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FERMENTACIOS ELJARAS 9-HIDROXI-3-OX0-4 ,17(20) PREGNADIEN-20-AL
ELOALLITASARA

(57) KIVONAT

Jelen talalmany uj fermentacios eljarast ismertet,
mely az 0j hasznos szteroid koztitermék, az (I)
képletit 9-hidroxi-3-oxo0-4, l7(20)-pregnadlen-20 al
eloallitasara alkalmas, aerob koriilmények kozott,
¢ 17 helyzetii oldallancot tartalmazo szteroidokbol.
Ezt a vegyiiletet értékes kortikoidok szintézisében

lehet alkalmazni.

CH3 CHO




A taldlmany targya fermentacios eljaras szteroi-
dok, kdzelebbrél a 9-hidroxi-3-oxo-4,17(20)preg-
nadién-20-karboxaldehid elbéllitasara. [(I képleti
vegyiilet)] o

A 4029 549. szamt amerikai egyesiilt allamokbe-
li szabadalmi leirasban Mycobacterium fortuitum
NRRL B-8119 alkalmazasét ismertetik 9-hidroxi-

3-0x0-4-pregnén-20-karbonsav(9-hidroxi-bisz-
norsav) el6allitisira. Azonos mikroorganizmus al-
kalmazdsat irjak le a 4035236. szimG amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirdsban 9-hidro-
xi-4-androsztén-3,17-dion(9-hidroxi-androszténdi-
on) eloallitdsara és a 4214051. szamd amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirasban 9-hidro-

xi-3-0x0-4-pregnén-20-karbonsav-metilészter(9-
hidroxi-bisz-norsav-metilészter) eléallitasara.

A 79104 372.2 szam1 eurdpai szabadalmi beje-
lentésben kétlépcsds fermentaciot ismertetnek a 9-

hidroxi-3-o0x0-4,17(20)-pregnadién-20-karbonsav

st0allitdsara, mely vegyiilet értékes kortikoidok
cldallitdsa sordn koztitermékként alkalmazhato.
Az eljaras sordn elsd lépésként a szterineket fer-
mentacidés Uton, Mycobacterium NRRL B-8054
torzs alkalmazisdval 3-0xo-4,17(20)-pregnadién-
20-karbonsavva alakitjak, majd ezt a vegyiiletet a
hidroxilcsoport 9-a helyzetbe vitelére képes mikro-
organizmusok barmelyikével 9-hidroxi-vegyiiletté
alakitjak.

Kidolgoztunk egy olyan fermentacios eljarast,
mely az 0j, hasznos kdztitermék, a 9-hidroxi-3-oxo-
4,17(20)-pregnadién-20-karboxaldehid eldallitasa-
. raszolgal. Az eljaras végrehajtasahoz az M. fortui-
tum NRRL B-8119 egy muténsit hasznalhatjuk.
Az eljiras soran haszniljuk a 4029 549. szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban
ismertetett kettGs mutdnsokat, amelyek a Myco-
bacterium nemzetségbdl szirmaznak. E nemzet-
ségbe tartozé mikroorganizmusok szterin-bontd
képessége jol ismert. Ebbe a nemzetségbe tartozd
mikroorganizmusok vad térzsei a szineket nem sze-
lektiven kis molekulasilyd vegyiiletekre, példaul
széndioxidra és vizre bontjak. Az el6zGekben leirt
vad torzsekbdl a 4029 549. szamu amerikai egye-
silt allamokbeli szabadalmi leirds 1. példajaban
kozolt eljaras szerint mutinsok nyerhetdk. Pél-
dankban M. fortuitum NRRL B-8119 eléallitasat
ismertetjik.

Az elozOekben ismertetett nemzetségekbdl, a
4029 549. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirds 1. példdjaban kézolt eljarassal
iyert mutansokbél az itt ismertetésre keriilé muta-
cios eljdrassal wjabb mutansok nyerhet6k. Ezek az
utdbbi mutinsok, mint azi a M. fortuitum NRRL
B-12433 példdjin bemutatjuk, a kovetkezékben
ismertetésre keriil fermentaciés eljarasban (1) kép-
letil vegyiilet eléallitisira alkalmasak.

A Mycobacterium nemzetségbe tartozé mikro-
organizmusok mutéaci6javal olyan mutinsok nyer-
hetk, amelyekre a szterinek szelektiv bontdsira
valé képesség és a fermentlében fGtermékként 9-
hidroxi-3-0x0-4,17(20)-pregnadién-20-karboxalde-
hid felhalmozisa jellemzd. :

Szterineken 19 szénatomos szteroid vazzal ren-
delkezd, 4 3-as helyzetben B-konfiguraciéji hidro-
xilcsoportot, az 5- és 6-szériatom kdzott kettds k-
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tést és a 17-helyzetben 2-10 szénatomos oldallancot -
tartalmazo vegyiiletet értiink, - i i,
A kovetkezdkben példit ismertetiink’a talal;
many szerinti eljarasban hasznilt mutans eléallita-} -
sara. A példaban M. fortuitum NRRL B-12433:
mutinst nyeriink. Hasonlé mutinsok nyerhetdk a -
kévetkezd referenciapéldakban szerepld eljards sze-;,
rint mas Mycobacterium fajokbol is. ="~ © ¢

Referenciapélda
A szterin lebontds fétermékeként
9-hidroxi-3-o0x0-4,17(20)-pregnadién-20-karbox-
aldehidet termelé mutdns elGdllitdsa. - .

Mycobacterium fortuitum NRRL B-8119-et te-.
nyésztiink 31 °C-on, literenként 8 g peptonos hisle-.
vest (3 g/l marhahiskivonat és 5 g/l pepton; Difco
Company, Detroit, Michigan, USA), 1 g élesztdki--
vonatot, 5 g glicerint, 0,1 vegyes), Tween 80-at és
desztillalt vizet tartalmaz6 taptalajban. Ezt a tapta-.

lajt 20 percen dt, 1,03 - 10° Pa nyomas alatt auto-

klavban sterilezziik. A sejteket 5 - 108 ml siiriiség
eléréséig szaporitjuk, majd 0,2 mikronos steril szii-
ron Ssszegyuitjiik. A scjteket azonos térfogati ste-
ril, 0,1% Tween 80-at tartalmazo, pH 5,6-0s 0,1:
mol/l natrium-citrattal mossuk, s ugyanebbdl a’
pufferbodl fel térfogatnyi mennyiségben felszuszpen-

diljuk. Annyi N-metil-N’-nitro-N-nitr6z6-guani-

dint adunk hozza, hogy koncentracidja 100 pg/ml

legyen, és a sejtszuszpenziot 31 *C-on 1 6ra hosszat:
inkubaljuk. Ezutan a sejteket 2 térfogat steril, 0,1%
Tween 80-at tartalmazé pH 7, 0,1 moél/l kalium-:
foszfat pufferrel mossuk, €s 1 térfogat azonos puf-.
ferben felszuszpendaljuk. Literenként 8 g peptonos -
huslevest, 5 g natrium-kloridot, 5 g glicerint és
desztillalt vizet tartalmazé taptalajt készitiink. 15

g/l agart adunk hozzd és a taptalajt 20 percig
1,03 - 10° Pa nyomas alatt autoklavban sterilezziik,
majd steril petri csészékbe ontjitk. Ezutdn a muta-
geénnel kezelt sejteket ezen a taptalajon szélesztjiik,
majd a lemezeken kindtt telepeket kis 1éptékii fer-
mentacioban vizsgaljuk meg, hogy mérjiik szterine-
ket (I) képletii vegyiiletté alakito kepességiiket.
A kivant vegyiiletet a kisérleti fermenticié soran .
nyert fermentlé metilén-kloridos extraktumabol

mutatjuk ki vékonyréteg kromatografiaval. Ehhez

szilikagél réteget és metilén-klorid, aceton és ecetsav

212:38: 1 aranyu elegyet mint futtatdszert alkal- .
mazunk. lly médon izolaljuk az NRRL B-12 433

mutdnst. mely a szterinek biologiai atalakitdsanak_
f6 termékeként 9-hidroxi-3-oxo0-4,17(20)-pregnadi-

én-20-karboxaldehidet halmoz fel.

Az itt leirthoz hasonlé mutins eldallitasanak
feltetele, hogy az NRRL B-8119-hez hasonldan a
szteroid gyiiri lebontasaban gatolt, ennek kovet-
keztében 9-a-hidroxi-androszténdiont termeld
torzsbol kell kiindulni, s ebben kell létrehozni egy
mésodik mutdcidt, mely a szterin oldallanc lebon-
tasara van hatassal. -

A bioldgiai atalakitassal létrehozott mutins csak
a szteroid molekuldra kifejtett hatasaban tér el az
anyakultiiratél, azaz a Mycobacterium fortuitum
NRRL B-8119-16l. Minden mas szempontbol, mint
példaul  morfologiailag, gyogyszerérzékenység »
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szempontjabol hasonld, vagy azonos azzal. Mind-
két M. fortuitum tenyészet savtiir, nem mozgé-
~ kony, nem spérazé bacilus, az Actinomycetales
rendjének Mycobacteriaceae csalidjaba tartoznak.
Runyon osztilyozasa szerint (Runyon, E. H.: Med.
* Clin. North America 43, 273, (1959) ez a IV. cso-
portba tartoz6 nem homogén mycobaktérium,
azaz viszonylag egyszerii taptalajon, alacsony ho-
mérsékleten pigment nélkiili teicpeket fejlesztve
gyorsannd. o

A M. fortuitum NRRL B-8!19 és az NRRL
B-12 433 az Amerikai Egyesiilt Allamok Mezdgaz-
dasigi Minisztériumanak Eszaki Regiondlis Kuta-
t6 Laboratoriuméban (Peoria, Illinois allam) van
depondlva. A M. fortuitum a nyilvinossag szamara
legalabb a korabban emlitett, a mikroorganizmust
ismerteté amerikai egyesiilt llamokbeli szabadal-
mak publikalasa ota hozzaférhetd. A M. fortuitum
NRRL B-12433 deponaldsinak ideje. 1981. méjus 4.
Ebbdl a mikroorganizmus tdrzsbdl szarmazo mu-
tanst barki kaphat a tdrzsgyiijteménybdl.

Az (I) képletii vegyiilet értékes kortikoidok szin-
tézisében hasznathato koztitermék. Példdul a meg-
feleld savva oxidalhatd, azaz 9-hidroxi-3-oxo-
4,17(20)-pregnadién-20-karbonsav allithato6 el6 be-
10le, mely a 79 104 372.2 szam{ eurdpai szabadalmi
bejelentésben részletesen ismertetett eljaras szerint
hidrokortizon-acetatta alakithato.

A kévetkezo kiviteli példikkal a taldlmany sze-
rinti fermentacios eljarast kivinjuk megvilagitani.
Ha mas megjel6lés nem szerepel, a szazalékok min-
den esetben sulyszazalékot, az oldoszerelegyek ara-
nyai térfogataranyokat jelentenek.

1. példa. Nyers szitoszterin farmentdcidja

A fermentdcios taptalaj literenként 8,0 g Ucont
(aktiv anyagként polipropilénglikolt tartalmazé
szintetikus habzasgatld, a Union Carbide, New
York, USA terméke), 5,0 g Cereloset (nyers glukoz,
a Corn Products, USA terméke), 3,0 g ammonium-
kloridot, 3,0 g kalcium-karbonatot, 3,0 g trinatri-
um-citrat-dihidréatot, 2,0 g Tween 80-at, 1,0 g szdja-
lisztet, 0,5 g kalium-dihidrogén-foszfatot, 0,5 g kar-
bamidot és 30 g nyers szitoszterint tartalmaz csap-
vizben, a pH-t 7,0-ra beallitva. E tiptalaj 100 ml-es
adagjait 10-10 ml, a kovetkezd0 moddon késziilt
tenyészettel oltjuk be: literenként 8,0 g peptonos
huslevest, 5,0 g glicerint, 1,0 g élesztokivonatot, 1,0
g Tween 80-at tartalmazo, desztillalt vizzel késziilt,
pH 7,0-ra beallitott taptalajt M. fortuitum NRRL
B-12 433-mal beoltunk és 28 °C-on tenyésztjiik. Az
elobbiekben leirt, 110 m! tenyészetet tartalmazo
lombikokat razogépre helyezziik és 28 °C-on 336
oran at inkubaljuk. Az inkubéciét kovetden az
elegyet extrahaljuk, és a terméket a kdvetkezdkben
leirasra keriilé 3. példa szerint izolaljuk.

2. példa

Megfelel az 1. példanak, d= a taptalajhoz
szubsztratként egyenként vagy egyiittesen tiszta
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vagy nyers szterineket adunk. Iiyen szubsztritok
lehetnek a szitoszterin, koleszterin, sztigmaszterin
és kampeszterin.” e

3. példa. (1) képletii vegyiilet kinyerése M.
fortuitum NRRL B-12433 fermentdcidjbol
szdrmazo fermentlébdl B

A szitoszterinnek M. fortuitum NRRL B-12
433-mal torténd biologiai atalakitasabol szarmazo
fermentlevet megsavanyitjuk, majd azonos térfoga-
tu metilén-kloriddal kétszer extrahaljuk. 29,2 g és
8,9 g nyers kivonatot nyeriink.

Az elso extraktumot metilén-kloridban ujra old--
juk, és a savas komponensek eltavolitasa érdekében
telitett natrium-hidrogén-karbonat oldattal mos-
suk. A maradék semleges anyagot az olddszer elta-
volitasa utan barna olajként nyerjiik ki, stilya 18,6 g. -
Ez az anyag vékonyréteg- és folyadékkromatografi--
as vizsgalatok tanisiga szerint harom 6 UV-
elnyelé zonat tartalmaz. Ezek koziil a legkevésbé
poldros az (A) és (B) képletii metil-észterek keveré- -
ke, mely keverékben a (B) képletii metil-észter van:
tulsulyban. A legpolarosabb a (C) képletii 9,22-di--
hidroxi vegyiilet, a kdzepes polaritasd vegyiiletet
9-hidroxi-3-ox0-4,17(20)-pregnadién-20-karboxal-
dehidként azonositottuk, (I) képlet, a kovetkez6k
szerint. Szilicium-oxid oszlopon végzett el6kroma-
tografiaval (1) képletii aldehidben dusitott frakciot .
nyeriink. Az oszlopot 307, etil-acetdtot tartalmazo
metilén-kloriddal elualjuk. Az igy nyert 3,3 g tome-
gl anyagot harom elore t6ltott, sorba kotott Lobar
szilikagél osziopon (B méret, E. Merck Co.) gondo-
san Ujrakromatografaljuk, eluensként 209, etil-
acetatot tartalmazo metilén-kloridot alkalmazunk.-
1,05 g szintelen, etil-acetat, metilén-klorid elegybd!
tii alaka kristalyok forméjaban kivalo (I) képletii -
aldehidet nyeriink, melynek olvadaspontja
194-212 °C, (), + 96° (c, 1,024; CHCI,).

Elemzés a C,,H;,0; képlet alapjan:

szamitott: C, 77,16%; H, 8,83%;

talalt: C, 77,53%; H, 8,71%. 3

A tomegspektrumban szerepel egy molekulaion
342 m/e értéknél (alapcsics) és nagyobb iontoredé-
kek 324, 309, 295, 191, 136 és 124 m/e értéknél.

H-NMR spektrum: 1,02 (18-CH;); 1,36
(19-CH,); 1,82 (21-CH,); 5,88 (4-H); 10,04 (CHO)
ppm.

IR-spektrum: 3497, 3440 cm™' (—OH); 1663
cm™! (a,p telitetlen karbonil); 1622, 1617 cm™!
(C=0C).

UV-spektrum: A, 250,.; (¢, 27900; metanol)

.
nm?

Szabadalmi igénypontok

1. Fermentdcids eljaras az (I) képletii vegyiilet
eloallitasara, azzal jellemezve, hogy Mycobacteri-
um fortuitum mutanst, elonyosen a Mycobacteri-
um fortuitum NRRL B-8119 t6rzs egy mutansat,
kiilonosen elonydsen a Mycobacterium fortuitum
NRRL B-12433 torzset tenyésztjiik vizes taptalaj-

__ban, aer6éb koriilmények kozott, szterin jelenlété-

3-



ben, majd a keletkezett (I) képletii vegyiiletet a ve, hogy szterinként szitoszterint, koleszterint,

fermentlebol kinyerjiik. sztigmaszterint vagy kampeszterint vagy czck kevc-
2. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemez- rékeét a]kalmazzuk ik

1 oldal rajz

4.
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