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A taldlmdny tdrgya Gj eljdrds 1 2-telitett szteroi.
dok 1,2-dehidro-szteroidokk4 valé 4talakitdsdra, oly-
médon, hogy az 1 2-telitett szteroidokat Arthrobac-
ter simplex vagy Bacterium cyclooxydans mikroorga-
nizmussal egy exogén elektron dtvivo anyag és aromds
szénhidrogénekbdl 4116, vizzel nem elegyedé olddszer
jelenlétében alakitjsk 4t. -




A taldlmany térgya mikrobiolégiai eljards 1,2-de-
hidro-szteroidok elGillitdsira a megfelelo 1,2-telitett
szdrmazékaikbol.

A kortikoszteroidokat eldszor az Stvenes években
haszndltdk gyégydszati célokra, amikoris a kortizon-
acettot reumds arthritis kezelésére alkalmaztdk. A
késobbi vizsgilatok bebizonyitottdk, hogy az 12-
Jelyzetben telitetlen hidrokortizon, illetve kortizon
szirmazékok, a prednizolon és prednizon, jelentfs
tébblethatédssal rendelkeznek, és kevesebb sé vissza-
tartast okoznak. Ezt kdvetSen a legtobb szteroidot,
amelyet a kortikoidok okozta betegségek kezelésére
alkalmaztak, ugy dllitottdk eld, hogy az 1. és 2-hely-
zetben kettds kotést tartalmazzanak.,

1977-ben két amerikai egyesilt dllamokbeli szaba-
dalmi leirds a kortikoszteroidok szintézisére szterin
prekurzorokbdl kiindulé eljardst javasolt, amely a kor-
tikoszteroidok szintézisének uj megkozelitését jelen-
tette, A 4 035 236, szami USA-beli szabadalmi leirds
9alfa-hidroxi-androszténdion el@allitdsira vonatkozik
szitoszterin, sztigmaszterin vagy koleszterin fermentd-
lsival. A 4 04] 055. szimd USA-beli szabadalmi le-
irds gyogydszatilag alkalmas kortikoszteroidok: ebbél

az androsztén- szrmazékbol vald dltalinos szintézisére
vonatkozik. }% ebhen a folyamatban leirt intermedie-
rek 3-keto-a% D konfigurdcidjiak lehetnek.

Tovibbi, az 12-telitett szteroidok 1,2-dehidro-
szteroidokkd valé 4talakitdsival foglalkozd irodaimi
hivatkozdsok az aldbbiak: :

A 2 837 464, szamu USA-beli szabadalmi leirds
Corynebacteriummal torténd dién-eldallitdst ir le. A
lefrds szerint a szteroidok |-dehidrogenézését fermen-
tacios vton, Arthrobacter (Corynebacterium) simplex
segitségével hajtjik végre.

A 3 360 439, szdmii USA-beli szabadalmi leirds
1-dehidro-szteroidok elddllitdsira vonatkozik. A szte-
roidok 1.dehidrogénezését ugy végzik el, hogy A.
simplex sejteket révidszénlincy :alkanollal vagy alka-
nonnal, példdul acctonnal ei¢kezelnek, majd szubszt-
rdtummal és egy hidrogén dtvive katalizitorral Ossze-
keverik.

Charney, W. és Herzog, H.: Microbial Transforma-
tion of Steroids (Academic Press, Inc., New York,
49. és 236-261. oldalak [1967]) cim{ konyvében a
szteroid biokonverziokrol ad térténeti dttekintést, és
felsorolja az 1-dehidrogénezéshez ismert és hasznila-
tos mikroogranizmusokat.

Yamane, T., Nakatani, H. és munkatirsai (Biotech-
nology and Bioengineering, 21, 2133 [/1966/) 4-and-
rosztén-3,17-dion Nocardia rhodocrous mikroorganiz-
mussal torténd 1-dehidrogénezésének vizsgilatat vé-
gezték el 50% benzol-heptdn tartalmi elegyben. En-
nek az oldészernek a biokonverzids elegyhez vald
hozzdaddsa kovetkeztében a reakcidsebesség 180-sze-
resére novekedett. A benzol azonban rdkkeltd tulaj-
donsdgu. A Nocardia rhodocrous aktivitdsa szempont-
jbol az elonyds elektron-akceptor a fenazin-meto-
szulfat volt. Ez az elektron akceptor tdl drédga és in-
stabil ahhoz, hogy a biokonverziés folyamatokban
hasznidlni lehessen. A Nocardia rhodocrous enzim in-
aktiv volt menadion, (2-metil-1 4.naftokinon), az
Arthrobacter simplex baktérium szempontjabdl kedve-
20 elektron akceptor jelenlétében. A Nocardia rho-
docrousban 1évd enzim kilonbozik az A simplex dltal
termelt enzimtdl, A reakcié 20% szteroid tartalmid
szerves old6szerben jdtszoédott le, Kimutattdk, hogy a
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szteroid ndvekvd koncentraciSjdval a reakcidsebesség
csokkent, Az oxigén az 1-dehidrogénezési reakcié nél-
kiilozhetetlen eleme. Az alkalmazott oldészer (50%
benzol-heptdn) oxigén jelenlétében gyulékony. Azt,
hogy az oxigént hogy vezették be a rendszerbe tgy,
hogy a gyulladést elkeriiliék, nem ismertették.

Somoto, K., Jin, 1. és munkatdrsai (Agricultural
Biological Chemistry, 44, 1119-1126 [1980/) a hidro-
kortizon A simplex-szel val6 1-dehidrogénezését vizs-
géltdk, Két egymadssal nem elegyedd oldészert, n-buta-
nolt és n-amil-alkoholt haszniltak, de a biokonverzié
nem j4tszddott le ezeknek az oldészereknek a jelenlé-
tében. Vizoldhaté olészereket, példdul 10% metanol-
-viz és 10% propilén-glikol-viz, taldltak oldészerként
a legmegfelelGbbnek.

sszefoglaléan megdllapithat6, hogy az ismert iro-
dalmi hivatkozdsok nem ismertetnek vagy javasolnak
taldlményunk szerinti javitott eljdrdsokat.

A taldlminy szerinti eljirds sordn az Arthrobacter
simplex vagy Bacterium cycloxydans mikroorganiz-
mus sejtek vizes siirli szuszpenziGjdhoz aromds szén-
hidrogénekbdl 4116, vizzel nem elegyeds olddszert,
exogén elektron akceptort és dehidrogénezendd szte-
roidot adunk. A szuszpenziét keverjiik, és az oxigén-
bevezetést ugy tessziik lehet§vé, hogy a gdztérben az
oxigéntartalmat kisebb értéken tartjuk, mint a robba-
nashoz sziikséges oxigén mennyisége, vagy a reakciét
a szerves olddszer gyulladdspontja alatti hOméisékle-
ten hajtjuk végre,

A taldlminyunk szerinti eljdrds elonyei az ismert
mikrobioldgiai szteroid-dehidrogénezési eljardsokkal
szemben:

a) a biokonverzi6 végtermékében kevesebb az 4t-
alakulatlan szteroid,

b) a reakci6 nagyobb szteroid koncentraci6 alkal-

mazisdval hajthato végre,
c) fajlagosan kevesebb mikroorganizmus sejt, pél-
déul A.simplex sziikséges a szteroid konverzi6jdhoz,
d) az eljdrds a szteroidban, a mikroorganizmus sejt-
jeiben vagy sejtek dltal a szteroidbél végzett szennye-
z0désekkel szemben kevésbé érzékeny,

¢) a redukci6 vagy a mikroorganizmus sejtekben je-

lenlévd szteroid degradalé enzimek teljes eltdvolitésa
nagyobb kitermeléssel valésithaté meg.

A talilmdnyunk szerinti olddszeres eljdrds azért is
elényosebb a mds, példdul Nocardia rhodocrous mik-
roorganizmussal végzett eljrdssal szeben, mert az A.
simplex Katalizdlta reakcié stabilabb és olcs6bb elekt-
ron akceptorok, példul a menadion jelenlétében hajt-
haté végre.

A taldlminy szerinti eljdrdshoz barmely ismert 1-
-dehidrogénez6 mikroorganizmus felhaszndlhat6.

Az 1-dehidrogénezd baktériumokat Bergey: Ma-
nual of Determinative Biology (8. kiadds) szerint két
csoportra oszthatjuk, Az dltalunk leirt eljirds sikere-
sen alkalmazhaté az Arthrobacter és Corynebacte-
rium fajokra, és azokra a torzsekre, amelyeket a 17,
rész Actinomycetes és hasonlé mikroorgranizmusok
cimsz6 alatt tdrgyal. Més torzsek 1-dehidrogénezd fa-
jai, mint a Nocardia, Mycobacterium, Streptomyces
¢és Bacterium is alkalmasak az eljdrds megvalositdsdra.

Eljdrdsunkat, két, mindenki ltal hozziférhetd szte-
roidokat 1.dehidrogénezd hatdsi mikroorganizmuson
mutatjuk be. Egyrészt a 3 065 146, szami USA-beli
szabadalmi leirdsban 1-dehidrogénezdként szerepld
Bacterium cyclooxydanst (ATCC szdma 12673)
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vizsgdltuk. A 2 837 464. szdmi USA-beli szabadalmi
leirdsban szerepld Arthrobacter simplex (ATCC szdma
6946) mikroorganizmust gyakrabban haszndljdk szte-
roidok 1-dehidrogénezésére, Ezért a leirds legnagyobb
részében ezt a mikroorganizmust haszndljuk a taldl-
mdny szerinti eljards ismertetésére, De felhivjuk a fi-
gyelmet, hogy bidrmely 1.dehidrogénez6 mikroorga-
nizmus alkalmas a talilmény szerinti eljards végrehaj-
tdsdra.

A’ mikroorganizmusokat a kovetkezd osszetételd
téptalajon tenyésztettik:

a) szervetlen vegyiiletek (nitritok vagy ammo-
nium-sok) vagy szerves nitrogéntartalmi vegyiletek
(élesztd extraktum, pepton, gabonadztat6lé) a nove-
kedéshez szitkséges nitrogén biztositdsdra,

b) szén- és energiaforrasok, példdul szénhidrdtok és
cukorszdrmazékok, olaj, zsirsavak és metil-észtereik,
alkoholok, aminosavak vagy szerves savak,

¢) ionok és nyomelemek (ndtrium, kdlium, magné-
zium, foszfdt, szulfit, manganst, réz, kobalt, molib-
dén) olyan mennyiségben, amely a csapvizben vagy a
kevésbé finomitott kozegként haszndlatos anyagok-
ban taldlhaté. '

A mikroorganizmusok novekedésiikhoz oxigént
igényelnek a felettitk 1év3 légtérben. Az A. simplex
novekedéséhez megfeleld hdmérséklet 1045 °C, eld-
nydsen 28-37 °C. A novekedéshez optimalis pH-ér-
ték semleges koriil van.

A sejteket szteroid-1-dehidrogénezésére tgy akti-
véljuk, “hogy 1,2-telitett-3keto-szteroidot, példdul
androszta-4-4n.3,17-diont vagy kortizon-acetdt adunk
0,005 tomegltérfogat%, vagy nagyobb mennyiségben
a kozeghez. Az induk4ldszer jelenlétében a sejteket 6
6rén keresztiil inkub4ljuk, majd Ssszegydjtjik és szd-
ritjuk ket

Az indukdlészer a novekedési ciklus bdrmely pont-

jin hozzdadhat6 a mikroorganizmusokhoz. A diszn¢-

zsir-olajhoz (triglicerideket és szabad zsirsavat tartal-
maz6 olaj) hasonlé téptalajon tenyésztett kultirdk a
szteroid-1-dehidrogendzt gyorsan kezdik szintetizilni,
mig a gliik6zon tenyésztett mikroorganizmusok csak
a szubsztritum elfogyasztdsa utdn kezdenek enzimet
termelni. Az inkubdldst 6 vagy még tobb 6rdn keresz-
tiil folytatjuk az induk4l6szer hozzdaddsa utdn, majd
a sejteket begyiijtjiik az oldészeres folyamatban vald
hasznélat vagy szdritds céljabol. ,

A sejteket széritds céljabol elkiilonitjiik a tdptalaj-
t6l, és hagyominyos médszerek, példdul centrifugd-
14s, flokkusitatds, szfirés vagy ultrasz(rés segitségével
koncentrdljuk Sket. Az elvdlasztott sejteket ezutdn
csokkentett nyoméson 1-85 °C, elénydsen 55-75

C hSmérsékleten meleg levegGvel porlasztva, vagy
forgatva szdritjuk, amig az anyag nedvességtartalma
1-10%, elénydsen 5% nem lesz, A biokonverziShoz
haszn4lt sejteket 5 °C-on téroljuk. Aktiv széritott sej-
teket standard modszerek segitségével dllithatunk eld
a széritott sejtek immobilizdliséval példdul gy, hogy
poliakrilamid gélbe zdrjuk vagy egy polielektrolit
hordozéanyaghoz kollagén vagy kovalens kotéssel
kotjikk Sket (Methods in Emzimology, XLIV. kotet,
Academic Press Inc., New York, 11-317. oldal
11976)).

A biokonverzi6t az elkészitett sejtek és a szteroid
szubsztrit egymdsra hatdsa révén érjiik ¢l. Altaldban a
wjteket és a szteroidot egy gyengén pufferolt 610,
clénydsen 7,25-8,5 pHju vizes kozegben szuszpen-
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ddljuk. A sejtkoncentrdcié 0,1 —50 g1, a szteroid és a
sejtek tomegardnya 0,05-5. Vizes kzegben 810 g/l
sejt-, illetve 5—10 g/l szteroidkoncentrdci6 elnyds a
biokonverzié végrehajtisdhoz. Katalitikus mennyiség_g
exogén elektron 4tvivs anyagot (példdul 5 x 10
mél menadiont) is adunk a reakcidelegyhez. Kata-
lizdtorként menadion (2-metil-1 4-naftokinon), fena-
zin-metoszulfitot, diklér-fenil-indofenolt, 1,4-nafto-
kinont, menadion biszulfitot, ubikinonokat (Koenzim
Q) és K-vitamin tipusi vegyiileteket haszadlhatunk.
Az elegyeket 0—14 napon keresztiil 545 “C homér-
sékleten inkubdljuk. Az inkubilds alatt az elegyben
felesleges mennyiségll moleKuldris oxigénnek kell len-
nie, ezért eldnyosen keverjik. Az 1-dehidrogénezés
sebessége dltaldban az iddvel csokken. A biokonver-
7i6 10 g/l szubsztrdt alkalmazdsdval kevesebb, mint
24 6ra alatt 98—100%-0s lehet.

Az eljdrést a kovetkezd médokon hajthatjuk végre:

a) A szteroidot és a menadiont gyengén pufferolt
vizes oldatban szuszpendiljuk, majd a szaritott sejte-
ket hozzdadjuk. A Tween 80-hoz hasonlé felilletaktiv
anyagok is hozzdadhatdk az elegyhez 0-5% koncent-
rcioban. -

b) A sejteket vizes pufferoldatban szuszpenddljuk,
majd a metanolban, etanolban, acetonban (amely tér-
fogata nem lehet tobb, mint a végtérfogat 5%-a) ol-
dott elektron 4tvivd anyagot adjuk hozz4. A szteroid
szubsztritot szdraz porként vagy vizzel elegyedé szer-
ves oldészerben (példdul dimetil-formamidban, eta-
nolban, metanolban, acetonban, dimetil-szulfoxid-
ban) vagy vizzel nem elegyedd szerves old6szerben
(példdul toluolban) oldva vagy szuszpendilva adjuk
hozzi.

¢) A szdraz sejteket kis mennyiségii pufferben re-
hidrat4ljuk tovabbi puffer.vagy szerves oldészer hoz-
zdaddsival. A végleges 0-95% (tfjtf) eléréshez eta-
nolt, acetont, xilolt, butil-acettot, metilén-kloridot
vagy toluolt adunk hozz4. A haszndlt aromds szénhid-
rogén mennyisége a legjobban old6dé szteroid felol-
ddsdhoz sziikséges oldoszer felétdl a legkevésbé old6-
dé szteroid felolddsdhoz szitkséges olddszer felétsl a
legkevésbé oldodé szteroid old4sdhoz sziikséges old6-
szer négyszerese kozott véltozhat. A reakcié megindi-
tdsdhoz elektron 4tvivé anyagot és szteroidot adunk a
reakcidelegyhez. Az aromds szénhidrogént eldnydsen
a szteroiddal egyiitt adjuk az elegyhez, bir ez egy ko-
rébbi vagy késobbi idGpontban is megtdrténhet.

d) A nedves sejttomeget szuszpendiljuk vagy a fer-
mentécios levet higitjuk gyengén pufferolt vizes oldat-
tal, majd egy exogén elektron dtvivd anyagot, a szte-
roidot és egy aromds szénhidrogént adunk hozzi.

A taldlmdny szerinti reakciéban hasznilhato ve-
gyiletek a 3-keto-A*androsztén és a 3-keto-A* -preg-
nén tipusi szteroidokhoz tartoznak. A szteroid-1.de-
hidrogendz szubsztratjai az A gy(ir(i 1-es és 2-es szén-
atomja kozott telitettek, és az A gy(rd 3-as helyzeté-
ben hidroxil- vagy ketocsoportot tartalmaznak. Az
androsztén-tipusii vegyiiletek kozé az aldbbiak tartoz-
nak: .

l; androszta-4-én-3,17-dion, .
2) androszta-4,9(11)-dién-3,17-dion és ezek G-alfa-

Afluor-, 6alfa-metil- vagy 16 metil-szirmazékai,
3) 11.béta-hidroxi-androszta-4-6én-3,17-dion és szdr-

mazékai.

A felhasznalhat6 rketo-A*-pregnén-tipusi vegyd-
letek kozé az alébbiak tartoznak: g

3-
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1) 17-alfa-hidroxi-pregn4£n-20-in-3-on és 16-metil-
szdrmazékai, .

2) 11.béta2] .dihidroxi-pregn-4,17(20)-dién-3-on és
6-alfa-metil-szdrmazékai, ,

3; 2kl6r-pregn-4,9(11),17(20)-trién-21-al-3-0n,

4) a 3.20-diketo-A*-pregnének szémos csoportja,

vagyis

a) 11,17 21-trihidroxi-vegyiletek, mint példdul a
hidrokortizon és 6-alfa-metil-szérmazéka,

b) 9-bétal1.béta-epoxi-17,21 ~vegyiiletek, mint
példsul a 9-béta,11-béta-epoxi-17,21 dihidroxi-16-bé-
ta-metil-pregn-4-6n-3,20-dion, .

¢) 2,30diketo-4,9(11)-pregnén-diének, mint pél-
déul a 17-alfa,21.dihidroxi-pregn-4,9(11)-dién-3,20-
dion és ennek 16-alfa-metil-, 16-béta.metil- vagy
16-alfa-hidroxi-szdrmazékai vagy 17-alfa-acetdt-észte-

re,

d) 3,20.diketo-4,9(11)-, 4,9(11),16-pregnén-trié-
nek, mint példdul a 21 hidroxi-pregn-4,9(11),16-tri-
én-3,20-dion és ennek 6-alfa-fluor-szdrmazéka. -

A 2l.s helyzetben hidroxil-csoportot tartaimazé
2 és 4 pont alatti szteroidok 21-£szter szdrmazékai
szintén alkalmazhatok szubsztritként. Az elonyds
21.4szterek az alacsonyabb szénatomszému zsirsa-
vakhoz hasonlé alacsonyabb szénatomdszdmi alkil-
vagy aril-csoportokat tartalmaznak, példdul ecetsavat
vagy monociklikus karbonsavakat, példdul benzoésa-
vat.

A biokonverzi6 terméke és az 4t nem alakult
szubsztrit szokvényos médszerekkel vilaszthat6 el a
keverékbdl. A szteroidokat 4ltaldban sziliréssel, majd
a szdirén maradt lepény szerves oldészerrel, mint pél-
ddul acetonnal vagy metilén-kloriddal valé extrakci6-
jéval vélasztjak el. Egy midsik alternativ médszer az,
hogy az egész biokonverzi6s keveréket egy vizzel nem
elegyedS szerves olddszerrel, mint példaul butil-ace-
tattal vagy metilénkloriddal extrahdljuk, majd a ter-
méket a szerves old6szerbdl kilonitik el.

A talélmény szerinti eljdrdst az aldbbi példdkkal
illusztraljuk, anélkill azonban, hogy a talilményt a
példakra korldtozndnk. A példék is bizonyitjék, hogy
a taldlmény szerinti eljards sokkal jobb az irodalom-
b6l ismert eljardsokndl, A biokonverziét a fentiekben
_ részletezett koriilmények kozott hajtottuk végre.

1. példa T

Sziritott sejtek el54llitssa

66 g/l keményitScukrot, peptont és kukoricalek-
vért tartalmazé (pH = 7,0) rdzélombikba Bacterium
cycloocydans-t (ATCC 12673) oltottunk. A kultirs-
kat 28 °C homérsékleten egy rotardz6gépen inkubil-
tuk, amig glikéz kimerillés nem lépett fel. Ekkor 0,5
g/l kortizon-acet4tot adtunk hozz, és a: lombikot to-
vibbi 16 6rén keresztill inkub4ltuk. A sejteket centri-
fugsldssal nyertik ki, kétszer vizzel mostuk, majd
csékk:‘r(ltett nyoméson 45 °C hdmérsékleten megszé-
ritottuk, '

. Androszta-1 4.9(11)-trién-3,17-dion el64llit4sa

6—6 g/l glikézt, kukoricalekvart és porlasztva sz4-
rftott zsiremulzi6t tartalmaz6 réz6lombikokban Arth-
robacter szimplex (ATCC 6946) mikroorganizmust
tenyésztettiink. A kultdrskat 28 °C h&mérsékleten
rotdciés rdzéban addig inkubéltuk, amig glokéz kime.
riilést nem észleltiink. Ekkor korizon-acetstot (0,15
g/l) adtunk az elegyhez, hogy meginditsuk a szteroid-
-1-dehidrogendz szintézist, Egy é&szakal inkubilds

196.847

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

80

utdn a sejteket centrifugdldssal gy(jtottik dssze. A
sejt pelleteket 55 °C h&mérsékleten alacsony nyo-
méson 24 6rén 4t széritottuk. 24 6rdval késGbb a szé-
raz anyagot egy légmentesen z4r6dé tartdlyba tettitk
és 5 °C hémérsékleten téroltuk, amig a biokonverzid-
hoz fel nem hasznéituk.

2. példa

( ) Eg)y edénybe a kovetkezd anyagokat mértik be
11 alap):

ag 09 },50 mmol-os kélium-foszfit puffer (pH=7,5)

b) 3,66 g széraz A. simplex sejt

¢) 0,08 g menadion .

d) 8'g 21-acetoxi-pren4,9(11),16-trién-3,20.dion

¢) 100 ml toluol :
" (2) Keverés kozben 62,8 J/l.min hofelvételi sebes-

séggel melegftettiik. ’

(3) Annyi leveg8t eresztettiink a lombikba, hogy a
géztérben 1&v8 oxigén mennyisége 3—6% legyen. -
(4; A hémérsékletet 281 °C-on tartottuk.

(5) 25 6ris reakci6idd utén a toluolos fazist elvd-
lasztottuk.

Ebben az esetben a toluolos fazis Osszetétele a ko-

vetkez0 volt:
94,3% acetoxi-pregn-1,4 9(11),16)-tetraén-3,20-dion,
42%  21-hidroxi-pregn-1,4,9(11),16-tetraén-3,20-
dion
1,5% 21-acetoxi-pregn-4,9(11),1 6-trién-3,20-dion. -
A fenti Mépések a kovetkezd eltérésekkel hajthaték

végre:

(1) 1épés

a) A puffer pHja 610 kozott véltozhat, -

b) Az A. simplex mennyisége akkordra korldtozha-
16, amely éppen elegends a reakci befejezéséhez. Al-
talsban 0,05—1 g sejt/l szteroid mennyiségben alkal-
mazzuk. Az enzim mikrobiélis forrdsa: Arthrobacter
(Corynebacterium) szim¥lex (ATCC 6946) vagy Bac-
terfum cyclooxydans (ATCC 12673).

A mikroorganizmus el84llitdsa: Az A. simplex sejt-
teket a fermentlében hasznélhatjuk, vagy Ssszegy(ijt-

hetjilk, megszdrithatjuk, acetonos kezelést alkalmaz-

hatunk vagy immobilizdlhatjuk ket a szakirodalom-
b6l ismert médszerek segitségével,
c) Elektronakceptorként a kovetkezd vegyilete-

ket alkalmazhatjuk: menadion (2-metil-1,4-naftoki-

non), -

menadion-biszulfit,

1,4-naftokinon és :

mds K-vitamin tipusd vegyiletek.

Az elektronakceptor alkalmazott mennyisége 8
koltségekt6] és a reakciésebeséggel kapcsolatos meg-
fontoldsokt6! fiigg. A reakciésebesség Linedrisan ard-
nyos a menadion koncentrdciéval. Altaliban 540
g elektron akceptor/kg szteroid fethasznélésa elonyds.

d) A szteroid koncentrécié olyan magas legyen,
amennyi hatékonyan 4t tud alakulni,

A szteroid a 3-keto-A*-androsztének vagy a 3-ke-
to-A* .pregnének kozé tartozzon, és a szerves oldé-
szerben oldhatéssga nagyobb legyen, mint 5 gll. .

¢) Az aromds szénhidrogén toluol, benzol vagy xi-
lol lehet. Ezeket az olddészereket egylittesen, vagy
mds, vizzel nem elegyeds olddszerrel, példdul hetdn-
nal vegy metilénkloriddal higitva alkalmazhatjuk.

Az aromés szénhidrogén mennyisége a legjobban

0ldédé kiinduldsi vagy végtermék szterold feolddsd-

£

4.
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hoz szilkséges olddszer fele és a legrosszabbul old6dé
kiinduldsi vagy végtermék szteroid felold4sshoz sziik-
séges olddszer négyszerese kozott viltozhat, :

A fenti példdban a toluolt olyan mennyiségben al-
kalmaztuk, hogy éppen elegendS volt a reakcié befe-
jezésekor a szteroid felolddsshoz.

Az aromés szénhidrogént elényosen a szteroiddal
egyiitt adjuk a reakcidelegyhez. Azonban az aromds
szénhidrogént késdbbi vagy kordbbi idgpontban is
hozzdadhatjuk az elegyhez,

(2) lépés

Az elegyet annyira kell keverni, amennyire ez le-
hetséges. A reakcidsebesség a keverési er5tsl er§sen
fugg.

(3) Mépés

A reakci6 oxigénigényes. Azonban az aromds szén-
hidrogén jelenléte kovetkeztében a reaktor gdzteré-
ben robbandsveszélyes gizelegy keletkezik. Ennek a
veszélynek a lekiizdése érdekében a gdztérben 1évs
oxigén mennyiségét a gyulladdshoz szitkséges mennyi-
ség alatt kell tartani. Benzol esetén a gyulladdshoz
sziikséges minim4lis oxigén 11,2%. Xilol esetén is le-
hetséges a reakcit a lobbandspont alatt tartani, M-xi-
lol, o-xilol és p-xilol esetén a gyulladdsi hdmérséklet
29, 32, illetve 39 °C.

4) lépés. ' : .
A reakci6hdmérséklet 0-45 °C kozdtt véltozhat,

(5) lépés
A reakcid 4ltaldban 2 nap alatt zajlik le, de a reak-
¢i6id6 néhdny 6ra és néhiny hét kozott véltozhat.

3. példa
A toluolos és vizes eljardsok 6sszehasonlitdsa

A (eljards)

‘04 g A. simplex sejtet és S0 ml 50 mmél-os kd-
liumfoszfit puffert (pH = 7,5) sszekevertink, 2
6rdn kereszt il mozgattuk, amig egységes fermentlevet
nem kaptunk. 225 ml-es frakcidkat vettiink ki beld-
liik, és 125 ml-es lombikba tettiik. Mindegyik lombik-
ba 0,25 ml 3A.alkoholban oldott 5 mmé! menadiont
é5 0,2 g androszta-4,9(11)-dién-3,1 7-diont adtunk. Az
egyik lombikba 2 ml toluolt nt6ttink. 4 napon ke-
resztiil rdzogépen mozgattuk. 4 nap elteltével 25 ml
toluollal extrahdltuk. Az extraktumokat analiz4ltuk.

B (eredmények)
Eljdrds
Vizes  toluolos
Szubsztrat: -
androszta-4,9(11)-dién-3,17-dion 17,7% 0,00%
Termék:

androszta-1,4,9(11)-trién-3,17-dién  82,3% 100,00%

4. példa
A 2, példénak megfeleld médon eljsrdsva a kovet-
kezg szteroidokat alakitottuk 4t 1,2-dehidro-szdrma-
zékaikkd A. simplex széritott sejtek segitségével:
1. androszta-4-6n-3,17-dion
2. 6-alfa-fluor-androszta-4 9(11)-dién-3,1 7-dion
3. 6-alfa-metil-androszta-4 9(11)dién-3,1 7-dion
4. 16-béta-metil-androszta-4,9(11)-dién-3,17-dion
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5. 17-alfa-hidroxi-pregn-4-4n-20-in-3-on

6. 17-alfa-hidroxi-pregn-4,9(11)-dién-20-in-3-on

7. 17-alfa-hidroxi-16-béta-metil-pregn-4,9(11)-dién.
20-0n-3-0n ' ' .

8. 21-acetoxi-11-béta-hidroxi -pregn-4,17(20)-dién-20-
4n-3.on .

9. 20-k16r-pregn-4,9(11),17(20):trién-21-al-3-on

10 21-acetoxi-17-hidroxi-pregn-4,9(11)-dién-3,20-

-dion .

11. 21.acetoxi-17-hidroxi-16-alfa-metil-pregn-4,9(11)-

-dién-3,20-dion
12. 21-benzoil-oxi-17-hidroxi-16-alfa-metil-pregn.

-4,9(11)-dién-3,20-dion
13, 21 -acetoxi-17-hidroxi-16-béta-metil-pregn-

-4,9(11)-dién-3,20-dion
14. 21-acetoxi-pregn-4,9(11),16-trién-3,20-dion
15. 21.acetoxi-6-alfa-fluor-pregn-4,9(11),16(17)-trdén-

-3,20-dion.

A konverzi6val a kovetkez§ termékekhez jutott-

tunk:

la. androszta-1,4-dién-3,17-dion
2a. 6-alfa-fluor-androszta-1,4,9(11)-trién-3,17-dion
3a. 6-alfa-metil-androszta-1,4,9(11 )-trén-3,17-dion
4a. 16-béta-metil-androszta-1,4,9(11)-trién-3,17-

* dion
5a. 17-alfa-hidroxi-pregn-1,4-dién-20-in-3-on
6a. 17-alfa-hidroxi-pregn-1,4 9(11)-trién-20-in-3-on
7a. 18-alfa-hidroxi-16-béta-metil-pregn-1,4,9(11)

-trién-20-in-3-0n ‘

8a. 21-acetoxi-11-béta-hidroxi-pregn-1,4,17(20)-
-trién-3-on és 11-béta,21-dihidroxi-pregn-1,4,17-
+(20)-trién-3-on
9a. 20-xklor-pregn-1,4,9(11),17(20)-trién-21-al-3-0n
10a. 21.acetoxi-17-hidroxi-pregn-1,4 9(11 }-trién-3,20-

-dion és 17,21-dihidroxi-pregn-1,4,9(11 }-trién-

-3,20.dion
I1a. 2l-acetoxi-17-hidroxi-16-alfa-metil-pregn-1,4.9-

-(11)-trién-3,20-dion és  17,21-dihidroxi-16-alfa-

_-metil-pregn-1,4,9(11)-trién-3,20-dion
12a.  2]1.benzol-oxi-17-hidroxi-16-béta-metil-pregn-

-1,4,9(11)-trién-3,20-dion
13a, 2]-acetoxi-17-hidroxi-16béta-metil-pregn-1,4,9-

-(11)-trién-3,20-dion és 17 21-dihidroxi-16-béta-

-metil-pregn-1,4,9(11 }trién-3,20-dion
14a, 21-acetoxi-pregn-1,4,9(11),16-tetraén-3,20-dion

és 21-hidroxi-pregn-1,4,9(11),16-tetraén-3,20-dion
15a. 2]-acetoxi-6-alfa-fluor-pregn-1.4.9(11),1 6-tetra-

én-3,20-dion és 6-alfa-fluor-21 -hidroxi-pregn-1 4-

9(11),16-tetraén-3,20-dion.

Az 1,2.dehidro-szteroidok felhaszndldsa jo1 ismert.
Példdul a 3 284 443. Isﬁim\i USA-beli szabadalmi le-
irds szerint az A1471 -pregnén-triének a 16. szén-
atomszdmon helyettesitett diuretikus kortikoszteroi-
dok s:iiq‘téziséhez hasznélhaték fel. A 4 041 055. sz4-
mi A" +".androsztén-dion szirmazékokbdl, ezdltal bi-
zonyitva azt, hogy az 1,2-dehidro-androsztének fon-
lt’os intermedierek gy6gydszatilag hasznos eld4llit4ss-

an, . .

Szabadalmi igénypontok

1. Eljdrds 1;2-telitett szteroidok 1,2-dehidro-szte-
roidokkd valé 4talakitdsdra, Arthrobacter simplex _
vagy Bacterium cyclooxydans mikroorganizmussal,
azzaljellemezve, hogyegy exogén elektron .

5.



dtvivd anyag és aromds szénhidrogénekbdl 4ll6, viz-
zel nem elegyed6 olddszer jelenlétében alakitjuk 4t.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azz a | ge I-
lemezve, hogy elektron dtvivd anyagként 2-me-
til-1 4.naftokinont, 1 4.naftokinont, 2-metil-1 4-naf-
tokinon-biszulfitot vagy miés, K-vitamin tipusi vegyi-
letet, aromds szénhidrogénként toluolt vagy xilolt
alkalmazunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdrds,azzal jel-
le mezve, hogyazaromds szénhidrogénekbdl 4l-
16, vizzel nem elegyedd olddszert a legjobban 0ldédé
szubsztrat vagy végtermék szteroid felolddsdhoz szik-
séges fele és a legkevésbé old6d6 szubsztrdt vagy vég-
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termék szteroid felolddsdhdz szilkkséges mennyiség
négyszerese kdzotti mennyiségben alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jel-
lemezve , hogy az 4talakitdst az oxidici6hoz mi-
nimélisan szikséges koncentrdci6ji oxigén jelenlété-
ben végezzik, .

5. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jel.
lemezve, hogy az dtalakitést a szerves oldészer
Jobbandspontja alatti hdmérsékleten végezziik,

6. Az 1., 4, vagy 5. igénypontok szerinti eljdrds,
azzal jellemezve, hogy avizzel nem elegye-
d8 oldészert mds, vizzel nem elegyed olddszerrel
higitjuk.

rajz nélk il

Kiadja: Orszigos Taldlmédnyi Hivatal
Felelds kiad6: Himer Zoltén o.v.
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