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Einsatz ausgawahlter Stdmme aus den Arten Mycobacterium vaccae sowie Mycobacterium fortuitum besonders
effektiv ab. Die erfindungsgemaf hergestelite Verbindung dient als Zwischenprodukt fiir die Herstellung von
Steroidpharmeka.
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Patentanspriiche:
1. Verfahren zur Herstellung von 2a,3q,6a-Trihydroxy-6a-androstan-17-on, gekennzeichnet dadurch,
daR
— 2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on in feinverteilter Form in Konzentrationen bis zu 10g/l einem
mit einem zum Steroi-Seitenkettenabbau beféhigten bakteriellen Mikroorganismus beimpften
Fermentationsmedium, welches Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthalt, zugesetat,
_ dieser Ansatz bei Temperaturen von 20°C bis 37°C fiir die Dauer von 24 Stunden bis 72 Stunden
bei pH6 bis pH8 unter aeroben Bedingungen fermentiert sowie
— aus der Kulturbriihe die Titelverbindung auf extraktivem Wege gewonnen
wird.
2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR zur Fermentation ein Mikroorganismus
der Gattung Mycobacterium eingesetzt wird.
3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, dal zur Fermentation ein
Mikroorganismus der Art Mycobacterium vaccae eingesetzt wird,
4. Verfahren nach Anspruch 1und 2, gekennzeichnet dadurch, daR zur Fermentation ein
Mikroorganismus der Art Mycobacterium fortuitum eingesetzt wird.
5. Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, daR zur Fermentation der Stamm
Mycobacterium vaccae L 12 eingesetzt wird.
6. Verfahren nach Anspruch 4, gekennzeichnet dadurch, daR zur Fermentation der Stamm
Mycobacterium fortuitum N3/138 eingesetzt wird.
7. Vertahren nach Anspruch 1 bis 6, sekennzeichnet dadurch, daR 2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on
als Losung in einem organischen Lésungsmittel,
als Ultraschallsuspension,
als mittels NaBvermahlung hergestellte Préparation,
als mittels Mikronisation hergeste!!ts Praparation oder
als mittcls Sprithtrocknung hergestelite Praparation
zugesetzt wird.

Anwevndungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 2a,3a,6a-Trinydroxy-5a-androstan-17-on. 2a,3a,6a-Trihydroxy-5a-
androstan-17-on ist ein bisher nicht beschriebenes Steroid, welches auf Grund verschiedener reaktiver Zentren im Molekdl als
Zwischenprodukt zur Herstellung von Steroidpharmaka einsetzbar ist.

Das Anwendungsgebiet der Erfindung liegt in der pharmazeutisch-chemischen Forschung und Industrie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Es ist bekannt, daB Sterole, wie z.B. Cholesterol, Sitosterol, Stigmasterol, Campesterol und Ergosterol, durch Mikroorganismen
aus zahlreichen Gattungen, insbesondere mit Enzymdefektmurtanten von Mykobakterien, zu Cyo-Steroiden, wie z.8.4-Androsten-
3,17-dion und 1,4-Androstadien-3,17-dion, abgebaut werden kénnen {siehe z.B. die Patentschrift JP 7973191 oder JP 80148083).
Durch die mikrobielle Hydroxylisrung von 4-Androsten-3,17-dion mit Penicillin sp. ATCC 12556 erhielt man in geringen
Ausbeuten als Nebenprodukt die 2B-Hydroxy-Verbindung von 4-Androsten-3,17-dion (siehe Patentschrift US 2805231 ).
Verfahren zur Herstellung von 2a,3a,6a-Trihydroxy-5a-androstan-17-on sind bisher nicht bekannt.

Zie! der Erfindung

Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Herstellung von 2a,3a,6a-Trihydroxy-5a-androstan-17-on.

Darlegung des Wecens der Erfindung

Dor Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein mil robisglles Varfahren zur Herstellung von 2a,3a,6a-Trihydroxy-6a-androstan-17-
on aus 2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on zu beschreiben.

Erfindungsgomaf wird die Aufgabe dadurch gelost, da man 2a,3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on mit bakteriellen
Mikroorganismen, dis zum Seitenkettenabbau von Sterolen befihigt sind, beispielsweise aus der Gattung Mycobacterium,
fermentiert. Es wird fermentiert in Medien, die Kohlenstoffquellen, wie beispielsweise Glukose, Saccharose, Glycerol, und
Stickstoffquellen, wie beispielsweise Hefoextrakt, Harnstoff, Ammoniumsalze sowie Mineralsalze vorschiedener

Zusammaer setzung enthalten. Die Fermentation arstrackt sich iiber 24 Stunden bis 72 Stunden und wird bei 20°C bis 37°C,



-2- 277697

vorzugsweise bei 28°C bei pH-Werten im Bereich von pH6 bis pH8 unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Das
Fermentationsmedium wird nach beendeter Fermentation mit einem organischen Losungsmittel, vorzugsweise Chloroform,
extrahiertund der Rohextrakt durch Destillation zur Trockne gebracht. AnschlieBend wird das gewiinschte 2a,3a,6a-Trihydroxy-
5a-androstan-17-on aus dem Produktgemisch durch an sich bekannte Trennmethoden wie Sdulenchromatographie und/oder
préaparative Diinnschichtchromatographie isoliert und weiter durch an sich kbekannte Verfahrensschritte, beispielsweise
Umkristallisation, gereinigt.

Im weiteren Ausbau des Verfahrens werden Mikroorganismen der Art Mycobacterium vaccae oder Mycobacterium fortuitum
zur Fermentation eingesetzt.

Das Verfahren wird vorteiihaft wie folgt ausgefihri:

Die fiir das Verfahren dienende Ausgangssubstanz kann nach M.Kondo und K. Mori {siehe Agric. Biol. Chem. 47, 97 [1983]
hergestellt werden. Ein Bakterienstamm der Gattung Mycobacterium, vorzugsweise Mycobacterium vaccae LA12 oder
Mycobacterium fortuitum N3/138 wird auf Schrigagar (20 g Glycerol, 5 g Bacto-Pepton, 3 g Fleischextrakt, 15 g Agar-Agar ad
1000ml Aqua dest.; pH7) in Kulturréhrchen bei 28°C 48 Stunden bis 96 Stunden kuitiviert.

Ein Réhrchen dieser Vorkultur wird als Impfmaterial fiir je einen Standkolben mit 50ml einer Ndhrlésung folgender
Zusammensetzung verwendet: 10g Glucose, 10g Hefeextrakt, 0,56g KH,PO,, 0,59 K,HPO,, 1,59 (NH,),HPO,4, 0,2g MgSO, + 7H,0,
0,01gFeS0, - 7H,;0,0,002g9ZnS0O, - 7H,0, Aqua dest. ad 1000m!; pH7. Nach Schiitteln bei 28°C + 3°C werden nach 24 Stunden
bis 36 Stunden mit 5% bis 10% der so erhaltenen Submerskultur weitere Standkolben, die das gleiche Ndhrmedium erhalten,
beimpft. Zu diesen Standkolben wird nach 24stiindigem Schiitteln bei 28°C * 3°C das Substrat (2a,3a-Dihydroxy-6a-cholestan-
6-on) in einer Konzentration von 0,06/l bis 1g/1, gelst in wenig Methanol, Athanol, Dimethy!formamid u.a. zugesetzt und
weiter fermentiert, bis eine maximale Substratumwandlung erreichbar ist. Nach Beendigung der Fermentation wird das
Kulturmedium mit cinem organischen Losungsmittel, wie z. B. Chloroform, Methylenchlorid, Ather, Athylacetat, Butylacetat u.a.
extrahiert und der Rohextrakt durch Destillation zur Trockne eingedampft und an Kieselgel unter Verwendung von Cnloroform/
Methanol oder Essigsaureethylester/Benzin als Elutionsmittel chromatographiert.

Im Zusammenhang mit Herstellungsverfahren von Androst-4-en-3,17-dion und 9a-Hydroxy-androst-4-en-3,17-dion wurden in
fritheren Anrneldungen des Zentralinstitutes in der Hinterlegungsstelle fiir Mikroorganismen der CDR - ZIMET,
Beutenbergstr.11, Jena, DDR-6900 unter den Registriernummern die Mikroorganismen-Stdmme Mycobacterium vaccae LA 12
ZIMET 11094 und Mycobacterium fortuitum N 3/138 ZIMET 10850 hinterlegt.

2a,3a,6a-Trihydroxy-5a-androstan-17-on besitzt eine Aromatase-Hemmer-Wirkung der menschlichen Placznta. Weiterhin ist es
ein glinstiges Ausgangsprodukt fiir Brassinosteroide und deren Analoga, die gegenwartig als Antistressfaktoren in der
Landwirtschaft getestet werden.

Ausfihrungsbeispiele

Beispiel 1

Mycobacterium vaccae LA 12 wird 48 Stunden bis 96 Stunden bei 28°C auf Schragagar folgender Zusammensetzung kultiviert:
20g Gycerol, 5g Bacto-Pepton, 3g Fleischextrakt, 15g Agar-Agar ad 1000ml Aqua dest.; pH 7,0. Mit den abgeschwemmten
Zellen je eines Rohrchens werden 5 Stiick 500-ml-S:~ndkolben mit je 50 m| Nahrlosung folgender Zusammensetzung beimpfi:
10g Glukose, 10g Hefeextrakt, 0,6g KH,POq4, 0,59 K;HPO4, 1,69 (NH4);HPO4, 0,29 MgSO, - 7H,0, 0,01g FeSO, - 7H,0, 0,0029g
ZnSQ, - 7H,0, Aqua dest. ad 1000ml; pH 7,0. Nach 36stiindigem Schiitteln bei 28°C wird diese Submerskultur bei einem
Impfverhéltnis von 1:10 zur Beimpfung von weiteren 20 Standkolben mit je 100m| Néhrlésung verwendet. Zu diesen

20 Standkolben werden nach 24stiindigem Schiitteln bei 28°C 200mg 2q, 3a-Dihydroxy-5a-cholestan-6-on, geldstin 20ml
Methanol, gleichmiBig verteilt zugegeben. Nach weiterem 72stiindigem Schitteln wird die vereinigte Kulturldsung 3mal mit
Chloroform extrahiert, das Losungsmittel abdestilliert und der eingeengte Rohextrakt im Vakuum zur Trockne gebracht.

Der Riickstand wird an 25g Kieselgel G 60 unter Verwendung von CHCI3/CH;0H (9:1) chromatographiert.

Elution mit Chloroform/Methanol (9:1) liefert 2a,3a,6a-Trihydroxy-androstan-17-on.

Ausbeute: 50mg (40%), /a/Z® + 44,6°(CHCl,, ¢ = 1,5)

IRy ggg's cm': 3350 (OH); 1740 (Fiinfringketon);

ORD: /8/575 — 5098°, /0200 0°/0/350+6708% a=+161; 'H-NMR (200MHz, Py~ds~TMS): 80,778 (s, H;-18); 0,919 (s, H3-19); 2,982
(ddd, J = 13,9; 3,4 und 2,6 Hz (H,—4); 3,715 (ddd, J = 10,7, 10,7 und 4,5Hz H,~6B), 4,125 (ddd, J = 11,4, 5,2 und 5,56Hz H,~2);
4,476 (dd, J = 5,5 und 2,6Hz H\-3);

MS m/z{%): 322 (M*, 61), 304 (72), 286 (80), 260 (100), 229 (20), 216 (48), 197 (18);

HA-MS: 322,2150 (CygH3004); 304,2032 (CygH,403), 286,1924 (Cy5H;50,), 260,1768 (Cy;H340,), 216,1514 (Cy5H500).

Beispiel 2

Bei Einsatz von 1 mg 2a,3a-Dihydroxy-5a-cholastan-6-on in 10ml Nahriésung in einer 100-ml-Steilbrustflasche, jedoch mit dem
Stamm Mycobacterium fortuitum N 3/138 konnte unter Beispiel 1 beschrisbenen Fermentations- und Extraktionsbedingungen
diinnschichtchromatographisch die Bildung von 24,3a,6a-Trihydroxy-5a-androstan-17-on nachgewiesen werden.
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