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Sposoéb wytwarzania pochodnych 3-keto-A,,-pregnadienu

1

Przedmiotem wynalazku jest nowy sposéb wy-
twarzania pochodnych 3-keto-A,,-pregnadienu
przez dehydrogenacje sterydow za pomocg mikro
organizmow albo ich enzyméw. Metoda ta moze
byé¢ stosowana do produkcji polfabrykatéw uzy-
wanych do przygotowania zwigzkow terapeutycz-
nych, albo do produkcji lekow.

Odkrycie znacznie zwiekszonej aktywnos$ci glu-
kokortykoidéw i ograniczenie ubocznych dziatan
takich jak na przyklad zatrzymywariie sodu przez
kortykoidy dehydrogenowane w pozycji 1-stery-
réw wzbudzilo szerokie zainteresowanie w znale-
zieniu prostszych i bardziej ekonomicznych metod
otrzymywania tych zwigzkdow. —

Chociaz zagadnienie to nie jest nowe i znanych
jest wiele metod, jednak nie sg one zadawalajgce
szczegolnie z powodu degradacji produktu i two-
rzenia sie ubocznych bezuzytecznych zwigzkéw.
Poza tym w znanych procesach stosuje sie niskie
stezenia substratéw, co pocigga za sobg zwieksze-
nie pojemnosci aparatury i wysokie koszty pro-
dukeji.

Powyzisze procesy opisane sg na przyklad w J.
Amer. Chem. Soc. (1955) 77,4184 (stosuje sie bak-
terie rodzaju Corynebacterium) i w Helv. Chem.
Acta (1955) 38,1502 (zastosowanie grzybéw rodzaju
Didymella).

Przedmiotem wynalazku jest sposéb prowadze-
nia dehydrogenacji w pozycji 1 kortykosterydéw,
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ktéry jest pozbawiony wszystkich wyzej opisanych
wad.

Sposobem wedlug wynalazku dehydrogenacje
sterydu w pozycji 1 przeprowadza sie za pomoca
szczepow drobnoustrojéw nalezacych do rodzaju
Brevibacterium najkorzystniej przez gatunki Bre-
vibacterium fuscum, Brevibacterium protophormiae
i Brevibacterium vitarumem. Zadawalajace rezul-
taty uzyskuje sie rowniez przez dzialanie innymi
gatunkami jak na przyklad Brevibacterium sape-
rdae, Brevibacterium linens, Brevibacterium im-
periale, Brevibacterium stationis, Brevibacterium
divaricatum i inne.

Jedng z zalet zastosowania gatunkéw rodzaju
Brevibacterium jest to, ze steryd, ktéry poddano
dehydrogenacji nie rozklada sie w czasie trwania
procesu, jak roéwniez nie powstajg niepozadane
produkty uboczne. Réwniez nieprzereagowany sub-
strat nie ulega rozkladowi, w zwigzku z czym jest
latwo odzyskiwany i moze byé uzyty do ponownej
reakeji, co zapewnia dobrg wydajno$é produktu.

Ze wzgledu na to, ze w czasie dehydrogenacji
steryd nie ulega rozkladowi mozna wiec substrat
stosowaé w wysokich stezeniach rzedu do 50 g/l
hodowli bakterii, bez istotnego wplywu na czas
i wydajno§é transformacji. Proces ‘ten jest- ko-
rzystny jeszcze z tego powodu, ze istnieje mozli-
wofé wprowadzenia substratu albo do podloza ho-
dowlanego drobnoustrojéw albo do zawiesiny ko-
mérek bakteryjnych. Zawiesine taka przygoto-
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wuje si¢ w wodzie lub w roztworze buforowym
cytrynianu, co ulatwia wydzielenie produktu kon-
cowego. .

W sposobie wedlug wynalazku steryd z szeregu
pregnenu podda]e sie dzialaniu enzyméw typu de-
hydrogenaz w hodowli bakterii rodzaju Brevibac-
terium. Hodowle te uzyskuje sie hodujgc drob-
noustroje w warunkach tlenowych w odpowied-
nim, piynnym podlozu zawierajacym wymagane
iloSci wlasciwego Zrédila azotu i wegla. W celu
uzyskania lepszego wzrostu hodowli dodaje sie
do niej~ezymaiki wzrostowe jak: witaminy, amino-

wintén byéuvif é(nStym kontakcie z komérkami bak-
te.rymymi w podidzu hodowlanym albo w zawie-
smie tych k.qmorelé w plynnej fazie jak na przy-
gclad w. WOdﬁe ‘w roztworze buforowym. Ko-
qxérki bajkteryjne uprzednio homogenizuje sie.

Do-fodowli bakteryjnej steryd dodaje sie w po-
staci zawiesiny w wodzie albo w postaci roztworu
w rozpuszczalnikach takich jak metanol, aceton,
dwumetyloformamid, lub w postaci suchej, drob-
no spmszkowanej" substancji. Wskazane jest{ aby
steryd byl silnie rozdrobnjony, co umozliwia ma-
ksymalny kontakt ze Srodowiskiem dehydrogenu-
jacym.

W czasie trwania procesu miesza sie dokiadnie
hodowle w celu zapewnienia odpowiedniego kon-
taktu miedzy sterydem, a fazg zawierajgcg ba-
kterie i enzemy dehydrogenujace lub tylko same
enzymy.

Podczas procesu konieczne jest réwniez dopro-
wadzanie tlenu do hodowli w czasie calego prze-
biegu procesu oraz nieduzych iloci Srodka prze-
ciwpianowego. )

Dehydrogenacja przebiega w_szerckim zakresie
temperatur od 15—40°C i przy wartofci pH =

= 5—1,5.

Proces wediug wynalazku przebiega réwniez z
takim samym skutkiem jezeli steryd podda sie
dzialaniu samych tylko enzyméw wytworzonych
przez wyzej wymienione drobnoustroje. Enzymy
te moina otrzymaé albo z podloza fermentacyjne-
go albo z komérek bakteryjnych, stosujgc w tym
celu ogélnie znane metody. W tym przypadku ste-
ryd poddaje sie dzialaniu wyizolowanych enzyméw
w odpowiedniej fazie plynnej jak -na przykiad w
wodzie albo w roztworze buforowym cytrynianu.

Po skoficzonym procesie dehydrogenacji produkt
koficowy odzyskuje sie przez eksrakcje rozpuszczal-
nikami nie mieszajgcymi sie z wodg jak na przy-
klad: chloroform, chlorek metylenu, butanol, oc-
tan etylu, metylo-izo-butyloketon itp. Ekstrakt za-
wierajacy steryd odparowuje sie i nastepnie oczy-
szcza przez rekrystalizacje z rozpuszczalnikéw jak
na przyklad: metanolu, acetonu, dwumetyloforma-
midu lub innych, przyjetymi metodami na przy-
klad chromatografii kolumnowej. Sterydy o mailej
rozpmzmalnoécx uzyte - do dehydrohefnacji mozna
odzyskiwaé przez saczenie lub wirowanie.

Procesowi dehydrogenac]i w, pozycji 1 poddaje
sie rgimorodne stervdy serii pregnenu, szczegdlnie
A,-ketopregneny talkie, jak na przyklad pregnen -4,
17 alfa-21-diol-3,20-dion, pregnen-4,11 beta, 17 alfa,
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21-triol-3 20- dion, 21 octan  pregden-4,17 . alfa-21-
diol-3,11,20-trionu, pregnen-4-3,20-dionu ich ana-
logi podstawione w réinych pozycjach grupaml
hydroksylowymi lub metylowymi, ich hnlogenopo-
chodne oraz ich 21 estry.

Proces wediug wynalazku jest specjalnie ko-
rzystny dla 21 estrow sterydéw, pomewai estry
te ulegajg podczas procesu réwnoczesnie dehydro-
genacji i hydrolizie. Pozwala to omingé ewentual-
hg hydrolize, ktérg trzeba by przeprowadz'lé me-
todamj chemicznymi.

Nizej podane przyklady wyjaéniaja doktadnie spo-
s6b wedlug wynalazku. .

Przyktlad I. Szczep Brevibacterium fascum
na dobrze wyros$nietym skosie agarowym shluzy. do
zaszezepienia zawartosci pieciu kolb stozkowych

" 0 pojemmo$ci 500 ml, zawierajacych po 50 ml bu-

lionu odzywczego. -Po 24 godzinach inkubacji na
wytrzasarce ,,alternatywnej” w temperaturze 28°C
przeszczepia sie kulture do tanku zawierajacego
100 1. podloza o zawartos$ci:

peptonu 50 g .
ekstraktu drozdzowego 70 g

7 wody wodociggowej 100 1.
pH po sterylizacji 6,8 lub 7,0

Pozywke sterylizuje sie w tanku w 120°C w
ciggu 20 minut pod ciSnieniem 1 atm. Wzrost bak-
terii prowadzi si¢ przy stalym mieszaniu (250 do
300 obrotéw na minute) i napowietrzaniu (0,6 1/mi-
nute/l1 hodowli). Po 24 godzinach wzrostu dodaje
sie¢ do hodowli 1 kg pregnen-4, 11 beta, 17 alfa,
21-riol-3,20-. dionu w postaci zawiesiny wodnej.
Przebieg transformacji sprawdza sie chromatogra-
ficznie metodg cienkowarstwows.

Po okolo 25 godzinach nastepuje calkowita prze-
miana pregnen-4,11 beta, 17 alfa, 21-triol-3,20-dio-
nu do pregnadien-1,4-11 beta, 17 alfa, 21-triol-3,20-
dionu. ‘ “

Produkt odzyskuje sie na drodze ekstrakcji ke-
tonem metyloizobutylowym, zateza sie i rekrysta-
lizuje z ‘metanolu. Otrzymuje sie 895 g bialego

. produktu, ktérego charakter fizyko-chemiczny od-

powiada prébce standartu prednisolonu.

Przyklad II. Kulture szezepu Brevibacterium
vitarumen otrzymang podobnie jak w przykladzie
I odwirowuje sie. Nastepnie komérki bakterii za-
wiesza sie¢ w 50 1 roztworu buforowego cytrynia-
nu i wprowadza sie 250 g 9-alfa-fluoro-16 alfa-
hydroksy hydrocortizonu rozpuszczonego w dwu-
metylo-formamidzie. Po 12 godzinach procesu de-
hydrogenacji, ktéry zachodzi przy stalym miesza-
niu i napowietrzaniu (jak w przykladzie I) stwier-
dza sie chromatograficznie zanik substancji wyj-
Sciowej. Produkt ekstrahuje si¢ ketonem metylo-
izo-butylowym, ekstrakty zateza si¢ do minimal-
nych objetoSci, oziebia sie do temperatury 0°C,
filtruje sie i przemywa na zimno acetonem. Po
wysuszeniu otrzymuje sie 230 g produktu, ktérego
widmo w podczerwieni jest zgodne z widmem
wzorca pregnadien-1,49 alfa -fluoro, 11 beta, 16
alfa 17 alma, 21-tetraol-3-onu.

Przyktad III. Do 100 1 kultury szczepu Bre-
vibacterium protophormiae ~otrzymanej podobnie
jak w przykladzie I dodaje sie 2,5 kg octanu preg-
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nen-4, 17 alfa-21-diol-3,11,20-trionu w zawiesinie
wodnej. Po 20 godzinach procesu dehydrogenacji,
ktéry zachodzi przy stalym mieszaniu i napo-
wietrzaniu jak w przykladzie I, stwierdza sie¢
chromatograficznie zanik substancji wyjSciowej
i powstaly pregnadien-1,4, 17 -alfa-21-diol-3,11,20-
trion. Produkt oddziela sie od hodowli bakterii na
~ drodze filtracji przez ziemie okrzemkowsg (Hyflo).
Przesgcz zawiera jeszcze steryd w iloSci 250 mg/l.

Otrzymang mase suszy sie pod zmniejszonym
ci$nieniem i rozpuszcza w dwumetyloformamidzie
w temperaturze 45°C. Produkt rozpuszczony w
dwumetyloformamidzie odbarwiany jest weglem,
a potem przy wolnym mieszaniu wprowadza si¢
6 objetoSci wody na 1 objeto§é rozpuszczalnika i
calo§é oziebia sie do temperatury 0°C w ciggu 8
godzin. Wykrystalizowuje bialy produkt, ktéry od-
sacza sie i suszy. Po wysuszeniu produkt ten po-
siada charakterystyke fizyko-chemiczng pregna-
dien-1,4, 17 alfa-21-diol-3,11,20-trionu. .

Przyklad IV. Do 100 1 kultury Brevibacte-
rium fascum otrzyn:;anej podobnie jak w przykla-
dzie I dodaje sie 1 kg pregnen-4-3,20-dionu (do-
kladnie rozrobnionego) w zawiesinie wordnej. Po
22 godzinach procesu dehydrogenacji, ktéry za-
chodzi przy stalym mieszaniu. i napowietrzaniu
jak w przykladzie I, chromatograficznie stwier-
dza sie zanik substancji wyjSciowej. Produkt wy-
dziela sie¢ na drodze filtracji przez ziemie okrzem-
kowg (Hylfo). Otrzymang mase suszy sie pod
zmniejszonym ci$nieniem, po czym rozpuszcza w
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metanolu. Roztwér metanolowy odbarwia sie we-
glem aktywnym. Po przesgczeniu odbarwionego
roztworu metanol odparowuje sie, oziebia do +4°C
w ciggu 10 godzin. Wykrystalizowuje osad, ktory
odsacza sie i suszy pod zmniejszonym ci$nieniem.
Po wysuszeniu produkt ten posiada cechy cha-

rakterystyczne dla pregnadienu-1,4-3,20-dionu.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania pochodnych 3-keto-Ay,,-
pregnadienu na drodze mikrobiologicznej dehy-
drogenacji sterydéw znamienny tym, Ze preg-
nen-4,17 alfa-21-diol-3,11,20-trion, pregnen-4,11
beta, 17 alfa, 21-triol-3,20-dion, lub halogeno-
-pochodne tych zwigzkéw, lub hydroksy-po-
chodne tych zwiazkéw zawierajace grupy hy-
droksylowe w innych pozycjach, albo estry 21
tych zwiazkéw poddaje si¢ dehydrogenacji w
pozycji 1 za pomocg kultury mikroorganizméw
rodzaju Brevibacterium lub enzyméw produ-
kowanych przez te drobne ustroje.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze
jako mikroorganizm stosuje sie Brevibacterium
protophormiae.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze
jako mikroorganizm stosuje sie Brevibacterium
fuscum.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze

_ jako mikroorganizm stosuje si¢ Brevibacterium
vitarumen.
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