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Vyndlez se tyk& zplsobu vyroby 4-androsten-3,17-dionu a l,4-androstadien—3,17-dion9.
Tyto sloudeniny se pouZivajf k syntéze farmakologicky ud&innych steroidd,

Predm&tem ptedloZeného vyndlezu je zplUsob vyroby 4-androsten-3,17-dionu a l,4-andro-

stadten-3,17-dionu obecného vzorce I
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znamend jednoduchou nebo dvojnou vazbu, ktery spodivd v tom, %e se L -sitosterol
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fermentuje kulturou kmene mikroorganismd, ktery je schopen odbourédvat postrann{ tetézce
sterild.

Vyhadné se postup podle vyndlezu provadi tak, e se L -sitosterol vzorce II fermen- ¥
tuje kmenem mikroorganismu, kterd jsou schopny odbourdvat postrann{ fetézce sterol® ro-
du Mycobacterium nebo Norcardia.

Vyhodné provedeni postupu podle vyndlezu spotivd déle v tom, ¥e se oL -sitosterol
vzorce II fermentuje pomoc{ mikroorganismu Mycobacterium spec. NRRL B-3805, Mycobacte-
rium spec. NRRL B-3683, Mycobacterium phlei NRRL B-8154 nebo Mycobacterium fortuitum
NRRL N-8153,

Je znédmo, e &etné mikroorganismy (napfiklad mikroorganismy rodd Arthrobacter, Bre-
vibacterium, Microbacterium, Protaminobacter, Bacillus, Norcardia, Streptomyces a zej-
ména Mycobacterium) majf prirozenou schopnost odbourdvat v ptirodé se vyskytujici
BAG-hydroxy-zis-steroly (jako cholesterol nebo sitosterol) na oxid uhli¢ity 8 vodu, pti-
temZ se pri tomto odbourdvéni intermedidcné tvok{ 4-androsten-3,17-dion a 1,4-androsta-
dien-3,17-dion,
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Ddle je znémo, %e pomoci pf¥fsad inhibitord nebo mutantd mikroorganismd je moZno Ti-
dit odbourdvdni sterolu task, Ze se zamez!{ odbourdvdni vzniklého 4-androsten-3,17-dionu
nebo 1,4-androstadien-3,17-dionu (srov. némecké zvefejn&né spisy 15 43 269 a 15 93 327,
jakoZz 1 americky patentovy spis 3 684 657).

Pro odbornika je tudiZ pfekvapujici, Zesezazndmych podminek odbourdvéd také postra-
ni retézec Kz—sitosterolu, vzhledem k tomu, Ze je znédmo, e odbourdvdni postrannich fe-
tézcl sterold zplsobuje velmi komplexni fermenta&ni systém a nebylo tudi? moZno odekdvat,
Zze vgechny enzymy spoluplsobici pfi odbourdvidni postrannich fetézct pifirodnich steroidi
maji schopnost zplsobit také odbourdni postrannich fet&zct této sloudeniny. Krom& toho
nebylo moZno predpoklddat, Ze se prfi tomto odbourdvdni hydrogenuje 157—dvojné vazba
L -sitosterolu a %e se od3tdpuje methylovéd skupina v poloze 4 of.

Nehledé& na pouZiti jinych vychozich ldtek se postup podle vynédlezu provadi za stej-
nych fermentagnich podminek, které se pouZivaji také pfi znémych mikrobiologickych reak-
cich sterold k odbourdni postrannich Fetézca.

Podle tohoto vyndlezu se fermentace provddi za pouziti kultury mikroorganismu, kte-
réd se obvykle pouZivd k odbourdvdni postrannich fet&zc& sterold. Vhodnymi kulturami jsou
napfiklad kultury bakterif rodl Arhtrobacter, Bervibacterium, Microbacterium, Protamino-
bacter, Streptomyces nebo zejména rodd Mycobacterium, schopné odbourdvédni postrannich fe-
tézclh sterold. Jako vhodné mikroorgénismy lze uvést napfiklad: Mycrobacterium lactum
IAM-1640, Protaminobacter alboflavus IAM-1040, Bacillus roseus IAM-1257, Bacillus sphari-
cus ATTC-7055, Norcardia gardneri IAM-105, Norcardia minima IAM-374, Norcardia cirallina
IF0-3338, Streptomyces rubescens IAM-74 nebo zejména mikroorganismy Mycobacterium avium
IF0-3082, Mycobacterium phlei IF0-3158, Mycobacterium phlei (Institut fur Gesundheitswesen,
Budapest &. 29), Mycobacterium phlei ATCC-354, Mycobacterium smegmatis IF0-3084, Mycobacte-
rium smegmatis ATTC-20, Mycobacterium smegmatis (Institut fir Gesundheitswesen, Budapest
&. 27), Mycobacterium smegmatis ATCC-19979 a Mycobacterium fortuitum CBS-49566.

Zv145té vhodné jsou mikroorganismy Mycobacterium spec. NRRL B-3805, Mycobacterium
spec. NRRL-3683, Mycobacterium phlei NRRL B-8154 a Mycobacterium fortuitum NRRL B-8153,
pomoci kterych je moZno provédét fermantaci dL—sitosterolu bez pouZiti p¥idavnych inhibi-
tort inhibujicich 94 ~-hydroxylaci.

Kultivace se provéddi za podminek obvykle pouZivanych pro kultivaci t&chto mikroorga-
nismi ve vhodnych Zivnych pldéch za provzduinovéni. Poté se ke kulturdm piidé substrét
(rozpustény nebo vyhodn& emulgovany ve vhodném rozpouitédle) a provddi se fermentace a?
se dosdhne maximdlni pfem&ny substrdtu.

Vhodnymi rozpou$i&dly pro substrédt jsou napifklad methanol, ethanol, glykolmonomethyl-
ether, dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid. Emulgace substrdtu lze dosdhnout napiiklad
tim, Ze se tento substrdt v mikronisované formé& nebo (rozpustén) v rozpou$tddle misitelném
s vodou (jako v methanolu, ethanolu, acetonu, glykolmonomethyletheru, dimethylformamidu
nebo dimethylsulfoxidu) vstiikuje pomoci trysky za silné turbulence do vody (vyhodné zba-
vené vépniku), kterd obsahuje obvyklé pomocné emulgdtory. Vhodnymi pomocnymi emulgdtory
Jsou neionogenni emulgédtory, jako napfiklad adukty ethylenoxidu nebo estert mastnych ky-
selin polyglykold. Jako vhodné emulgédtory lze uvést napfiklad na trhu obvykls smidgedla
Tegin R , Tween a Span

Optiméln{ koncentrace substrdtu, doba pfiddvdni substrdtu a doba trvdni fermentace
zdvis{ na struktufe pouZitého substrétu a na druhu pouzitého mikroorganismu. Tyto veligi-
ny se musf, jak je to u mikrobiologickych pfem&n steroidd obecn& zapotfebf, zjistit v jed-
notlivém pfipadé pfedb&Znymi pokusy, které jsou odbornikovi b&zné.

Derivaty é4-androsten-3,17-dionu obecného vzorce I, které lze vyrobit postupem podle

vyndlezu jsou jak zndmo cennymi meziprodukty pouZivanymi k syntéze farmakologicky uG&innych
steroidd.
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Nésledujici pFiklady slou%i k bli?$imu objasnéni postupu podle vyndlezu.

Pfiklad 1
Obsah Elenmeyerovy banky o obsahu 2 litr& s 500 ml sterilni Zivné pady obsahujici

1 % extraktu z kvasnic
0,45 % dinatriumhydrogenfosfdtu
0,34 % kaliumdihydrogenfosfdtu a
0,20 % emulgdtoru Tween R) 80

a upravené na pH 6,7

se naotkuje suspenzi suché kultury Mycobacterium spec. NRRL B-3805 a protfepdvd se po
dobu 3 dnG pfi teploté& 30 OC a 190 otadkdch za minutu.

10 Erlenmeyerovych ban&k (500 ml) vzdy se 100 ml sterilni Zivné pldy obsahujici

2,5 % kukufiéného vyluhu

0,3 % dinamoniumhydrogenfosfétu

0,25 % sojové moudky

0,25 % emulgédtoru Tween (R) 80
a' upravené na pH 7,0

se naotkuje vidy 5 ml kultury Mycobacterium spec. a obsah banék se protfepdvd 24 hodin
pfi teploté 30 Oc a 220 otd&kdch za minutu. Potom se ke ka¥dé kultufe p¥idd roztok

100 mg & -sitasterolu v 3,0 ml dimethylformamidu a fermantace se provadi dal&ich 96 ho-
din pfi teplotsd 30 °C.

Spojené kultury se extrahuji ethylenchloridem, extrakt se zahusti ve vakuu, zbytek
se 8ist{ chromatografif{ na sloupci silikagelu a po pfekrystalovdni z diisopropyletheru
se ziskd 160 mg 4-androsten-3,17-dionu. ’

Krom& tohe se ziskd zp&t 385 mg nezreagovaného L -sitesterolu.

Pfiklad 2

Za podminek popsanych v pfikladu 1, avdak zaﬁouiiti Mycobacterium spec. NRRL B-3683
se nechd zreagovat celkem 1 000 mg £ -sitosterolu. Po obvyklém zpracovdni se ziskd vedle
630 mg nezreagovaného & -sitosterolu 140 mg 1l,4-androstadien-3,17-dionu.

PREDMET VYNALEZU

1. ZpUsob vyroby 4-androsten-3,17-dionu a l,4-androstadien-3,17-dionu obecného vzor-
ce I
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ve kterém
c e znamend jednoduchou vazbu nebo dvejnou vazbu,
vyznatujici se tim, Ze se £ -sitosterol vzorce II
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fermentuje kulturou kmene mikroorganisml schopnych odbourdvat postrann{ Ffotdzoce sterold.

2. Zplsob podle bodu 1, k vyroh& 4-androsten-3,17-dionu a 1,4~-androstadien-3,17-dio-
nu, vyznadujfci se tim, %e se o -sitosterol fermentuje kmenem mikroorganismu rodu Myco-
bacterium nebo Norcardia, ktery je schopen odbourdvat postrann{ fetézce sterold.

3. Zphoob podle bodu 1 a 2, k vyrobl d-~androoton=3,17-dlonu o L, 4-androstadlon-5,17«
-dionu, vyznadujic! se tim, Ze se o -aitostarcl fermentuje mikroorganismem druhu Myco-
bacterium apec., NRRL B-3805, Mycobacterium spec. NRRL B-3683, Mycobactorium phlel NRR
B-8154 nebo Mycosbcterium fortuitum NRRL B-8153,
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