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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania 19-nortestololaktonu, o wzorze 2, przedstawio-
nym na rysunku.

Sposobem, wedtug wynalazku, mozna otrzymac zwiazek, ktory jako steroidowy lakton moze zna-
lez¢ zastosowanie jako terapeutyk lub prekursor nowych steroidowych pochodnych o potencjale tera-
peutycznym.

Czasteczki steroidowe z ugrupowaniem laktonowym w pierscieniu D wykazuja aktywnos¢ prze-
ciwnowotworowa, przeciwbakteryjna, antyhipercholesterolemiczng i antyandrogeniczna (Brodie A.M.H.
and Njar V.C. O., J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 1998, 66, 1-10; Bydal P. et al., Eur. J. Med. Chem.
2009, 44, 632-644). Lakton 1-dehydrotestosteronu (testolakton) nalezy do inhibitorow aromatazy (Lone
S. H. etal,, New J. Chem. 2018, 42, 4579-4589) — zwiazkow, ktére hamuja rozwdj hormono-zaleznych
nowotwordow i stosowane sa w terapii dolegliwosci zwiazanych z zaburzeniami rGwnowagi hormonalnej,
np. w ginekomastii i przedwczesnym dojrzewaniu (Serafini G. E., Moslemi S., Mol. Cell. Endocrinol.
2001, 178, 117-131).

19-Nortestosteron jest syntetycznym steroidem o aktywnosci anabolicznej i androgennej. Zwia-
zek ten stymuluje wzrost tkanek miesniowych, dlatego znalazt zastosowanie m.in. w terapii rozlegtych
oparzen i osteoporozy. Wykorzystywany jest w leczeniu zaniku miesni spowodowanym przez schorze-
nia takie jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP), przewlekta niewydolnos¢ nerek czy AIDS.
(Tatem A., et al., Transl. Androl. Urol. 2020, 9, 186-194; Wu C. Kovac J. R., Curr Urol Rep. 2016, 17,
72). Badania przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze zwiazek ten moze rowniez tagodzi¢ stany
lekowe (Kouvelas D. et al., Int. J. Neuropsychopharmacol. 2008, 11, 925-34).

Jedng z metod wprowadzenia do czasteczki ugrupowania laktonowego jest chemiczna reakcja
Baeyera-Villigera, polegajaca na utlenianiu ketonéw za pomocg nadkwasow albo nadtlenkow. Utlenia-
cze takie sa czesto toksyczne i niestabilne, dlatego ich stosowanie skutkuje zanieczyszczaniem srodo-
wiska naturalnego. Dodatkowo w reakcjach, w ktérych substratem jest zwigzek zawierajacy inne wraz-
liwe na utlenianie grupy funkcyjne, stosowanie metody chemicznej zwigzane jest z powstawaniem pro-
duktéw ubocznych reakcji.

Alternatywa wobec utleniania chemicznego jest otrzymywanie laktonéw na drodze mikrobiolo-
gicznej, z wykorzystaniem aparatu enzymatycznego drobnoustrojéw zdolnych do przeprowadzania re-
akcji utlenienia typu Baeyera-Villigera. Dodatkowa zaleta utleniania enzymatycznego jest wysoka se-
lektywnos¢ reakcji i czesto brak produktéw ubocznych.

Znany jest sposob otrzymywania 19-nortestololaktonu jako jednego z pieciu produktow 72 go-
dzinnej reakcji mikrobiologicznego utleniania 19-nortestosteronu przez Aspergillus tamarii. 19-Nortesto-
lolakton powstawat w tej reakcji z wydajnoscig 69% (McCurdy J. T. and Garrett R. D., J. Org. Chem.
1968, 33, 660-661).

W innym znanym przyktadzie, podczas kilkudniowej transformacji 19-nortestosteronu w kulturze
Penicillium notatum uzyskano 19-nortestololakton z wydajnoscig 93% (Bartmanska A. et al., Steroids
2005, 70, 193-198).

Z kolei opis patentowy Pat.239842 ujawnia otrzymanie 19-nortestololakton z 19-nortestosteronu
z wydajnoscia 90%, po szesciu dniach transformacji przy wykorzystaniu Penicillium vinaceum AM110.

Aktywnos$¢ biokatalityczna szczepu Fusicoccum amygdali AM258 w reakcji utlenienia typu Baey-
era-Villigera byta wczes$niej ujawniona w literaturze. Szczep ten wykorzystany byt do otrzymywania ste-
roidowego laktonu (3p-hydroksy-17a-oksa-D-homo-androst-5-en-7,17-dionu) z 7-okso-DHEA.

Istota wynalazku polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla wzrostu grzybow strzepko-
wych wprowadza sie zawiesine komorek Fusicoccum amygdali AM258 i inkubuje sie ja przez kilka dni
przy statym wstrzasaniu w temperaturze 24-27°C. Po uptywie co najmniej 4 dni dodaje sie substrat:
19-nortestosteron, jako zawiesine w rozpuszczalniku organicznym mieszajacym sie z woda. Transfor-
macje prowadzi sie przy ciagtym wstrzasaniu co najmniej przez 24 godziny w warunkach typowych dla
hodowli mikroorganizmu. Uzyskany roztwor transformacyjny ekstrahuje sie trzykrotnie rozpuszczalni-
kiem organicznym niemieszajacym sie z woda, osusza i odparowuje rozpuszczalnik. W ten sposob
otrzymuje sie surowy produkt, ktéry nastepnie oczyszcza sie chromatograficznie.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi
0,25g:11.

Korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 24 godziny.

Korzystne jest, gdy jako ekstrahent stosuje sie chloroform.
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Korzystne jest takze, gdy jako eluent stosuje sie mieszanine heksan : aceton, w proporcji objeto-
Sciowej sktadnikéw 2:1.

Zasadniczg zaleta wynalazku jest otrzymanie 19-nortestololaktonu jako jedynego produktu
w krotkim czasie reakcji z wydajnoscia 92%, w temperaturze pokojowej i pH bliskim obocjetnemu.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml, w ktorej znajduje sie 100 ml sterylnej pozywki za-
wierajace] 3 g glukozy i 1 g aminobaku, wprowadza sie 2 cm? zawiesiny komarek Fusicoccum amygdali
AM258. Hodowle prowadzi sie przez kolejne cztery dni przy statym wstrzasaniu w temperaturze
24-27°C. Nastepnie do hodowli mikroorganizmu dodaje sie 25 mg 19-nortestosteronu, o wzorze 1,
w postaci zawiesiny w 0,5 cm?® acetonu. Transformacje prowadzi sie przy ciagtym wstrzasaniu przez
24 godziny w warunkach, w ktérych prowadzona byta hodowla mikroorganizmu. Nastepnie uzyskany
roztwor transformacyjny ekstrahuje sie trzykrotnie chloroformem, osusza bezwodnym siarczanem ma-
gnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Wydajnos¢ otrzymania surowego produktu wedtug danych chroma-
tograficznych (GC) wynosi 96%. Po oczyszczeniu surowego produktu za pomoca chromatografii kolum-
nowej, stosujac jako eluent mieszanine heksan : aceton w proporcji objeto$ciowe]j sktadnikéw 2:1, otrzy-
muje sie 23 mg 19-nortestololaktonu (wydajnos¢ izolowana 92% mol.), o wzorze 2.

Uzyskany produkt 19-nortestololakton charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi:

"H NMR (CDCl3) & (ppm): 1,36 (s, 3H, 18-H); 2,60 (m, 1H, 16a-H); 2,69 (m, 1H, 16B-H); 5,84
(s, 1H, 4-H);

3C NMR (CDCI3) & (ppm): 199,1 (C-17); 171,2 (C-3); 164,8 (C-5); 124,9 (C-4); 83 (C-13); 48,4
(C-9); 45,0 (C-14); 42,6 (C-12); 42,1 (C-10); 38,6 (C-8); 36,4 (C-2); 35,2 (C-6); 29,4 (C-7); 28,5 (C-16);
26,7 (C-11); 26,2 (C-1); 20,1 (C-15); 19,7 (C-18).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob wytwarzania 19-nortestololaktonu na drodze transformacji mikrobiologicznej, zna-
mienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybdw strzepkowych wprowadza sie zawie-
sine komorek Fusicoccum amygdali AM258, nastepnie po uptywie co najmniej 4 dni do ho-
dowli dodaje sie 19-nortestosteron o wzorze 1, jako zawiesine w rozpuszczalniku organicznym
mieszajacym sie z woda, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 24°C do 27°C, przy
ciagtym wstrzasaniu co najmniej 24 godziny, po czym produkt ekstrahuje sie trzykrotnie roz-
puszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z woda, ekstrakt osusza sie i odparowuje
rozpuszczalnik, w wyniku tych operacji otrzymuje sie surowy produkt, ktéry oczyszcza sie
chromatograficznie.

2. Sposob wediug zastrz. 1., znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-

jetosci hodowli wynosi 0,25g: 1 L.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 24 godziny.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze jako ekstrahent stosuje sie chloroform.

Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako eluent stosuje sie mieszanine heksan :

aceton, w proporcji objetosciowe] sktadnikow 2:1.
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