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Zpﬁsob vyroby 2?bhydroxy-23,24-bi snorchola~l,4-~dien-3-onu

mikrobidlnim Stépenim postrammiho Yetézce sterold

Zptsob vyroby 22-hydroxy=-23,24~big~
norchola~l,4~dien-3~onu spodivajici v
oddtépeni ¥dsti elifatického postranni-
ho Fetézce rlznych zoosteroli a fytosge

terolt, pridem? 22

~hydroxy=23,24=-big-

norchola-l,4~dien-3-on je konednjm pro-
duktem Yedy reakei katalysovanych enzy-
my nové vysSlechténého mutantu Mycobac=
terium sp, CCM 3528,
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Vynélez se tykd zplsobu vyroby 22-hydroxy-23,24-bisnorcho-
la-1,4-dien-3~onu mikrobiélnim od¥té&penim dsti alifatického
" postrannfho fet&zce sterold za souasné oxidace 3p~hydroxylové
skupiny enzymatickou ¥innosti nové vy3lechté&ného bakteridlniho
kmene, ziskaného mutaci kultury Mycobacterium vaccae ATCC
15483, Nov& vy3lechtény mutant Mycobacterium sp. CCM 3528, ulo-
Yeny v (sl.sbirce mikroorganismd UJEP v Brn&, &dstednd od3tépu-
je alifaticky postranni *et&zec rliznych zoosterold a fytostero-
14, p¥idem? v médiu se hromadi jako konelny produkt sledu enzy-
matickych reakei 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-1,4-dien-3-on spo-
lu 8 malym mnoZistvim 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-en-3-onu, na
rozdil od vychoziho kmene Mycobacterium vaccae ATCC 15483, kte-
ry rizné steroly degraduje hluboce a%¥ na nizkomolekuldrni ne-
steroidnf $t&py. | /

Vyznam postupu podle vyndlezu spolivéd mimo jiné v tom, Ze
jim ziskany hlavn{ produkt 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-1,4-
~dien-3-on je kli&ovym meziproduktem pro syntézu vyznalnych ste-
roidnich hormond 20-pregnenonové skupiny, jako jsou kortikoidy,
gestageny a jiné, priZemZ k biodegradaci pouZivané vychozi ste-
roly jsou snadno dostupné a lze jich pouZit bez Jjakékoliv pPed- .
b&iné dpravy jejich chemické struktury.

Je znémo, %e ridzné mikroorganismy rozklddaji prirodni ste-
roly a% na kysli®nik uhli&ity a vodu, aniZ by bylo moZno zachy-
tit jednotlivé meziprodukty ve vyuZitelném mnoZstvi. Pouze za
pritomnosti enzymovych jedld v reakdni smé€si (Brit.patent 1,113,
887, US patent 3,338,042), nebo p¥i pouZiti{ um&le p¥ipravenych
laboratornich mutantd (US patent 3,684,654, US patent 3,759,791,
US patent 4,293,644) se pocdafilo isolovat steroidni 8tépy s 19
uhliky, asndrost-4-en-3,17-dion a androsta-1,4-dien-3,17-dion,
vhodné pro syntézu steroidnich hormont.
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Ponévad? Fada cennych 1é&iv jsou steroidni derivdty zpra-
7idla odvozené od struktury s 21 uhliky a pon¥vad%f vystavba po-
etranniho Yet&zce u odpovidajicich C~19 steroidl je chemicky
znadné nesnadnd, vznikla pot¥eba vy3lechtit takové mikroorga-
nismy, které by 3tépily postranni retizec sterold nikoliv beze
zbytku, ale za vzniku produktu s vice neZ 19 uhliky, zejména
poté, kdy% jako vedlej3{ produkt biodegradace riznych sterolld
mutanty Mycobacterium sp. NRRL B-3683 a Mycobacterium sp. NRRL
B-3805 byl v malém mno¥stvi zachycen 22-hydroxy-23,24-bisnor-
chol-4-en-3~-on a jeho l-dehydroderivédt (US patent 3,684,657, US
patent 3,759,791). Mno%stvi tdchto steroidnich 3t&pd se podaii-
lo u obou zmin&nych mutantd zvjéit p¥i biodegradaci sterold za
pfitomnosti riznych sloudenin boru aZ na trojnédsobek (DT patent

2,757,156).

Postup &té&peni sterold, pii kterém jako hlavni produkty
vznikaji 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-1,4-dien-3-on a 22-hydro-
xy~23,24=-bisnorchol-4-en-3~-on pomoci mikroorganismu systematic-
ky zarazeného jako Myeobacterium parafortuitum komplex MCI 0617
Jje chrén&n EP 0001622. Podle n&ho produk¥ni mikroorganismus,
ktery byl ziskdn mutaci divokéhe kmene Mycobacterium parafortu-
itum komplex ATCC 25790, hromadi jako produkty degradace riz-
nych sterold znalnéd mno%stvi vySe specifikovanych 22 uhlikatych
St&ph zejména za pFitomnosti glyceridd nebo tukd ve fermentainim
médiu.

Mikroorganismus Mycobacterium sp. CCM 3528, poufivany v po-
stupu podle vyndlezu, byl ziskdn mutaci UV zd¥enim z isoldtu di—;
vokého kmene Mycobacterium vaccae ATCC 15483. Provedenim mutagen-
niho zésahu UV zérenim a technika vyb&ru ¥4danych mutantd z ozd-
Fené populace jsou odbornikovi dostate®n® znémé. V tomto vyndlezu
popsany mutant Mycobacterium sp. CCM 3528 se odli3uje od drive
popsaného mutantu Mycobacterium parafortuitum komplex MCI 0617
nejen systematickym za¥azenim vychoziho $lechténého druhu (viz:
Bergey ‘s Manual of Determinative Bacteriology, 8.vydéni, 1974),
ale zejména vy33{ biodegradadni aktivitou pfi nfzké néro&nosti
na sloZeni fermentadni pidy.

Mutant Mycobacterium sp. CCM 3528 md kultiva&ni znoky a vit-
Sinu znakd morfologickych shodngch & vychozim kmenem Mycobacte-
riam vaccae ATCC 15483. Kromé® vyraznd odlisného udinku na stero-
ly se z¥eteln¥& odliSuje neprftomnostf %luté sloXky pigmentu, vy-
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tvébeného pri kultivaci na tekutych nebe ztufenych Zivnych médi-
ich. Roste rychle na jednoduchych kultivadnich pddédch v rozmezl
teplot 25 °c az 37 °C. Zivné pddy sestdvajl z asimilovatelnych
zdrojd uhliku a dusiku a z minerélnich soli. Vhodnymi zdroji
whliku jsou napi. sacharosa, glukosa, fruktosa, maltosa, glyce-
rol, kyselina citronovéd, kyselina mlé¥né, melasa a pod. Jako du-
sikaté %iviny se pou¥ivaji anorganické sole amonné, nebo slouce-
niny odvozené od kyseliny dusilné, déle organické zdroje jako
jeou pepton, hydrolysét kaseinu, masovj'extrakt, kvasnidny ex-
trakt, kukuri&ny extrakt, sojové mouka, bavinikové mouka, ara-
§{dovd mouka, mofovina a pod. Pro pribdh a vysledky biodegradace
sterold mutantem Mycobacterium sp. CCM 3528 neni rozhodujiei
p¥itomnost glyceridl nebo tukd, nebo jejich p¥*irodnich zdrojd

ve fermentadnim médius Pokud je to nezbytné, mohou se do kulti-
va&niho média pridat n&které anorgenické sloufeniny, napi. fos-
foredneny, sole ho¥*¥iku a %eleza. Potfebné stopové prvky jsou
obvykle obsa¥eny v dostateiném mnoZstvi v komplexnich sloZkéch
%ivného média, nebo v pouZité vodé. Pro rychly nértst mykobak-
téria je vhodné upravit polddtedni reakci Zivného média na hodno-
tu pH v rozmezi 6,0 a% 7,5. Kultivace se uskute®ni za aerobnich
podminek s vyhodou za pfitomnosti malé koncentrace nékteré z |
povrchové aktivnich létek. Pokud je to nezbytné, miZe byt sloi-
kou Zivného média protip&nidlo, ovSem jeho pridavek neni nezbyt-
né nutny. :

K uskute¥ndni selektivnfiho §tépeni postranniho fetézde ste-
rold se pouZije rostoucich nebo narostlych bunék Mycobacterium
sp. CCM 3528 v kultivadnim médiu, nebo suspense bunék z kulti-
vadniho média odd&lenych, nebo se pouiije do rizného stupné. vy~
gi%ténych enzym& isolovanych z bunék mykobaktéria.

Jako substrdty ke Stépeni postranniho Fet&zce enzymatickou
¢innost{ mikroorganismu Mycobacterium sp. CCM 3528 jsou pouZi-
telné cholesterol, p-sitosterol, stigmasterol, kampesterol, er-
gosterol, nebo smé&s dvou nebo vice sterold, jako je tomu napf. u
steroidni frakce ziskané z talovych olejd nebo z desodoralnich
kondensédtl odpadajicich pri &i¥téni jedlych tukd. Jako substré-
ty Jjsou vhodné té%Z produkty oxidace pFirodnich sterold, nebo je-
Jich 3-estery.

V pripadé, %e se 3t&peni provede v nativni kultu¥e, miZe se
steroidni substrdt pridat do kultivadniho média pied jeho steri-
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lisaci, nebo pred zaolkovédnim, nebo b&hem kultivace a to najed-
nou, nebo po Zéstech. Koncentrace p¥iddvaného sterolu je obecnd
od 0,01 % do 1,0 % hmotnostnich, pfifemZ# doba potiebnd k odit-
peni ¥dsti postranniho Fet&zce substrdtu je od 10 hodin do 7
dnf. Rychlost 3t&épeni je do zna&né miry umérnd stupni disperse
pou$itého sterolu, ktery lze pridat v pevné form¥ jsko prések
nebo mikrokrystalickou hmotu, nebo jako roztok ve vhodném roz-
poustédle napi. dimethylformamidu, nebo jako dispersi sterolu
pripravenou nap¥. mechanicky nebo plsobenim ultrazvuku, pFipad-
né za zvySené teploty, ve vodném prosti¥edi v p¥itomnosti povrcho-
vé aktivni 1dtky. |

S vyhodou se postup podle vyndlezu uskute®ni v nativani kul-
tute Mycobacterium sp. CCM 3528 rostouci v Zivném médiu, ke kte-
rému se pied sterilisaci p¥idéd vodnd mikrosuspense sterolu v
koncentraci 0,1 % hmotnostnich. Po 48 a¥ 96 hodinové inkubaci
pti 30 9% za aerobnich podminek je biotransformace ukondena. Na-
hromadé&éné steroidni produkty se z kultivadniho média extrahuji
vhodnym organickym rozpoust&édlem s vodou omezend misitelnym a
hlavni produkt, 22-hydroxy-23,24-bisnorchola=-l,4-dien-3-on se
isoluje ze surového extraktu krystalisaci. VytéZek hlavnfho pro-
duktu se vypolitéd ze vztahu 100 . P

kde Y znalf vyt&Zek v procentech molérnich, S je mno¥stvi spotie-
bovaného subsirdtu v gramech, P je mno¥stvi &istého produktu v
gramech a Q je pomér molekulovych hmotnosti produktu a substrétu.

Podrobnosti postupu podle vyndlezu vypljvaji z‘pfikladﬁ
provedeni, které vSak tento zplsob nijak neomezuji pouze na uve-
dené podminky.
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Ve varné bance obsahu 6 1litrd se vysterilisuje 1000 ml Zivného
média obsahujiciho 5,0 g glycerolu, 8,0 g kukufidného extraktu
(50 % hmotnostnich sudiny), 5,0 g peptonu, 2,0 g KH2P04, 1,0 g
MgSO4 kryst., 1,0 g polyethylensorbitanmonooledtu (Tween 80) a
upraveného roztokem hydroxidu draselného na pH 7,0. Pred steri-
lisaci se pridé k Zivnému médiu vodnd mikrosuspense piipravend
z 1,0 g cholesterolu. Obsah banky se sterilisuje 30 minut p¥i
120 °c. Po ochlazeni na kultiva&ni teplotu 30 °¢ se obsah ban-
ky zaodkuje 50 ml submersniho inokula Mycobacterium sp. CCM
3528 starého 24 hodin & inkubuje se na reciprokém tFepacim
stroji 66 hodin. Poté se kultivaini médium opakované extrahuje
dichlormethanem, spojené organické vytiepky se promjji vodou,
vysu$l bezvodym siranem sodnym a organické rozpouStédlo se od-
destiluje za zvy%ené teploty ve vakuu. Odparek se rozpusti v
nejmen3im mno¥stvi octanu ethylnatého a z roztoku se krystali-
saci ziské 585 mg (vyt&%ek 76 %) 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-
- =l,4-dien=-3-onu o t.t. 181 a% 183 °C, /a/D +28° (chloroform).
Z matednych louhl se chromatografii na sloupci silikagelu dédle
ziskd po eluci sm&si benzen - octan ethylnaty 98 : 2 90 mg ne-
zreagovaného cholesterolu, sm&si benzen - octan ethylnaty 87 :
: 13 dal8ich 75 mg 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-1,4-dien-3-onu
o t.t. 180 a% 182 °C, sm¥s{ benzen - octan ethylnaty 85 : 15
malé mno¥stvi 24-norchol-4~en-3,22-dionu o t.t. 192 a% 195 °C a
24-norchola-1,4-dien-3,22-dionu o t.t. 220 a% 224 °cC.

Priklad 2

K 1000 ml %ivného média popsaného v prikladu 1 se pred sterili-
sac{ prid4 vodnd mikrosuspense pripravend z 1,0 g P-sitostero-
lu. Po sterilisaci 30 minut p¥i 120 % a po ochlazeni na kulti-
vaéni teplotu 30 %¢ se zivné médium zaodkuje 50 ml 24 hodin
starého submersnfiho inokula Mycobacterium sp. CCM 3528 a inku-
buje se na reciprokém trepacim stroji 90 hodin. Produkty bio-
transformace se z kultivadniho média extrahuji a pak isoluji
jak je popsedno v prikladu 1. Ziské se 0,31 g Cistého krystalic-
kého 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-l,4-dien-3-onu (vytéZek 55 %)
a 0,29 g nezreagovaného B-sitosterolu. | '

Prikled 3
K 1000 ml #ivného média popsaného v pFikladu 1 se pFed sterili-
sac{ p*idd4 vodnd mikrosuspense piipravend z 1,0 g stigmasterolu.
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Po sterilisaci 30 minut p¥i 120 ° a po ochlazeni na kultivaéni
teplotu 30 °C se %ivné médium zaolkuje 50 ml 24 hodin starého
submersniho inokula Mycobacterium sp. CCM 3528 a inkubuje se na
reciprokém trfepacim stroji 90 hodin. Produkty biotransformace
se z kultiva¥niho média extrahuji a pak isolujf jak je popséno
v ptikladu 1. Ziskd se 0,47 g &istého krystalického 22-hydroxy-
-23,24-bienorchola-1,4~dien-3~onu (vyt&%ek 69 %) a 0,15 g ne~
zreagovaného stigmasterolu.

Priklad 4

K 1000 ml Zivného média popsaného v prikladu 1 se pied sterili-
sacl pirid4 vodnd mikrosuspense piipravend z 1,0 g smdsi sterold
isolovanych z desodoradniho kondensdtu (slofeni: 46 % hmotnost-
nich B-sitosterolu, 32 % kampesterolu, 11 % bragikasterodu, 6 %
cholesterolu a 4,5 % stigmasterolu). Po sterilisaci 30 minut p#i
120~°C a po ochlazeni na kultiva¥ni teplotu 30 °C se Zivné médi-
um zaofkuje 50 ml 24 hodin starého submersniho inokula Mycobac-
terium sp. CCM 3528 a inkubuje se na reciprokém trepacim stroji
90 hodin. Produkty biotransformace se z kultiva&niho média ex-
trahuji a isoluji jak je popséno v prikladu l. Ziské se 0,39 £
¢istého krystalického 22-hydroxy-23,24-bisnochola-1,4~dien-3-
-onu (vytéZek 67 %) a 0,28 g sm&si nezreagovanych sterold.

Priklad 5

K 1000 ml Zivného média popsaného v p¥ikladu 1 se pred sterili-
saci pFidd vodnéd mikrosuspense pripravend z 1,0 g smési sterold
isolovanych z talového oleje (slo¥eni: 80 % hmotnostnich B-sito-
sterolu a 20 % kampesterolu). Po sterilisaci 30 minut p¥i 120 °c
a po ochlazeni na kultivani teplotu 30 °C se %ivné médium zaod-
kuje 50 ml 24 hodin starého submersniho inokula Mycobacterium
sp. CCM 3528 a inkubuje se na reciprokém t¥epacim stroji 90 ho-~
din. Produkty biotransformace se z kultivedniho média extrahuji
a pak isolujf jak je popséno v pPikladu 1. Ziské se 0,51 g &is~
tého krystalického 22-hydroxy-23,24-bisnorchola-1,4-dien-3-onu
(vyt&Zek 68 %) a 0,06 g sm&si nezreagovanych sterold.
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Zphsob vyroby 22-hydroxy-23,2_4-bisnorchola-l, fuiion~3-
-onu mikrobidlnim od¥tSpenim 84sti postranniho Fet¥zce stero-
14, napi‘. cholesterolu, / -sitosterolu, stigmasterolu, kampe-
sterolu, brasikasterolu, ergosterolu nebo smési dvou nebo vi-
se sterolll, pop¥{padd produktd jejich oxidace nebo jejich
| 3-esterli, vyznadujici se tim, %e se ke Ztdpeni vyuZivd Sin-
nosti enzymd mutantu Mycobacterium sp. CCM 3528 p¥i vfchozi’
koncentraci steroidnfho substrdtu 0,02 % a% 1 % hmote a pFi
pH reak®n{ smési v rozmez{ hodnot 6,0°a%Z 8,8, za aerobnich
podminek,
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