CESKOSLOVENSKA
SOCIALISTICKA
REPUBLIKA

(18)

POPIS VYNA
K PATENTU

200520

(11) (B2)

LEZ

(21} (PV 5919-78)
2%
(P 26 32 677.2)

ORAD PRO VYNALEZY
A OBJEVY

(22) PrihlaSeno 13 07 77

(32) (31) (33) Pravo prednosti od 16 07 76
Némeck4 spolkova republika
(40) Zvefejnéno 31 12 79

(45) Vydano 15 08 83

{51} Int. C13
Co077]1/00

(72) WEBER ALFRED dr., KENNECKE MARIO dr.

Autor vynélezu

(73)

Majitel patentu
& BERGKAMEN (NSR)

a DAHL HELMUT dr., ZAPADNI BERLIN (Zdpadni Berlin)

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT, ZAPADNI BERLIN (Zapadni Berlin)

(54} Zpiiseb vyroby androstan-17-onovyeh derivati

1

Vynélez se tykd zptisobu vyroby andros-
tan-17-onovych derivat obecného vzorce I

0

HO ()

ve kterém

‘vazba .... predstavuje jednoduchou ne-
bo dvojnou vazbu, ’
Podstata tohoto zptisobu podle vynélezu

spotivad v tom, e sterolovy derivdt obecné-
ho vzorce 11

R,OCHRO

200520

v némi

vazba .... méd vy3e uvedeny vyznam,

R1 znad&i vodik neho C1—Cs-alkyl,

Ry pfedstavuje uhlovodikovy zbytek ste-
rolu s 8 aZ 10 uhlikovymi atomy a

Rz znati C1—Cs-alkyl, popripads pFeruse-
ny atomem Kkysliku, '
se femmentuje s kulturou mikroorganismi
zpisobilych k odbourdvani postranniho Pe-
tézce sterolld, a takto vyrobeny derivdt an-
drostan-17-onu obecného vzorce III

RLOCngo (111

v némZ

vazba ...., Ri a Rz maji vySe uvedeny vy-
znam, se $t8pi v piftomnosti H*-iontd nebo
Lewisovych kyselin. .

Zplsob podle vynédlezu se s vyhodou pro-
Vadi tak, Ze sterolovy derivdt obecného
vzorce Ila
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R,OCHR,0
v némiZ
vazba ...., R1 a Rz majf svrchu uvedeny
v§znam a

R4 zna®i atom vodiku, methylovou nebo
ethylovou skupinu,
se fermentuje Xkulturou mikroorganismi
Zplsobilych k odbourdvédni postranniho Fe-
tézce sterold.

K takové fermentaci se mtiZe pouZivat s
vyhodou kultury mikroorganismii zpfisobi-
lych k odbouravéani postranniho Fet&zce ste-
rold druh@t Arthrobacter, Brevibacterium,
Mirobacterium, Protaminobacter, Bacillus,
_Nocardia, Streptomyces nebo zejména dru-
hu Mycobacterium.

Alkylovou skupinu Ri nebo Rz se rozumi
alkylovd skupina obsahujici 1 aZ 4 uhliko-
vé atomy, s vyhodou alkylovd skupina s
pimym Fetézcem. Vhodnymi alkylovymi

v hémZ

S ..Ri-d R3 maji vy$e uvedeny vyznam,
vazby "0, . predstavuj jednoduché nebo
dvojné vazby a - - '
R4 znali atom vodiku, methylovou nebo
ethylovou skupinu.

Zv145t8 vhodnymi sterolovymi- derivdty o-.

becného vzorce Ila jsou AS-steroidy a deri-
vaty Se-steroldl tohoto obecného vzorce.
Je- zndmo, Ze €etné mikroorganismy (na-
pfiklad druhd@ Arthrobacter, Brevibacterium,
Microbacterium, Protaminobacter, Bacillus,
Nocardia, Streptomyces a zejména Myco-
bacterium) maji pfirozenou schopnost od-
bourgvat zoo- a fytosteroly na kyslitnik uh-
ligity a vodu a Ze pfi tomto odbourdvani
vznikd intermedidrng 4-androsten-3,17-dion
a 1,4-androstadien-3,17-dion. '
ProtoZe &etné zoo- a fytosteroly (napii-
klad cholesterol, stigmasterol, kampesterol,

brassikasterol nebo sitosteroly) jsou hojné&.

roz§iteny v pkirodé a jsou tedy lehko do-
stupnymi surovinami pro syntézu farmako-

(113)

skupinami Ri nebo Rz jsou napfiklad propy-
lovd, butylovd, isopropylovd, sek.butylova
skupina a zejména methylovd skupina a
ethylovd skupina. Alkylovou skupinou pre-
ruovanou atomem kysliku se rozumi sku-
pina, kterd obsahuje 3 aZ 6 uhlikovych ato-
mfl, Takovymi skupinami jsou napfiklad 2-
-alkoxyethylenové skupiny jako 2-methoxy-
ethylenova skupina nebo 2-ethoxyethyleno-
va skupina. :

Uhlovodikovym zbytkem R3 obsahujicim 8
a¥ 10 uhlikovych atomfi se rozumi zbytek,
ktery se vyskytuje v postrannich Fet&zcich
pFirozenych zoo- nebo fytosterollt, napiiklad
cholesterolu, stigmasterolu, kampesterolu,
brassikasterolu nebo sitosteroli.

Vhodnymi derivédty sterolu obecného vzor-
ce 1I jsou mapfiklad takové slouCeniny, kte-
ré lze charakterizovat obecnym vzorcem Ila

logie t¥innych steroidd, byly provedeny Cet-
né pokusy, Fidit odbourdvani sterold tak,
aby se zamezilo dal¥imu odbourdvéani vznik-
16ho 4-androsten-3,17-dionu a 1,4-androsta-
dien-3,17-dionu.

Tak bylo napiiklad moZné zamezit dalsi-
mu odbourdvéni 1,4-androstadien-3,17-dio-
nu a 4-androsten-3,17-dionu tim, Ze se k fer-

‘menta¥nim né4saddm priddvajf inhibitory

(viz ndmecké vykladaci ispisy &. 1543 269 a
1593 327, jako¥ i americky patent €islo
1208 078). -PouZitim inhibitord se vak sté-
v4 technické provedeni t&chto reakci wel-
mi nakladnym; v meposledni Fad& z toho
divodu, Ze musi byt pouZité inhibitory po
provedené reakci odstraiiovdny z fermen-
tagnich kultur, aby se zabrénilo pronikani
téchto latek do odpadnich vod. Zndmé re-
akce maji krom& toho tu nevyhodu, Ze pii

nich vZdy vznikd 1,4-androstadien-3,17-dion

nebo smési 1,4-androstadien-3,17-dionu a 4-
-androsten-3,17-dionu. Vznikajici 1,4-andros-
tadien-3,17-dion je vdak jako vychozi latka
pro syntézu Setnych farmakologicky ucin- -
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nych steroidd mélo vhodny.

Jinak mohlo byt dalSimu odbouravani 1,4-
-androstadien-3,17~dionu a 4-androsten-3,17-
-dipnu zabrdnéno i tak, Ze k fermaentadni
pfemé&né sterolfl bylo pouZito mutant mik-
roorganismi druhu Mycobacterium, (viz ame-
ricky patent . 3684 657). Dosud vypéstova-
né mutanty maji v8ak nevyhodu spotivajict
ve velmi omezené schopnosti tvorby 1,4-
-androstadien-3,17-dionu nebo 4-androsten-
-3,17-dionu ze sterold.

Ukolem tchoto vyndlezu je vyvinout zpfi-
sob odbourdvédni postrannich Fetdzcl stero-
14 prosty nedostatk znadmych zplisobfl.

Ukol byl Fesen vypracovanim zplisobu vy-
znalujicitho se tim, Ze derivat sterolu obec-
ného vzorce II se
mikroorganismii zpisobilych -odbourdvat
postranni Fet8zce sterolfi.

Pro odbornika je velmi p¥ekvapujici, Ze

- pFi této fermentativni pFeméné& vznikaji ve
vysokych vytéZcich derivaty androstan-17-
-onu obecného vzorce 1. To z toho dfvodu,
ponévadZ je zndmo, Ze odbourdvani postran-
niho Fet&zce sterolt provadi velmi komplex-
ni enzymovy isystém a nemohlo byt ofeké-
vano, Ze vSechny enzymy spoluplisobici p¥i
odbourdvéani postrannich fFetézch pFiroze-
nych steroldt maji schopnost provadét rov-
néZ odbourdvdni postrannich retézcli stero-
14 obecného vzorce II nevyskytujicich se v
pfirod&. Nemohlo byt krom# toho predvida-
no, %e enzymové systémy uG&astnici se od-
bourdvani 1,4-androstandien-3,17-dionu a
4-androsten-3,17-dionu neodbourdvajf deri-
vaty androstan-17-onu obecného wvzorce L

Odhlédne-li se od pouZiti jinych vycho-
zich sloufenin a od skute&nosti, Ze tuto re-
akci lze provadét v nepiitomnosti inhibito-
rd, zplsob podle vyndlezu se provadl :za
stejnych fermentadnich podminek, kterych
se rovn&Z pouzivd u zndmych reakci mikro-
biologického odbourdvdni postrannich fe-
t&zcl sterold. '

Podle vyndlezu se fermentace provadi za
pouZiti kultur mikroorganismi, kterych se
pouZivd obvykle k odbourdvani postranniho
fetézce sterolll. Vhodnymi kulturami jsou na-
pfiklad kultury bakterii zpéisobilé k odbou-
ravani postrannich ¥etézcl steroldt druhtt
Arthrobacter, Brevibacterium, Microbacte-
rium, Protaminobacter, Streptomyces nebo
zejména druhu Mycobacterium. Jako vhodné
mikroorganismy lze uvést nap¥iklad Micro-
bacterium lactum IAM-1640, Protaminobac-
ter alboflavus IAM-1040, Bacillus roseus
IAM-1257, Bacillus sphaericus ATCC-7055,
Nocardia gardneri IAM-105, Nocardia mini-
ma IAM-374, Nocardia corallina ID0-3338,
Streptomyces rubescens IAM-74 nebo zejmé-
na mikroorganismy Mycobacterium avium
IF0-3082, Mycobacterium phlei IFO-3158, My-
cobacterium phlei [Ustav Zdravotnictvi, Bu-
dapest €. 29], Mycobacterium phlel ATCC-
-354, Mycobacterium smegmatis ATCC-20, My-
cobacterium smegmatis IF0-3084, Mycobac-
terium smegmatis [Ustav Zdravotnictvi, Bu-
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fermentuje s kulturou
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dapeS§t . 27], Mycobacterium smegmatis
ATCC-19979, Mycobacterium fortuitum CBS-
-49566, Mycobacterium spec. NRRL-B-3805 a
Mycobacterium spec. NRRL-B-3683.

Submerzni kultury se pFedkultivuji za
vzduSnéni ve vhodném Zivnhém prostfedi za
obvyklych podminek pouZivanych u téchto
mikroorganismil. Potom se pfidavd ke kul-
turdm substrat (rozpustény ve vhodném roz-
poustédle nebo s vyhodou v emulgované for-
mé) a fermentuje se, aZ se dosdhne maxi-
mélni pFfemeény substratu.

Vhodnymi rozpoustédly substrdtu jsou na-
pfiklad methanol, ethanol, glvkolmonome-
thylether, dimethyliormamid nebo dimethyl-
sulfoxid. Emulgovani substratu lze provadét
napiiklad tak, Ze se pFfidavd v mikronizova-
né formé nebo rozpustény v rozpoustédle
misitelném s vodou (jako methanolu, etha-
nolu, acetonu, glykolmonomethyletheru, di-
methylformamidu nebo dimethylsulfoxidu)
za intenzivni turbulence do vody (s vyho-
dou zbavené vapniku), kterd obsahuje ob-
vykld emulgadnf €inidla. Vhodnymi emulgac-
nimi <¢inidly jsou neionogenni emulgétory,
napiiklad ethylenoxidové adukty nebo poly-
glykolové estery mastnych kyselin, Vhodny-
mi emulgétory jsou napfriklad obchodng do-
stupnd smdadfedla typu Teginu®, Tagatu‘®,
Tweenu® a Spanu'®. '

Emulgovéani substrdtu umoZiiuje Sasto zvy-
Sené prosazeni substrdtem a tim zvySeni kon-
centrace substratu. Je pochopitelnd rovnéZ
moZné p¥i zplsobu podle vyndlezu pouZivat
dalsi metody zvy3ovani prosazeni substratu,
jak je dobfe zndmo pracovniklim z oboru.

Optimélni koncentrace substrdtu, doba pfi-
dédvani -substrdtu a trvdni fermentace jsou
z4vislé na struktufe pouZitého substratu a
druhu pouZitého mikroorganismu. Tyto veli-
¢iny musi byt zji$tovany, jak se u mikrobidl-
nich p¥emén steroiddl obecné& vyZaduje, v jed-
notlivfch pripadech predb&Znymi pokusy.

Stépeni sloutenin vzorce III se provadi za
takovych podminek, kterych se obvykle po-
uZivd k hydrolyze nebo alkoholyze acetalii.
Slou€eniny lze nap¥iklad $t8pit tak, Ze se v
niZ8im alkoholu, jako methanolu nebo etha-
nolu nebo v organickém rozpoustédle obsa-
hujicim vodu, jako glykolmonomethylethery,
tetrahydrofuranu, dioxanu, dimethylformami-
du, dimethylsulfoxidu, triamidu kyseliny he-
xamethylfosforefné, acetonu uvddgji do re-
akce s minerdlni kyselinou, jako kyselinou
chlorovodikovou, sirovou, fosforednou, chlo-
ristou, sulfonovou, jako kyselinou p-toluen-
sulfonovou, se silné kyselymi karboxylovymi
kyselinami, jako kyselinou mravendi, octo-
vou, trifluoroctovou, s kyselymi iontom&nidi
nebo Lewisovou kyselinou, jako fluoridem
boritym, chloridem zinenatym nebo bromi-
dem zineCnatym.

Timto zplsobem lze napiiklad jednodule
pfipravit 3g-hydroxy-5-androsten-17-on, je-
hoZ estery jsou zndmé farmakologicky ufin-
né latky (Chem. Abstr. 65, 1966, 1266f) a
vyklddaci spis DE €. 1643 046).
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Vychozi slou€eniny zplsobu podle vynéle-
Zu jsou znamé, nebo je lze pFipravit zndmy-
mi zplsoby []J. Pharm. Soc. 54, 514 (1965],
Can. J. Chem. 49, 2418 (1971), Synthesis
1975, 276, a 1976, 244, Tetrahedron Letters
1976, 809, Can. ]. Chem. 50, 2788 (1972) a
Bull. Soc. Chim. Prance 1960, 297].

Néasledujici p¥iklady provedeni slou?l k
objasnéni vynélezu.

A} Pifklady provedeni, tykajici se mikro-
biologického odbourdvani postranniho Fe-
t8zce

Pr¥iklad 1

a) Do 750 ml Erlenmeyerovy baiiky se vne-
se 200 ml sterilniho Zivného roztoku, obsa-
hujicitho 1 % kvasnitného extraktu, 0,45 %
dinatriumhydrogenfosfdtu, 0,34 % kalium-
dihydrogenfosfatu a 0,2 % Tagatu® 02, na-
staveného na hodnotu pH 6,7, zaotkuje se
smytou suchou Kkulturou Mycobacterium
spec. NRLL-B-3805 a tf¥epe se po dobu 3 dni
pii teploté 30 °C p¥i 190 otdékédch za minutu.

b) b0litrovy fenmentor se 40 litry steril-

niho Zivného roztoku obsahujiciho 1,23 05

kvasnitného extraktu (65 %]), 0,68 % ka-
liumdihydrogenfosfdtu a 0,2 % Tagatu® 02,
nastaveného na hodnotu pH 6,0, se naotkuje
200 ml napéstované kultury Mycobacterium
spec. a pfedkultura se inkubuje po dobu 48
hodin p¥i teplot® 30°C za vzdu$n&ni (2 md
za hodinu]. _

c) 400 g cholesterolu se rozpusti v 6 lit-
rech dimethylacetalu formaldehydu, za mi-
chéni se pri teplot® mistnosti prida 400 g
k¥emeliny a 200 g kysligniku fosforefného
po davkach a reak&ni sm&s se michd po do-

bu 2 hodin p¥i teploté mistnosti. Nerozpust-

né latky se odfiltruji, promyji dimethylace-
talem formaldehydu a rozpous$t&dlo se od-
destiluje -ve vakuu. Po p¥id4dni roztoku hyd-
rogenuhlifitanu sodného se pevny surovy
produkt odsaje, promyje vodou a po vysu-
Zeni se ziskd 440 g 38-methoxymethoxy-5-
-cholestenu. Slou€enina pfekrystalovand z
acetonu m4 teplotu tdni 79 aZ 80°C.

400 g takto pripraveného 38-methoxyme-
thoxy-5-cholestenu se emulguje se 120 g Te-
ginu®, 10 litry deionizované vody a 40 ml
1 N hydroxidu sodného pFi teploté 95°C
po dobu 30 minut. Emulze se sterilizuje po
dobu 20 minut p¥i teplotd 120 °C.

d) Do 50litrového fermentoru se vnese 40
litri sterilniho Z'wného roztoku obsahujici-
ho 2,0 % kukuFigného vyluhu, 0,3 % diamo-
niumhydrogenfosfdtu a 0,25 % Tagatu® 02,
nastaveného na hodnotu pH 86,5, naotkuje se
2 litry predkultury Mycobacterium spec. a
za vzduSnéni (0,5 m3 za hodinu) a michéni
(250 otdtek za minutu) se inkubuje po do-
bu 24 hodin p¥i teplot® 30°C. Potom se ke
kultuFe pridd emulze 38-methoxymethoxy-5-

-cholestenu, pFipravend podle odstavce c)
a fermentuje se po dobu dalsich 120 hodin.

Po skonfené fermentaci se kultura extra-
huje 3kréat 5 litry ethylenchloridu, ethylen-
chloridovy extrakt se zfiltruje a odpafi ve
vakuu.

Zbytek (156 g) se chromatografuje na
sloupci k¥emeliny, p¥ekrystaluje z ethylace-
tdtu a ziskd se 86 g 34- methoxymlethoxy—'S—
-androsten-17-onu s teplotou tdni 129/131 -az
132 °C,

Prfiklad 2

a) Ve 2litrové Erlenmeyerovd baiice s
500 ml sterilniho Zivného prostfedi se na-
péstuje za podminek prikladu la) Myco-
bacterium spec. NRRL-3805.

b) 10 g sitosterolu se preméni reakci tak,
jak je popsédno v pfikladu 1c) a ziskd se
11 g 24-ethyl-38-methoxymethoxy-5-choleste-
nu. Sloufenina prekrystalovand z acetonu
mé teplotu tdni 70 aZ 71 °C.

10 g takto ziskaného 24-ethyl-38-methoxy-
methoxy-5-cholestenu se emulguje se 4 g
Teginu™® a 300 ml vody p¥i teplotd 95 °C po
dobu 10 minut. Emulze se sterilizuje po do-
bu. 20 minut p¥i teploté 120 “C.

c) Obsah 20 Erlenmeyerovych bandk vidy
s 85 mil sterilnfho Zivného prostf¥edi, obsa-
hujictho 2,0 9, kukufiéného vyluhu, 0,3 %
dlarnomunnhydrogenfosfatu a 0,25 % Taga-
tu® nastaveného na hodnotu pH 6,5, se
ofkuje po 5 ml napé&stované kultury Myco-
bacterium spec. a tfepe se po dobu 24 ho-
din p¥Fi 220 otdfkéch za minutu p¥i teplots
30°C.

Potom se ke kaZdé kultufe pr1dé 14 ml
suspenze 24-ethyl-38-methoxymethoxy-5-
-cholestenu (toto mnoZstvi odpovidd 0,5 g
24-ethyl-38-methoxymethoxy-5-cholestenu) a
fermentuje se dalSich 120 hodin pii teploté
30°C na tfepacim za¥izeni.

Po zpracovani jako v piikladu 1d) se zis-
k4 2,1 g 38-methoxymethoxy-5-androsten-17-
-onu s teplotou tadnf 130 aZ 132 °C.

P¥iklad 3

a) 10,5 g stigmasterolu se pfemé&éni reak-
¢l jako v prikladu 1c) a ziska se 10,75 g 24-
-ethyl-38-methoxymethoxy-5,22-cholesta-
dienu. Sloufenina prekrystalovand z aceto-
nu mé teplotu tdni 103 aZ 104 °C.

b) 10 g 24-ethyl-38-methoxymethoxy-5,22-
-cholestadienu se emulguje za podminek po-
psanych v pfikladu 2b).

c¢) Za podminek popsanych v pifikladu 2a)
a c) se piipravi 85 ml kultury Mycobacte-
rium spec. NRRL-B-3805 a pFidd se 14 ml
suspenze 24-ethyl-3g-methoxymethoxy-5,22-
-cholestadienu (toto odpovid4 0,5 g 24- ethyl-
-3g-methoxymethoxy-5,22-cholestadienu).
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- Po inkubaci dalSich 120 hodin p¥i teplots
30°C na tfepacim zafizeni nésleduje zpra-
covédni jak je popsadno v prikladu 1d).

Ziskd se 2,3 g 38-methoxymethoxy-5-an-
drosten-17-onu s teplotou t&ni 130 a¥ 132°
Celsia.

Prfiklad 4

&) 20 g cholesterolu se rozpusti ve 300 ml

diethylacetalu formaldehydu, za michani se

pridéd 30 g kiemeliny pFi teplotd mistnosti
a po davkach 15 g kyslitniku fosforetného
a michd po dobu 4 hodin. Reak&ni smés se
zbavi filtraci nerozpustnych latek, filtr se
promyje diethylacetalem formaldehydu a
rozpoustédlo se oddestiluje ve vakuu. Zby-
tek krystaluje pfi teplotd 0°C. Po pridéani
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného se su-
rovy produkt odsaje, promyje vodou a po
sudeni se ziskd 22,5 g 3g-ethoxymethoxy-5-
-cholestenu. Slouenina pFekrystalovana z e-
thylacetdtu ma teplotu tdni 64 aZ 66 °C.

b) 10 g 3g-ethoxymethoxy-5-cholestenu se

emulguje za podminek popsanych v pfikla-

du 2b).

c) K 85 ml kultury Mycobacterium spec.
NRRL-B-3805, pfipravené za podminek uve-
denych v pfikladu 2a, a c), se pridd 14 ml
Suspenze 3g-ethoxymethoxy-5-cholestenu (to-
to odpovidd 0,5 g 3g-ethoxymethoxy-5-chol-
estenu).

Po inkubaci po dobu dalsich 120 hodin p¥i
teploté 30°C na tfepacim zafizeni, nédsledu-
je zpracovéni jako v prikladu 1d).

'Ziskd se 1,5 g 3@-ethoxymethoxy-5-andro-
sten-17-onu s teplotou tdni 121 a¥ 123 °C.

Pfiklad 5

a) 38,67 g cholesterolu se rozpusti ve 250
mililitrech methylenchloridu a 164,2 g form-
aldehyd-bis-glykolmonomethyletheracetalu
(pFipravitelného napfiklad podle vykladaci-
ho spisu DE &. 2405633), za michani pri
teploté mistnosti se prida 60 g kFemeliny
a 30 g kyslitniku fosforeéného a michd se
po dobu 1 hodiny p¥i teplotd mistnosti. Ne-
rozpustné produkty se odfiltruji, promyit
methylenchloridem. a neutralizuji methano-
lickym roztokem hydroxidu draselného. Po
oddestilovani rozpoustsdla ve vakuu se pro-
dukt vyjme do methanoly, zfiltruje a slou-
¢enina pomalym odpafenim methanolu
zkrystaluje. Ziskd se 25 g 24-(2,5-dioxahe-
xyloxy}-5-cholestenu s teplotou tani 41 aZ
42 °C.

b) Za podminek uvedenych v pfikladu 2?b]
se emulguje 10 g 38-(2,5-dioxahexyloxy)-5-
-cholestenu.

€) Za podminek uvedenych v pfikladu 2a)
a c) se pfipravi 25 ml kultury Mycobacte-

rium spec. NRRL-B-3805 a piidd se 14 ml

suspenze 3(-(2,5-dioxahexyloxy)-5-choleste-
nu (toto odpovida 0,5 g 38-(2,5-dioxahexyl-
0xy }-5-cholestenu).

Po dal8ich 120 hodin4ch inkubace pri tep-
loté 30°C na tFepacim =zafizeni nésleduje
zpracovani jak je popsdno v pifkladu 1d).

Ziskd se 1,75 g 36-(2,5-dioxahexyloxy }-5-
-androsten-17-onu s teplotou tani 65 a¥ 67°
Celsia.

Priklad 6

a) 12 g cholesterolu se suspenduje ve
100 ml dimethylacetalu acetaldehydu, za mi-
chani pFi teplot® mistnosti se pridd 25 g
kFemeliny a po davkach 12 g kyslitniku fos-
foretného a za teploty mistnosti se micha
po dobu 45 minut. Nerozpustné 1atky se od-
saji, promyji methylenchloridem a roztok se
neutralizuje methanolickym roztokem hyd-
roxidu sodného. Po oddestilovani rozpougts-
del ve vakuu se surovy produkt prekrysta-
luje po priddni aktivhtho uhli z acetonu.
Ziskdse 10,2 g 38- (1-methoxyethoxy )-5-chol-
estenu s teplotou t4ni 94 a¥ 95 °C.

b) 10 g 38-( 1-methoxyethoxy)-5-choleste-
nu se emulguje za podminek popsanych v
pFikladu 2b).

€} Za podminek popsanych v prikladu 2a)
a c) se pripravi 85 ml kultury Mycobacte-
rium spec. NRRL-B-3805 a piidd se 14 ml
suspenze 3g-(1-methoxyethoxy)-5-choleste-
nu [toto odpovidd 0,5 g 3§-(1-methoxyetho-
Xy)-5-cholestenu]. Po dalsich 120 hodindch
inkubace pfi teploté 30°C na t¥epacim ra-
Iizeni ndsleduje zpracovani, jak je popsano
v pFikladu 1d).

Ziskd se 1,89 g 36-(1-methoxyethoxy)-5-
-androsten-17-onu s teplotou tani 111 a¥
118 °C.

Priklad 7

a) K 19,33 g cholesterolu ve 200 ml me-
thylenchloridu se pfidda 23,6 ml vinylethyl-
etheru a 86 mg kyseliny p-toluensulfonové
(bezvodé) a michd se po dobu 1,5 hodiny.
Po neutralizaci roztokem hydrogenuhligita-
nu sodného se reakéni smés extrahuje rogz-
tokem chloridu sodného, su$i siranem sod-
nym a rozpoustédlo se. oddestiluje. Olejowi-
ty surovy produkt se chromatografuje na
sloupci silikagelu ve smésich hexan-ethyl-
acetat. Ziskd se 18,4 g 38-{1-ethoxyethoxy)-
-3-cholestenu ve formé& bezbarvé viskozité
latky.

. b} 10 g 38-(1-ethoxyethoxy}-5-cholestenu °
se emulguje za podminek popsanych v pfii-
kladu 2b).

€) Za podminek popsanych v pitkladu 2a)
a c) seé pripravi 85 ml kultury Mycobacte-
rium spec. NRRL-B-3805 a piridd se 14 ml
suspenze 3g-(1-ethoxyethoxy)-5-cholestenu
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[toto odpovidd 0,5 g 36-(1l-ethoxyethoxy)-5-
-cholestenu]. Potom se inkubuje na tfepa-
cim za¥izeni (pfi teplot& 30°C), po dobu
dal¥ich 120 hodin.

Spojené kultury se extrahuji ethylenchlo-
r.dem. Extrakty se zahusti ve vakuu, zbytek
se zahPivd k varu pod zp&tnym chladifem
se 70 ml methanoelu, 12 ml vody a 6 m! kon-
centrované kyseliny chlorovodikové po do-
bu 1 hodiny. Po ochlazeni na teplotu 12°C
se reakdnf produkt vysrdZi 100 ml vody a
odfiltruje. Po prekrystalovani z acetonu se

ziskd 0,62 g 5-androsten-3g-o0l-17-onu s tep--

lotou téani 138/148 aZ 148 °C.
Priklad 8
a) 38,7 g cholesterolu se rozpusti v 500 ml

methylenchloridu, p#i teplot& 0°C se pridd
25 ml ethylenoxidu a 0,5 ml bortrifluorid-

etherdtu. Reakdni smés se poneché stédt pies

noc pfi teplotd mistnosti, vytfepe vodou, vy-
sudf{ siranem sodnym a rozpoustédlo se od-
destiluje ve vakuu. Surovy produkt (50 g)
se chromatografuje na silikagelu ve smé-
sich hexan-ethylacetét.

Ziskd se 10 g 3B-(2-hydroxyethoxy)-5-
-cholestenu s teplotou t4ni 91 aZ 95 °C.

b) 10 g 38-(2-hydroxyethoxy)-5-choleste-
nu se emulguje za podminek popsanych v
prikladu 2b).

c) Za podminek uvedenych v p¥ikladu 2a)
a c) se pfipravi 85 ml kultury Mycobacte-
rivm spec. NRRL-3805 a zpracuje se 14 ml
suspenze 38-(2-hydroxyethoxy)-5-cholestenu
[toto odpovidd 0,5 g 38-(2-hydroxyethoxy]-
-5-cholestenu]. Po dalSich 120 hodinach in-
kubace pfi teplot& 30°C na tFepacim zafi-
zeni nésleduje zpracovdni jak je popséano
v piikladu 1d).

Ziskd se 2,1 g 3§-(2-hydroxyethoxy)-5-
-androsten-17-onu s teplotou t&ni 173/175 aZ
177 °C. ‘

Priklad 9

~a) 20 g Sercholestan-38-olu se uvadi do
reakce s dimethylacetalem formaldehydu,
jak je popsdno v piikladu 1c) a ziskd se
21,5 g ‘3B-methoxymethoxy-5«-cholestanu.
Sloutenina prekrystalovand z acetonu mé
teplotu tédni 65 aZ 68 °C.

b) 10 g Saﬁ‘-methoxymethoxy-S:oe-bhro'lesta-

12

nu se emulguje za podminek 'pop;sanych v
piikladu 2b].

¢ Za podminek- popsanych v pifkladu
2a) a c) se piipravi 85 ml kultury Mycobac-
terium spec. NRRL-3805 a zpracuje se 14 ml

suspenze 3g-methoxymethoxy-5«-cholestanu

(toto odpovidd 0,5 g 3g-methoxymethoxy-
-5¢-cholestanu). Po dalsich 120 hodindch
inkubace pri teplotd 30°C na trepafce né-
sleduje zpracovéan{ jako v pfikladu 1d).
Ziska se 2,05 3p-methoxymethoxy-5e-an-
drostan-17-onu s teplotou tdni 97 aZ 98 °C.

B) Priklady provedeni tykajici.se dal3iho
chemického zpracovani derivdtd androstan-
-17-onu obecného vzorce IIT ’

Priklad 10

25 g -3g-methoxymethoxy-5-androsten-17-
-onu ziskaného v piikladech 1 aZ 3 se za-
h¥iv4 'pod zpstnym: chladifem po debu 1 ho-
diny se 125 ml methanolu, 25 ml vody a
12,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodi-
kové, reak&ni sm&s se ochladi, vysradZi vo-
dou a odfiltruje. Ziskd se 21,6 g 5-androsten-
-38-01-17-onu s teplotou tdni 148 aZ 149°C
(z methanolu].

P¥iklad 11

0,5 g 3g-ethoxyethoxy-5-androsten-17-onu,
ziskaného v pifikladu 4, se uvédi do reakce
za podminek uvedenych v prikladu 10. Zis-
k4 se 0,4 g 5-androsten-3g-ol-17-onu s tep-
lotou tdni 148 aZ 149°C (z methanolu).-

Prfiklad 12

0,38 g 38-(2,5-dioxahexyloxy)-5-androsten-
-17-onu, ziskaného v piikladu 5, se za pod-
minek analogickych ptfikladu 10 uv&di do
reakce a gzpracuje. Po krystalizaci z metha-
nolu se ziskd 0,2 g 5-androsten-38-0l-17-onu
s teplotou t4ni 148 aZ 149 °C.

P¥iklad 13

1 g 38-(1-methoxyethoxy)-5-androsten-17-
-onu ziskandho v p¥ikladu 6 se uvddi do
reakce za podminek uvedenych v pfikladu
10, av8ak po dobu 1 hodiny pfi teplot& mist-
nosti. Ziskd se 0,8 g 5-androsten-38-0l-17-
-onu s teplotou tani 148 aZ 149 °C (z metha-

nolu).
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob vyroby androstan-17-onovych
derivatli obecného vzorce I

v ném¥?

vazba .... pFedstavuje jednoduchou nebo
dvojnou vazbu, vyznadujici se tim, Ze stero-
lovy derivat obecného vzorce II

v némi

vazba .... méd vySe uvedeny vyznam a

R1 pFedstavuje vodikovy atom nebo alkyl
s 1 aZ 4 uhlikovymi atomy,

Rz znac¢i Ci-Ce-alkylovou skupinu, popii-
padé preruSenou atomem kysliku, :

R3 zna€l Cs-Cio-uhlovodikovy sterolovy
zbytek, se fermentuje kulturou mikroorga-
nisml zpisobilych k odbourdvani postran-
niho Fetézce steroldl, a takto vyrobeny de-
rivat androstan-17-onu obecného vzorce III

0

(1)
R,OCHR0 ,

vV némz v
vazba ...., Ri1 a Ry maji vySe uvedeny vy-
znam, se 3t€pi v pfitomnosti H*-iontd nebo
Lewisovych kyselin.
2. Zplsob podle bodu 1 vynadujici se tim,
Ze sterolovy derivat obecného vzorce Ila

v némz

vazba ...., Rt a Rz maji v bod& 1 uvede-
ny vyznam a

R4 znaci atom vodiku, methylovou nebo
ethylovou skupinu, se fermentuje kulturou
mikroorganismii zpfisobilych k odbourava-
nf postranniho Fet&zce sterold, nade# se pro-
vede druhy reakéni stupeti.

3. Zplsob podle bodd 1 aZ 2 vyzﬁaéujici
se tim, Ze k fermentaci se pouZiva kultury
mikroorganismit zpdsobilych k odbourdvani

postranniho Fetézce sterol@t druhfi Arthro-

bacter, Brevibacterium, Microbacterium,
Protaminobacter, Bacillus, Nocardia, Strep-
tomyces nebo zejména druhu Mycobacte-
rium.

Severografla, n. p., z&vod 7, Most
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