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(54) Verfahren zur Herstellung von Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-dien-3,17-dion und 9a-Hydroxy-an-
drost-4-en-3,17-dion

(66)9a-Hydroxy-androst-4-en-3,17-dion (9-OH-AD), Androst-4-en-3,17-dion (AD), Androsta-1,4-dien-3,17-dion (ADD),
Gemische von vollstandig und nicht vollstandig geséttigten Sterolen, mikrobieller Seitenkettenabbau

(57) Die Erfindung betrifft ein mikrobielles Verfahren zur Herstellung von Androst-4-en-3,17-dion(AD),
Androsta-1,4-dien-3,17-dion (ADD) und 9a-Hydroxy-androst-4-en-3,1 7-dion, 9-OH-AD, das dadurch gekennzeichnet
ist, da® man Gemische von vollstandig und nicht vollsténdig gesattigten Sterolen mit einer Kultur eines zum
Seitenkettenabbau von 3p-Hydroxy-A®-sterolen beféhigten Mikroorganismus fermentiert.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-dien-3,17-dion und 9a-
Hydroxy-androst-4-en-3,17-dion, dadurch gekennzeichnet, daR man Gemische von vollstandig und
nicht vollstandig geséttigten Sterolen mit einem zum Seitenkettenabbau von 3 8-Hydroxy-A°-
Sterolen befahigten Mikroorganismus fermentiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man mit Mycobacterium spec. NRRL
B-3805, Mycobacterium spe~. NRRL B-3683, Mycobacterium vaccae ZIMET 11094, Mycobacterium
vaccae ZIMET 11053 oder Mycobacterium vaccae ZIMET 11052 fermentiert.

3, Verfahren nach Anspruch 1und 2, dadurch gekennzeichnet, da® man vollstindig geséattigte Sterole
in einem beliebigen Mischungsverhiltnis mit nicht vollstédndig geséttigten Sterolen einsetzt.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegends Erfindung betrifft ein mikrobielles Verfahren zur Herstellung von Androst-4-en-3,17-dion, Androsta-1,4-dian-
3,17-dion und 9a-Hydroxy-androst-4-en-3,17-dion. Diese Produkte sind wichtige Ausgangsstoffe fiir die Synthese von
Androstan-Pregnanderivaten sowie Ostratrienen, die als Wirkstoffe in der Arzneimittelherstellung Anwendung finden.

Charakteristik dos bekannten Standes der Technik

Es istbekannt, daB Mikroorganismen natiirlich vorkommende 3 B-Hydroxy-A°-Sterole {z. B. Cholesterol, Sitosterol, Campesterol,
Stigmasterol, Ergosterol) als Energie-und Kohlenstoffquelle nutzen und zu Kohlendioxid und Wasser abbauen. Bei diesem
Abbau werden unter anderem intermadiir AD, ADD und 9-OH-AD gebildet, AuBerdem ist bekannt, daf mit Hilfe von
maodifizierten Substraten, Inhibitorzusitzen oder mutierten Mikroorganismen aus 3p-Hydroxy-A®-Sterolen AD, ADD oder
9-0H-AD angereichert werden (siehe Patentschriften: EP 274147, US-PS 4755463, GB-PS 862701, DE-OS 3521111,

DD-WP 248143). Ein wesentlicher enzymatischer Schritt ist hierbei die Dehydrierung der Hydroxylgruppe zur Ketogruppe am C-3
und die Isomerisierung der Doppelbindung von C-5 nach C-4 (Tallalay, P, undWang, N.S.: Biochim. Biophys. Acta 18, 300-301).
Des weiteren wurde festgestelit, dat Mycobacterium Spec. NRRL B-3683 die Fihigkeit besitzt, in 5a-Cholestan-38-ol eine
A*-Doppelbindung einzufiihren (P.Hesselink, Sterol side ohain cleavage by Mycobacterium, Groningen, 1988, 45-46).

Der Mechanismus dieser enzymatischen 4-Dehydrierung wurde bisher nicht aufgeklirt.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, in dkonomisch giinstiger Weise durch mikrobiellen Seitenkettenabbau die Titelverbindung herzustellen.

Darlegung des Waesens der Erfindung

Uberraschend wurde festgestellt, daR bei den fiir den mikrobiellen Seitenkettenabbau von 3 B-Hydroxy-A%-Sterolen bekannten
Verfahrensbedingungen auch Substratmischungen von vollsténdig und nicht vollsténaig gestttigten Sterolen bei einem
beliebigen Mischungsverhéitnis mit gleichbleibender Produktbildungsgeschwindigkeit zu AD, ADD und 9-OH-AD.abgebaut
werden. Dieser Befund ist insofern iiberraschend, da fiir beide Gruppen von Sterolen andere Enzyme bzw. Enzymsysteme
notwendig sind, um die Titelverbindung herzustellen. Gleichfalls war nicht vorherzusehen, dafd vollsténdig und nicht volisténdig
gesittigte Sterole gleichzeitig zu den Titelverbindungen umgesetzt werden.

Abgesehen von der Verwendung des Substratgemisches, wird das arfindungsgeméRe Verfahren so aufgebaut, wie es fiir den
mikrobisllen Seitenkettenabbau von 3B-Hydroxy-AS-Sterolen iblich ist.

ErfindungsgemaB wird das Verfahren in seinem Grundzug wie folgt durchgefiihrt:

Ein Mikroorganismus der zum m:zrobiellen Seitenkottenabbau von Sterolen fihig ist, vorzigsweise ein Organismus aus der
Gruppe der Bakteriengattungen Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Coryulbacterium, Mikrobacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Protaminobacter, Serratia und Streptomyces, insbesondere die Stimme Mycobacterium spec. NRRL B-3805,
Mycobacterium spec. NRRL B-3683, Mycobacterium vaccae ZIMET 11094, Mycobacterium vaccae ZIMET 11053 und
Mycobacterium vaccae ZIMET 11052, wird einem Fermentationsansatz zugegeben.

Dieser Fermentationsansatz enthiit die fiir das Wachstum der Mikroorganismen erforderlichen Néhrstoffe, so
Kohlenstoffquellen wie z. B. Glukose, Glycerin usw., Stickstoffquellen wie z.B. Hefeextrakt, Ammoniumsulfat usw., verschiedene
Mineralsalze, gegebenenfalls polymere Adsorberharze und schlieBlich das Gemisch von geséttigten und nicht vollstdndig
gesittigten Sterolen in einer bestimmten Préiparationsform.

Die Herstellung der Substratpréparation erfolgt mit Hilfe bekannter Methoden z.B. NaBvermahlung, Spriihtrocknung,
Gefriertrocknung usw. Gegebenenfalls werden fiir die Herstellung der Substratpréiparationen Tenside verwendet.

Die Fermentation wird iiber 48 Stunden bis 120 Stunden bei 25°C bis 35°C sowie einer Aciditétim Bereich von pH 5 bis pH 9 unter
aeroben Bedingungen durchgefihrt.

Die Fermentation wird erforderlichenfalls durch 30miniitiges Erhitzen auf 90°C beendet.
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Ausfihrungsbeispiele

Belsplel 1

Mycobacterium spec. NRRL B-3683 wird 6d bei 31°C auf Schréigagar folgender Zusammensstzung angeziichtet:

20g Glukose, 5g Bacto-Pepton, 57 Fleischextrakt, 15g Agar agar, Aqua dest. ad 1000 ml, pH = 7,0.

Diese Kultur dient zur Beimpfung einer §00-ml-Steilbrustflasche mit 60ml Néhrmedium folgender Zusammensetzung:

10g Hefeextrakt, 10g Glukoss, 1,5g (NH,),HPO,, 0,59 KH,PO, 0,5g K;HPO,, 0,2g MgSO; - 7H;0,0,01g FeSO, - 7H,0und 0,02g
ZnS04 - 7H;0, Aqua ad 1000ml pH = 7,0,

Nach einer Inkubation von 48 Stunden bei 28°C auf einer Rotationsschiittelmaschine werden jeweils 5ml dieser Vorkultur zur
Beimpfung des Transformationsmediums verwendet, Dafiir werden zwanzig 50C-ml-Steilbrustflaschen jeweils mit 4,0g sines
polymeren Adsorberharzes {Wofatit EP62), 5600mg Substratgemisch (250 mg B-Sitoserol und 250mg B-Sitostanol) in
lyophylisierter Form und mit 50m| Fermentationsmedium beschickt.

Als Fermentationsmedium wird eine Lsung aus 5,0g Glukose, 3,0g (NH,);S0,, 0,3g Harnstoff, 2,09 KH,PO,, 8,09 K,HPO,, 0,29
MgS0, -7H;0, 0,01g FeSO, - 7H;0 und 0,002g ZnSO,4 - 7H,0, Aqua dest. ad 1000ml pH = 7,0 eingesetzt. AnschlieBend wird
eine 72stiindige Fermentation auf einem Rundschwingtisch vorgenommen.

Danach wird die Fermentation durch Erhitzen auf 90°C beendet. Das Harz wird von der Kulturlsung abgetrennt und mit Methanc!
eluiert. Die diinnschichtchror ~tografisch ermittelte durchschnittliche Ausbeute an ADD betréigt 4,3g/1.

Belsplel 2
Bei sonst gleicher Verfahrensweise wie in Beispiel 1 wird der Stamm Mycobacterium vaccae ZIMET 11094 verwendct. Bei Einsatz
von 10g je Liter Sterolgemisch erhilt man 4,09/1 ADD.

Beispiel 3
Nach der Verfahrensweise im Beispiel 1 wird der Starnm Mycobacterium spec. NRRL B-3805 einyesetzt. Die
dinnschichtchrome®ographisch ermittelte durchachnittliche Gesamtausbeute an AD betrégt 3,5g/1.

Beispiel 4 -
GemiB den Bedingungen von Beispiel 1 wird der Stamm Mycobacterium vaccae ZIMET 11053 angeziichtet. Bei Einsatzvon 10g/I
Sterolgemisch erhiit man 4,4g/1 9-OH-AD.

Belspiel 5
Bei sonst gleicher Verfahrensweise wie im Beispiet 2 wird als Substrat ein Gemisch aus 7 g/l B-Sitostanol und 3 g/l B-Sitosterol
eingesetzt, Die dinnschichtchromatographisch ermittelte Menge an ADD betrégt 4,0g/| ADD.

Belsplel 6
Bei sonst gleicher Verfahrensweise wie im Baispiel 2 wird als Substrat ein Gemisch von 3g/I| B-Sitostanol und 7g/i B-Sitosterol
eingesetzt. Man erhélt 4,29/l ADD.

14
Belsplel 7
Bei sonst gleicher Verfahrensweise wie im Beispiel 2 wird als Substrat ein Gemisch von 1g/I 8-Sitostanol und 9g/I B-Sitosterol
aingesetzt. Die diinnschichtchromatographisch ermittelte Menge an ADD betrigt 4,1g/| ADD.
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