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(54) ELJARAS 4-ADNROSZTEN-3.17-DION-SZARMAZEKOK ELOALLITASARA

(57) KIVONAT

A talilmany tdrgya eljdras az (1) éltalinos képletii
4-androsztén-3,17-dion-szdrmazékok el&dllitdsdra, ahol
X 1,2-metilén-csoportot vagy 1- vagy 2-helyzetben kap-

csolodé metilcsoportot jelent.

A taldlmdny értelmében Ggy jarnak cl, hogy valamely
(II) dltalinos képletd szterin-szdrmazékot — aho! X a
fenti jelentésd, . ... egyes vagy kettSs kotést jelol és
R, valamely szterin 8—10 szénatomos szénhidrogén-
csoportjit jelenti — valamely, Mycobacterium spec.
NRRL-B-3805 mikroorganizmus-kultirdval fermentdl-
nak.

A Kkapott vegyiletek értékes, farmakolédgiai hatdsu
vegylletek elSallitdsdra haszndlthatok kiinduldsi anyag-
ként.
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A taldlmdny tdrgya eljdrds az (1) dltaldnos képletd
4-androsztén-3.1 T-dion-szdrmazékok elGallitdsira, ahol
X 1.2-metilén-csoportot vagy valamely 1- vagy 2-hely-

zetben kapesolddo metilcsoportot jelent.

A taldlminy értelmében Ggy jarunk el. hogy valamely
(1) dltaldnos képlet(i szterin-szdirmazékot — ahol X a
fenti jelentésti, a ... ... kotés egyes vagy kettds kotést
jelent és R, valamely szterin 8--10 szénatomos szén-
hidrogéncsoportjdt jelenti — Mycobacterium spec.
NRRL-B-3805 mikroorganizmus-kultiirdval fermenti-
funk.

Valamely 8--10 szénatomos R, szénhidrogéncsopor-
ton olyan c¢soportot kell érteni. ahogyan az a természet-
ben eléfordulé zoo- vagy fitoszterinek, példaul a kolesz-
terin, sztigmaszterin, kampeszterin, brasszikaszterin vagy
a szitoszterinek adott esetben hidrogénezett oldallincai-
ban eléfordul. .

Alkalmas (1) dltalinos képletii szterin-szdrmazékok
példdul a (Ila) dltalinos képlettel jellemezhetd vegyii-
letek, ahol X és...... a fenti jelentésii és R, hidrogén-
atomot, metil- vagy etilcsoportot jelent.

A taldlmany szerinti eljdrdsban kiinduldsi anyagként
alkaimazhatunk példdul olyan szterineket, amelyek-
ben az X szubsztituens la-metilcsoportot. 18-metilcso-
pottot, la,2a-metiléncsoportot vagy 18,2f-metilén-
csoportot jelent. Alkalmas kiinduldsi anyag példdul az
la-metil-4-kolesztén-3-on, az 1f-metil-4-kolesztén-3-on.
10, 2a-metilén-4.6-kolesztadién-3on. la-metil-4-sztig-
masztén-3-on, la2a-metilén-4-sztigmasztén-3-on. la.2a-
metilén-4 6-sztigmasztadién-3on vagy a megfeleld szito-
szterin-szdrmazékok.

Ismert, hogy szdmos mikroorganizmus (igy példdul
az Arthrobacter, Brevibacterium, Microbacterium, Pro-
tamino bacter, Bacillus, Norcardia, Streptomyces és
killéonésen a Mycobacterium genus-hoz tartozé mikro-
organizmus) természetébdl adoddan képes a zoo- és fito-
szterinek széndioxidra és vizre vald lebontdsdra, és ennek
a lebontisnak a sordn 4-androsztén-3,17-dion és 14-
androsztadién-3,17-dion kozbens6 termék képzddik.

Ismert tovdbbd, hogy inhibitor adalékanyagok vagy
mikroorganizmusok mutdnsainak segitségével lehetGség
van arra, hogy a szterinek lebontdsdt ugy irdnyitsdk,
hogy elkeriljék a képzédott 4-androsztén-3,17-dion
vagy 1 4-androsztadién-3,17-dion lebomldsdt (1 543 269
és 1593327 szdmi német szovetségi koztdrsasdgbeli
nyilvinossdgrahozatali irat és a 3 684 657 szamu ameri-
kai egyesiilt 4dllamokbeli szabadalmi leirds).

A szakember szdmdra is megleps, hogy az ismert
korilmények kozott a (II) 4ltalinos képletl szterin-
szdrmazékok oldalldncai is lebomlanak, minthogy ismert
az, hogy a szterinek oldalldncdnak febontdsat egy nagyon
Osszetett enzimrendszer befolydsolja, és nem volt elére
virhaté, hogy a természetben elSfordulé szteroidok
oldallincdnak lebontdsdt befolydsolé Osszes enzim ren-
delkezik azzal a képességgel, hogy a természetben els
nem fordul6 (11) dltaldnos képletli szterin-szidrmazékok
oldallincdnak lebontdsét is befolydsolja. Ezen tilmenden
az sem volt el6re vdrhatd, hogy az 1,4-androsztadién-
3,17-dion és a 4-androsztén-3,17-dion lebontdsit be-
folydsolo enzimrendszer nem képes az (I) dltalanos kép-
letd androsztén-3,17-dion-szdrmazékok lebontdsdra.

A A% KkettSs kotést tartalmazé (11) dltalinos képletii
szterin-szarmazékok fermentativ reakcidja sordn ez a
kotés megleps médon hidrogénezddik.

Eltekintve attdl, hogy mds kiinduldsi anyagokat alkal-
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mazunk és a reakciét inhibitorok tdvollétében valosit-
juk meg. a talilmany szerinti eljirds ugyanolyan fermen-
tacios korilmények kozott valositjuk meg. mint amilyen
kérilményeket a szterinek ismert mikrobioldgiai oldal-
linclebontd reakcidinak esetén is alkalmazunk.

Az irodalom szimos torzset ismertet szteroidok 17-
alkil-oldallincdnak lebontdsdra. Az ilyen mikroorganiz-
musokrdl részletes ismertetést ad W. Charney és H. L.
Herzog Microbiological Transformation of Steroids.
Academic Press.. New York, és London cimd munkdja.
Az eljardsban el6nyosen haszndlhaté a Mycobacterium
spec. NRRL-B-3805 torzs. ’

A Mycobacterium spec. NRRL-B-3805 torzset a
3759 791 sz. amerikai szabadalmi leirds ismerteti; a
torzset az A.R.S. Culture Collection Investigations
Fermentation Laboratory, 1815 N. University Ave,
Peoria. 111. 61604 intézettol szereztitk be. E torzsek
kiterjedt irodalommal rendelkeznek és alkalmasak pél-
ddul koleszt-5-én-3g-0ol. (24R)-metil-koleszt-5-én-3f-ol,
sztigmaszt-5-én-38-ol. sztigmaszt4-én-3-on, sztigmaszta-
5.22-dién-3f-0l. sztigmaszta-4,22-dién-3-on és hasonlé
szteroidok androszt-4-én-3.17-dionnd torténd dtalakitd-
sara.

A fentiekben emlitett tovdbbi torzsek ugyancsak barki
szimdra hozzaférhetdk a megfelels torzsgytdjtemények-
b6t

A mikroorganizmusokat az ilyen mikroorganizmusok
esetében szokdsos koriilmények kozott, valamely alkal-
mas tdptalajban, levegdztetett, szubmersz kultirdkban
tenyésztjitk. Ezutdn hozzdadjuk a kultirdhoz aszubsztrd-
tumot (valamely alkalmas olddszerben. feloldva vagy
elénydsen emulgedlt alakban), és addig fermentdljuk,
amig maximdlis szubsztratum dtalakuldst nem értiink el.

A szubsztrdtum alkalmas oldészerei példdul a meta-
nol, etanol, glikolmonometiléter, dimetilformamid’ vagy
dimetilszulfoxid. A szubsztritum emulgedldsit példdul
ugy valdsithatjuk meg, hogy a szubsztrdtumot mikroni-
zalt alakban vagy valamely vizzel elegyedd olddszerben
(igy metanolban, etanolban, acetonban, glikolmono-
metiléterben, dimetilformamidban vagy dimetilszulfoxid-
ban) feloldva, erds keverés kozben az emulgedlds dltald-
nosan alkalmazott segédanyagait tartalmazé (elénydsen
mésztelenitett) vizbe adagoljuk. Az emulgedlds segéd-
anyagai nem ionos emulgedtorok, igy példaul etilénoxid-
adduktumok vagy poliglikolok zsirsavészterei. Az alkal-
mas emulgedtorok példdiként megnevezzik a kereskede-
lemben Tegin, Tagat, Tween és Span névvel kaphaté
nedvesitszereket.

A szubsztrdtum optimdlis koncentrdcigja, beadagols-
sinak ideje és a fermentdcié tartama az alkalmazott

. szubsztrdtum szerkezetétdl és a felhaszndlt mikroorga-
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nizmus fajtdjatdl figg. Ezeket az értékeket, ahogyan
ez a szteroidok mikrobiolégia 4dtalakitdsdnak esetében
iltaldban sziikséges, az egyes esetekben a szakember dltal
jol ismert el6kisérletekkel kell meghatdrozni.

A taldlmdny szerinti eljdrdssal el@dllithaté (1) dltald-
nos képletii 4-androsztén-3,17-dion-szdrmazékokat far-
makoldgiailag hatdsos szteroidok elGdllitisira haszndl-
hatjuk kiindulasi anyagokként.

Igy példdul a 4-androsztén-3,17-dion-szirmazékok
17-ketocsoportjdt adott esetben a 3-oxo-csoport ketdlld
torténd 4talakitdsa utdn redukdlhatjuk, vagy valamely
(1V) dltaldnos képletli szerves fém-vegy tlettel reagdltat-
hatjuk — ahol R, valamely révidszénldncu telitett vagy
telitetlen szénhidrogéncsoportot jelent és Me valamely

e

T

2.
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alkdlifématomot  vagy magnéziumhalogenidcsoportot
képvisel —. igy az adott esetben jelenlévS ketdlcsoport
lechasitésa utan a (111} dltaldnos képletd 178-hidroxi-4-
androsztén-3-onszarmazékokat kapjuk, ahol X a fenti

jelentésii €s R, jelentése megegyezik R, jelentésével §

vagy jelenthet még hidrogénatomot is.

R, jelentéssben rovidszénlined telitett vagy telitet-
len szénhidrogéncsoporton elénydsen metil-, etii-, vinil-
vagy etinilcsoportot kell érteni.

Az (1) dltalinos képlet{ 4-androsztén-3,17-dion-szar- 10
mazékok 17-ketocsoportjdnak redukcidjat a szakember
szdmara ismert eljdrdsokkal végezzilk {14sd példdul Fried,
John: Organic Reactions in Steroid Chemistry, van
Nostrand Reinhold Comp., New York, 1. kotet 61. oldal
(1972)]. fgy példaul ezeket a vegyiileteket ketalld tor-
ténd atalakitds utin ndtriumbdrhidriddel vagy litium-
aluminiumhidriddel reagdltatjuk, és a ketdlcsoport elbon-
tdsa utan a megfelels (111) dltaldnos képletd 178-hidroxi-
4-androsztén-3-onszirmazékokat kapjuk, amelyek ismert
madon anabolikus ésvagy androgén hatdstak. 20

Ugyanigy ismertek modszerek a 17-ketocsoport alki-
jezésére [ldsd példdul Fried, John: Organic Reactions is
Steroid Chemistry, van Ne trand Reinhold Comp., New
York, 2. kotet 53.oldal (1972)]. igy az (1) dltaldnos kép-
letd 4-androsztén-3,17-dion-szdrmazékokat adott eset- 25
ben a 3-oxocsoport ketalcsoporttd torténd 4talakitdsa
utin példdul alkilmagnéziumhalogenidekkel, vinillitium-
mal vagy alkilifémacetilidekkel reagiltathatjuk, és az
adott esetben jelenlevs ketalcsoportok lehasitdsa utdn
a (I11) dltaldnos képlet 17aR-17p-hidroxi-4-androsztén- 30
3-on-szirmazékokat kapjuk, amelyek ismerten farmako-
16giailag hatdsos anyagok vagy farmakoldgiailag hatdsos
szteroidok eléallitasdra haszndlhatok kiinduldsi anyagok-
ként.

A taldlminy szerinti eljdrdsban kiinduldsi anyagok- 35
ként atkalmazott (1) dltaldnos képletd szterin szdrma-
zékokat a megfeleld szterinekbd] dllithatjuk el§ olyan
médszerek segitségével, amelyeket a megfeleld 1- ésjvagy
2-helyzetben levé szubsztituensek szteroidokba torténd
bevitelére dltaldnosan alkalmaznak. 40

A taldlmdny szerinti eljards foganatositdsdra az aldbbi
kiviteli példdkat adjuk meg.

ey

5

A) Oldallinc mikrobiolégiai lebontdsa
45

1. példa

2 literes Erlenmeyer lombikban levS, S00 ml térfo-
gatd  steril tdptalajt, amely 1% élesztGextraktumot,
0,45% dinatriumhidrogénfoszfitot, 0,34% kdliumdi- 50
hidrogénfoszfitot és 0,2% Tween 80 emulgedtort tartal-
maz, és amelynek pH-értékét 6,7-re dllitottuk, a Myco-
bacterium spec. NRRL-B-3805 tOrzs szdraz kultdrdjdnak
szuszpenzidjaval beoltunk, és hdrom napon &t rdzzuk
30 °C hémérsékleten, percenként 190 fordulattal. 55

20 darab, Erlenmeyerlombikban levé 100—100 ml
steril taptalajt, amely 2,0% kukoricalevirt, 0,3% di-
amméniumhidrogénfoszfitot és 0,25% Tween 80 emul-
geitort tartalmaz, és amelynek pH-értékét 6 5-re dlli-
tottuk be, beoltunk a Mycobacterium spec. tenyész- ©0
kultirdjdnak S—5 ml-ével és 24 orin 4t rdzzuk 30 °C hé-
mérsékleten, percenként 220 fordulattal.

Ezutin mindegyik kultdrshoz hozzdadunk 100 meg,

I m! dimetilformamidban oldott Ila,2a-metilén-4,6-

2

kolesztadién-3-ont, és tovibbi 96 drin 4t fermentdljuk
30 °C hémérsékleten.

Az egyesitett kultirdkat etilénkloriddal extrahdljuk.
az extraktumot vikuumban beparoljuk, a maradékot
kovasav oszlopon végzett kromatografilissal tisztitjuk.
és igy diizopropiléterbdl valé dtkristilyositds utan 09 g
la,2a-metilén-4-androsztén-3,17-diont kapunk, amely-
nek olvaddspontja 155 °C.

A kiinduldsi anyagot az alabbi mddon dllitjuk elG.

a) 111 g 3B-hidroxi-S-kolesztént 2,2 liter toluol és
111 ml ciklohexdin elegyében az elegy forrdspontjdra
melegitiink, hozzdcsopogtetitk 55.5 g aluminiumizo-
propilat 666 ml toluollal készitett oldatdt, majd 90 per-
cen dt tovabb melegitjiik lassd ledesztillalds kozben. A
lehiilt reakcicelegyet éterrel felhigitjuk. hig kénsavval
és vizzel mossuk és bepdroljuk. A maradékot vizgéz-
desztillacionak vetjik ald, és a metilénkloriddal végzett
extrakcigval kapott nyersterméket szilikagélen kromato-
grafiljuk. Metanolbdl valé dtkristdlyositdssal 70 g 4-ko-
lesztén-3-ont kapunk, amelynek olvaddspontja 79-
80,5 °C.

b) 60 g 4-kolesztén-3-ont feloldunk 2 liter éter és
i ml, brémhidrogénsavat tartalmazé 37 %-os ecetsav
elegyében, keverés kozben hozzdadjuk 524 g brém
300 ml ecetsavval készitett oldatdt, és a reakcidelegyet
15 percen 4t keverjik. Ezutdn tovibbi kis mennyiségli
érerrel felhigitjuk, és egymdst kovetden vizzel, ndtrium- -
hidrogénkarbondt-oldattal és vizzel mossuk. Sziritds és
bepdrlds utdin 90 g nyers 2,6-dibrém-4-kolesztén-3-ont
kapunk olajszerii anyag alakjaban.

¢} 90 g nyers 2,6-dibrém-4-koleszién-3-ont 20 6rdn
4t keveriink 100 °C hSmérsékleten 900 ml dimetilform-
amidban 36,9 litiumkarbondttal és 43,3 g litiumbro-
middal. Ezutdn jeges vizbe keverjiikk, a csapadékot le-
szirjuk, vizzel mossuk és metilénkloridban felvesszitk.
Szaritas és bepdrlds utdn a maradékot szilikagélen kro-
matografaljuk, igy 42 g 1,4,6-kolesztatrién-3-ont kapunk
clajszer(i anyag alakjaban.

d) 31,9 g trimetilszulfoxéniumjodidot 2 6rdn at
keveriink szobah&mérsékleten 1 liter dimetilszulfcxid-
ban 5,6 g elporitott nitriumhidriddel. Ezt az oldatot
azutdn 40 g, 200 ml abszoliit tetrahidrofurdnban oldott
1 ,4,6-kolesztatrién-3-onhoz adjuk, és a reakcidelegyet
24 6rén it keverjik szobahSmérsékleten. Ezutdn ecet-
savat tartalmazé jeges vizbe keverjik, a kivélt olajszerd
anyagrol dekantdfuk, és ezt éterben felvessziik. Szdritds
és beparlds utin kromatografidsan tisztitjuk, majd meta-
nolbol atkristdlyositjuk a terméket. fgy 10,5 g 1a2a-
metilén-4 ,6-kolesztadién-3-ont kapunk, amelynek olva-
déspontja 68--69 °C.

2. példa

20 darab Erlenmeyerlombikban az 1. példa szerinti
koriilmények kozott 100100 mg la-metil-4-kolesztén-
3-ont a Mycobacterium spec. NRRL-B-3805 torzs kulti-
réjdval reagiltatunk és feldolgozzuk. lgy la-metil-4-
androsztén-3,17-diont kapunk, amelynek olvaddspontja
134-137°C.

A kiinduldsi anyagként alkalmazott 1o-metil-4-kolesz-
tén-3-on ismert {C. A. 61., 8367 (1964)].-

B) A 4-androsztén-3,17-dion-szdrmazékok tovdbbi
4talakitdsa

3-
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1
1. példa

3.2 g la2a-metilénd-androsztén-3,17-diont 50 mli
abszohit etanolban feloldunk, O °C-ra hiitjiik, és részle-
tekben dsszekeverjikk 0,5 g natriumborhidriddel. A reak-
cidelegyet 3 ordn it reagdltatjuk jeges hiités kozben,
majd 50 ml félig telitett natriumdihidrogénfoszfit-
oldatha belekeverjiik, a kivilt terméket leszlirjik és viz-
zel kimossuk. Etanolbdl vépzett dtkristdlyositds atdn
1.95 g 178-hidroxi-1a,2a-metilén4-androsztén-3-ont ka-
punk. ezt szobahSmérsékleten ecetsavanhidrid-piridin
eleggyel acetilezve 17f-acetoxi-la,2a-metilén-4,6-and-
rosztén-3-ont kapunk, amely erGs anabolikus hatdsi
vegyiilet [Arzneim. Forschung 5., 1168. (1965)].

II. példa

la-Metil-4-androsztén-3,17-diont az I. példa szerinti
maodon alakitunk erdsen anabolikus hatdsu 17 f-acetoxi-

2

ta-metil-4-androsztén-3-onn4 [:Arzneim. Forschung /5.,
1168. (1965)].

SZABADALMI IGENYPONT

Eljdrds az (I) dltaldnos képletd 4-androsztén-3,17-

10- dion-szdrmazékok eléallitdsara — ahol

X 1,2-metiléncsoportot vagy 1- vagy 2-helyzetben
kapcsolédé metil-csoportot jelent —,

azzal jellemezve, hogy valamely (II) dltalinos képleti

szterin-szdrmazékot — ahol X a fenti jelentésd, ... ..
15 egyes vagy kett8s kotést jelol és R, valamely szterid

8-10 szénatomos szénhidrogéncsoportjit jelenti — vala-

mely, a Mycobacterium spec. NRRL-B-3805 mikro-

organizmus-kultiraval fermentdlunk.

1db

ibraoldal
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