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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu (0 wzorze 2)
na drodze enzymatycznej selektywnej dehydrogenacji (25R)-spirosta-4-en-3-onu (0 wzorze 1), maja-
cego nazwe zwyczajowg diosgenon.

Sposob, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym do wy-
twarzania zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej przeciwko zarodzcowi malarii Plasmodium
berghei (Pabdn A. i inni, Molecules, 2013, 18, 3356-3378), posiadajacych wiasciwosci przeciwzapal-
ne (inhibicja produkcji INF-y przez limfocyty T CD4+ — Quan H.-J. i inni, Eur. J. Med. Chem., 2002, 37
(8), 659-669), czy wiasciwosci cytotoksyczne wzgledem linii raka jelita grubego HCT 116 (human
colorectal (HCT 116) carcinoma cell) (Quan H.-J. i inni, Eur. J. Med. Chem., 2002, 37 (8), 659-669).

Konwersje enzymatyczne sg ekologiczna alternatywa wzgledem klasycznej syntezy chemiczne;j
w uzyskiwaniu aktywnych biologicznie zwigzkdéw i sg coraz czesciej stosowane w przemysle farmaceu-
tycznym, zwtaszcza do produkcji lekow steroidowych (Chen M.-M. i inni, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
2012, 96, 133-142). Stwierdzono, ze wprowadzenie wigzania podwojnego miedzy pierwszym i drugim
atomem wegla w pierscieniu A diosgenonu (wzér 1) prowadzi do powstania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu
(wz0r 2), ktory jest zwigzkiem o podwyzszonej aktywnosci przeciw interferonowi y.

Chemiczne metody otrzymywania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu sg przeprowadzane jednoeta-
powo z diosgenonu, albo z tigogenonu albo z tigogenolu z wykorzystaniem silnych utleniaczy takich
jak 2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinon czy ditlenek selenu, oraz toksycznych rozpuszczalnikéw
takich jak benzen, toluen czy dichlorometan.

Znana jest chemiczna metoda otrzymywania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu w ktorej w wyniku
reakcji diosgenonu z 2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinonem, w obecno$ci kwasu benzoesowe-
go, otrzymywany jest (25R)-spirosta-1,4-dien-3-on z konwersja ok. 60% w przypadku procesu prowa-
dzonego w goracym toluenie przez 12 godzin (Pabon A. i inni, Molecules, 2013, 18, 3356-3378)
lub z wydajnoscia ok. 49% w procesie prowadzonym w absolutnym goracym dioksanie przez 36 go-
dzin (Quan H.-J. i inni, Eur. J. Med. Chem., 2002, 37 (8), 659-669). Produkt reakcji oczyszczany
jest za pomoca chromatografii kolumnowej na ziozu krzemionkowym z wykorzystaniem mieszani-
ny heksanu/dichlorometanu/octanu etylu (4:1:1) jako eluentu (Pabén A. i inni, Molecules, 2013, 18,
3356-3378) lub po przeptukaniu dichlorometanem i wodorotlenkiem sodu za pomoca preparatywnej
chromatografii cieczowej (Quan H.-J. i inni, Eur. J. Med. Chem., 2002, 37 (8), 659—-669).

W pracy Carlon Nussbaum i innych (J. Am. Chem. Soc., 1959, 81 (19), 5230-5233) opisano
metode utleniania diosgenonu w mieszaninie alkoholu amylowego i lodowatego kwasu octowego
za pomocg ditlenku selenu. Produkty reakcji sa ekstrahowane za pomoca dichlorometanu z dodatkiem
wodorotlenku sodu i poddawane oczyszczaniu metodg chromatografii kolumnowej (eluent benzen-eter
etylowy), a koncowa wydajnos¢ do produktu wynosi ok. 3%.

W artykule Potjamarn Bunyathaworn i innych (Steroids, 2010, 74 (6) 432—444) opisano metode
syntezy (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu z tigogeniny ((25R)-5a-spirostan-3p-olu) z wykorzystaniem
kwasu meta-jodobenzoesowego oraz diselenku difenylu, ogrzewanych we wrzacym toluenie przez
7 godzin. Produkt wydzielano z toluenu dodajac dichlorometan z woda oraz oczyszczajac oddzielong
warstwe organiczng za pomocg chromatografii flash co pozwolito na 70% wydajnos¢ syntezy.

Z pracy Carlon Nussbaum i innych (J. Am. Chem. Soc., 1959, 81 (19), 5230-5233) znana jest
dwuetapowa metoda otrzymywania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu z dioctanu ruskogeniny, polegajaca
na hydrolizie substratu, prowadzonej w mieszaninie chloroformu i metanolu z dodatkiem stezonego
chlorowodoru przez 24 godziny, ktérej produkty po zobojetnieniu i oczyszczeniu poddawane sg utle-
nianiu Oppenauera (dziataniu izopropanolanu glinu w mieszaninie wrzacego cykloheksanonu i tolue-
nu). Wydajnosc¢ catego procesu nie przekracza 20%.

Inna znana metoda syntezy (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu obejmuje utlenianie mieszaniny ge-
nin w toluenie za pomocg cykloheksanonu i izopropanolanu glinu (Al(0-i-Pr)s3). Metoda ta wymaga
oczyszczania produktu reakcji z wykorzystaniem toksycznych rozpuszczalnikow (benzenu, toluenu)
oraz charakteryzuje sie niskga wydajnoscig (Burn D. i inni, J. Chem. Soc., 1958, 795-799). W artykule
tym opisano rowniez tréjetapowa reakcje syntezy (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu z tigogenonu. We-
dtug ujawnionej procedury, do roztworu tigogenonu w kwasie octowym wprowadza sie roztwor bro-
mu w kwasie octowym. Po 12 godzinach produkt wytraca sie, mieszajac roztwor kwasu octowego
zwoda i po rekrystalizacji w mieszaninie dichlorometanu i metanolu otrzymuje sie nieoczyszczo-
ny 2,4,23-tribromo-5a-25-spirostan-3-on. Nastepnie ogrzewa sie go przez 2 godziny we wrzgcej
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2,4,6,-trimetylopirydynie uzyskujac 23-bromo-(25R)-spirosta-1,4-dien-3-on. Zwiazek ten poddaje sie
nastepnie dziataniu jodku sodu w kwasie octowym w atmosferze azotu na tazni wodnej przez 30 h,
po czym otrzymany (25R)-spirosta-1,4-dien-3-on izoluje sie mieszaning eteru i benzenu.

Z dostepnej literatury znane sg sposoby izolacji preparatu enzymatycznego o aktywnosci
A'-dehydrogenazy 3-ketosteroidowej (KTSD) ze Sterolibacterium denitrificans (Chiang Y.-R. i inni,
Appl. Environ.l Microb., 2008, 74 (1), 107-113) o skrécie AcmB (Anaerobic cholesterol metabolism
enzyme B). Opisana jest rowniez metoda transformacji genetycznej Escherichia coli w celu otrzy-
mania rekombinowanego enzymu AcmB (K. Sofifska i inni, BBA — Gen. Sutjects, 2019, 1863 (6),
1027-1039).

W literaturze przedstawione sa liczne inne przyktady metod pozyskiwania enzymow typu
KTSD, charakteryzujacych sie jednak spektrum substratowym ograniczonym tylko do 3-keto-
steroidow (np. Knol J. i inni, Biochem J., 2008, 410 (2), 339-346; Itagaki E. i inni, J. Biochem., 1990,
108, 122—-127; Cho K.-P. i inni, J. Biochem., 1995, 117 (5), 1043—1049; Penasse, L. i inni,. Steroids,
1968, 12 (4), 525-544; Plesiat P. | inni, J. Bacteriol., 1991, 173 (22), 7219-7227).

Znane sa rowniez z literatury przyktady zastosowania enzymu AcmB ze Sterolibacterium
denitrificans do przeprowadzenia reakcji odwodornienia w pozycji C1-C2 dla szeregu standardo-
wych, czteropierscieniowych 3-ketosteroiddw (analogdéw progesteronu) oraz substratow nietypowych
dla enzymoéw z tej klasy dehydrogenaz 3-ketosteroidowych (KTSD), takich jak cholest-4-en-3-on
czy cholest-5-en-3-on. W szczegdlnosci w artykule Chiang Y.-R. i innych (Appl. Environ./Microb.,
2008, 74 (1), 107-113) ujawniono zdolno$¢ preparatu enzymatycznego AcmB do biokatalitycznej
transformacji progesteronu, testosteronu, 19-nortestosterou, androst-4-en-3,17-dion, jak rowniez cho-
lest-4-en-3-onu i cholest-5-en-3-onu z wykorzystaniem 2,6-dichloroindofenolu jako reutleniacza w pH 6,5.

Z kolei w opisach patentowych PL 228070, PL 228071 i PL 228517 (A. Rugor i inni) ujawniono
sposéb wytwarzania propionianu androsta-1,4-dien-17f3-ol-3-onu, androsta-1,4,6-trien-173-0l-3-onu
i 17a-metyloandrosta-1,4-dien-173-ol-3-onu z wykorzystaniem Ks[Fe(CN)s] jako reutleniacza.

Jednak jak dotad w literaturze nie ujawniono faktu zdolnosci enzymu AcmB do konwertowania
zwiazkéw zbudowanych z wiecej niz 4 piercieni, w tym w szczegdlnosci szesciopierscieniowych
zwiazkdéw zwierajacych ugrupowania typu spiro, jak w diosgenonie.

Znane z literatury sg doniesienia o aktywnosci enzymoéw KSTD, pochodzacych z réznych orga-
nizméw w reakcji dehydrogenacji przy C1-C2 czteropierscieniowych 3-ketosteroidéw (np. Itagaki E.
i inni, Biochim. Biophys. Acta, 1990, 1038 (1), 60-67; Mao S. i inni, J. Chem. Technol. Biotechnol.,
2019, 94, 309-316), w tym dehydrogenaz ketosteroidowych z bakterii Rhodococcus erythropolis wy-
kazujacych aktywno$¢ w stosunku do 4-androsten-3,17-dionu, testsosteronu, metylotestosteronu,
hydroksykortyzonu, progesteronu, czy octanu kortyzonu, z wykorzystaniem 2,6-dichloroindofenolu
jako reutleniacza w pH 8,0.

Wg doniesien literaturowych enzymy klasy KSTD, z wyjatkiem AcmB, nie wykazujg aktywnosci
w stosunku do 3-ketosteroidow, takich jak cholest-4-en-3-on o niezdegradowanym fancuchu alifatycz-
nym przy C17. Co wiecej, w dostepne;j literaturze nie znaleziono zadnej metody enzymatycznego uzy-
skiwania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu z diosgenonu, tj. aktywnosci enzymatycznej dla szesciopier-
$cieniowych 3-ketosaponin.

Istota wynalazku polega na enzymatycznej regioselektywnej A'-dehydrogenaciji (tj. wprowadze-
niu podwdjnego wigzania pomiedzy atomy C1 i C2) w substracie, ktéorym jest diosgenon
((25R)-spirost-4-en-3-on) o wzorze 1, co prowadzi do otrzymania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu
(o wzorze 2). Reakcje prowadzi sie wedtug schematu 1 przedstawionego na zatgczonym rysunku,
przy zastosowaniu enzymu o aktywnosci KSTD, zwtaszcza pochodzacego ze Sterolibacterium
denitrificans albo Rhodococcus erythropolis. Reakcje moze katalizowa¢ dowolny enzym z klasy
KSTD o sekwencji podobnej, tj. nie rézniacy sie o wiecej niz 30% aminokwaséw, od zaprezentowa-
nych na zatagczonym rysunku sekwencji 1, tj. KSTD ze Sterolibacterium denitrificans Chol-1S (DSM:
13999), albo sekwencji 2, tj. KSTD z Rhodococcus erythropolis SQ1.

Wspomniany enzym wprowadza sie do srodowiska reakcji w postaci preparatu enzymatycznego
pochodzacego z natywnej bakterii lub w postaci enzymu rekombinowanego, powstatego w procesie
nadekspresji genu zmodyfikowanej bakterii, zwtaszcza Escherichia coli.

Mozliwe jest rowniez przeprowadzenie procesu z zastosowaniem komorek Escherichia coli za-
wierajacych enzym bez potrzeby wczesniejszej izolacji preparatu enzymatycznego.
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Produkt reakcji korzystnie oczyszcza sie metoda ekstrakcji do fazy statej i otrzymuje (25R)-
-spirosta-1,4-dien-3-on (wzor 2) z wydajnoscig 52,6%, przy konwersji substratu, ustalonego wedtug
chromatografii cieczowej, powyzej 87%.

Korzystne jest, gdy proces prowadzi sie w $rodowisku wodno-organicznym w temperaturze
od 20 do 45°C, w pH 6,5-9,0 z zastosowaniem jako utleniacza 2,6-dichlorofenoloindofenolu, metylo-
siarczanu fenazyny lub mieszaniny 2,6-dichlorofenoloindofenolu i metosiarczanu fenazyny w obecno-
8ci 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryny jako solubilizatora substratu. Dodanie rozpuszczalnika orga-
nicznego (np. 2-metoksyetanolu, izopropanolu lub dioksanu) umozliwia tatwiejsze rozpuszczenie sub-
stratu i ma korzystny wptyw na konwersje.

Zasadniczymi zaletami wynalazku jest otrzymanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-on, jako jedynego
produktu reakcji z konwersja nawet do 100%, z wydajnoscig izolowana co najmniej 52,6%, w tempera-
turze pokojowej, bez zastosowania toksycznych rozpuszczalnikéw oraz silnych utleniaczy.

Przedmiot wynalazku ilustruja przedstawione ponizej przyktady realizaciji.

Przyktad 1

Przygotowanie preparatu enzymatycznego o aktywnosci KSTD z natywnej bakterii Stero-
libacterium denitrificans

Procedura przygotowania preparatu enzymatycznego poprzedzona jest dwoma etapami, pro-
wadzacymi do pozyskania natywnego preparatu enzymatycznego z aktywnoscia AcmB: hodowla bak-
teryjna oraz izolowaniem z masy bakteryjnej preparatu enzymatycznego o aktywnosci AcmB. Hodowle
bakterii Sterolibacterium denitrificans Chol-1S (DSM: 13999) prowadzi sie w $rodowisku beztleno-
wym wedtug procedury opisanej w literaturze (Chiang Y.-R. i inni, J. Biol. Chem., 2007, 282 (18),
13240-13249). Preparat enzymatyczny o aktywnosci AcmB pozyskuje sie w warunkach tlenowych
w formie homogenatu bakteryjnego (preparat enzymatyczny ,homogenat” stanowiacy biatka rozpusz-
czalne i solubilizowane), pozyskiwanego w wyniku rozbicia komorek, solubilizacji biatek z btony i ultra-
wirowania celem odseparowania frakcji blonowej lub jako preparat podczyszczony w formie przebicia
kolumny na ztozu DEAE-Sepharose (preparat enzymatyczny ,po oczyszczeniu”), jak opisano w arty-
kule Dermer J. iinni (J. Biol. Chem., 2012, 287 (44), 36905-36916).

Przyktad 2

Przygotowanie preparatu enzymatycznego o aktywnosci KSTD ze Sterolibacterium
denitrificans w nadekspresji w Escherichia coli

Gen kodujacy KSTD z S. denitrificans (AcmB) zostat wklonowany do wektora pMCSG7
zgodnie z procedura opisang w pracy Sofinskiej K. i innych (BBA — Gen. Suktjects, 2019, 1863 (6),
1027-1039). Uzyskany konstrukt genetyczny zostat transformowany do komorek E. coli, potraktowa-
nych chlorkiem wapnia w celu nabycia kompetencji. Nastepnie zatozono pre-kulture tak zmodyfikowa-
nych komérek bakteryjnych na pozywce ptynnej 2% Lennox Broth (LB) z dodatkiem ampicyliny i ka-
namycyny tak by koncowe stezenie antybiotykéw wynosito odpowiednio 100 i 50 ug/ml, ktéra prowa-
dzono w inkubatorze z wytrzagsaniem (180 rpm, 37°C, 12 h). Uzyskana kultura zostata rozcienczona
100-krotnie w medium LB zawierajgcym ampicyline i kanamycyne w takich samych stezeniach jak
wyzej, a hodowla byta kontynuowana az do osiggniecia gestosci optycznej ODsoo 0 wartosci 0,6.
Po osiagnieciu opisanej wartosci ODsoo obnizono temperature w inkubatorze do 16°C i zaindukowano
nadekspresje enzymu przez dodatek 0,25 mM B-D-1-tiogalaktopiranozydu izopropylowego (IPTG).
Po kolejnych 24 h hodowli komérki zostaty oddzielone od pozywki hodowlanej poprzez wirowanie przy
4500 g (1 h, 4°C). Zawiesina komorek zostata poddana lizie metoda sonikacji (Sonies Vibra-Cell
VCX500, cykl przerywany, 5 min, amplituda 40%, energia 150 000 J), a pozostatosci komorkowe od-
dzielono metoda ultrawirowania przy przyspieszeniu katowym 40 000 g przez 1 godzine w temperatu-
rze 4°C. Nastepnie ekstrakt komdrkowy zaaplikowano na kolumne HisTrap HP (5 ml_ GE Healthcare),
by po przeptukaniu buforem podstawowym (50 mM chlorowodorek (tris(hydroksymetylo)amino-
metanowy (Tris-HCI) pH 8,5, 150 mM chlorek sodu, 10% (w/v) glicerol i 0,5% (w/v) Triton-X 100)
z dodatkiem 15 mM imidazolu, wymy¢ enzym w gradiencie imidazolu od 15 mM do 300 mM. Enzym
odsolono z wykorzystaniem kolumny Econo-Pac 10DG (BioRad) i zamrozono w -20°C. Stezenie ak-
tywnego enzymu oznaczono spektrofotometrycznie wykorzystujac charakterystyczne widmo FAD przy
450 nm (€450 = 13 100 M cm™).

Przyktad 3

Przygotowanie preparatu enzymatycznego o aktywnosci KSTD z Rhodococcus
erythropolis SQ1 w nadekspresji w Escherichia coli
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Gen kodujacy KSTD z R. erythropolis SQ1 zostat wklonowany do wektora pET15b (Rohman A.
i inni, Acta. Crystallogr. F, 2012, 68, 551-556) i transformowany do komérek E. coli, potraktowanych
chlorkiem wapnia w celu nabycia kompetencji. Nastepnie zatozono pre-kulture bakteryjna w ptynnej
pozywce 2% LB zawierajacej z dodatkiem ampicyliny i kanamycyny tak by koncowe stezenie antybio-
tykow wynosito odpowiednio 100 i 50 pg/ml. Hodowla byta prowadzona przez 12 h w inkubatorze
z wytrzasaniem (37°C, 180 rpm). Wtasciwa hodowle komérkowa zatozono poprzez 100-krotne roz-
cienczenie pre-kultury w analogicznym medium i kontynuowano, az do osiagniecia przez komorki
bakteryjne gestosci optycznej ODeoo rownej 0,6. Nastepnie temperatura hodowli zostata obnizona
do 16°C, a nadekspresja enzymu zaindukowana przez dodatek 0,1 mM IPTG. Po 48 godzinach pro-
wadzenia hodowli komorki zostaty oddzielone od pozywki hodowlanej poprzez wirowanie przy 4500 g
(1 h, 4°C) i poddane sonikacji (Sonies Vibra-Cell VCX500, cykl przerywany, 5 min, amplituda 40%,
energia 150 000 J). Dalej lizat komoérkowy poddano ultrawirowaniu przy 40 000 g, 4°C przez 1 godzi-
ne. Uzyskany ekstrakt komoérkowy zaaplikowano na kolumne HisTrap HP (5 mL GE Healthcare),
a enzym eluowano przy uzyciu buforu podstawowego (50 mM Tris-HCI pH 8,5, 100 mM chlorek sodu,
10% (w/v) glicerol, 5 mM B-mercaptoethanol (BME)) w gradiencie imidazolu od 10 mM do 300 mM.
Enzym odsolono z wykorzystaniem kolumny Econo-Pac 10DG (BioRad) i zamrozono w -20°C. Steze-
nie enzymu oznaczono spektrofotometrycznie wykorzystujac charakterystyczne widmo FAD przy
450 nm (€450 = 13 100 M cm™).

Przyktad 4

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutlenia-
cza w pH 6,5, w temperaturze 30°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml, zawierajagcego 100 mM potasowy bufor ortofosforanowy o
pH 6,5, wprowadzono 2,6-dichloroindofenol (DCPIP) otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM,
2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosge-
nonu w dioksanie, tak by finalne stezenie diosgenonu w srodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym samym
stezenie dioksanu wynosito 2% (v/v)) oraz 5 ug rekombinowanego KSTD z S. denitrificans. Reakcje
prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 20 minut.
Mieszanine reakcyjng analizowano za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez
0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 mi/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A
RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje separacja reagentéw, czas retencji
produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzyskano 95% konwersji substratu
po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynoszace 0,095 mM.

Przyktad 5

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD z Rhodococcus erythropolis oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutleniacza
w pH 8,0, w temperaturze 30°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml zawierajacego 50 mM Tris-HCI o pH 8,0 wprowadzono
DCPIP otrzymujac koncowe stezenie 0,15 mM, 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe
DCPIP stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu w dioksanie, tak by finalne stezenie dios-
genonu w $rodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym samym stezenie dioksanu wynosito 2% (v/v)) oraz
5,3 ug rekombinowanego KSTD z R. ertyhropolis. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych,
w temperaturze 30°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 20 minut. Mieszanine reakcyjna analizowa-
no za pomoca HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min,
gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje sepa-
racja reagentow, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzy-
skano 97% konwersji substratu po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wyno-
szgce 0,097 mM.

Przyktad 6

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans oraz mieszaniny metosiarczanu fenazyny
i 2,6-dichloroindofenolu jako reutleniacza w pH 9,0, w temperaturze 30°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml zawierajacego 100 mM bufor glicyna — wodorotlenek sodu
o pH 9,0 wprowadzono DCPIP otrzymujac jego kornicowe stezenie 0,15 mM, 0,8 mM metosiarczanu
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fenazyny (PMS), 2-hydroksypropylo-f3-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM
roztworu diosgenonu w dioksanie, tak by finalne stezenie diosgenonu w reaktorze wyniosto 0,1 mM (a tym
samym stezenie dioksanu wynosito 2% (v/v)), oraz 5 ug rekombinowanego KSTD z S. denitrificans. Reak-
cje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C, przy ciagtym wstrzgsaniu przez
20 minut. Mieszanine reakcyjna analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng
acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, prze-
ptyw 0,4 mi/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A RP- Amide, 2,7 ym, 2,1 x 75 mm.
W takich warunkach nastepuje separacja reagentdw, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu
5,15 min. Dla takich warunkéw uzyskano 97% konwersji substratu po 20 minutach reakcji i stezenie
(25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynoszace 0,097 mM.

Przyktad 7

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca rekombinowanego enzymu KSTD
ze Sterolibacterium denitrificans oraz metosiarczanu fenazyny jako reutleniacza w pH 8,0,
w temperaturze 30°C

Do reaktora o pojemnosci 80 ml, zawierajacego 100 mM potasowy bufor ortofosforanowy
o pH 8,0 wprowadzono PMS w ilosci dajacej koncowe stezenie PMS 4 mM, 2-hydroksypropylo-B-cyklo-
dekstryne dajaca koncowe stezenie 3,2% (w/v), 1,6 ml 30 mM diosgenonu roztworu w 2-metoksy-
etanolu (EGME), tak by finalne stezenie diosgenonu w s$rodowisku wyniosto 0,6 mM (a tym sa-
mym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito 2% (v/v)) oraz 4 mg rekombinowanego enzymu KSTD
z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C, przy ciagtym
wstrzasaniu przez 15 minut. Mieszanine reakcyjng analizowano za pomocg HPLC stosujac do roz-
dziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98%
ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide,
2,7 pm, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje separacja reagentdéw, czas retencji produktu
to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzyskano 100% konwersji substratu
po 15 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynoszace 0,6 mM.

Przyktad 8

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomocag komoérek Escherichia coli zawie-
rajacych rekombinowany enzym KSTD ze Sterolibacterium denitrificans oraz 2,6-dichloro-
indofenolu jako reutleniacza w pH 6,5, w temperaturze 30°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml, zawierajacego 100 mM potasowy bufor ortofosforano-
wy o pH 6,5 wprowadzono DCPIP otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM, 2-hydroksy-
propylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 2% (w/v) oraz 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu
w dioksanie, tak by finalne stezenie diosgenonu w srodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym samym ste-
zenie dioksanu wynosito 2% (v/v)) oraz 27,2 mg komorek E. coli zawieszonych w 34 ul potasowego
buforu ortofosforanowego o pH 8,0, zawierajacych rekombinowang KSTD z S. denitrificans. Reakcje
prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 20 mi-
nut. Mieszanine reakcyjng analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng aceto-
nitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw
0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm.
W takich warunkach nastepuje separacja reagentéw, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgeno-
nu 5,15 min. Dla takich warunkow uzyskano 98% konwersji substratu po 20 minutach reakcji i ste-
zenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynosito 0,098 mM.

Przyktad 9

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutlenia-
cza w pH 6,5, w temperaturze 20°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml, zawierajagcego 100 mM potasowy bufor ortofosforano-
wy o pH 6,5, wprowadzono DCPIP otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM, 2-hydroksy-
propylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu
w 2-metoksyetanolu, tak by finalne stezenie diosgenonu w srodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym
samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito 2% (v/v)), oraz 10 pg rekombinowanego KSTD
z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 20°C, przy cia-
gtym wstrzasaniu przez 20 minut. Mieszanine reakcyjna analizowano za pomocg HPLC stosujac
do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez
0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A
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RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje separacja reagentow, czas retencji
produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzyskano 87% konwersji substratu
po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynoszace 0,087 mM.

Przyktad 10

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutlenia-
cza w pH 6,5, w temperaturze 45°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml, zawierajacego 100 mM potasowy bufor ortofosforano-
wy o pH 6,5, wprowadzono DCPIP otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM, 2-hydroksy-
propylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu
w 2-metoksyetanolu, tak by finalne stezenie diosgenonu w $rodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym
samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito 2% (v/v)), oraz 5 pg rekombinowanego KSTD
z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 45°C, przy ciagtym
wstrzasaniu przez 20 minut. Mieszanine reakcyjna analizowano za pomocg HPLC stosujgc do roz-
dziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98%
ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide,
2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje separacja reagentéw, czas retencji produktu
to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzyskano 98% konwersji substratu
po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wynoszace 0,098 mM.

Przyktad 11

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD z Rhodococcus erythropolis oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutleniacza
w pH 8,0, w temperaturze 20°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml zawierajacego 50 mM Tris-HCI o pH 8,0 wprowadzono
DCPIP otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM, 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryne dajaca
kohncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu w 2-metoksyetanolu, tak by finalne ste-
zenie diosgenonu w srodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito
2% (vlv)), oraz 5,3 ng rekombinowanego KSTD z R. ertyhropolis. Reakcje prowadzono w warunkach
tlenowych, w temperaturze 20°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 20 minut. Mieszanine reakcyjng
analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez
1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje sepa-
racja reagentow, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzy-
skano 100% konwersji substratu po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wy-
noszace 0,1 mM.

Przyktad 12

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD z Rhodococcus erythropolis oraz 2,6-dichloroindofenolu jako reutleniacza
w pH 8,0, w temperaturze 45°C

Do minireaktora o pojemnosci 1 ml zawierajacego 50 mM Tris-HCI o pH 8,0 wprowadzono
DCPIP otrzymujac koncowe stezenie DCPIP 0,15 mM, 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryne dajaca
kohncowe stezenie 2% (w/v), 20 ul 5 mM roztworu diosgenonu w 2-metoksyetanolu, tak by finalne ste-
zenie diosgenonu w $rodowisku wyniosto 0,1 mM (a tym samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito
2% (vlv)), oraz 5,3 ng rekombinowanego KSTD z R. ertyhropolis. Reakcje prowadzono w warunkach
tlenowych, w temperaturze 45°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 20 minut. Mieszanine reakcyjna
analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez
1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje sepa-
racja reagentow, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzy-
skano 93% konwersji substratu po 20 minutach reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu wyno-
szgce 0,093 mM.

Przyktad 13

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans w reaktorze zasilanym substratem przy
3,2% (wlv) 2-hydro ksypropylo-p-cyklodekstrynie, w temperaturze 30°C
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Do reaktora o pojemnosci 80 ml, zawierajacego 100 mM potasowy bufor ortofosforano-
wy o pH 8,0 wprowadzono PMS w ilosci dajacej koncowe stezenie PMS 4 mM, 2-hydroksy-
propylo-B-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 3,2% (w/v), 1,6 ml 30 mM diosgenonu rozpusz-
czonego w 2-metoksyetanolu (EGME), tak by finalne stezenie diosgenonu w $rodowisku wynio-
sto 0,6 mM (a tym samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito 2% (v/v)), oraz 4 mg rekombinowa-
nego enzymu KSTD z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperatu-
rze 30°C, przy ciagtym wstrzasaniu przez 15 minut. Po tym czasie do mieszaniny dodano 1,6 mi
30 mM diosgenonu rozpuszczonego w 2-metoksyetanolu, tak by finalne stezenie 2-metoksyetanolu
w reaktorze wyniosto 4% (v/v). Reakcje prowadzono przez kolejne 4 godziny i 15 minut. Mieszani-
ne reakcyjng analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda
(55% ACN przez 1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min,
T rozdziatu 40°C) na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 um, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach
nastepuje separacja reagentéw, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla ta-
kich warunkow uzyskano 87% konwersji substratu po 4,5 godziny reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-
-dien-3-onu réwne 1,044 mM.

Przyktad 14

Otrzymywanie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu za pomoca oczyszczonego rekombinowane-
go enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans w reaktorze zasilanym substratem przy 8%
(w/v) 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstrynie, w temperaturze 30°C

Do reaktora o pojemnosci 80 ml zawierajacego 100 mM potasowy bufor ortofosforanowy
o pH 8,0 wprowadzono PMS w ilosci dajacej koncowe stezenie PMS 3 mM, 2-hydroksypropylo-B-
-cyklodekstryne dajaca koncowe stezenie 8% (w/v) oraz 1,6 ml 30 mM diosgenonu rozpuszczonego
w 2-metoksyetanolu (EGME), tak by finalne stezenie w reaktorze diosgenonu wyniosto 0,6 mM, (a tym
samym stezenie 2-metoksyetanolu wynosito 2% (v/v)), oraz 4 mg rekombinowanego enzymu KSTD
z S. denitrificans. Transformacje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C,
przy ciagtym wstrzasaniu przez 45 minut. Po tym czasie do mieszaniny dodano 1,6 ml 30 mM diosge-
nonu rozpuszczonego w 2-metoksyetanolu, tak by finalne stezenie 2-metoksyetanolu w reaktorze
wyniosto 4% (v/v). Reakcje prowadzono przez kolejne 4 godziny i 45 minut. Mieszanine reakcyjng
analizowano za pomocg HPLC stosujac do rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (55% ACN przez
1 min, gradient do 98% przez 0,5 min, 98% ACN przez 4 min, przeptyw 0,4 ml/min, T rozdziatu 40°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 pm, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepuje sepa-
racja reagentow, czas retencji produktu to 4,78 min a diosgenonu 5,15 min. Dla takich warunkéw uzy-
skano 69% konwersji substratu po 5,5 godziny reakcji i stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu réw-
ne 0,816 mM. Po tym czasie dodano 3,66 mg enzymu prowadzac dalej reakcje przez kolejne 1,5 go-
dziny i uzyskujac 100 % konwersje substratu oraz koncowe stezenie (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu
wynoszace 1,2 mM.

Na tej drodze otrzymano 20,8 mg czystego produktu, (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu, (wydajnosc
oczyszczania 52,6%, stopien konwersji 100%). Produkt oczyszczono metodg ekstrakcji ciecz-ciato
state stosujac kolumienki C18 PolarPlus® (J.M. Baker®), oddzielajac PMS za pomoca 40% roztworu
izopropanolu w wodzie, a produkt reakcji eluujac za pomocg 100% izopropanolu.

Uzyskany produkt scharakteryzowano danymi spektralnymi, zmierzonymi za pomoca spektro-
metru NMR Bruker 400 MHz w deuterowanym chloroformie (CDCIs) i pokazanymi na zataczonym
rysunku, na ktérym widmo protonowe produktu 'H NMR przedstawiono na fig. 1, a widmo weglowe
*C-NMR przedstawiono na fig. 2.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania (25R)-spirosta-1,4-dien-3-onu 0 wzorze 2 na drodze enzymatycz-
nej selektywnej dehydrogenacji diosgenonu o wzorze 1, znamienny tym, ze prowadzi sie
enzymatyczna regioselektywna dehydrogenacje diosgenonu genetycznie zmodyfikowany-
mi komoérkami Escherichia coli wykazujace ekspresje enzymu KSTD ze Sterolibacterium
denitrificans Chol-1S (DSM: 13999), albo preparatem enzymatycznym o aktywnosci KSTD,
uzyskanym ze szczepu bakterii Sterolibacterium denitrificans Chol-1S (DSM: 13999),
o sekwenciji identycznej do Sekwencji 1 lub podobnej do Sekwencji 1 przy identycznos¢
sekwencji aminokwasowej nie mniejszej niz 70%, albo genetycznie zmodyfikowanymi ko-
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maorkami Escherichia coli wykazujacymi ekspresje KSTD ze Rhodococcus erythropolis SQ1,

albo preparatem enzymatycznym o aktywnosci KSTD uzyskanym ze szczepu bakterii Rodo-

coccus erythropolis SQ1, o sekwencji identycznej do Sekwencji 2 lub podobnej do Sekwen-
cji 2 przy identycznosci sekwencji nie mniejszej niz 70%, w srodowisku wodno-organicznym,

w obecnosci reutleniacza, ktérym jest 2,6-dichloroindofenol, metosiarczan fenazyny lub mie-

szanina 2,6-dichloroindofenolu i metosiarczanu fenazyny, w temperaturze od 20 do 45°C,

a najlepiej w 30°C, w mieszanie reakcyjnej, ktéra zawiera:

— bufor zapewniajacy pH w zakresie 6,5-9,0, wybrany sposréd potasowego buforu orto-
fosforanowego, buforu glicyna — wodorotlenek sodu lub buforu chlorowodorku
tris(hydroksymetylo)aminometanowego,

— wodny roztwdr solubilizatora, ktorym jest 2-hydroksypropyl-p-cylkodekstryna w ilosci
0-10% (w/v),

— rozpuszczalnik organiczny, ktérym jest 2-metoksyetanol, dioksan lub izopropanol
w ilosci 1-4% (v/v),

— utrzymujac biokatalityczng aktywnos¢ preparatu enzymatycznego o aktywnosci KSTD
przez okres do 24 godzin, ktory to proces regioselektywnej dehydrogenacji diosgeno-
nu ma nastepujacy przebieg: do reaktora mieszalnikowego wprowadza sie bufor,
solubilizator rozpuszczony w wodzie, reutleniacz i diosgenon rozpuszczony w roz-
puszczalniku organicznym, po czym inicjuje sie reakcje dodajac biokatalizator o ak-
tywnosci KSTD, a po jej zakonczeniu wydziela sie uzyskany produkt metoda ekstrak-
cji albo chromatografii.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie 2,6-dichloroindofenol o stezeniu w srodowisku reakcji przynajmniej 0,15 mM, przy pH 6,5

z zastosowaniem enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie metosiarczan fenazyny w zakresie stezen w srodowisku reakcji od 0,8 do 4 mM, przy

pH 8,0 z zastosowaniem enzymu KSTD ze Sterolibacterium denitrificans.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie mieszanine 2,6-dichloroindofenolu i metosiarczanu fenazyny o stezeniach w mieszaninie

reakcyjnej rownych odpowiednio 0,15 i 0,8 mM, przy pH 9,0 z zastosowaniem enzymu KSTD
ze Sterolibacterium denitrificans.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie 2,6-dichloroindofenol o stezeniu w srodowisku reakcji przynajmniej 0,15 mM, przy pH 8,0

z zastosowaniem enzymu KSTD z Rhodococcus erythropolis.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie metosiarczan fenazyny o zakresie stezen w srodowisku reakcji 0,8 do 4 mM, przy pH 8,0

z zastosowaniem enzymu KSTD z Rhodococcus erythropolis.

. Sposob, wg zastrz. 1, znamienny tym, ze jako akceptor elektronowy enzymu wykorzystuje

sie mieszanine 2,6-dichloroindofenolu i metosiarczanu fenazyny o stezeniach w mieszaninie

reakcyjnej rownych odpowiednio 0,15 i 0,8 mM, przy pH 9,0 z zastosowaniem enzymu KSTD

z Rhodococcus erythropolis.

. Sposob, wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze stezenie 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryny

w srodowisku reakcji wynosi od 0 do 10% (v/w), a najlepiej 3—8%.(v/w).
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LOS sijodoiyiAid sno2030poyy z QLSH emosemyoujwe elouamyas - Z elouamyes



PL 241 477 B1

66€°
I
ELY”
8LE”
680 °
4 Y
6os”
GOS~
PLT”
681"
20"
ATAN
e ¥
0%
0zy -’
ger”

T 5 "5“"&

)

.

v

6LG°9
€80 '9\
L86°9 e e
62Z°9 _ﬁ
622°9 3
0«32'9?

3

YA

P¥o°L
6907 L

5

\

S andA

@D O
00 0 M~
® w w0
W o~~~
£

4,0 3.5 ppm

45

55 5.0

6.0
Fig. 1.

&
™

'.
o

6.5

79

7.5

8.0




16

PL 241 477 B1

- - g
R S Voreri G
..................... < Lhw e
-l vl h Falaba:
.L—~’.r,. A ST e L TR N

10651 —

56257 e

IV°93T e




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings

