Sposob enzymatycznej syntezy glochidonu

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wylwarzania odwodornionego triterpenu
A'-Lupeonu (Lupa-1,20(29)-dien-3-on, nazwa zwyczajowa glochidon), o wzorze 1 na drodze
enzymatycznej, regioselektywnej dehydrogenacji lupeonu, o wzorze 2. Lupeon jest
zwigzkiem stanowigcym 3-okso pochodng naturalnego alkoholu triterpenowego, lupeolu
(20(29)-lupen-3B-olu), wystepujgcego w korze brzozy, w tym zwlaszcza brzozy
brodawkowate] (Betula pendula Ehrh.), brzozy omszonej (Betula pubescens Ehrh.) i brzozy
biatej (Betula Pendula Roth.).

Sposob  wedlug wynalazku moze znalezé zastosowanie w  przemysle
farmaceutycznym do wytwarzania zwigzku o udowodnionej aktywnosci biologicznej.
Glochidon jest zwigzkiem znanym od lat 60" ubieglego wieku i zostal szeroko przebadany
pod katem  bioaktywnosci, cytotoksycznosci, dziatania  przeciwbakteryjnego |
przeciwgrzybiczego, by w koncu przedstawi¢ jego wilasciwosci przeciwnowotworowe. W
pracy Gulhaollu, i in. Med. Chem. Res., 2015, 24, 3831-3837 opisano wlasciwosci
przeciwutleniajgce glochidonu wyizolowanego z Salvia trichociada Bentham {Lamiaceae), jak
rowniez jego siine, selektywne oraz zalezne od dawki dziatanie hamujace na
acetylocholinoesteraze, co moze  stanowi¢ postawy w  leczeniu  chorgb
neurodegeneracyjnych. W pracy Reyes, C. P. i in. Bioorganic Med. Chem., 2005 14, 1573~
1579 opisano z kolei inhibicyjne dzialanie glochinonu na produkcje prostaglandyny E2 przez
makrofagi, odpowiedzialnych za regulacje produkcji cytokin przeciwzapalnych. Przy czym
zwigzkiem o znaczgco wyzszej aktywnosci byla 11a-hydroksylowana pochodna glochidonu.
W pracy Puapairoj, P. i in. Planta Med., 2005, 71, 208-213 badano wplyw lupanow
pochodzenia roslinnego z drewna Glochidion eriocarpum i Glochidion sphaerogynum na linie
rakowe: MCF7 (nowotwor piersi), NCI-H460 (nowotwar ptuc), SF-268 (nowotwor centrainego
ukladu nerwowego, CUN), gdzie ujawniono silng ihibicje wzrostu komoérek rakowych dia
pochodnych glochidonu: glochidonolu, glochidiolu oraz lup-20{29)-enu-1p,3p-diolu. Z kolei w
pracy Chen, H. i in. /nvest. New Drugs, 2020, 578-586 przedstawiono juz dla samego
glochidonu potencjal antyproliferacyjny przeciw komérkom nowotworowym pluc wielu lini
rakowych, proponujgc jako mechanizm hamowania wzrotu komorek hamowanie
polimeryzacji tubulin na drodze inhibicji miejaca wigzania kolchicyny.

Glochidon najczesciej pozyskiwany jest ze srodowiska naturalnego w wyniku ekstracii
z materiatu roslinnego np. z szalwii Salvia frichoclada, liéciokwiatow, glochidionow:
Giochidion sphaerogynum and Glochidion eriocarpum czy moliny Maytenus rosliny znanej w
tradycyjnej medycynie Pdlnocne] Afryki, poludniowej i centralnej Ameryki oraz Agzji
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wschodniej. Jednakze oczyszczanie glochidonu od innych pochodnych lupanolowych moze
stanowiC wyzwanie z uwagi na niewielkie réznice w strukturach tych zwigzkdéw i co za tym
idzie trudnosci w separacji pozadanej pochodnej. Ekstrakcji zwigzkdéw z materialu
naturainego towarzyszy wysokie 2uZycie roztworéw organicznych i produkcja toksycznych
odpadow. Ponadto wydajnosc takiego procesu jest raczej niska z uwagi na stosunkowo
niewielka zawartos¢ glochidonu w materiale roslinnym. Dla przyktadu lupeol pozyskany z
kory brzozy brodawkowatej Belula verrucosa stanowit 20 g na kg suchej masy (dane
pochodzg z pracy Ekman, R., Holzforschung, 1983, 37 (4), 205-211). Z kolei glochidon
pozyskany z lisci Mayfenus cuzcoina stanowit 83,3 mg na kg lisci a w przypadku Maytenus
chiapensis 11,4 mg na kg lisci (dane pochodzg z pracy Reyes, C. P. i in. Bioorganic Med.
Chem., 2005, 14, 1573-1579).

W literaturze, w pracy Hui, W.-H. & Li, M.-M. Phytochemistry , 1976, 15, 561-562
zostat opisany proces chemicznego utlenienia grupy hydroksylowej przy atomie wegla C3
glochidolu do grupy ketonowej z wytworzeniem glochidonu. W procesie tym zastosowano
MnQ,, a wydajno$¢ procesu wynosita 70%.

W pracy Barton, D. H. R, Lester, D. J. & Ley, S. V., J. Chem. Soc. Perkin Trans.,
1980, 1, 2209-2212 opisano rowniez odwodornienie lupeonu do glochidonu z
zastosowaniem bezwodnika benzenoselenowego i wydajnoscig procesu 70%.

Z kolei w pracy Kundu, S. K., Chatterjee, A. & Rao, A. S., Chem. Ber., 1968101,
3255-3264 trzyetapowy proces odwodornienia lupanolu do lup-1-en-3-onu z wytworzeniem
odpowiednio lupan-3-onu (wydajnos¢ 95%) w pierwszym i 2-bromo-lupan-3-onu (wydajno$é
60%) w drugim etapie. Wydajnos¢ trzeciego etapu syntezy lupan-3-onu wynosila 67%.

Jak dotad nie opisano w literaturze 1,2-odwodornienia lupeonu lub innej pochodnej
lupanowe| z zastosowaniem enzymu.

Opisana w wynalazku metoda dotyczy otrzymania glochidonu z lupeonu w wyniku
reakcji enzymatycznej z nieopisang dotad dehydrogenazg 3-ketosteroidowa (AcmB2,
Anaerobic cholesterol metabolism enzyme B 2, GeneBank: SMB21450) ze Sterolibacterium
denitrificans Chol-15 w obecnosci zewnetrznego re-utleniacza w $rodowisku wodnym.

Znana w literaturze dehydrogenaza cholest-4-en-3-onu z S. denitrificans (AcmB)
opisana w pracach Wojtkiewicz, A. M. i in., J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 2020, 202, 105731
i Chiang, Y. R. iin. Appl. Environ. Microbiol., 2008, 74, 107-113 nie wykazuje aktywnosci
wzgledem lupeonu, co zostato potwierdzone w pracy Woitkiewicz, A. M. i in., J Steroid
Biochem. Mol. Biol., 2020, 202, 105731,

Enzymatyczna synteza zwigzkow chemicznych cechuje sie szeregiem zalet
wzgledem tradycyjnej syntezy chemicznej takimi jak: tagodne warunki pracy, ograniczenie
produkcji toksycznych odpadéw, wysoka regioselektywnos¢ procesu. Dodatkowo, nie jest
wymagane wprowadzanie dodatkowych reakcji zabezpieczania grup funkcyjnych.
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Dla znanej dehydrogenazy cholest-4-en-3-onu (AcmB) ze Sterofibacterium
denitrificans w pracach Chiang, Y. R. i in. Appl. Environ. Microbiol., 2008, 74, 107-113 i
Wojtkiewicz, A. M. i in., J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 2020, 202, 105731 opisano zdolnos¢
do 1,2-odwodornienia stercidéw podstawionych réznymi podstawnikami przy C17 np.
progesteron, testosteron, cholest-4-en-3-on lub diosgenonu ((25R)-spirost-4-en-3-onu). W
procesie tym wykorzystano 2,6-dichloroindofenol jako re-utleniacz oraz zastosowano pH 6,5
lub 8,0.

W opisach patentowych PL 228517, PL 228070 i PL 228071 ujawniono sposob
wytwarzania propionianu androsta-1,4-dien-17B-ol-3-onu, androsta-1,4,6-trien-17p-ol-3-onu i
17a-metyloandrosta-1,4-dien-178-ol-3-onu z wykorzystaniem preparatu enzymatycznego o
aktywnosci AcmB uzyskanego ze szczepu bakierii Sterolibacterium denitrificans Chol-1S
DSM: 13999 oraz K;[Fe(CN)s) jako re-utleniacza.

Z kolei w zgtoszeniu patentowym P.433249 opisano zastosowanie AcmB do produkcii
1-dehydro-diosgenonu stosujgc rozne re-utleniacze (2,6-dichloroindofenol, Ki[Fe(CN)g),
metylosiarczan fenazyny).

Istota wynalazku polega na otrzymywaniu glochidonu o wzorze 1 na drodze
enzymatycznej regioselektywnej A'-dehydrogenacji (tj. wprowadzeniu podwojnego wigzania
pomigdzy atomy C1 i C2) w substracie, ktorym jest lupeon o wzorze 2. Reakcje prowadzi sie
wedtug schematu 1, przedstawionego na zatgczonym rysunku, przy zaslosowaniu
biokatatizatora o aktywnosci dehydrogenazy 3-ketostercidowej (AcmB2), pochodzacego ze
Sterolibacterium denitrificans Chol-1S. Reakcje moze katalizowa¢ dowolny enzym z klasy
KSTD (ketosteroidowych dehydrogenaz) o sekwencji podobnej, 1j. nie réZnigcy sie o wiecej
niz 30% aminokwasdw od zaprezentowanej Sekwencji 1, pod warunkiem, Zze wykazuje
aktywnosc enzymatyczng dia lupeonu.

Sekwencja 1 - Sekwencja aminokwasowa AcmB2 ze Stereolibacterium denitrificans
Chol-18:

MSGETFDTDIVIVGSGAGGMTAALAAHEAGLRALIVEKTQYYGGSTARSGGGIWIPNNYLMQ
RAGVADSFEEARTYLQATVGERSPQASRDAYLTHAVDMIAWLGKETDVQCSYMLGYADYY
PEKPGGKAEGRAVEPQLFDGKLLGEDLAFLRPPVIPTPAGLSFTAGEYKQLGLVKRTWQGK
ATALRIGLRLIAAHLSGKKMLMMGQALIGRLRLSLKKRGIPLWLDTPLQDLVIENGRVVGIEVL
KDGQPLTIRATKGVVLAAGCFARNLEMRLKYQKQPITTEWTVASDGNTGDGIQAGMRIGAAI
DLMDEAWWGPSSLPPNSPPFFHVAERGFPGLIMVNQKGQRFTNESASYVEVVQAMYRLHT
PDNPHVPCWFIFDQRYRDNYVFASLFPGQOKIPQEMLDSGYIRKADTLAELARQLNIEPAALT
ATVSKFNNSARQGEDVEFGRGQSAYDRYFGDPSVTPNANLAPIEQAPYYAVOQVVAGDLGT
KGGLVTDEFARVKTTDGRIIKGLYCVGNNSASVMGATYPGPGCTIGPAMAFGYIAARHAAG!
ERSAV.
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Biokatalizator moze by¢ wprowadzony do $rodowiska reakcji w formie oczyszczonego
enzymu rekombinowanego, powstatego w procesie nadekspresji genu w zmodyfikowanej
bakterii, np. Escherichia coli.

Produkt reakcji korzystnie oczyszcza sie metodg ekstrakeji do fazy stalej, a nastepnie
chromatografia preparatywng na kolumnie C18 w fazie acetonitryl/lwoda otrzymujgc
glochidon o wzorze 1 z wydajnoscig co najmniej 36%, przy konwersji substratu wedtug
chromatografii cieczowej >90%.

Korzystne jest, gdy proces prowadzi sie w $rodowisku wodno-organicznym w
temperaturze od 20 do 45°C, w pH 6,5-9,0 z zastosowaniem jako utleniacza 2,6-
dichlorofenoloindofenolu (DCPIP), metylosiarczanu fenazyny (PMS), heksacyjanozelazianu
I potasu, witaminy K; lub mieszaniny DCPIP i PMS, w obecno$ci 2-hydroksypropylo-B-
cyklodekstryny jako solubilizatora substratu. Dodanie rozpuszczalnika organicznego (np. 2-
metoksyetanolu lub 1,4-dioksanu) umozliwia latwiejsze rozpuszczenie substratu i ma
pozytywny wplyw na konwersje.

Zasadniczymi zaletami wynalazku jest otrzymanie glochidonu z lupeonu, jako
jedynego produktu reakcji z blisko 100% konwersja, z wydajnoscia izolowana co najmnie]
36%, w temperaturze zblizonej do pokojowe], bez zastosowania toksycznych
rozpuszczalnikdw oraz silnych utleniaczy w procesie wytwarzania.

Przedmiot wynalazku ilustrujg przedstawione ponizej przykiady realizacji.

Przykiad 1 Przygotowanie biokatalizatora AcmB2 ze Stereolibacterium
denitrificans w nadekspresji w Escherichia coli

Gen kodujgcy dehydrogenaze 3-ketosteroidowa z S. denitrificans (AcmB2) zostal
wklonowany do wektora pMCSG7 zgodnie z procedurg opisang w pracy Sofinskiej K. i inni
(BBA — Gen. Subjects, 2019, 1863 (6), 1027-1039). Uzyskany konstrukt genetyczny zostat
transformowany do komorek Escherichia coli (BL21(DE3)Magic), potraktowanych chiorkiem
wapnia w celu nabycia kompetencji. Nastepnie zalozono pre-kulture tak zmodyfikowanych
komorek bakteryjnych na pozywce ptynnej 2% Lennox Broth (LB) z dodatkiem ampicyliny i
kanamycyny tak by kofncowe stezenie antybiotykow wynosito odpowiednio 100 i 50 pg/mi.
Hodowle pre-kultury prowadzono w inkubatorze z wytrzasaniem (180 rpm, 37°C, 12 h).
Uzyskana kultura zostata rozcieniczona 100-krotnie w medium LB zawierajgcym ampicyling i
kanamycyne w takich samych steZeniach jak wyzej, a hodowla byla kontynuowana az do
osiggnigcia gestosci optycznej ODgg 0 wartosci 0,6. Po osiggnieciu opisanej warto$ci ODggo
obnizono temperaturg 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 komarki zostaly oddzielone od pozywki hodowlanej poprzez wirowanie przy 4500 g
(1 h, 4°C). Zawiesina komorek zostala poddana lizie metodg sonikacji (Sonics Vibra-Cell
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VCX500, cykl przerywany, 5 min, amplituda 40%, energia 150 000 J), a pozostalosci
komoérkowe oddzielono metodg ultrawirowania przy przyspieszeniu kgtowym 40 000 g przez
1 godzing w temperaturze 4°C. Nastepnie ekstrakt komérkowy zaaplikowano na kolumne
HisTrap HP (5 mL GE Healthcare), by po przeplukaniu buforem podstawowym (50 mM
chlorowodorek (tris(hydroksymetylo)aminometanowy (Tris-HCIl) pH 8,5, 150 mM chiorek
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 AcmBZ2 odsolono z
wykorzystaniem dializy w buforze podstawowym bez dodatku imidazolu i zamrozono w -
20°C. SteZenie aktywnego enzymu oznaczono spektrofotometrycznie wykorzystujac widmo
FAD przy 450 nm (£450 = 13 100 M em™).

Przykiad 2 Otrzymywanie glochidonu za pomoca oczyszczonego
rekombinowanego biokatalizatora AcmB2 ze Stereolibacterium denitrificans oraz
heksacyjanozelazianu lil potasu jako reutleniacza w pH 8,0 i w temperaturze 30°C

Do reaktora o pojemnosci 100 mi, zawierajacego 50 mM potasowy bufor
ortofosforanowy o pH 8,0 wprowadzono 0,35 g heksacyjanozelazianu 1l potasu dajaca
koncowe stgzenie 10 mM, 16 g 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryny dajgcg koncowe
stezenie 16% (w/v), 1,5 m! 20,3 mM roztworu lupeonu rozpuszczonego w 2-metoksyetanolu,
tak by finalne stgzenie lupeonu w $rodowisku wyniosto 0,3 mM (a tym samym stezenie 2-
metoksyetanolu wynosilo 1,5% (viv)) oraz 6,6 mg rekombinowanego AcmB2. Reakcje
prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 30°C, przy ciaglym mieszaniu przez
72 godzin. Po 1,5 h od rozpoczecia reakcji dodano 11,1 mg lupeonu zawieszonego w 1,5 ml
2-metoksyetanolu, tak by finaine stezenie substratu wynosito 0,56 mM, a 2-metoksyetanolu
3% [viv]. Po 72 godzinach mieszaning reakcyjng przeanalizowano za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) stosujac do rozdzialu faze mobilng
acetonitryl/woda (90% ACN, przeplyw 0,4 mi/min, T rozdzialu 30°C) na kolumnie AMT HALO
90 A RP-Amide, 2,7 pum, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepowata separacja
reagentow, czas retencji glochidonu wynosit 4,8 min., a lupeonu 5,7 min. Dla takich
warunkéw uzyskano 90% konwersiji substratu po 72 godzinach reakcji. A po ekstrakcji do
fazy statej stosujgc kolejno kolumienki polimerowe StrataX oraz 50% metanol w wodzie w
celu optukania zanieczyszczen oraz 100% metano! jako eluent oraz chromatografie
preparatywng na kolumnie C18 w fazie acetonitryl/iwoda, uzyskano 15,36 mg produktu.
Caltkowita wydajnosc procesu wyniosta 64%.

Przykltad 3 Otrzymywanie glochidonu 2a pomoca oczyszczonego
rekombinowaneqgo biokatalizatora AcmB2 ze Stereolibacterium denitrificans oraz
heksacyjanoZelazianu [ll potasu jako reutieniacza w pH 8,0 i w temperaturze 45°C
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Do minireaktora o pojemnosci 0,5 ml, zawierajgcego 25 mM potasowy bufor
ortofosforanowy o pH 8,0 wprowadzono 10 mM heksacyjanozelazianu Nl potasu, 2-
hydroksypropylo-B-cyklodekstryne dajaca koricowe stezenie 16% (w/v), 0,010 ml 25 mM
roztworu lupeonu w 2-metoksyetanolu, tak by finalne stezenie lupeonu w s$rodowisku
wyniosto 0,5 mM (a tym samym steZenie 2-metoksyetanclu wynosito 2% (viv)) oraz 0,3 mg
rekombinowanego AcmB2 z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tienowych,
w temperaturze 45°C, przy ciggtym wstrzgsaniu przez 22 godziny. Mieszaning reakcyjng
analizowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) stosujac do
rozdziatu faze mobilng acetonitryl/woda (90% ACN, przeptyw 0,4 mi/min, T rozdzialu 30°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 ym, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach
nastgpowala separacja reagentow, czas retencji glochidonu to 4,8 min., a lupeonu 5,7 min.
Przebieg reakcji monitorowano poprzez pobranie | analizowanie prébki w czasie 0,5, 1, 1,5,
191 22 godziny trwania procesu. Przebieg reakcji przedstawiono na rysunku na Fig.3. Dia
takich warunkow uzyskano 90% konwersji substratu po 22 godzinach reakcji.

Przyktad 4 Otrzymywanie glochidonu za pomoca oczyszczonego
rekombinowanego biokatalizatora AcmB2 ze Stereolibacterium denitrificans oraz
witaminy K, jako reutleniacza w pH 9,0 | w temperaturze 20°C

Do minireaktora o pojemnosci 0,5 ml, zawierajagcego 25 mM potasowy bufor
ortofosforanowy o pH 9, wprowadzono 5 mM witaminy K; z roztworu 0,25 M w 1,4-dioksanie,
2-hydroksypropylo-B3-cyklodekstryne dajgcg koncowe steZzenie 16% (wiv), 0,010 ml 25 mM
roztworu lupeonu w 1,4-dioksanie, tak by finalne steZzenie lupeonu w $rodowisku wyniosio
05 mM (tym samym stezenie 1,4-dioksaniu wynosito 4% (v/v)) oraz 0,3 mg
rekombinowanego AcmB2 z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych,
w temperaturze 20°C, przy cigglym wstrzgsaniu przez 22 godziny. Mieszanine reakcyjna
analizowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) stosujac do
rozdzialu faz¢ mobilng acetonitryl/iwoda (90% ACN, przeplyw 0,4 mi/min, T rozdzialu 30°C)
na kolumnie AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 pm, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach
nastepowata separacja reagentdw, czas retencji glochidonu to 4,8 min., a lupeonu 5,7 min.
Przebieg reakcji monitorowano poprzez pobranie i przeanalizowanie probki w czasie 0,5, 1,
1,5, 19, 22 godziny trwania procesu. Przebieg reakcji przedstawiono na rysunku na Fig.4.

Dla takich warunkow uzyskano 88% konwersji substratu po 22 godzinach reakgji.

Przyktad 5 Otrzymywanie glochidonu za pomocag oczyszczonego
rekombinowanego biokatalizatora AcmB2 ze Stereolibacterium denitrificans oraz 2,6-

dichlorofenoloindofenolu jako reutienlacza w pH 6,5 | w temperaturze 30°C
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Do reaktora o pojemnosci 50 ml, zawierajgcego 25 mM potasowy bufor
ortofosforanowy o pH 65 wprowadzono 1 mM 2.6-dichlorofenolpindofenolu, 2-
hydroksypropyio-B-cyklodekstryne dajgcg koncowe stezenie 4% (w/v), 1 ml 25 mM roztworu
lupeonu w 2-metoksyetanclu, tak by finalne stezenie lupeonu w srodowisku wyniosto 0,5 mM
(a tym samym steZenie 2-metoksyetanolu wynosilo 2% (v/v)) oraz 3,3 mg rekombinowanego
AcmB2 z S. denitrificans. Reakcje prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze
30°C, przy cigglym mieszaniu przez 40 godzin. Mieszaning reakcyjng analizowano za
pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) stosujgc do rozdzialu faze
mobilng acetonitryl/woda (90% ACN, przeptyw 0,4 mi/min, T rozdzialu 30°C) na kolumnie
AMT HALO 90 A RP-Amide, 2,7 ym, 2,1 x 75 mm. W takich warunkach nastepowala
separacja reagentow, czas retencji glochidonu wynosit 4.8 min., a lupeonu 5,7 min. Dia
takich warunkow uzyskano 74% konwersji substratu po 40 godzinach reakcji. A po ekstrakcji
do fazy stalej stosujgc kolumienki polimerowe StrataX oraz 50% metanol w wodzie w celu
oplukania zanieczyszczen oraz 100% metanol jako eluent uzyskano 3,8 mg produkiu.
Calkowita wydajnos$¢ procesu wyniosta 36%.

Uzyskany produkt scharakteryzowano za pomoca spektrometru NMR Bruker 400
MHz w deuterowanym chioroformie (CDCl3) uzyskujac dane spektraline 'H NMR | *C NMR,
Widmo protonowe 'H NMR otrzymanego glochidonu o wzorze 1 przedstawiono na rysunku
Fig.1, a widmo weglowe “C NMR przedstawiono na Fig.2.




