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Vyndlez se tyk& zplsobu vyroby 4-androsten-3,17-dionu a 1,4-androstadien-3,17-dionu,
které jsou cennymi meziprodukty k vyrob& farmakologicky G&inngch steroidd.

Je zndmo, %e fetné mikroorganismy (jako nap¥iklad mikroorganismy rodd Arthrobacter,
Brevibacterium, Microbacterium, Protaminobacter, Bacillus, Norcardia, Streptomyces a zejména
Mycobacterium) maj{ pfirozenou schopnost odbourdvat v p¥irodd se vyskytujicf 3-beta-hydroxy-
-As—steroly (jako cholesterol nebo sitosterol) na oxid uhlility a vodu, a %e se p¥i tomto
odbourévaﬁi intermedidrn& tvofi 5-androsten-3,17-dion a 1,4-androstadien-3,17-dion.

Dédle je znémo, Ze pomoci p¥isad inhibitord nebo mutovanYcP mikroorganismi je moZno regu~
lovat odbourdvéni steroll tak, Ze se zamezf odbourdvénf vznikajfcfho 4-androsten-3,17-dionu
nebo 1,4-androstadien-3,17-dionu (srov. n&mecké zvefejn&né spisy 1 543 269 a 1 593 327, jakoi
i americky patentovy§ spis 3 684 657).

Pro odbornika je pfekvapujici skutelnost, %e se za zndmych podminek odbourdva také
postranni Yeté&zec ergosterolu, protoZe je zndmo, %e odbourdvdni postrannich ¥etdzcl sterold
je zplsobovéno velmi komplexnim systémem fermentd a nebylo mo¥no o¥ekdvat, %e viechny enzymy
soulasnd se podflejfcf na odbourdvéni postrannich ¥et¥zci p¥irozengch steroidl, mohou také
zpisobit odbour&ni postrannich Fet¥zcld této sloudeniny. Krom& toho nebylo mo¥no p¥edpokléidat,
%e p¥i tomto odbourdvani{ se hydrogenuje A?-dvojn&‘vazba ergosterolu.

Pfedmétem piedloZfeného vyndlezu je zpisob vyroby 4-androsten-3,17-dionu a 1,4-androsta-
dien=3,17-dionu obecného vzorce I
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ktery spofivd v tom, fe se fermentuje ergosterol vzorce II
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pomoci kultury kmene Mycobacterium spec. NRRL B-3 805 nebo Mycobacterium spec. NRRL B-3 683,
ktery m& schopnost odbourdvat postranni Fet&zce steroll.

Nehled& na pou¥itf jingch vychozich- litek se postup podle vyndlezu provAdf za stejngch
fermenta&nich podminek, které se poufivajfl také p¥i znédmych mikrobiologickych reakcich
k odbourénf postrannich Fet&zci steroli. ’

Za kultiva&nich podminek, které se obvykle pouZivajf pro tyto mikroordanismy, se provadi
kultivace ve vhodném Zivném prost¥edi za provzdu¥fiovdni submersnich kultur. Poté se ke kultu-
rdm piidd substrét (rozpudt&ng¢ ve vhodném rozpoust&dle nebo vfhodn& v emulgované formé) a
provddil se fermentace a%Z do okamZfiku, kdy je dosaZeno maximidlnf p¥emdny substrétu.

Vhodnymi rozpoudt&dly substrdtu jsou nap¥fklad methanol, ethanol, glykolmonomethylether,
dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid. Emulgace substritu mi%e bft dosafeno napfiklad tim,




3 258482

%e se substr&t v mikronisované form& nebo rozpu¥tdn v rozpoudtddle mfsitelném s vodou (jako

je methanol, ethanol, aceton, glykolmonomethylether, dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid) .
nastfikuje pomocf trysky za silné turbulence do vody (vfhodn& demineralisované vody), kteréd
obsahuje obvyklé pomocné emulgdtory. Vhodnymi pomocnymi emulgétory jsod neionogenn{ emulgé-
tory, jako nap¥fklad adukty ethylenoxidu nebo estery mastngch kyselin polyglykold. Jako vhodné
emulgdtory lze uvést nap¥iklad na trhu obvykl4 smi&edla Tegin(R), Tween'®) a Span(R

Optimdlni koncentrace substrdtu, doba ptiddvdnf substrdtu a trvédni fermentace jsou
z4vislé na struktu¥e pou¥ivaného substrétu, jako¥ i na druhu pouZitého mikroorganismu. Tyto
veli&iny se musi, tak jak je p¥i mikrobiologick§ch p¥emEndch steroidd obecn& pot¥ebné, zjistit
v jednotlivém pf¥fpad® p¥edb&ingymi pokusy, které jsou pro odbornfika b&Zné.

Derivdty 4-androsten-3,17-dionu obecného vzorce I, které lze vyrobit postupem podle
vyndlezu, jsou jak znédmo cennymi meziprodukty, které se pouiivaji primyslové k syntéze farma-
kologicky G&inngch steroidd.,

Nésledujfcf p¥fklady slouff k objasn&nf postupu podle vyndlezu, jeho rozsah vSak v Z4dném
sm&ru neomezuji.

P¥f{klada 1

Erlenmeyrova bahka o obsahu 2 litrd, kterd obsahuje 500 ml sterilni Zivné plidy sestéva~
jlci z ’
1 % kvasni&ného extraktu
0,45 % dinatriumhydrogenfésfétu
0,34 % kaliumdihydrogenfosfitu a
0,2 % Tween(R) 80

a upravené na pH 6,7, se nao¥kuje suspenzi Mycobacterium spec. NRRL B-3 805 (such& kultura)
a prot¥epdvad se po dobu 3 dnld p¥i teplot& 30 ©C a p¥i 190 ot&¥k&ch za minutu.

20 Erlenmeyerovy¢ch bandk (o obsahu 500 ml) s obsahem vZdy 100 ml sterilni %ivné pidy,
kterd sestdvd z
2,5 % kuku¥i¥ného v§luhu
0,3 % diamoniumhydrogenfosfdtu
0,25 % sojové moudky a
0,25 % emulgdtoru Tween'R) g0
a kterd byla upravena na pH 7,0 se naofkuje vidy 5 ml vyp&stované kultury Mycobacterium
spec. a obsah se prot¥epdvd po dobu 24 hodin p#i teplot& 30 O¢ a p¥i 220 ot&¥kdch za minutu.
Potom se p¥id4 ke kaZdé %ivné plidé 30 mg ergosterolu rozpu§téného v1,5ml dimethylformamidu
a pokraduje se ve fermentaci dal¥fch 96 hodin p¥i teploté& 30 .

Spojené kultury po kultivaci se extrahuj{ ethylenchloridem, extrakt se zahust{ ve vakuu,
zbytek se &istl chromatografii p¥es sloupec silikagelu a po pfekrystalovdni z diisopropyl-
etheru se zisk4 150 mg 4-androsten-3,17~dionu.

Krom®& toho se zisk& nazp&t 380 mg nezreagovaného ergosterolu.

P¥{Lfklad 2
2a stejnych podminek jako jsou popsény v pffkladu 1, aviak za pou¥itf{ kmene Mycobacterium

spec. NRRL B~3 683 se nech4 reagovat 600 mg ergosterolu a po analogickém zpracovédni jako
v pfikladu 1 se zIskd vedle 400 mg nezreagovaného ergosterolu 130 mg 1,4~androstadien-3,17-dionu.
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PREDMET VYNALEGZU

Zpisob v¢roby 4~androsten~3,17-dionu a 1,4-androstadien~3,17-dionu obecného vzorce I

¢]
(1)
0
v n&m¥
m——— znamend jednoduchou nebo dvojnou vazbu,

vyznatujfc{ se tim, %e se ergosterol vzorce II
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fermentuje kulturou kmene Mycobacterium spec. NRRL B-3 805 nebo Mycobacterium spec.
NRRL B-3 683 schopného odbourdvat postranni Fet&zce sterold.

Sevirrografia, n. p., MOST Cena 2,40 Ké&s
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