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Menetelmd 4-androsteeni-3,17~dionin ja 1,4-androstadieeni-

3,17-dionin valmistamiseksi

Keksintd koskee patenttivaatimuksissa mddriteltyjé
menetelmid,

Tiedetddn, ettd lukuisilla mikro-organismeilla
(esimerkiksi seuraaviin sukuihin kuuluvilla: Arthro-
bacter, Brevibacterium, Microbacterium, Protaminobacker,
Bacillus, Norcardia, Streptomyces Jja erityisesti Myco-
bacterium) on luonnollinen kyky hajottaa luonnossa esiin-
tyvdt 38-hydroksi—A5 -sterolit (kuten kolesteroli tai
sitosteroli) hiilidioksidiksi ja vedeksi ja ettd tdssd
hajoamistapahtumassa muodostuu intermediddrisesti 4-
androsteeni-3,17-dionia ja 1,4-androstadieeni=3,17-dionia.

Edelleen tiedetddn, ettd kdyttden apuna inhibiitto-
rilisdyksid tai mikro-organismeja, joissa on aikaansaatu
mutaatio, on mahdollista ohjata sterolien hajoamista siten,
ettd vdltetddn muodostuneen 4-androsteeni-3,17-dionin tai
1,4-androstadieeni-3,17-dionin hajoaminen (kts. DE-patentti-
julkaisut 1 543 269 ja 1 593 327 sekd US-patenttijulkaisu
3 684 657).

Asiantuntijoiden mielestd on yll&ttivdid, ettd tunne-
tuissa olosuhteissa myds o.-sitosterolin sivuketju hajoaa,
koska on tunnettua, ettd sterolien sivuketjujen hajoaminen
saadaan aikaan hyvin monimutkaisella fermenttijdrjestelmdl-
14, eikd ollut odotettavissa, etti kaikki, luonnossa esiin-
tyvien steroidien sivuketjujen hajdttamiseen osallistuvat
entsyymit, kykenisivdt vaikuttamaan myds tdmidn yhdisteen
sivuketjujen hajottamiseen. Tdmidn lisdksi ei voitu olettaa,
ettd tdssd hajoamistapahtumassaa —sitosterolin A7 -kaksois-
sidos hydrataan ja 4o -asemassa oleva metyyliryhmd lohkais-
taan.

Muiden l1&htoyhdisteiden kdyttdd lukuunottamatta,
keksinndn mukainen menetelmd suoritetaan samoissa fermen-—
tointiolosuhteissa, jollaisia k3ytetddn sterolien tunne-

tuissa mikrobiologisissa sivuketjujen hajottamis-reaktioissa.
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Fermentointi suoritetaan keksinnén mukaisesti kidyt-
tden sellaista mikro-organismiviljelmdsd, jollaista tavalli-
sesti kdytetddn sterolien sivuketjujen hajottamiseen. Sopi-
via viljelmid ovat esimerkiksi sterolien sivuketjujen ha-
jottamiseen kykenevdt bakteeriviljelmdt, jotka kuuluvat
seuraaviin sukuihin: Arthrobacter, Brevibacterium, Micro=-
bacterium, Protaminobacter, Streptomyces tai erityisesti
Mycobacterium -sukuun. Sopivina mikro-organismeina mainit-
takoon esimerkiksi: Microbacterium lactum IAM-1640,
Protaminobacter alboflavus IAM-1040, Bacillus roseus
IAM-1257, Bacillus sphdricus ATTC-7055, Norcardia gardneri
IAM-105, Norcardia minima IAM-374, Norcardia corallina
IF0O-3338, Streptomyces rubescens IAM-74 tai erityisesti
mikro-organismit Mycobacterium avium IF0-3082, Mycobacterium
phlei IFO-3158, Mycobacterium phlei (Institut fiir Gesund-
heitswesen, Budapest Nr. 29), Mycobacterium phlei ATCC-354,
Mycobacterium smegmatis IF0-3084, Mycobacterium smegmatis
ATCC-20, Mycobacterium smegmatis (Institut fiir Gesundheits-
wesen, Budapest Nr 27), Mycobacterium smegmatis ATCC-19979
ja Mycobacterium fortuitum CBS-49566.

Erityisen edullisina mainittakoon mikro-organismeina:
Mycocobacterium spec. NRRL B-3805, Mycobacterium spec. NRRL
B-3683, Mycobacterium phlei NRRL B=-8154 ja Mycobacterium
fortuitum NRRL B-8153, joiden avulla o -sitosterolin fer-
mentointi voidaan suorittaa kdyttdmdttd lisdksi %a-hydroksi-
lointia estdvid inhibiittoreita.

Viljely tapahtuu ndille mikro-organismeille tavanomai-
sissa viljelyolosuhteissa sopivassa elatusaineessa ilmastaen
ja vedenalaisissa olosuhteissa. Sitten viljelmiin lisdt&&n
substraattia (sopivaan liuottimeen liuotettuna tai edulli-
sesti emulgoidussa muodossa) ja fermentoidaan, kunnes on
saavutettu substraatin maksimaalinen muuttuminen.

Sopivia liuottimia substraatille ovat esimerkiksi
metanoli, etanoli, glykolimonometyylieetteri, dimetyyli-

formamidi tai dimetyylisulfoksidi. Substraatin emulgoituminen
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voidaan saada alilkaan esimerkiksi siten, ettd siti suihkute-
taan hienonnetussa muodossa tai veteen sekoittuvaan liuot-
timeen (kuten metanoliin, etanoliin, asetoniin, glykoli-
monometyylieetteriin, dimetyyliformamidiin tai dimetyyli-
sulfoksidiin) liuotettuna voimakkaassa py&rrevirtauksessa
veteen (edullisesti veteen, josta kalkki on poistettu),
joka sisdltdd tavancomaisia emulgointiapuaineita. Sopivia
emulgointiapuaineita ovat ei~ioniset emulgaattorit, kuten
esimerkiksi etyleenioksiadduktit tai polyglykoleenin rasva-
happoesterit. Sopivina emulgaattoreina mainittakoon esimer-

kiksi kaupalliset kostutusaineet Tegin(R), Tween(R)

Span(R).

ja

Optimaalinen substraattikonsentraatio, substraatin
lisdysaika ja fermentoinnin kesto ovat riippuvaisia k&dyte-—
tyn substraatin rakenteesta ja kdytetyn mikro-organismin
lajista. Ndmd suureet taytyy yvksittdisessd tapauksessa mdd-~
rittdd esikokein asiantuntijoille tunnettuja menetelmid
kdyttden, kuten yleensd on tapana steroidien mikrobiologi-
sissa muutostapahtumissa.

Keksinnén mukaisen menetelmdn mukaan valmistettavat,
yleisen kaavan I mukaiset 4-androsteeni-3,17-dioni-johdan-
naiset ovat tunnetusti arvokkaita vdlituotteita, joita kdy-
tetddn nykyddn teocllisuudessa farmakologisesti vaikuttavien
steroidien synteesiin.

Seuraavien esimerkkien on tarkoitettu selventii kek-

sinndn mukaista menetelmdsd.

Esimerkki 1

2-litran Erlenmeyerkolviin, jossa on 500 ml sterii-
1id elatusainetta, sisdltden

1% hiivauutetta

0,45 % dinatriumvetyfosfaattia

0,34 % kaliumdivetyfosfaattia ja

0,2 8 Tween Rgo:ts

pH sdddetty arvoon 6,7 -
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ympitiddn Mycobacterium spec. NRRL B-3805-kuivaviljelmd
-suspensiota ja ravistellaan 3 pdivdn ajan 309 :ssa kier-
rosnopeuden ollessa 190 kierrosta minuutissa.

Erlenmeyerkolviin (500 ml), jossa on kulloinkin
100 ml steriilii elatusainetta, sisdltden

2,5 % maissinliuotusnestettd

0,3 % diammoniumvetyfosfaattia

0,25 % soijajauhoa ja

0,25 % Tween(R)BO:ta

pH sdadetty 7,0:ksi -
ympdtddn kulloinkin 5 ml Mycobacterium spec. viljelmdd ja
ravistellaan 24 tunnin ajan 30°C:ssa kierrosnopeuden ol-
lessa 220 kierrosta minuutissa. Sitten jokaiseen viljelm&dn
lisdtddn 100 mg o —-sitosterolia, 3,0 ml:aan dimetyyli-
formamidia liuotettuna ja fermentoidaan edelleen 96 tunnin
ajan 30°C:ssa.

Yhdistetyt viljelmdt uutetaan etyleenikloridilla,
uute haihdutetaan vakuumissa, jddnnds puhdistetaan kroma-
tografioimalla silikageelipylvddlld ja di-isopropyyli-
eetteristd uudelleenkiteyttdmisen jdlkeen saadaan 160 mg
4-androsteeni~3,17-dionia.

Tdmdn ohella saadaan takaisin 385 mg reagoimatonta
o -sitosterolia.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 olosuhteissa, mutta kdyttden Mycobac-
terium spec. NRRL B-3683:a annetaan yhteensd 1000 mg:n
o —sitosterolia reagoida, rikastetaan ja saadaan 630 mg:n
reagoimatonta o -sitosterolia ohella 140 mg 1,4-

androstadieeni-3,17-dionia.
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Patenttivaatimukset:

1. Tapa valmistaa 4-androsteeni-3,17-dionia ja

1,4-androstadieeni-3,17-dionia, joilla on yleinen kaava

0

jossa
.... tarkoittaa yksinkertaista sidosta tai kaksoissidosta,

ja menetelmd on t unne t t u siitd, ettd a -sitosterolia

fermentoidaan sterolien sivuketjujen hajottamiseen kykene-
vdn mikro-organismikannan viljelmidn kanssa.

2, Menetelmd 4-androsteeni-3,17-dionin ja 1,4-
androstadieeni~3,17-dionin valmistamiseksi patenttivaati-
muksen 1 mukaisesti, t unne t t u siiti, etti o -sito-
sterolia fermentoidaan sterolien sivuketjujen hajottamiseen
kykenevdn, Mycobacterium- tai Nocardia -sukua olevan mikro-

organismi -kannan kanssa.
3. Menetelmd 4-androsteeni-3,17-dionin ja 1,4-

androstadieeni~3,17-dionin valmistamiseksi patenttivaatimuk-
sen 1 ja 2 mukaisesti, tunnettu siitd, ettd o —-sito-
sterolia fermentoidaan kdyttden Mycobacterium spec. NRRL
B-3805:ttd, Mycobacterium spec. NRRL B-3683:a, Mycobacterium
phlei NRRL B-8154:44 tai Mycobacterium fortuitum NRRL B-8153:a.
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Patentkrav:

1. F&rfarande for framstdllning av 4-androsten-—

3,17-dion och 1,4-androstadien-3,17-dion med den allmédnna

formeln 0

vari
... ir en enkelbindning eller en dubbelbindning,

kinnetecknat dirav, att man fermenterar

o —sitosterin

med en kultur av en mikroorganismstam, som fOrmar stbnderdela
sidokedjan i steriner.

2. Forfarande £6r framstdllning av 4-androsten-3,17-
dion och 1,4~-androstadien-3,17~dion enligt patentkravet 1,
kd@dnnetecknat dirav, att man fermenterar o-sito-
sterin med en mikroorganismstam ur sldktet Mycobacterium
eller Nocardia och som f&rmar sdnderdela sidokedjan i
steriner.

3. Forfarande f6r framstdllning av 4-androsten-—
3,17-dion och 1,4-androstadien-3,17-dion enligt patent-
kravet 1 och 2, k dnnetecknat dirav, att man
fermenterar o ~sitosterin under anvd@ndande av Mycobacterium
spec., NRRL B-3805, Mycobacterium spec. NRRL B-3683, Myco-
bacterium phlei NRRL B-8154 eller Mycobacterium fortuitum
NBRL B-8153.
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