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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania androst-1,4-dien- 3,17-dionu.

Metoda, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemys$le chemicznym i farmaceutycz-
nym do wytwarzania leku stosowanego w terapii hormonalnej (A.S. Clark, E.V. Harrold, A.S. Fast; Anabolic
— androgenic steroid effects on the sexual behavior of intact male rats. Horm Behav 31, 1997, 35-46).

Leki steroidowe sg po antybiotykach drugg co do wielko$ci grupg lekow, odgrywajacg wazng role
w leczeniu i zapobieganiu roznym chorobom (Zhang WQ, Shao ML, Rao ZM, Xu MJ, Zhang X, Yang
TW, Li H, Xu ZH (2013) Bioconversion of 4-androstene-3,17-dione to androst-1,4-diene-3,17-dione by
recombinant Bacillus subtilis expressing ksdd gene encoding 3-ketosteroid-A1-dehydrogenase from My-
cobacterium neoaurum JC-12. J Steroid Biochem Mol Biol 135:36-42).

Biotransformacje sg ekologiczng alternatywg klasycznej syntezy chemicznej w uzyskiwaniu ak-
tywnych zwigzkdw i sg coraz czesciej stosowane w przemysle biofarmaceutycznym, zwtaszcza do pro-
dukgji lekow steroidowych (M.-M. Chen, F.-Q. Wang, L.-C. Lin, K. Yao, D.-Z. Wei; Characterization and
application of fusidane antibiotic biosynethsis enzyme 3-ketosteroid-A'-dehydrogenase in steroid trans-
formation. Appl Microbiol Biotechnol 96, 2012 133-142). Wprowadzenie wigzania podwojnego miedzy
pierwszym i drugim atomem wegla w pierscieniu A zwigzku steroidowego moze zwiekszy¢ aktywnoscé
biologiczng nowo powstatego zwigzku. Chemiczne metody otrzymywania 1-en-steroidéw sg wielostop-
niowe i mogg prowadzi¢ do spontanicznej aromatyzacji pierscienia A (Y. Li, F. Lu, T. Sun, L. Du;
Expression of ksdD gene encoding 3-ketosteroid-A'-dehydrogenase from Arthrobacter simplex in Bacil-
lus subtilis. Lett Appl Microbiol, 44, 2007, 563—-568).

Znane sg mikrobiologiczne metody uzyskiwania androst-1,4-dien-3,17-dionu z androst-4-en-
3,17-dionu w wyniku zastosowania szczepdw bakterii z rodzaju: Mycobacterium, Rhodococcus, Nocar-
dia, Arthrobacter (L.F. de las Heras, R. van der Geize, O. Drzyzga, J. Perera, J.M.N. Llorens, Molecular
characterization of three 3-ketosteroid-A1-dehydrogenase isoenzymes of Rhodococcus ruber strain
Chol-4, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 132 (2012) 271-281; M. Kisiela,
A. Skarka, B. Ebert, E. Master, Hydroxysteroid dehydrogenases (HSDs) in bacteria — a bioinformatic
perspective, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 129 (1-2) (2012) 31-46).

Znana jest metoda uzyskania androst-1,4-dien-3,17-dionu z 3p3- hydroksyandrost-5-en-17-onu z za-
stosowaniem szczepu grzyba strzepkowego Fusarium oxysporum SC 1301, jednak w metodzie tej androst-
1,4-dien-3,17-dion jest produktem po$rednim i ulega dalszemu przeksztatceniu do testolaktonu (H. Zhang,
J. Ren, Y. Wang, C. Sheng, Q. Wu, A. Diao, D. Zhu. Effective multi-step functional biotransformations of
steroids by a newly isolated Fusarium oxysporum SC1301. Tetrahedron 69 (2013) 184-189).

Istota wynalazku polega na tym, ze regioselektywne wprowadzenie podwdjnego wigzania miedzy
pierwszym i drugim atomem wegla jest poprzedzone utlenieniem grupy hydroksylowej przy trzecim ato-
mie wegla i izomeryzacjg wigzania podwojnego z 5-en do 4-en w substracie, ktorym jest 33-hydroksy-
androst-5-en-17-on (DHEA), w wyniku tych przeksztatcen otrzymuje sie androst-1,4-dien-3,17-dion, pro-
ces prowadzi sie w wodnej kulturze szczepu Aspergillus versicolor KCh TJ1.

Istota wynalazku polega na tym, ze do podfoza odpowiedniego dla grzybow strzepkowych wpro-
wadza sie szczep Aspergillus versicolor KCh TJ1. Po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli wpro-
wadza sie substrat, ktorym jest 3p-hydroksyandrost-5-en-17-on 0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpusz-
czalniku organicznym mieszajacym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do
30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 96 godzin. Kolejno produkt ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi0,2g: 1 L.

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 144 godziny.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w ko-
morkach szczepu Aspergillus versicolor KCh TJ1, nastepuje regioselektywne wprowadzenie podwdj-
nego wigzania miedzy pierwszym i drugim atomem wegla poprzedzone utlenieniem grupy hydroksylo-
wej przy trzecim atomie wegla i izomeryzacjg wigzania podwéjnego z 5-en do 4-en. Uzyskany w ten
sposob produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg (chloroform).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie androst-1,4-dien-3,17-dionu z wydajno$cig izolowang
na poziomie 48% (wedtug GC > 56%), w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.
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Metoda izolowania szczepu Aspergillus versicolor KCh TJ1

Prébke powietrza pobrang z pokoju autoklawowego Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodni-
czego we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wroctaw w warunkach aseptycznych zaszczepiono
ptytki agarowe (sterylne plastikowe ptytki z 20 ml pozywki statej o sktadzie: glukoza 3%, aminobak 1%,
agar 0,8%). Wyodrebniono czystg kulture szczepu Aspergillus versicolor KCh TJ1, ktéry wykorzystano
do biotransformacji. Wyodrebniony szczep przechowywany jest na skosach agarowych w temperaturze
+4°C w kolekcji Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25, 50—
375 Wroctaw. Szczep dostepny jest rowniez w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uni-
wersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. J. Chetmonskiego 37, 51-630 Wroctaw.

Przyktad

Do kolby Erlenmajera o pojemnos$ci 2000 cm3, w ktérej znajduje sie 500 cm3 sterylnej pozywki
zawierajgcej 5 g aminobaku i 15 g glukozy, wprowadza sie szczep Aspergillus versicolor KCh TJ1 o se-
kwencji 1. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 100 mg 3p-hydroksyandrost-5-en-17-onu o wzorze
1, rozpuszczonego w 1 cm? tetrahydrofuranu. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza
przy cigglym wstrzasaniu przez 6 dni. Nastepnie mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie trzykrotnie chlo-
roformem, osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt
oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc jako eluentu mieszaniny heksanu i acetonu w stosunku
objeto$ciowym 2:1.

Na tej drodze otrzymuje sie 48,0 mg androst-1,4-dien-3,17-dionu (wydajnosé 48%, wediug
GC > 56%).

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi:

"H NMR (600MHz) (ppm) (CDCl3) &: 0.93 (s, 3H, 18-H); 1.06-1.16 (m, 2H, 7-Ha., 9-H); 1.25 (s, 3H,
19-H); 1.23-1.29 (m, 2H, 12-Ha, 14-H); 1.58 (it, 1H, J=12.4, 9.2 Hz, 15-Hp); 1.68 (qd, 1H, J =13.3,4.3
Hz, 11-Hp); 1.80 (td, 1H, J=11.1, 3.6 Hz, 8-H); 1.82-1.88 (m, 2H, 11-Ha, 12-Hf); 1.95 (ddd, 1H, J=12.4,
8.5,6.2 Hz, 15-Hw); 2.04-2.12 (m, 2H, 7-Hp, 16-Ho); 2.41 (ddd, 1H, J=13.2, 3.7, 3.0 Hz, 6-Hc); 2.46 (dd,
1H, J=19.4, 9.0 Hz, 16-Hp); 2.50 (dt, 1H, J=13.5, 4.9 Hz, 6-Hp); 6.08 (br s, 1H, 4-H); 6.23 (dd, 1H, J =
10.2,1.2 Hz, 2-H); 7.04 (d, 1H, J=10.2 Hz, 1-H).

3C NMR (151MHz) (ppm) (CDCI3) 3: 13,92 (C-18), 18,83 (C-19), 22,02 (C-15), 22,20 (C-11),
31,30 (C-12), 32,41 (C-7), 32,65 (C-6), 35,22 (C-8), 35,74 (C-16), 43,54 (C-10), 47,79 (C-13), 50,53 (C-
-4), 52,40 (C-9), 124,24 (C-4), 127,82 (02), 155,43 (C-1), 168,44 (C-5), 186,33 (C-3), 220,03 (C-17).

CGGAGGACATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGCCCAACCTCCCACC

CGTGAATACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAACCCCCTCGGGGGCGAG

CCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTG
AATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCG
TCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCC

GGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGACTAGGGCCGGCCGG
GCGCCAGCCGACGTCTCCAACCATTTTTCTTCAGGTTGA

Sekwencja 1

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob wytwarzania androst-1,4-dien-3,17-dionu, znamienny tym, ze do podtoza odpowied-
niego dla grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep Aspergillus versicolor KCh TJ1 o se-
kwencji 1, nastepnie po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli wprowadza sie substrat,
ktorym jest 3p-hydroksyandrost-5-en-17-on o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku or-
ganicznym mieszajgcym sie z woda, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30
stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 6 dni, po czym produkt ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

2. Sposob wedftug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,2 g :1L.
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3. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie¢ w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.
4. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 6 dni.
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