinderivat
enthaltende Puffer zugepumpt und das Androstendionderivat ente
haltende Reaktionsmedium abgezogen.,

Die beim Start der kontinuierlichen Fermentation zu erzielende
Unsatzrate von 60 bis 70 % d. Th., kann auch noch nach mehr als
14 Tagen Betriebszellt festgestellt werden. Das Androstendion
wird in bekannter Weilse durch Extraktion und Hydrolyse des
Derivates gewonnen. ‘
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Fiir den Fachmann ist es iiberraschend, daB ein derart extrem
sauerstoffbediirftiger komplexer enzymatischer ProzeB, wie es der
Abbau der Seitenkette von Sterinen darstellt, mit Mikroorganismen,
die sich im immobilisierten Zustand befinden, durchfithrbar ist,
besonders deshalb, da auf dem Steroidgebiet nur einfache Trans—
formationen wie Redukition, Dehydrierung oder Hydroxylierung mit
immobilisierten Mikroorganismen bekannt geworden sind.

Die Mikroorganismen kOnnen zun Zeitpuhkt eines ginstigen physio=
logischen Zustandes immobilisiert und damit stabilisiert werden.
Ebenso wird die Stabilisierung eines bestimmten physilkalische
chemischen Zustandes beginstigt. Damit wird der mikrobielle Seiten-
kettenabbau in einem kontinuierlich arbeitenden Reaktor mdglich,
wodurch die Biomasse Skonomisch vorteilhafter genutzt wird,
Sterilitéibtsprobleme wihrend der Fermentation gegenstandslos sind
und die Reproduzierbarkeit des Verfahrens hinsichtlich Ausbeuten
an Androst-4-en-3,17-dion iiber einen langen Zeitraum gewdhr-
leistet ista

Ausfihrungsbeispiele

1. 3,5 g Mycobacterium smegmatis IMET H 124 (feuchte Biomasse)
werden in 150 ml 0,01 M Phosphatpuffer pH 8 mit 5 g DEAE~
Zellulose 1 h verriihrt. Nach dem Absaugen und Waschen wird
der gesamte feuchte Triger in 50 ml Phosphatpuffer suspendiert
und in einen 500 ml Schiittelkolben {iberfiihrt. Nach der Zugabe
von 25 mg 3,3~Athylendioxycholest~5=~en in 1 ml Dimethyle
formamid wird 24 h bei 37 ¢ unter Schiitteln fermentiert.

Nach Filtration des gesamben Kolbeninhaltes wird das 3,3-
Kthylendioxyandrost—ﬁéen—17¥on durch Ansduern mit HC1l inm
Filtrat hydrolysiert und das entstandene Androst-4-en-3,17=
dion mit Chloroform extrahiert.

Ausbeute an Androst-4-en-3,17-dion: 50 % d. Th., Die immobilim
sierten Zellen werden nach dem Waschen mit Puffer erneut zum
Einsatz gebracht.

2+ 5 g Mycobacterium smegmatis IMET H 124 (feuchte Biomasse) wer=
den in 15 ml 2%igem NH,-Alginat aufgeschlemmt und unter
kraftigem Rithren in 100 ml 041 M A12(SO4)3 bei pH 5 bis 6 aus~
gefdally, Nech grindlichem Auswaschen der freien Zellen und
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Abtrennen kleiner Partikel werden die immobilisierten Zellen,
wie in Beispiel 1 beschrieben, mit 25 mg 3,3=-Athylendioxy-
cholest-5-en zum Einsatz gebracht.

Ausbeute an Androst-4—en-3,17-=dion: 55 % d. Thee

345 g feuchte Biomasse von Mycobacterium phleil IMET SG 1026
werden, wie in Beispiel 1 beschrieben, an DEAE-Zellulose ad-
sorbiert und mit 3,3-Athylendioxycholest-5~en als Substrat
zum Einsatz gebrachte.

Ausbeute an Androst-4—en-3,17-dion: 50 % ds The.s

Mycobacterium phlei IMET SG 1026 wird entsprechend dem Bei-
spiel 2 in Aluminiumalginat immobilisiert und mit 3,3-Athylen—
dioxycholest-5~en als Substrabt zum Einsatz gebracht.
Ausbeute an Androst-i4—en-3,17~dion: 60 % de. Th..

345 g feuchte Biomasse wvon Mycobacterium phlei IMET SG 1026
werden nach Beispiel 1 an DEAE-Zelluvlose adsorbiert und nach
dem Suspendieren des gesambten feuchten Tridgers in 50 ml 0,01 M
Phosphatpuffer pH 8 mit 25 mg Cholest~lmen—3-(0~carboxy—

methyl)oxim in 1 ml Dimethylformamid als Substrat versetzbt
wnd 24 h bei 37 °C geschiittelt. Nach dem Abtremnmen der ime
mobilisierten Zellen wird das Fermentationsmedium mit 1 N

" Salzsiure auf pH 2 bis 3 angesduert und mit Chloroform ex—

Ge

trahiert, Die weitere Aufarbeitung des Extraktes geschieht
wie folgt: Nach Abdestillieren des Losungsmittels wird der
Rickstand in 25 ml Aceton geldst, mit 2,5 ml 30%iger Schwe-
felsdure versetzt und 2 Stunden am RiuckfluB gekocht. Nach
Neutralisation des Reaktionsmediums mit ca. 2 ml 25%iger
Ammoniakldsung und Vertreiben des Acetons im Vakuum wird mit
25 ml Wasser verdinnt und mit Chloroform extrahiert. Der
Chloroformextrakt wird mit 1%iger Kaliumkarbonatldsung und
Wasser nacheinander gewaschen und eingeengt. Der Riickstand
wird in Ather geldst und bis zur beginnenden Kristallisation
eingeengt. |

Ausbeute an Androst-4-en-3,17-dion: 95 % d. Th..

5 g Mycobacterium phlei IIET 3G 1026 (Feuchtmasse) werden wie
in Beispiel 2 in Aluminiumalginat immobilisiert. Das gesante
Material wird in 50 ml 0,01 M Phosphatpuffer pH 8 suspendiert
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und mit 25 mg Cholest-4—en—3~(O~carboxymethyl)oxim versetzte

Fermentation und Aufarbeitung erfolgen wie in Beispiel 5.
Ausbeute an Androst—i4-en=-3,17=dion: 50 % d. Thee

3,5 g Mycobacterium phlei IMET SG 1026 (Feuchtmasse) werden
in 20 m1 0,01 M Phosphatpuffer pH 8 suspendiert, mit 20 ml
einer Monomerenldsung, die 2,8 g Acrylamid und 28 mg N,N'Me-
thylenbisacrylamid enthdlt, versetzt und unter Stickstoff in
Gegenwart von 100 mg N,N,N*' ,N'Tetramethylathylendiamin und
50 mg Kaliumpersuifat (jeweils in 1 ml Puffer geldst) poly-
merisiert. Die Reaktion ist bei 10 °C nach 5 bis 10 Minuten
beendet. |

Das Gel wird bis zu einer PartikelgroBe von 0,25 bis 0,5 mm
zerkleinert und nach grindlichem Waschen in 50 ml Puffer

. suspendiert, mit 25 mg Cholest-4~en=3-(0~carboxymethyl )=oxim

8.

in 1 nl Dimethylformamid versetzt und 24 h bei 37 °c ge=
schuttelte

Die Aufarbeitung des Fermentationsmediums erfolgt wie in Bei-
spiel 5 beschrieben.
Ausbeute an Androst—-4-en—3,17~dion: 70 % d. The.

Flir die kontinuierliche Fermentation werden 13 g feuchte Bio=
masse Mycobacterium phlei IMET SG 1026 entsprechend dem Bei-
spiel 7 in Polyacrylamid einpolymerisiert.

150 ml des zerkleinerten und gut gewaschenen Geles werden im
thermostatierten 750 ml Batch-=GefdB mit 150 ml einer Stomme
18sung von 0,5 mg Cholest~4~en~3(0~carboxymethyl )=oxim/ml
0,01 M Phosphatpuffer pH 8 (Losungsvermittler: 2 % Dimethyl-
formamid) bei 37 °C etwa 10 h bis zum Erreichen eines Sub—
stratumsatzes von 70 % geriihrt. Danach wird mit dem konti-
nuierlichen Betrieb begonnen, indem mit einer konstanten Ge-
schwindigkeit von 10 bis 15 ml/h Sterinderivat~Stammldsung
zugepumpt und die Produkblosung abgezogen werden.

Nach dem Sammeln der abgezogenen Produktldsung erfolgt eine
analoge Aufarbeitung, wie im Beispiél 5 beschrieben.
Ausbeute an Androst-4~en-3,17-dion: 60 bis 70 % d. The, SO=
wohl nach dem Start des kontinuierlichen Betriebes als auch
nach mehr als 14 Tagen Fermentaztionszeit.
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Verfahren zur Herstellung von Androst—4—en-3,17-dion aus
Sterinen durch mikrobiellen Seitenkettenabbau, dadurch ge-~
kennzeichnet, da zum Seitenkettenabbau von Sterinen be--
fdhigbe Mikroorganismen immobilisiert und damit Sterine
bzw. Derivate von Sterinen kontinuierlich bzw. diskontis
nuierlich bei mehrfach wiederholtem Einsatz der immobili-
sierten Biomasse fermentiert werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB man
Mikroorganismen aus den Gattungen Arthrobacter, Bacillus,
Brevibacterium, Corynebacterium, Microbacterium, Nocardia,
Protaminobacter, Streptomyces und Mycobacterium zum Einsatz
bringt. '

Verfahren nach Pinkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal
Mikroorganismen durch Adsorption an feste Tridger, durch Ein-
polymerisation in Polymergele oder durch Vernetzung von
Polyelektrolyten immobilisiert werden.

Verfehren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf

man Sterine bzw. Derivate vonRSterinen der allgemeinen Formel
4

worin R1 den 8 bis 10 Kohlenstoffatome enthsltenden Kohlen;
wasserstoffrest eines Sterins darstellt und in 22-Stellung

. elne zusidtzliche Doppelbindung besitzen kann, die Bindungen

»sseee Binfach- oder Doppelbindungen sein konnen und R2 Sauver-
stoffunktionen der allgemeinen Struktur

<::OH‘ 0]
==, =0R bzwWe. <::: j:::ZpH ) oder
H, ? 0 2/n



Stickstoffunktionen der allgemeinen Struktur

=NX mit X = -O-CH2~CQDH, —NH-CONH,, oder
— T J
NHCOCﬁeN(C§3)3

darstellen kann, zur Fermentation bringt.
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