Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

SZTEROIDKONVERZIOK

A szteran vaz planaris, merev szerkezet, pl. a 3-as és 17-
es C-ek tavolsaga ill. a rajtuk levé szubsztituensek tavol-
sdga pontosan meghatarozott. A szteranvazas vegyuletek
bioszintézise soklépéses, hosszadalmas folyamat.

R; és Ry = metil
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03. Szteroidkonverzidok

Szteroidkonverzidk

Gyodgyszerként szteroid hormonokat, szarmazékokat és ana-
l6gokat alkalmaznak a szervezet szabdlyoz6 mechanizmu-
sainak manipulalasara.
Az emberi szervezetben miik6dd szteroid hormonoknak sze-
repe van a:
» viz- és s6haztartas szabalyozasaban (mineralokortikoidok)
» cukorhaztartasban (glikoneogenezis) és a gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban (glikokortikoidok)
kortizol = ,stresszhormon”

» nemi mikddésekben (6sztrogének, gesztagének, teszto-
szteron)
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A szteroidok bioszintézise

R Mineralocorticoids
9 & 3
2 ol ® (21 carbons) oH
1T 4
o The e
05 9 | ™ cholesterol Adosterone
Ho' 4
[Cholestrol side-chai| Adosieione
|deavage enzyme on synihase:
3 Progesterone =t o .
g 2 o
1 gl N

s
[17a-hydroxylase

S Teoncoserone

SseIxoIPAUITT

g 1ranydoy
£ begnincion

A~ N
B

ndemymmsg\ii/,‘on o ‘:"
geor Lidém

I\

[17a00me

s
= ~NAAY
o L D e

[

N

[ JEsuiol

¥

L I
Pt } arcceenacl ] T Jes

S o " o

& Cellular location

o e of enzymes
/\k[\f > o 3
" on Smooth endoplasmic
pre Jomyostosierone EZX

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Szteroidkonverziok

A szteroid hatéanyagokat nem kémiai totalszintézissel és
nem is de novo fermentaciéval allitjak elé, hanem termé-
szetes eredetli szterdnvdzas molekuldk atalakitasaval,
biokonverzidval. A kivant szteroid kialakitdsa soran egy-
egy lépésben csak egy kis szerkezeti részt valtoztatnak
meg. Kémiai és bioldgiai lépések egyarant eléfordulnak.
Szaznal is tobb mikrobioldgiai konverziot irtak mar le, de a
reakciok harom alaptipusra korlatozédnak:

» Oxidéacié (OH csoport oxidaciodja, bevitele, kettds kotés)
» Redukcié (keto csoport, kettés kdtés redukciodja)
» Hidrolizis

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

Kiindulasi anyagok

Noévényi: szitoszterin (sz6jaolaj, fagyanta, tall olaj = a cel-
luléz gyartas mellékterméke), sztigmaszterin (babfélék),
dioszgenin (mexikéi névény gyokere)

A szo6jaolaj eredetli nyersanyag haromféle névényi szteroi-
dot tartalmaz: B-szitoszterin, sztigmaszterin és kampeszte-
rin. F6komponens: >40% szitoszterin

Allati: koleszterin (epevaladék)

Szintetikus: B-naftol

ia és Elelmi iny Tanszék

NOvényi szteroid alapanyagok
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Szteroidkonverziok

Az enzimes reakciok elényei:

» Enyhe korilmények kdzott végrehajthatok

» Sztereoszelektiv atalakitdsok lehetségesek

» Nem szUlikséges védécsoportokat ratenni, majd levenni.
Hatranya:
Minden konverziés |épéshez kiilon enzimet (= térzset) kell
keresni. A konverzidhoz hasznalt enzimek szubsztratja
eredetileg nem szteroid, hanem valamilyen mas, analég
molekula = régiéspecifikus enzimek.
Emiatt a megfelelé mikrobatérzsek keresése (screening)
nem tervezhet6é és nagyon munkaigényes.
A szikséges enzimeket altalaban nem izolaljak, hanem
nyugvésejtes tenyészetben hasznaljak.
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Szteroidkonverziok

A folyamat elsé Iépése az oldallanc lehasitasa. A telitett ol-
dallancu szteroidokat kilénb6z& mikrobakkal oxidalva 17-
keto termékekhez jutunk:

AD 90H-AD ADD

androsztén-dion 9a0OH-androsztén- androsztén-dién-
dion dion

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

Technoldgiai kérdések

A sokféle konverzios technologia kdzds elemei 6sszefog-
lalhatok egy sémaba:

- sejtszaporitas Tenzim'[ermelés T konverzi6 -

induktor- szubsztrat-

adagolas adagolas
e 12
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Technologiai
kérdések

A szteroidok rosszul ol-
dodnak vizben:

- kristalyfermentacio: a
szubsztrat és a termék
egyarant kristalyos for-
maban van jelen, latsz6-
lag nem térténik semmi.

Technoldgiai kérdések

A szubsztrat bevitelét klildnb6z6 trikkokkel kell megoldani:
» A szubsztratot oldészerben (alkohol) veszik fel, a fer-
mentorba lassan becsorgatva kikristalyosodik
» Tenzidekkel, detergensekkel megolvasztva
stabil emulziét készitenek, lehitve apro kris-
talyok keletkeznek

» Ciklodextrinek — molekularis csomagolas — !

Ha Mycobacteriumokat hasznalnak, akkor a viaszos falu
sejtek ratapadnak a szteroid kristalyokra.

BME A i 6gia és Elelmi dny Tanszék

03. Szteroidkonverzidok

A szubsztrat bevitele

A szitoszterinbdl a szénforrasként alkalmazott glicerinnel és
kilénbdz6 tenzidekkel (Tween-80, Struktol, polipropilén-gli-
kol) egydtt vizes rendszerben intenziv keverés mellett 121 C°
-on (sterilezés héfoka) az olvadékbol emulziot készitenek.

A szuszpenziét kiegészitik az egyéb taptalaj-komponensek-
kel (széjaliszt, NH4Cl, KH,PO,, CaCO3) = tapoldat.
Beallitjak a pH-t, majd 121 C°-on sterilezik. A kétszeri h6ke-
zelés soran a tenzidek jelenlétében a szitoszerin atkristalyo-
sodik és igen apré6 szemcseméretli lapos, illetve tis krista-
lyok képzédnek.

A fermentacié soran a szaporodd Mycobacterium megkéts-

dik a szitoszterin kristalyok fellletén, és ott megy végbe a
biokonverzié.

BME A i 6gia és Elelmi dny Tanszék
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Technolégiai kérdések

Feldolgozas: az apolaros szteroidok izolalasanak jellemzé
muivelete az extrakcio.

Tipikus Iépések:

1. Teljes extrakcio: ,erés” olddszerrel (pl. halogénezettek)
minden szteroidot és lipidet kivonnak

2. Fazisok szétvélasztasa

3. Oldészer lehajtasa

4. Szelektiv extrakcié: pontosan bedllitott polaritasu oldé-
szer(keverék)kel egy komponens kioldasara térekednek
a sok kozdl.

il BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

Szitoszterinbol eléallitott vegyiletek

Androsztén-dion (AD): tébb hatéanyag intermediere.
Piaca > 1000 t/év

A szitoszterin oldallancanak a lebontasat a Mycobacterium
phlei térzzsel végzik.

CcH”
J—1 CHy
e}

Szitoszerin Androszténdion
CooHsnO CoHx02
Ms: 286,4
Ms: 414,69 52 286,
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AD technolégia

A szitoszterin atalakitdsa nem egylépéses folyamat, 6ssze-
sen 11 enzim jatszik szerepet, 14 egymast kdveto lépésben.
A reakcid 0sszesitett sztdchiometriai egyenlete:

szitoszterin + acetil-CoA + 2 CoASH + 2 H,0 + NADPH + 3
NAD+ + 3 FAD + CO, + O, + ATP =

= AD + 3 propionil-CoA + 2 ecetsav + NADP + 3 NADH, +
2H+ + 3 FADH, + AMP + PP;

Szénatomokra:
Oldallanc (C,y) + CO,= 3 C; (propionil) + 1 C, (acetil)

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

AD technoldgia

A konverzi6 hatasfoka kb. 70%-o0s:

24 g/l szitoszterinbdl kb. 10 g/l AD + 3 g/l szitoszterin +
1g/l egyéb anyag keletkezik.

Az oldott CO, koncentracié javitja a kihozatalt, emiatt a tal-
zott leveg6ztetés hatranyos.

Totalextrakcid: a teljes fermentlevet extrahaljak diklor-me-
tannal, majd lehajtjak az oldészert.

A szelektiv extrakciot 85%-os metanollal végzik, amely az
androszténdiont oldja, de a szitoszterint nem.
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AD technolégia

A kdvetkez6 reakcidlépés kémiai szintézis, vizmentes THF-
ben hajtjak végre fém kalium és acetilén gaz jelenlétében.

OH
C=CH

fém K + acetilén

WVizmentes THF

¥

Etiszterol

20
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AD technolégia

A keletkezett etiszterol maga is gyégyszerhatéanyag (pro-
geszteron hatasu) de tovabbi hatéanyagok gyartasanak
kiindulasi anyaga is:

finaszterid (jéindulatd prosztata megnagyobbodas ellen)

progeszteron szarmazékok (két szénatomos egység a D
gydrin) pl. drosprienon, ami fogamzasgatlok hatéanyaga

spironolakton (aldoszteron antagonista = vizhajté)

21
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

9a0H-androszténdion technolégia

A 9a-OH AD a prednizolon gyartas intermedierje.

A Mycobacterium smegmatis enzimrendszere egy fermen-
tacios lépésben tavolitja el a szitoszterin oldallancat és ala-
kitja ki szelektiven a 9a-OH csoportot.

Konverziéo ~70%, 30 g/l bevitt szitoszterinbdl elméletileg
14,5 g/, izemben 10-11 g/l-es termékszint érhet6 el.

0

+ gn
Myxcbact smegmatic » ‘@
o

itos zterol 90HAD

22
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Feldolgozas

A fermentlében ~ 12 g/l 9aOH-AD
~ 1-4 g/l szitoszterin
~ 1-3 g/l egyéb szteroid melléktermék

1. Totalextrakcié diklér-metannal (mindent kiold, ronda
emulzié, nehéz szétvalasztani)

2. Beparlas (vakuumban)

3. Szelektiv extrakci6 diizopropil-éterrel (a 9aOH-AD-t
oldja, a maradék szitoszterint nem)

4. A maradék szelektiv extrakcioja metanollal (a szito-
szterint oldja, a 9aOH-AD-t nem)

- 23
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Kémiai reakciolépések

Dezoxi-androsztén-dion (DAD) gyartasa: a vizelvonashoz
85%-0s H3POg4-ban f6zik, melynek hatasara a 9 és a 11
szénatom kozott kettés koétés alakul ki, erre késébb kdny-
nyen addiciondltathatunk pl. vizet, vagy HF-ot. Addicional
az elektronszivé csoport a 11 C atomra kétédik. Ez a szub-
sztitlcié szilkséges a kortikoszteroidoknal.

0 o
20 HO
85%-0s H.PO,

33hs

+H20
—_—

(o] (o)
dezoxi-andosztréndion (DAD)

2 24
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Kémiai reakciolépések

HF addicié — 11-F szarmazékok — ,szuperkortikoidok” =
hatékony gyulladasgatlok.

C2 egység bevitele: Mint az etiszterolnal
Az oldallanc tébblépéses atalakitasaval — hidrokortizon

HO
o C=CH
féraklium
+acetilén ceectmeeneoeoene-- s hidrokonlizon
(o]

11-OH etiszterol

A 25

il BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomdny Tanszék

Gyulladasgatlé szteroidok

A hidrokortizon (= kortizol)

A kortizolnak gyulladascsokkenté hatasa mellett sok egyéb
aktivitasa van:

» ,stresszhormon” — a stressz ndveli a hormonszintet

» glikoneogenezis — néveli a cukorszintézist mas szénva-
zakbol, mobilizalja a glukozt, emeli a vércukorszintet.

» befolyasolja az ion- és vizhaztartast mind a vesékben,
mind a bél nyalkahartyajan.

» Elnyom egyes immunfolyamatokat.

__ %
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Gyulladasgatlé szteroidok

A hidrokortizon klasszikus el6allitasa ReichsteinS-acetatbdl
térténik (direkt 11-hidroxilezés).

OH
O he
Curvulana lunata

REICHSTEIN-S acetdt hidrokortizon

Nem kivant egyéb hatasai miatt prednizolont allitottak el6
bel6le, amely szintén gyulladasgatl6, de kevesebb a mel-
|ékhatasa —

e 27
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Gyulladasgatld szteroidok 2.

A vizben rosszul old6dé hidrokortizon szubsztrat bevite-
le ciklodextrin zarvanykomplex segitségével valosithatd
meg. Az atalakulas csaknem 100%-os, kevés mellékter-
mék keletkezik.

Feldolgozas: extrakcié etilacetattal, beparlas

OH OH
=0
HO OH HO OH

Corynebacterium simplex
1-2 dehidrogénezés

hidrokortizon prednizolon

28
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03. Szteroidkonverzidok

Gyulladasgatlo szteroidok 3.

A prednizolon vizoldhatésaga
névelhetd, kilénbdzd szubsztitu-
ensek hozzakapcsolasaval:

A prednizolonbdl allitjak
el6 a FTOROCORT ke-
nécs hatdanyagat, a tri-
amcinolon-acetonidot

H

H
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Az androgén szteroidok hatasa kettds

Androgén hatas
> A férfi nemi szervek kifejlédése és névekedése
» A normadlis férfi szexudlis mikddés fenntartasa
» A masodlagos nemi jellegek kialakitasa
» Szlkségesek a himivarsejtek éréséhez
» Tobb vords vérsejt (+ 10-20%, androgén toébblet)

Anabolikus hatés
» Nitrogént tart vissza a szervezetben fehérjék for-
majaban
» lzomtébmeg ndvelése
» Fékezik a katabolizmust és a lebonté folyamatokat

31
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Anabolikus szteroidok

Orvosilag lehet cél az anabolikus hatas (roboralas).
Olyan szarmazékokat keresnek, amelynél az anabo-
likus hatas nagyobb, az androgén pedig kisebb.

Ezeket sportoldk és testépiték doppingszerként is al-
kalmazzak. (Sztanozolol, Nandrolon)

Magyarorszagon gyartott szer a Nerobol.

32
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No6i nemi szteroid hormonok

Természetes Ssztrogének

H.OH H,O CH, OH

o
HO HO HO

Osztradiol Osziron Osztriol
(estr-1,3,5-triene-3,17 pdiol)  (3-hydroxy-estr-1,3,5-triene-17-one)  estr-1,3,5-triene-3,16,17-triol)

Természetes gesztagén o

Progeszteron
(Pregn-4-ene-3,20-dione)

33
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia 03. Szteroidkonverzidk

Az dsztrogének bioszintézise
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No6i nemi szteroid hormonok

A természetes O0sztrogének fizioldgiai szerepe

» A n6i nemi szervek kifejl6dése

A masodlagos nemi jellegek kialakitasa (n&i + férfi)
A peteérésben és a fogamzasban

A csonts(irliség szabalyozasaban (néi + férfi)
Anyagcserében

>
>
>
>

A természetes gesztagének fizioldgiai szerepe

» A terhesség megtartasa
» A peteérés és ovulacio gatlasa
» A spontan mehdsszehltzodasok gatlasa

35
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Fogamzasgatld szteroidok

A hormonalis fogamzasgatlas a gesztagén hatason alapul:
a szintetikus progeszterin analégok ,elhitetik” a szervezettel,
hogy a fogamzas megtortént, igy az Gjabb peteérésre nincs
szikség.

Az egykomponensi tablettak csak progesztagén hatéanya-
got tartalmaznak.

Ezek részben 19-nor-szteroidok (a 19-es metil csoport hi-
anyzik), illetve mas, szintetikusan el6allitott szarmazékok.
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Pécs Miklés: Gydgyszer- és orvosi biotechnoldgia

Progesztagén szteroidok

Progeszteron o
CH CH,

any Tanszék

03. Szteroidkonverzidok

Fogamzasgatld szteroidok

A kétkomponensti tablettédk a progesztagén hatéanyag mel-
lett egy Osztrogén tipusl molekulat is tartalmaznak. Ezek
valtozé aranyaval (két, illetve harom szakasz) jobban mo-
dellezik a néi hormonalis
ciklust.

Etinil-6sztradiol:
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