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Zpisob vyroby prednisonu

Vynélez se tyka zplsobu vyroby pred-
nisonu mikrobidlni dehydrogenaci korti-
zonu enzymovym systémem mikroorganismu
Mycobacterium flavum v organickém roz-
poustédle misitelném s vodou.
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Vynédlez se tykd zpisobu vyroby prednisonu mikrobidln{ dew B
hydrogenaci kortisonu.

Vedle kortikoidnich hormonli kortisonu a kortisolu uplat-
nujf se v posledn{ dob& v terapeutické praxi nékteré derivéty
téchto hormonfi, p¥ipravené syntetickou cestou. Mezi nimi ziskal
pfednostni postaveni ze jména prednison, l-dehydroderivdt korti-
sonue. Zatimco se u kortisonu a kortisolu projevuje vedle proti-
zdndtlivého a glykotropnfho udinku je3t& i jistéd mfra mineralo-
tropn{ aktivity, nemd prednison tento vedlejs{ u¥inek. Jedinym
pozorovanym vedlej¥im u¥inkem prednisonu /a také kortisonu a
kortisolu/ je stimulace Zalude®n{ sekrece, tak¥e je kontraindi-
kovén u p¥ipadl se sklonem k Zaludednim v¥edfim, |

Prednison lze p¥ipravit z rlznych pregnanovych derivétfi,
bud ¥ist¥ synteticky postupy, kterymi se do molekuly vhodného
v¥choziho steroidu zavdd{ bromaci{ a dehydrobromaci konjugovany
systém 3-keto~l,4~dienovy, nebo se u‘vychozich 3-keto-4=~pregne~
nlt zavede dal3{ konjugovand vazba do polohy 1-2 dehydrogenac{
Seozo .

Dal3{ skupinu metod, vhodnjch pro zaveden{ druhé dvojné
vazby do molekuly steroidu v poloze 1-2, tvo¥{ mikrobidln{ de-
hydrogenace, ’

K tomuto u¥elu bylo ji% pouZito enzymovych systémi riz-
nych mikroorganismii, nap¥. Celonectria decora, Didymellas lyco-
persici, Nocardia globerula a N.opaca, Bacillus subtilis, Cory-
nebacterium simplex, Mycobacterium phlei apod.

Kdy? jsme zkou¥eli dehydrogenadn{ Udinnost uvedenych kme-
nd na molekule kortisonu, zjistili jsme, %e nSkteré kmeny jed-
nak provéddsji Cetné vedlejS{ reakce vietn® hydroxylaci{ do ne-
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24doucich poloh, jednak transformuji kortison v prednison jen
p¥i jeho velmi nizké koncentraci v mediu a za pom&rn¥ dlouhou
dobue U ndkterfch druhll dokonce dehydrogenace V ¥4danych po-
lohéch vibec neprodbihala.

7 tohoto dfivodu jsme se pokusili pou%ft pro dehydroge-
nadn{ transformace‘steroidﬁ v poloze 1-2 vlastnich izoldtl,
ziskanfch 2ze zahraani ptdy. Poda¥ilo se ndm nalézt novy kmen,
ktery provdd{ uvedenou dehydrogenaci velmi rychle a s vysokym
vyté¥kem, pFi dosti vysoké koncentraci vjchoziho steroidu v me-
diue

Kmen izolovanf ze zahradni pldy jsme identifikovali jako
Mycobacterium flevum. lMorfologicky jée o krétké ty¥inky délky
3=T7 By nepravidelnd se vétviel, které ve stardich kulturdch
prechdze ji do formy kokl. Kultury ne jsou acidoresistentni, bar-
v{ se pozitivn& podle Grama. Mikrob ztekucuje %elatinu jen vel-
mi nepatrnd, mléko peptonizuje a nevytvd¥{ indol; zkva3uje glu-
xosu a maltosu bez tvorby plynt, sacharosu inveriuje velml po-
malu. Optimdlni pH pro jeho kultivaci je 6,7 aZ 8,2 p¥i teplot& .
25 a% 30 %c, Mikrob velmi dob¥e roste na sladinovém a masopepto-
novém agarue ' |

P¥edmétem vyndlezu je zplsob p¥{pravy prednisonu mikrobidl-
ni{ dehydrogenaci kortisonu v tekutém Zivném prostiedi na bézi
dusfkatych %ivin a minerdlnich Zivnjch soli,. pop¥. ve vodé, za
vétrénf a michénf, s nédsledujici extrakci reakdniho produktu
organickym rozpoustédlem nemi{sitelnym s vodou, jehoZ podstata
zdle?{ v tom, %e se kortison, rozpu¥tény v organickém rozpous-
tédle misitelném s vodow, jako methanolu, podrobi mikrobidlndi
dehydrogenaci enzymovym systémem mikroorganismu. Mycobacterium
flavum,.

' Nejvfhodn&ji se postupuje tak, Ze se pouZije enzymového
systému mikroorgenismu Mycobacterium flevum, izolovaného z po-
vrchové kultury, p¥itemZ se dehydrogenace provéd{ p¥i teplotd
25 a% 30 °C a p¥i pH €,2 aZ 7,0 v prost¥edl tlumivého roztoku,
s vyhodou fosfdtového.
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P¥i propracovénf této metody byla po kultivaei mikroba
na pidéch obsahujfcich kuku¥i¥nou méd¥eef vodu nebo na bujo-
nu ziskéna mikrobigln{ hmota, kterd provédd¥la transformace a¥
Ji%Z v pivodnim mediu, nebo po odd&len{ mikrobidlnfch bunsk
v tlumivém roztoku, nebo ve vodd p¥i pH 6,5 a%¥ 7,0, po p¥idé-
n{ alkoholického roztoku kortisonu. V tdchto p¥ipadech byla
viak pozorovéna téZ tvorba redukiniho produktu, svédifei{ o sou-
¢asné redukci vzniklého prednisonu v poloze 20 v p¥{sluiny
20 {5 «hydroxyderivdt.

Provedli jsme Fadu pokusl k zamezenf nebo potladenf této
vedlejS{ realce. Byly zkouSeny rizné inhibitory redukdnich
procesli, souté#ivé akceptory vodiku apod., avSak nepoda¥ilo se
dosdhnout podstatného sniZen{ tvorby redukdniho produktu.

V p¥{padech, kdy bylo pozorovéno sni¥enf{ vzniku vedlejs{ho pro-
duktu, nastdvalo také zpomaleni prib&hu dehydrogenace v poloze
1-2 steroidnjho skeletu.

Velmi podstatné potlaleni redukce prednisonu v poloze 20
8e podafiloteprve tehdy, kdyZ byla k dehydrogenaci pouZita
kultura mikroba, vypéstovand na agarové plidé za klidovjch pod-
minek a smytéd vodou nebo tlumivym roztokem. Takto ziskané mi-
krobidln{ suspenze bylo pou¥ito k transformaci kortisonu za
submersnich nesterilnich podmfnek., P¥i koncentracich kortisonu
0,2 a% 0,6 % v mediu probihala Jeho pfeména v prednison ve vy-

t&Zku 80 a¥ 90 %. '
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(’mon | 1

o ' 0
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0 !
kortieon prednison
P¥fklad 1

‘ Do 20 1 fermentoru se p¥ipravi 10 litrd Zivné plidy, obsa-
hujfef 1 % corn-steepu, 0,1 % KH,P0, a 0,1 % Na,HPO, /pH 6,8
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a% 7,0/, kterd se po vysterilovéni zaotkuje kulturou kmene My-
cobacterium flavum. Submerzni kultivace probihéd p¥i 30 % a
trvé 17 a% 20 h. Pak se ke kultufe p¥idajf 4 g kortisonu ve
200 ml methanolu a ddle se fermentuje za ste jnfch podminek po
dobu 5 h. Pribdh transformace se p¥i fermentaci sleduje pola-
rograficky, pokud jde o obsah k@rtisonu a kolorimetricky, po~
kud jde o prednison a jeho Zoﬁyhydroxyderivét. Po skonZené
fermentaci se obsah fermentoru okyseli koncentrovanou HC1 na
pH 3,0 aZ 3,5 a po filtraci extrahuje ethylendichloridems
Extrakt po odstran¥ni. rozpoustédla se zpracuje o Sobé zndmym
gplsoben krystalizac{ a ziské se 2,75 g prednisonu.

P¥iklad 2

Kultura Mycobacterium flavum na sladinovém agaru ze 3 Hou-
leovich néddob se smyje 1 litrem vody se sklen¥nymi kulikami
a suspenge se vlije do 9 1itrt fosfdtového tlumivého roztoku
/pH 6,8/ v laboratornim fermentoru obsashu 20 litrfi. 2a miché-
n{ & vétrén{ se k tomuto roztoku p¥idajf 4 g kortisonu've
200 ml methanolu, teplota se udrZuje na 30 %¢ po dodbu 12 h,
Permentace steroidu se kontroluje stejn® jako v p¥ikladu 1l.
Po skondené fermentaci se provede extrakce po pFedchozim oky-
selen{ a filtraci do ethylendichloridu a po odpa¥eni rozpoustdd-
la se krystalizaci‘ziské 3,28 g predisonu t.t. 230 ¢,
/¢/30 =+ 170 ° /aioxen/ :
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Zptsob vyroby predhisonn mikrobidln{ dehydrogenaci korti-
sonu v tekutém Zivném prost¥edi na bdzi dusfkatfch %ivin
a minerdlnich ¥ivnjch solf, pop¥. ve vodd, za vétrdni a

- michédni, s ndsledujic{ extrakeci reakinfho produktu orga-

2.

3e

nickym rozpoultédlem nem{sitelnym s vodou, vyznadujici se
tim, Ze se kortison, rozpustény v organickém rozpoudtédle
misitelném s vodou, jako methanolu, podrobi mikrcbidlni
dehydrogenaci enzymovym systémem mikroorganismu Mycobacte-
rium flavam.

Zpisob podle bodu 1 vyznadujici se tim, Ze se pouZije
systému mikroorganismu Mycobacterium flevum, izolovaného
Zz povrehové kultury.

Zpisob podle bodu 2 vyznadujic{ se tim, Ze se dehydrogena-
ce provddf p¥i teploté& 25 a% 30 % a p¥i pH 6,2 aZ 7,0
v prost¥edl tlumivého roztoku, s vfhodou fosfdtového.
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