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Szteroidkonverzidk

A gerinces allati szervezetekben megtalalhaté szteroidok nagy csoportjat alkotjak a szte-
roid hormonok. Ezek kozé tartoznak a nemi hormonként szamon tartott szex szteroidok, me-
lyek harom f6 csoportja az androgének, az dsztrogének és a gesztagének. Masik szteroid hor-
moncsoport a mellékvese kereg altal termelt kortikoszteroidok, melyek képvisel6i egyrészt a
SO- és vizhaztartas szabalyozaséaért felel6s mineralokortikoidok (aldoszteron), mésrészt a
szénhidrat anyagcserét és gyulladasos folyamatokat — azaz immunfunkciokat — is befolyasold
glikokortikoidok (kortizon). A szteroid hormonok tovabbéa az anabolikus szteroidok, melyek
az un. androgén receptorokkal lépnek kdlcsonhatasba, igy fokozzak a nitrogén visszatartason
keresztil az izom- és csontszintézist

A gyogyszeripar sok szteroid hormont és hormon-analogot allit eld, e gyartasok egy ré-
sze biotechnoldgiai Iépéseket tartalmaz. El6allitasuk altalaban soklépéses folyamat, amelyben
a biokémiai es szintetikus lépések egyarant el6fordulnak. A biokémiai Iépesek rendszerint
egyetlen enzimes atalakitast jelentenek, azaz biokonverzidkrol van sz6. Az atalakitasok soran
leggyakrabban nyugvosejtes fermentaciot (olyan elszaporitott sejttomeg, melynek nincs szén-
forrdsa, nem szaporodik) alkalmaznak.

1. Szteroidok felépitése és csoportjai

A szteroidok négy cikloalkan gydiri specifikus egymashoz kapcsolddasa soran alakul-
nak ki. A molekula vazat tizenhét szénatom képezi, melyek a szorosan kapcsolédé gydir(ik fel-
épit6i. Harom ciklohexan — A, B és C — és egy ciklopentan —D — alkotja a gonan alapvazat (1.
abra).
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1. abra A szteran vaz felépitése

A szteroidok valtozatossagat a gydrdk telitettsége és a hozzajuk kapcsolddo funkcios
csoportok adjék. A biogén szteroidokban a bioszintézis a szkvalénbdl indul (hexaterpén) emi-
att a C-10 és C-13 szénatomokhoz metilcsoportok kapcsolodnak, valamint a 17-es szénatom-
hoz egy nyolc-tiz tagu alkil oldalldnc. A vegyiletek valtozatossagahoz hozzajarul meg az ol-
dallancok konfiguracids helyzete, a kapcsolédd metilcsoportok szama és a gydr(n talalhato
tovabbi funkcids csoportok. llyen csoport példaul a szterinek csaladjara jellemzé, a C-3 szén-
atomon talalhaté hidroxilcsoport. A szterinek képviselGire jellemzé tovabba, hogy a kolesztan
molekulabdl szarmaztathatdak.

A szteroid konverziok targyalasa el6tt tekintsiik at, hogy miként szintetizalodnak az em-
beri szervezetben az egyes hormonok.

A sémabol lathatd, hogy a szerkezet-hatas kapcsolatok nem kildnilnek el élesen, s6t
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2. abra A human szteroid hormonok bioszintézise

egyféle aktivitasi hormonbol kialakulhat egy mas hatasu szteroid. Igy a férfihormon (andro-
gén) tesztoszteronbdl létrejohet ndi hormon, az Osztradiol; a ndi hormon progeszteronbdl
anyagcserére hato kortikoszteron és a vesére hato aldoszteron. Altalanossagban elmondhatjuk,
hogy a szteroidok hatdsspektruma nem tiszta, a féhatdsuk mellett mindig észlelhetiink egyéb,
mas szteroidokra jellemz6 mellékhatasokat is. A szteroid kutatas egyik f6 iranya, hogy olyan
molekulakat allitsanak el, amelyek a célzott hatas mellett minimalisan befolyasoljak, terhelik
az emberi szervezetet.

77 7

2. El6allitas, alapanyagok

A teljes szteran vaz keémiai szintézise lehetséges ugyan, de bonyolult és draga, ezért a
gyartasok a természetb6l ,,készen” vett vazbol indulnak ki, és ezt alakitjak &t sok lépésben a
kivant vegyuletté.

A sokféle szteroid hormon elGallitasara a gydgyszeripar kiilonb6zd kiindulasi vegyule-
teket alkalmaz. Ezek kozil a legjellemz6bbek a ndvenyi szterinek kézé tartozé sztigmaszterin,
B-szitoszterin és kampeszterin, tovabba a dioszgenin, a szolaszodin, és a hecogenin mint a
szapogeninek képviseldi, vagy az allati eredet(i koleszterin. Két oka van, hogy a gazdasagilag
megvalosithatd folyamatok fejlesztése az el6bbi szubsztratokon alapszik. Egyrészt az ala-
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csony nyersanyagkoltségek, masrészt a rajuk jellemzé egyszer( atalakithatosag.

Noveényi eredet(l szteroid a szitoszterin, mely a szdjaolajban és egyes fafajtak anyaga-
ban talalhato, illetve a sztigmaszterin, amely a babfélékben fordul el6. A koleszterint allatok
epevaladekabol nyerik, mig szintetikus uton hasonlo vegyuleteket pl. 3-naftol és borostyanko-
sav-anhidrid reakciojaval allithatunk el6.

2.1 A fitoszterinek képvisel6i, kinyerése és felhasznalasa

A fitoszterinek — vagy ndvényi szterinek — olyan természetesen elGfordulo vegyiletek,
melyek szerkezetiikben igen nagy hasonlésagot mutatnak a koleszterinnel. Mindkettének a
négy gydrds rendszer adja az alapvazat, kapcsolodik hozzajuk 3B helyzetben hidroxilcsoport,
és igen gyakori a 5 és 6 helyzet(i szénatomokat dsszekapcsolo kettds kotés. A szerkezetiik
mellett biologiai szerepuk is hasonlo, tekintve a sejtek foszfolipid membranjaban kifejtett sta-
bilizalé hatasukat. Am jelentGs kiilonbséget jelent az, hogy amig a koleszterinen talalhato ol-
dallanc nyolc szénatombdl all, addig a fitoszterinek jellemzden kilenc vagy tiz szénatom
nagysagu oldallancot tartalmaznak. Névenyfajokbdl eddig tébb mint szaz kiillénbdz6 féle fito-
szterint azonositottak, melyek kézll a leggyakoribb kepvisel6k (3. abra) a szitoszterin, a sztig-
maszterin, az ergoszterin és a kampeszterin.

HO
p-szitoszterin Kampes:zterin
HO HO
Sztigmaszterin Brasszikaszterin

3. abra A leggyakoribb novényi szteroidok
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2.2 Forrasok

A novényi szterinek ipari léptékben torténd izolalasanak két nyersanyaga van, a névényi
olajok feldolgozéasakor keletkez6 dezodoralasi iszap és a fagyanta, amely a faiparnak egy mel-
lektermeéke. A kinyert anyagot — eredetéere valo tekintet nélkil — felhasznaljak a gyogyszer- €s
élelmiszeriparban. A nyers névenyi olajokat tobb 1épéses kezelésnek kell alavetni, hogy meg-
tisztitsak azokat szennyezd 0sszetevoiktol. A novényi olajak finomitasaban nyalkatlanito, sav-
talanito, deritési, valamint viasztalanito és dezodoralo 1épéseket alkalmaznak. A fitoszterinek
elkilonitése a dezodoralo lépésben kovetkezik be. Ez a mivelet nyQjt lehet6séget az egyéb-
ként kis sz&zalékban jelenlévd szterinek koncentralasara (1. tblazat). Szterinek Kinyerése cél-
jabol felhasznalt nyersolajok kozt a leggyakoribb a kukoricaolaj, a kukoricarost olaj, a blza-
csira olaj és a szojaolaj.

NBvénvi olai Szterin tartalom
yrotaj (mg/100g olaj)
Nyers Finomitott
Kukorica 850 730
Repce 820 770
Napraforgd 430 350
Szoja 350 260

1. tablazat Novényi olajok szterin tartalma

2.2.1 Kinyerés dezodoralési parlatbol

A fitoszterinek szterin tartalmu anyagokbdl vald kinyeresére tobb maddszert is alkalmaz-
nak. Ezeket féképp az hatarozza meg, hogy a szterinek egy része észter formaban van jelen a
forrasaiban. llyen esetekben a kiinduladsi anyagot hidrolizisnek vetik ala, minek hatdsara a
szterinek felszabadulnak az észter formabdl. A szteroid-észter tartalmi anyagok hidrolizise
megvaldsulhat vizes kozegben, nagy nyomason (1,5-50 Mpa) és magas hémersékleten
(200°C) vagy elszappanositassal, melynél enyhe tulnyomast, magas hémérsékletet és keverést
alkalmaznak. Utobbi modszer elénydsen kapcsolja 6ssze a hidrolizist és az elszappanositast.
Az 0sszetevOk elvalasztasat és koncentralasat extrakcidval vagy (molekularis) desztillacidval
végzik.

2.2.2 Kinyerés fagyantabol

Fitoszterinek kinyerésére szolgalo masik forras a folyékony fagyanta, amely a fa- és cel-
lulézipar egyik mellékterméke. Els6sorban, de nem kizérdlag, a feny6félékbdl szarmazd pu-
hafa feldolgozésa soran képzodik. A nyers fagyanta el nem szappanosithatd 6sszetevGinek
ardnya jellemzéen 5-35% kozott valtozik, a fa fajtajatol figgden. Ilyen alkotok példaul a
viaszok, a hosszulanca alkoholok, a zsirsavészterek, a szterinek és a szteroid észterek. Ezen
belul az 6sszes szterin kiteheti a teljes tomeg 3-7%-at, féként észterezett formaban.

A termelés vagy fagyanta szappanbol vagy fagyanta szurokbdl torténik, mindkét anyag-
nak vannak el6nyei és hatulutdi is. Szterinek feldolgozasat az utébbi anyagbdl mar az *50-es
években leirtdk. A szurokban a szterinek mellett el6forduld szennyez6k nagy molekulasulyu
savak — olajsav, sztearinsav — és a nagy molekulasulyu alkoholok, melyek nehezen valasztha-
tok el a szterinektdl.

A Korabbi évtizedekben kilonb6z8 olddszeres extrakcioval tortént a szterinek kinyerése
és tisztitasa ebbdl a nyersanyagforrasbdl. Ezek a modszerek egyre keveshé fejleszthetdek, ko-
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szOnhet6en az olddszerek hasznalatara vonatkozé szigor( szabalyozasoknak. A nagy tisztasa-
gu végtermeékkel kapcsolatos elvarasok nehezen is teljestltek. Utobbi okok vezettek a desztil-
lacion alapul6 eljarasok kifejlesztéséhez.

A szterin frakcién belll a B-szitoszterin a legaltaldnosabban hasznélhat6 vegyilet. En-
nek dusitasara, tisztitasara tovabbi mdveletekre van szlikség. Jellemzéen frakcionalt kristalyo-
sitast alkalmaznak, a szterin frakcidt forr6 szerves olddszerben (pentanol, ciklohexanon, vizes
alkoholok) oldjak, és fokozatosan leh(tik, néha oltokristallyal gyorsitjak a kristalyok kivala-
sét. A tiszta anyag el6allitasa csak tobb lépesben lehetseéges, emiatt nagyon dradga. Emiatt az
ipari technologidkban gyakran beérik 70-80%-o0s tisztasagu, de olcsobb alapanyaggal, kiilono-
sen, ha a mellékkomponensek is hasonlo szerkezetd, hasznosithatd szteroidok.

A sztigmaszterint gyakran el6bb progeszteronna oxidaljak kémiai eljarassal, mivel a
benne talalhatd C22-es kett6skotés gatolja az alkalmazott mikrobatérzsek metabolizmusat.

2.2.3 Az oldallanc lehasitasa

A szitoszterin (a gyakorlatban B-szitoszterin és kampeszterin keveréke) és a koleszterin
oldallancat mikrobialisan bontjak le, és oxidaljak 17-ketoszterinekké, els6sorban androszt-4-
én-3,17-dionnd (AD), 90-OH-AD-na és androszta-1,4-dién-3,17-dionné (ADD).

AD 900H-AD ADD

4. 4bra  androsztén-dion 9aOH-androsztén-dion androsztén-dién-dion

Ez a harom vegyiilet sokféle tovabbi gyartas alapanyaga, az elsé ketté éves vilagpiaca
egyenként is ezer tonna folott van.

A Kivalasztott szteroid alapanyagbol a kivant gydgyszerhatdéanyag kialakitasa tobblépé-
ses folyamat, amelynek soran a szteran vaz megdrzésével mindig csak egy-két funkcios cso-
portot alakitanak at, vagy kettds kotést hoznak létre. Egyes lépéseket kémiai Gton is meg lehet
valdsitani, de szamos esetben a biokonverzio elénydsebb. A szteroid gyartd tizemek igy szin-
tetikus és fermentacios atalakitasokra egyarant alkalmasak, a kémiai €és bioldgiai (izemegysé-
gek egymasnak adjak az intermediereket.

A biokonverzi¢ elényei:

» enyhe kémiai és h6mérsékleti koriilmények kdzt mennek végbe
> sztereoszelektiv atalakitasok lehetsegesek

» nem szlikséges véddcsoportokat rakapcsolni, majd eltavolitani.

Hétranyai:

» Minden konverzids lepéshez kulon enzimet (=térzset) kell keresni. Az alkalmazott
torzsek nagyon sokfelék, lehetnek baktériumok, eleszt6k, fonalas gombak. A benniik
azonositott, és a technoldgiaban kihasznalt enzimek eredeti szubsztratja sokszor nem
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is az atalakitandd szteroid, hanem valamilyen mas molekula, csak a szerkezeti hason-
|6sag miatt az enzim a szteranvaz bizonyos régidjat ismeri fel, kdti meg és alakitja at
= régiospecifikus enzimek.
> Emiatt a megfelel6 mikrobatdrzsek keresése (screening) nem tervezhetd és nagyon
munkaigényes.
A sziikséges enzimeket altalaban nem izolaljak, hanem nyugvosejtes tenyészetben
hasznaljak.

3. A konverziok altalanos lefolyasa

Szamos kiilénb6z6 technoldgia létezik, az alabbiakban egy olyan ,,allatorvosi 16” tech-
noldgia keril bemutatasra, amely az 0sszes lehetséges technologiai Iépést, megoldést tartal-
mazza. A folyamat Iépései tehat:

— sejtszaporitas Tenzimtermelés Tkonverzié —

induktor- szubsztrat-
adagolas adagolas

5. bra A biokonverzios technolégia Iépései

A technoldgia ugyanugy egy vagy tobb oltétenyészet szaporitdséval indul, mint barmely
mas fermentacio. A megfeleld sejtszamu és allapotu inokulummal oltjak a féfermentaciot.

Ennek els6 szakasza a sejtszaporitas a torzs igényeinek megfelel6 tapoldaton.

A sejtek elszaporodasa és a taptalaj
részleges kimerilése utan a konverziohoz
szllkséges enzimet indukaljak - induktor
anyagot adagolnak. Ez lehet a szteroid
szubsztrat kis adagja, lehet egy olcsobb
szteroid molekula vagy egy szintetikus
molekula, pl. naftol-szarmazék. Az indukci6
hatékonysagat enzimaktivitds méréssel lehet
ellendrizni. Az aktivitas altaldban 10-24 6ra
alatt eléri a kivant szintet.

A szteroid szubsztrat beadagolasa. Ko-
moly problémat jelent, hogy a szteroidok
rosszul oldédnak vizben, ezért a szubsztrat
kristalyok formajaban van jelen a Iében, a vi-
zes fazis telitett oldatnak tekinthetd. Az en-
zim/mikroba az oldatbol felveszi a szubsztréa-
tot, atalakitja, és leadja a terméket. A termék
is rosszul oldodo szteroid, koncentracidja
gyorsan eléri az oldhatosagi hatart, és ez is
kikristalyosodik a fermentléb6l. Ezt a jelen-
séget kristalyfermentaciénak nevezik. Lat-
szolag nem torténik semmi, a mikroszkOp 6. abra Szteroid kristalyok mikoszképos képe (300x)

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia 2. 11. Szteroidkonverzi6k

alatt a sejtek mellett kristalyokat latunk. A folyadékban a kristalyok mennyisége nem val-

tozik, a szubsztrat és a termék koncentracidja allando (telitési), a konverzié mégis folyik.

Végtermékgatlas nem Iép fel, hatranya viszont, hogy tomegatadasi problémak Iéphetnek fel.

Két folyamat mdkddik egyidejlleg, az enzim fogyasztja a szubsztratot, ett6l az oldat

koncentracidja kissé lecsokken a telitéshez képest, és a kristalyok oldodasa potolja az atala-

kitott anyagot. Az egymast kdvet6é folyamatok kozil mindig a leglassabb a sebességmegha-
tdroz6. A mérnoki cél az, hogy hasznaljuk ki teljes mértékben az enzim kapacitasat, tartsuk
fenn a maximalis (telitési) koncentraciot, az atalakitas sebessége legyen a meghatarozo (=re-

akcid rezsim). Ehhez viszont minél nagyobbra kell ndvelni az oldodas sebességét — ez pedig a

kristalyok fajlagos felliletének megnovelésével érhetd el. Ez indokolja, hogy a szubsztrat be-

vitelénél a mikrokristalyos szerkezet elérésere torekednek. Ennek elérésére kétféle technikat is
alkalmaznak, mindketté azon alapul, hogy a folyadékot sokkal egyszer(bb diszpergalni, mint

a szilard anyagokat.

- A szubsztratot felveszik oldoszerben (olyan szerves oldoszer kell, amely a vizzel elegye-
dik, és emellett nem karositja a tenyészetet, pl.: etanol), és lassan a fermentorba engedik.
Az alkohol kihigulasa kovetkeztében a szteroid kikristalyosodik, megfelel6 Kkivitelezéssel
igen apro, nagy feluletd kristalyokat kapunk.

- Olajokkal, glicerinnel, tenzidekkel és detergensekkel megolvasztjak a szteroidot (lesterile-
zik), és az olvadt anyag apro cseppekre diszpergalhatd (emulzié képzes). Leh(tve az apro
cseppekbdl apré szemcsék/kristalyok lesznek, nagy fajlagos felulettel.

A szubsztrat bevitel megoldhat6 ciklodexrinekkel is. A ciklo-
dextrinek molekulaja alkalmas apolaris jellegli molekuldk befogada-
sara, igy a szteroidokkal is zarvanyvegyiiletet képez. Ez egy reverzi-
bilis folyamat, a szabad és kotott molekulak kémiai egyensulyban
vannak. Ahogy az atalakulds soran a szabad szubsztrat molekulak
fogynak, a komplexbdl felszabadulva folyamatosan pétlédnak, igy
végbemehet a teljes konverzio.

7. abra Szteoid-ciklodextrin
komplex

Lipofil szubsztratot és termékeket tartalmazé folyamatok produktivitasat igen gyakran
kétfazisu rendszerekkel szoktdk javitani. A megoszlas réven a vizoldhatatlan szerves fazis
egyarant tarolja a szubsztratot és a terméket is. A szubsztrat koncentrécio a vizes fazisban ko-
zel allando értéken van, mivel annak oldhatdsaga a szerves fazisban sokkal magasabb. Hason-
I6képp oszlik meg a kepz6dod termék is a két fazis kozt, kovetkezeésképpen a termékkinyerés
igen egyszer(.

Fitoszterin szubsztrat esetében szdjaolajat, napraforgd olajat, PPG-t és szilikonolajat
hasznaltak a szteroid feloldasara és bevitelére. A szerves fazis jelentésen novelte a fitoszterin
hozzaférhet6ségét, ezaltal a képz6dé AD mennyiségét is. PPG-nel az AD-ra szamolt hozam
elérte a 80%-ot is 30 g/l kiindulasi fitoszterin koncentracié mellett.

Az itt bemutatott sémanal egyszer(ibb technoldgidk is hasznalatosak. Létezik olyan
megoldas, amelynél a szubsztratot a mar a fermentacio elején teljes egeszében bemérik, igy a
kalon indukcid, enzimaktivitds mérés feleslegessé valik.

Feldolgozas. A szteroid egy része oldott, a masik része szilard fazisban van, ilyenkor
rendszerint el6bb teljes/total extrakciot végeznek erésen apolaris oldoszerrel, pl. diklor-me-
tdnnal, mely minden apolaris anyagot kiold. A fazisok szétvalasztasa és az oldoszer lehajtasa
utan szilard vegyes anyag marad vissza (pl. szubsztrat, termék és melléktermékek egyitt). A
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kovetkezd lépésben olyan olddszert alkalmaznak, mely ebbdl szelektiven old ki egy kompo-
nenst = ez a szelektiv-, vagy differencial-extrakcio.

&4

4. Szitoszterolbadl el6allitott vegyulletek

4.1. Androszténdion (AD)

A gyogyszerhatéanyagok gyartasaban az egyik legfontosabb koztitermék az androsz-
téndion (androszt-4-én-3,17-dion). Az AD egy tizenkilenc szénatombol all6 szteroid hormon,
mely a magasabb rendl szervezeteknél a mellekvesében és az ivarmirigyekben termelddik.
Mesterséges Uton el6allithatd szerves szintetikus modszerekkel (draga) vagy a szterinek oldal-
lancanak mikrobioldgiai hasitasa réven. Az androszténdiont régota alkalmazzak androgen és
anabolikus keészitmények el6allitasnak kiindulési anyagakent. Ennek kdvetkeztében az AD vi-
lagpiaci eves igénye meghaladja az ezer tonnat is.

Novényi és allati eredetl szterinek oldallancanak hasitasara, és ezéltal AD termelésre
tobb mikrobafajt is alkalmasnak talaltak (2. tablazat).

Szubsztrat Mikroorganizmus

Mycobacterium sp., Arthrobacter simplex,
Brevibacterium lipolyticum, Nocardia ahena
Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium flavum

Mycobacterium sp. NRRL B 3805

Koleszterin

Szitoszterin

Koleszterin, szitoszterin,
sztigmaszterin, ergoszterin

2. tablazat AD termelésére alkalmas mikrobatorzsek

A szitoszterin AD-na alakitasanak enzimatikus Iépéseiben 6sszesen 11 katabolikus en-
zim jatszik szerepet, 14 egymast kovetd 1épésben. A teljes folyamat a kofaktorok regeneracio-
jat igényli. Az els6 1épés egy tamadas az oldallanc vegén. A C27 termindalis metil csoporthoz
egy hidroxilcsoport kapcsolddik, mely ezutan karbonil csoporttad oxidalddik. Ezt kdveti egy
karboxilacids lepés a C28 pozicioban. Az elsd lépést harom enzim egyittesen hajtja végre,
melyek telitett oligoizoprén szdrmazékok és az oxigén alacsony parcialis nyomésa &ltal indu-
kalhatoak. A masodik lépés szén-dioxid fixalassal jar, igy az oldott szén-dioxid koncentracid
pozitiv hatast gyakorol a [-szitoszterin AD-na torténé biotranszformacidjaban. Az 1% szén-
dioxidot tartalmazo leveg6t tobb kisérletben elénydsnek talaltak. Ezekbél kdvetkezik, hogy a
tal intenziv levegb6ztetés negativan befolyésolja a termékhozamot (sok a bevitt oxigén, a szén-
dioxidot pedig kihajtja). Sztéchiometriailag egy szitoszterin molekula oldallancanak lehasita-
sakor 3 molekula propionil-CoA, 3 molekula FADH>, 3 molekula NADH és egy molekula
ecetsav képzdadik. A keletkezett propionatok és az acetat a Krebs ciklusba jutva energiaként
hasznosulnak. Az AD bioldgiai Gton torténd el6allitdsanak nehézségeit a szteroid vaz felbom-
lasa és az androszténdion altal kifejtett termékinhibicid jelentik.

szitoszterin + acetil-CoA +2C0ASH +2H,0 +NADPH +3NAD* +3FAD +CO; +O; +ATP =
= AD + 3 propionil-CoA + 2 ecetsav +NADP* + 3NADH +2H* +3FADH; +AMP +PP;
Szénatomokra nézve:

Oldallanc (C10) + CO2= 3 Cs (propionil) + 1 C; (acetil)
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A kettds kotés ,,atforduldsa” annak kdszonhetd, hogy igy konjugalt helyzetbe keril az
oxo-csoport kettds kotésevel, ami energetikailag kedvezéhbb.

A szterinekbdl kiindulé androszténdion ipari gyartasakor déntéen Mycobacterium tor-
zseket alkalmaznak. A Mycobacterium nemzetség kepvisel6i a Nocardia-k és Rhodococcus-
ok csal&djéba tartoznak. A mikobakteridlis sejtek Gram-pozitivak, szigortan aerobok, enyhén
hajlitott palca alakdak. A csoportba tartozo baktériumok néha elagazo, fonalas ndvekedésiek;
a fonalszer(i képletek a legkisebb beavatkozasra egyedi sejtekké esnek szét. A Mycobacterium
fajok egyik csoportositasa alapjan lehetnek obligat patogének (M. bovis, M. tubercolosis), lap-
pango6 patogenek (M. avium, M. fortuitum) vagy szaprofita fajok (M. phlei, M. smegmatis).
Szaprofitakat talajbol, sos- és édes vizekbdl izolaltak.

A mikobakteriumok rendkivil lassan novekednek. Esetenként 40 napos inkubéacié utan
képzodnek csak lathato telepeik a komplex taptalajok feltletén.

Az eljarasban hasznalt, az un. Mycobacterium. sp. BM6 egy gyors ndvekedésli, apato-
gén mikobaktérium, amely a Mycobacterium phlei fajnak egy mutansa. A sejtek palca forma-
juak, kicsik, atlagosan 1 um hosszuak, és 0,2-0,5 um az atmérdéjuk. A kulonallo sejtek az apo-
laris feluletd, viaszos sejtfal okan hajlamosak aggregatumokba dsszeallni. A sejtfal véd6 hata-
sa miatt a sejtek savval, alkohollal, és egyéb kémiai és fizikai hatasokkal szemben ellenalléak.
Amorf telepeket képez, amelyeket a termelt pigment narancssargara szinez. A Mycobacterium
sp. BM6 torzsnek fontos jellemzdéje, hogy szteroid-1,2-dehidrogendz és 9a-hidroxilaz hiany-
mutans, emiatt a szteroid vaz bontasara nem képes. Telitetlen szterineken névekedve androsz-
téndiont allit eld.

Az AD konverzié hatasfoka 70% koruli. A 1ében 24 g/l szitoszterinb6l mintegy 10g/I
AD keletkezik, megmarad kb. 39/l szitoszterin és kdzel 1g/l egyéb anyag keletkezik. A tiz g/l
termék nagyon kis értéknek tiinik, de vegyik figyelembe, hogy a molekula kdzel egyharmadat
elveszti az atalakitas soran.

A teljes fermentlevet diklor-metannal extrahaljak, majd elvalasztjak és lehajtjak az ol-
doszert. A szelektiv extrakcidt 85%-0s metanollal végzik, amely az androsztén-diont oldja, a
szitoszterint viszont nem.

o
Et H
Dlzycobact. phied
OH 0 Andosztrée dice AD)
szitoszteral
OH
=CH
K + acetilén o
ot
Etizzteral

8. abra Az AD intermedier gyartasa

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia 2. 11. Szteroidkonverzi6k

Az AD maga is hormon, androgén hatasa kb. 20%-a tesztoszteronénak, de szamos to-
vabbi termék intermediere. AD-bdl allitjak el6 tobbek kozott a spironolaktont, a finaszteridet
és a drospirenont is. A spironolakton az aldoszteron-antagonista hatasardl ismert vizelethajto
készitmény, mely diuretikus hatasabol kovetkezéen vérnyomascsdkkentd hatéssal is rendelke-
zik. A finaszteridet a joindulati prosztata-megnagyobbodas kezelésére alkalmas szerként
torzskonyvezték. Tovabbi, az AD éatalakitasabdl nyert hatéanyag a drospirenon, melyet pro-
gesztagen tulajdonsaga miatt fogamzasgatld szerként alkalmaznak.

Az AD technoldgia mésodik Iépése kémiai reakcid, acetilén gazzal vizmentes THF-ben
fém kalium jelenlétében acetilidet képeznek. A keletkezett etiszterol maga is gyogyszerhato-
anyag (progesztagén hatasu), de tobbféle Gton is tovabbalakitjak.

4.2. 9a-hidroxi-androsztén-dion (9 «OH-AD)

Mikroorganizmus: Mycobacterium smegmatis

A biokonverzioban 30 g/l-es koncentracioban bevitt szitoszterinb6l a moélsuly csokke-
nést és a melléktermék képz6dést figyelembe véve 14,5 g/l elméleti konverzid érhet6 el. Az
uzemi fermentacional 10-11 g/l-es atlagszint érhetd el. (Konverzids fok ~ 70%).

Z ¥ gn
My obact smegmat . ‘@
0

SXitos 2erol 90H AD

9. abra A 900OH-AD létrehozasa

Feldolgozés: szelektiv olddszerként di-izopropil-étert alkalmaznak, amely a szitoszterolt
oldja, a 9aOH-AD-t nem.

A masodik Iépés itt is kémiai, a vizelvondshoz 85%-0s H3PO4-ban f6zik, melynek hata-
saraa 9. és a 11. szénatom kozott kettds kotes alakul ki, erre késébb kdnnyen addicionaltatha-
tunk pl. vizet, vagy HF-ot. Mindkét esetben az elektronszivd csoport a 11 C atomra orientélo-
dik, ez a kialakulo6 szerkezet a gyulladasgatlé szteroidok alapja.

O O
20 - HO
85%-0s H\PO
fozis
+H20
——-
O O
dezoxi-andosztréndion (DAD)

10. &bra A 90OH-AD atalakitasa
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HO
56 C=CH
fémkalium
+acetlén B S = hdrokortizan

11-OH etiszterol

11. abra Gyulladasgatlok kialakitasa

Viz addicionél az OH csoport a 11-es szénatomra kétodik. A 11-OH-AD-hez fém kali-
umot és acetilént adva 11-OH etiszterol keletkezik, melynek C2 oldallancat tébb Iépésben
atalakitva hidrokortizon allithato el6.

5. Gyulladasgatiok

A Kett6s kotésre hidrogén-flouridot addicionaltatva fluorid szarmazékokat, szuperkorti-
koidokat (nagyhatasu gyulladasgatlokat ) kapunk.

OH OH
O 0
Curvularia lunata
G O
REICHSTEIN-5 acetat - hidrokorfizon

Agthrobacter simplex

-
O

predniz olon

12. abra A klasszikus gyulladasgatlok

A hidrokortizon (szinonim neve: kortizol) maga is gyulladasgatlo és tovabbi gyulladasgat-
I6k alapanyaga, amelyet a klasszikus Uton REICHSTEIN-S acetatbol allitottak el6, de a
110H-etiszteronbdl is kialakithatd. A hidrokortizon is hatékony gyulladasgatld, de kedvez6t-
lendil hat a s6- és vizhaztartasra, ezért kis médositassal prednizolont allitanak el6 beldle,
amely szintén jo gyulladasgéatlo, azonban kevesebb a mellékhatasa. A harmadik kettds kotés
bevitele az A gy(rd(t ,,kifesziti”, az eredetileg szék konforméacidju gydrd majdnem koplanéris-
sa alakul, ett6l megvaltozik a molekula kétédese a receptorokhoz. Ezt az atalakitast tovabbi
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hormonanaldgok kialakitasanal alkalmazzak, lasd késébb az anabolikus szteroidoknal.

Erdekes mellékreakcid, hogy a 20-keto vegyiiletek jelenléte indukalja egy 20-dehidro-
genéz enzim termeléset. Ez viszont a mind a szubsztratot, mind a célterméket atalakitja, hatas-
talanitja. Ennek elkerulésére azt a trikkot alkalmazzak, hogy az indukciora oldallanc nélkali
vegyuletet, peldaul AD-t adnak, ennek hatasara termel6dik a A-1 dehidrogenéz, de a 20-de-
hidrogenaz nem. Amikor az enzimaktivitas eléri a maximumat, hozzaadjak a szubsztratot, és
hogy az ezéltal indukalt enzimtermelést megakadalyozzak, egyidejlleg kloramfenikolt is ad-
nak a fermentorba. Ez a fehérjeszintézist gatlo antibiotikum leallitja az enzimfehérjék terme-
lését.

A prednizolon vizoldhatosaga kilénb6z6 szubsztituensek hozzéakapcsolasaval névelhe-
to:

P
N N —CH,
— e

HO OH

13. 4bra Depersolon

A prednizolonbol allitjdk el6 a FTOROCORT kendcs hatdanyagat, a triamcinolon-aceto-
nidot:

—OH

|
i

HO .

14. dbra Triamcinolon-acetonid

6. Nemi hormonok

6.1. Androgén szteroid hormonok

Ahogy a fejezet elején bemutattuk, a nemi mdkddeseket szabalyozo6 szteroid hormonok
kodzott elkulonithetjik a férfi (androgén) hormonokat. Az androgén hatds az emberi szervezet
szamos miikodésében érvenyesil:

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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- A férfi nemi szervek kifejlédése és ndvekedése
- A normalis férfi szexualis miikodés fenntartasa
- A masodlagos nemi jellegek kialakitasa
- Sziksegesek a himivarsejtek eréséhez
- Megndvelik a voros vérsejtek szamat (androgén tobblet)
Ugyanakkor ezen hormonoknak jellemzéen van valamilyen mértékben anabolikus hata-
sais:
- Nitrogen visszatartas a szervezetben fehérjék forméajaban
- Izomtémeg ndvelése
- Fékezik a katabolizmust és a lebontd folyamatokat
Az emberi szervezetben az androgének bioszintézise jellegzetesen a molekula két végén
az oxidacids allapot felcserélésével jar. A 3-OH csoport oxidalddik, a 17-ketocsoport pedig
redukalodik. Erdemes megjegyezni, hogy az 6sztrogének, azaz néi nemi hormonok a férfihor-
monokbdl kepzédnek. Androgéen hormonok tehat a ndi szervezetben is képzddnek koztiter-
mékként, de tovabbalakulnak 6sztrogén szarmazékokka. Mig a férfiakban a tesztoszteron kép-
z6dese nagyrészt a herékben torténik, a nékben a majban és a petefészekben jelenik meg kis
mennyiségl férfihormon. A valtozd korban a hormonalis egyensuly eltol6dasanak egyik ele-
me, hogy a férfihormonok kisebb mertékben alakulnak at n6i hormonokka, és ett6l a masodla-
gos nemi jellegek is férfias iranyba toldédnak el.

@ ,
| 17,20 lyase 2 |
3] 3 o
z \ J/‘\L-é’ S v Ll J[ ,}
-g. T T _/"“—-.) e § . i e -m,/ - /“x /‘\ ? 5
< Dehydroepi- | @ Androste- P, Estrone | 3| ™
(7] = - o 1 \
a - androsterone | o oF nedione o @ -
= % ' 3 2 2 l/ o
B z 17[5 -HSD o | - =
wn 7] o | Estrlol
o - > ,(
g I f . - f B L1 i
i e W/.!\ndrostenedlol /J// ) \]/Testosterone l// Il/ Estradlol
H O - / ‘\-.‘\-.
S\ -
¥ Cellular location
/(OH 6“50“’ of enzymes
’\{ 65'509 [ Mitochondria |
\I/ Dlhydmrp*;mf;mmnp STO‘Tth endoplasmic
reticLium

15. &bra A szteroid nemi hormonok bioszintézise

A férfi hormonok hataseréssegét 6sszehasonlitva lathatd, hogy a leger6sebb hatasa nem
a kozismert tesztoszteronnak van, hanem a bel6le képz&d6 dihidro-tesztoszteronnak.

3. tablazat Férfihormonok androgén hatasanak 6sszehasonlitasa

Hormon hatas, %
tesztoszteron 100
5-dihidrotesztoszteron (DHT) 90-500
Androsztandiol 60
Androszténdion 20
Dehidro-epi-androszteron 10
Androszteron 10

Az emberi szervezetben végbemend bioszintetikus utak és az ipari gyartas reakciosora
nem esik egybe. A human Ut a koleszterinbdl indul, az ipari gyartasnal az AD a megfeleld ki-
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indulési anyag. A kordbban bemutatott gyartast androszténdion maga is a férfi nemi hormo-
nok kozé tartozik.
Orvosilag az androgén hatasra csak extrém esetekben van sziikség. Viszont szikseg
lehet az androgén hatas ellensulyozasara. Ez tébbféle mechanizmussal valdsithatd meg, lehet:
» Szerkezetanalég molekuldkkal lefedni az androgén receptorokat (lehetnek
szteroid és nem-szteroid vegyuletek)
» Megakadalyozni az androgének képzddeseét.

Ez utobbira jellemz6 példa a finaszte-
rid mikodése. Ez szerkezetanaldgként, kom-
petitiv inhibitorként akadalyozza a teszto-
szteron — dihidrotesztoszteron atalakulast.
Ezzel csokkenti a joval nagyobb androgén
aktivitasi DHT termelését. Joindulati prosz-
tata megnagyobbodés ellen alkalmazzéak, a
csokkentett androgén hatas lassitja a proszta-
miai és biokonverzios lépések egyarant sze-
repelnek. Elséként a progeszteront kell el6al-
litani, ebbol kémiai reakcidkkal alakitjak ki a
finaszteridet. De alternativ Utként lehetséges
az 1-2 kett6s kotés kialakitasa Corynebacte-
rium (Arthrobacter) simplex-el is. Ez a 1épés

analog a hidrokortizon — prednizolon atalaki-
tassal. 16. 4bra A finaszterid szerkezete

6.2. Anabolikus doppingszerek

A masik orvosi, terapias cél lehet a roboralas (=felerdsités), vagyis ekkor az anabolikus
hatds a kivanatos. Ehhez olyan szarmazékokat keresnek, amelynél az anabolikus hatas na-
gyobb, az androgén pedig kisebb. Ezeket a szereket viszont egyes sportoldk és a testépitok
doppingszerként is alkalmazzak (Sztanozolol, Nandrolon). Valamennyi anabolikum

OH
OH CH,
o —_———
8] 8]
Tesztoszteron Metil-tesztoszteron (METESE)
OH
CH,

L rthrobacter simplexh

I

o

Merohol

17. abra A Nerobol gyartasi lépései
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tesztoszteron analdg, gyartdsuk is a tesztoszteronbdl indul. A tesztoszteron az
androszténdionbol egy lépesben ketoredukcioval allithatd el6. A konverziot szelektalt
Saccharomyces cerevisiae élesztd torzzsel végzik.

Magyarorszagon is gyartott anabolikus jellegl tesztoszteron szarmazék a Nerobol, me-
lyet roboréalasra fejlesztettek ki, de doppingszerként is hasznaljak. Gyartasa soran a tesztoszte-
ronbdl indulva el6bb metilezik a 17 ponton, majd dehidrogénezéssel kialakitjak az 1,2 kett0s
kotést. Ez a reakcid analdg a hidrokortizon - prednizolon atalakitassal, ugyanazzal a Coryne-
bacterium (Arthrobacter) torzzsel végzik. Az A gylr( a harom konjugélt kétés miatt sikba
merevedik, ennek eredményeként az anabolikus hatds megmarad, az androgén hatés viszont
csokken.

Tovabbi anabolikus szteroid a Bolde-
non. Ez kimondottan lovak szamara kifejlesz-
tett anabolika, emberi hasznélata nem enge-
délyezett, a mégis el6fordul visszaélés. Tipi-
kus androgén valtozasokat okoz, fokozza a
nitrogén visszatartast, a fehérjeszintézist, no-
veli a voros versejtszamot. Doppingszerkéent
valé alkalmazésat korlatozza, hogy nagyon
hosszU ideig marad a szervezetben, még 18
honap utdn is kimutathatd. Gyéartasa két

iranybol is egyszerlien megoldhaté. ADD-bél

egy lépésben 17-redukcidval, vagy teszto-
szteronbol 1,2-dehidrogénezéssel.

A Nandrolont (19-nor-tesztoszteron) is
eredetileg roboraldszerként fejlesztették Kki.
Csontritkulasra, verszegénységre és altalanos
roboralasra adjak id6sebb hélgyeknek, a val-
toz6 kor utan. Altalanos anabolikus hatasai
mellett jellemz&en mindkét nemben kérositja
a szexualis miikgdést. Tesztoszteronbdl allit-
hatd el6 a 19-metilcsoport eltavolitasaval, er-
re utal a kémiai névben a nor- elGtag, ami
egy szénatom hianyara utal.

19. dbra Nandrolon

A sporthirekben a stulyemel6knél szo-
kott el6fordulni a Stanozolol dopping kimu-
tatdsa. Ennél a molekulanal a D gy(r( szub-
sztitualasa a metil-tesztoszteronnal analdg,
az A gydr(n viszont nitrogén az elektronszi-
vO heteroatom. A 17-metil csoport miatt a
szert a maj nem bontja le, hosszu a félélet-
ideje. Alkalmazésanal a szokasos anabolikus
hatasok lépnek fel, embernél és allatoknal
egyarant.

Gyartasa a dihidro-tesztoszteronbdl indul,

szerkezetét tobb Iépesben kémiai szintézissel
alakitjak ki.

Erdekesség: a doppingvizsgalatoknal minden ellendrzés bekeril a sportol6 bioldgiai Utlevelébe, és a valtozasok-
b6l is tudnak kovetkeztetéseket levonni. Az elemzésnél nem csak az egyes hormonok és analégok koncentracidjat

20. &bra Stanozolol
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mérik, hanem azok aranyat is figyelik. Példaul a tesztoszteron szint mellett figyelik a dehidro-epi-androszteron
(intermedier metabolit) és a tesztoszteron aranyat is. EbbGl lehet kovetkeztetni arra, hogy a vizsgalt személy
szervezetében |évé tesztoszteron természetes Gton szintetizal6dott-e a szervezetben, vagy kiviilrél adtak be. Ennek
hatarszadma hosszu idén keresztiil hat volt. Egy bizonyos személynél éveken at ezek az értékek éppen a hatar ala,
5,5-6,0 kdzé estek. A WADA két-harom évvel ezel6tt megvaltoztatta a szabalyozasat és a hatarértéket lecsdkken-
tette négyre. Kilonds modon az adott személy mintaiban ett6l kezdve az arany 3,5 és 4,0 kozé esett.
Kovetkeztetés: a versenyz6 nyilvan kapott tesztoszteront, de olyan jo orvosi/laboratériumi hattérrel rendelkezett,
hogy a szint mindig a hatarérték alatt maradt.

6.3. NGi szteroid hormonok

A n6i nemi mikodéseket szabalyozd szteroid hormonok két, elterd szerkezet( es hatasu
csoportba sorolhatok:

1. A természetes Osztrogének (C18 szteroidok) fiziologiai szerepe:
- A n6i nemi szervek kifejlodése
- A mésodlagos nemi jellegek kialakitasa (ndi, férfi)
- A peteéresben és a fogamzasban

A csonts(ir(iség szabalyozasaban (n6i, férfi)
Anyagcseréeben

2. A természetes gesztagének (C21 szteoidok) fiziologiai szerepe:
- A terhesség megtartasa
- A peteérés és ovulacio gatlasa
- A spontan méhdsszehuzddasok gatlasa

Természetesl oszirogének

Osztradiol Osztron Osztriol
Intrarmusculor inframuscular ordl

festr-1.3.5-fhene-3,17 gdicl]  {3-hvdroxy-estr-1,3.5-flene-1 7-one) estr-1,3,5-triene-3,16,1 7-triol)

Természetes gesziagén

o
cH, O

CH

e

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

21. &bra NGi nemi szteroid hormonok

A progeszteron a ,,terhességet megtartd” hormon. Ennek szintetikus szerkezet-analdgjait
alkalmazzak hormonalis fogamzasgatlasra A hormonalis fogamzasgatlas a gesztagén hatason
alapul: a szintetikus progeszterin analégok ,.elhitetik” a szervezettel, hogy a fogamzas meg-
tortént, igy az Ujabb peteéresre nincs sziikség.
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Az egykomponensti tablettak csak progesztagén hatéanyagot tartalmaznak.
Ezek részben 19-nor-szteroidok (a 19-es metil csoport hianyzik), illetve més, szintetiku-
san el6allitott szarmazékok.

CH, OH
1HIEECH

0

Norethisterone Norethinodrel Norgestimate Norgestre!

22. &bra 19-nor-szteroidok

Szerkezetiikben a természetes 17a0OH-progeszteronra hasonlitanak, a 20 és 21 szénato-
mot az etinil csoport helyettesiti.

A kétkomponensli tablettdk a progesz-
tagén hatéanyag mellett egy 6sztrogén tipusu
molekulat is tartalmaznak. Ezek valtozé ara-
nyaval (két, illetve hdrom szakasz a szedési
ciklusban) jobban modellezik a n6i hormo-
nalis ciklust. Ez lehet példaul az etinil-0szt-
radiol. A B-C-D gydir(ik a Norethinodrel-nel
azonosak, de az A gydr( viszont az §sztrogé-
nekre jellemz6en aromas, a 3 pozicidban fe-
nolos OH csoport van rajta.

23. abra Etinil-6sztradiol

7. Mineralokortikoid antagonistak

A szteroid hormonok kulén csoportja hat a
Viz- és ionhaztartasra. A vesemikddes befo- O
lyasolasara alkalmas szerkezetanaldg a Spi- ,-/\f

ronolakton. Kompetitiv inhibitorként lefedi g
az aldoszteron receptorokat a vesében. En-
nek megfelel6en vizhajto hatasd, de mas viz-

hajtokkal ellentétben hatdsa nem jar kalium
ion veszteseggel. Gyartasanak kiindulasi

anyaga az etiszterol, tébb kémiai atalakitas- ' H

sal (lanchosszabbitas CO2 kotéssel, hidrogé- 0) ’fS

nezes, gy(r(izaras, reakcid tioecetsavval) ala-

kul ki a végso szerkezet. /k
O

24, abra Spirinolakton
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8. Szintetikus szteroid(analég)ok

A bioldgiai, biokonverzids technolégi- HO
ak mellett folyamatosan dolgoztak azon,
hogy kémiai szintézissel hozzanak létre hor-
monhatasu szteroid analdgokat. Ezen a ter(- Z
leten altalanos tanulsagokkal szolgal a sike-
res fejlesztésnek induld, engedélyezett
gyogyszer, a dietil-sztilbésztrol esete. 1940 OH
és -70 kozott hasznéltak osztrogén analdg-
ként, tobb célra, pl. terhes ndknek adtak a 25. abra Dietil-sztilbdsztrol
vetélés kockazatanak csokkentésére. Nem kivant mellékhatasaira csak egy generacioval ké-
s6bb derilt feny. A vizsgalatok kimutattak, hogy az igy kezelt terhességekbél sziletett gyer-
mekeknél mindkét nemben rendellenességek jelentek meg. A leanygyermekeknél egyes ade-
nokarcindbmak gyakorisaga a negyvenszeresere nott a hasonlé korcsoporthoz képest. A fiuknal
testileg és mentalisan is csokkent a férfias jelleg. Végul is nem vonték vissza, mint gyogy-
szert, csak 1971-ben megtiltottdk hasznalatat
terhes n6k esetében. A holgyeknek a valtozo OH
kor utan adhatd csontritkulas és egyéb tiine-
tek ellen.

A 25. dbran bemutatott szerkezet alap- B
jan els6 ranézesre még a szakember szadmara
sem vilagos, hogy ez a molekula mennyiben
hasonlit a szteroidokra. A képletet tikrozve HO
és segedvonalakkal ellatva viszont mar egy-
értelml'jen IétSZlk a hason'()ségl 26. abra A dietil-sztilbdsztrol - étrajzolva

E fejezet bevezetésében azt mondtuk, hogy a szteranvaz el6allitdsa nagyon bonyolult,
ezért végzik a gyartast bioldgiai eredet(i szteroid alapanyagok konverzidjaval. Ugyanakkor a
szteranvazat — pontosabban az 0sztrogének aromas A-gy(rls szerkezetét — fel lehet épiteni
kémiai szintézissel is.

Egy ilyen technologidval csak azert foglalkozunk, mert ebben a folyamatban is van egy
biokonverzios Iépés.

A szintézis B-naftol és borostyankdsav-anhidrid alapanyagbol indul. A naftolon metile-
zik az OH csoportot, majd részleges hidrogénezéssel tetralint képeznek. Oxidaci6 utan egy vi-
nilcsoportot visznek be. A borostyankésav-anhidridb6l metil-ciklopentan-diont allitanak eld.
A két molekula 6sszekapcsolasaval jon létre a metil-szekodion. A szeko- el6tag a vegyuletben
egy nyitott gydrdre utal, itt a C gy(rd nyitott, a 8-14 kdtés hianyzik. Ezutan kovetkezik a bio-
konverzios lepés, a két keto-csoport egyikét sztereoszelektiven redukaljdk a Saccharomyces
torzsek. A reakcié analdg az androszténdion — tesztoszteron atalakitassal, ugyanazokkal a
szelektalt élesztOtorzsekkel végzik. A terméket rovid néven molonnak nevezik. Ezt kovetéen
Ujabb kemiai lépések kovetkeznek, a kapott OH csoportot acilezéssel megveédik és a ketocso-
porton keresztil bezarjak a C gydirit. Tovabbi reakciokkal el lehet jutni az 6sztradiol-metilé-
terhez. Gyartjak az 13-etil szarmazékot is, elGallitasa teljesen analog a modon torténik, etil-
ciklopentan-dionbol.
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@ij
HO CH;0

0
B-naftol tetralin \
—_—
0 0
N AN / o
o) - 5 CHj
O/

CH,0
metil-szekodion
O/

borostyankésav-anhidrid metil-ciklopentan-dion

OH
—_—>
0
CH,0

Molon

27. dbra A metil-szekodion el6allitasa

9. Torzsfejlesztés

A szteroid konverzids torzseknél a klasszikus torzsfejlesztési modszereket alkalmaztak.
Az els6dleges technika a vad torzsek szelektalasa, screening-je. Ez munkaigényes, nehezen
tervezhet6 folyamat, amiben analdgiak és félempirikus modszerek segitik a kutatot. Ha mar
megvan egy megfelel6 enzimaktivitasu torzs, akkor azt a klasszikus genetikai mddszerekkel
fejlesztik tovabb. Indukalt mutécidval el lehetett tvolitani a nemkivéanatos mellékaktivitaso-
kat, illetve javitani a konverzid sebességet, hatasfokat.

A modern genetikai mddszereknek is megvan az alkalmazési teriilete. A konverzios
enzim termelését fokozni lehet példaul egy er6sebb promoter beépitésével. Masik lehetbség,
hogy az alapveten induktiv enzim termelését konstitutivva tesszik, termelését allandositjuk.

Tdbb, els6sorban francia kutatdécsoport kdzds célul tlzte ki a de novo szteroid termelést
heteroldg expresszidval. Célul a hidrokortizont (kortizol) valasztottak. Osszehangolt munka-
val tébb év alatt sikerilt egy elesztd térzsbe beépiteni a sziikséges nyolc emlés gént. Emellett
meg kellett oldani az éleszt6 6t sajat génjének inaktivalasat is, mivel ezek félrevitték volna az
anyagaramot. Végul sikerrel jartak, a torzs laboratoriumi korilmények kozott kozel 10 g/l
kortizolt termelt. Az eredmeny t6bb igen rangos tudomanyos elismerést kapott, de az azota el-
telt nyolc évben ipari alkalmazésarol nem jelent meg informécid.

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia 2.

ETHANOL |

%

i

Zymosterol

Ergép

fecostenol

Ergap Erg2p

| ergosterol

A\ -reductase

Mocpip

ergosta 5-7 dienol

Mcplp

VT-reductas

11. Szteroidkonverzidk

ergosta 5,22 diene 3ol

ergosta S-encl

sterol esters

acetyl-pregnenoclone

HYDROCORTISONE

17-0H pregnenclone progesterone deoxycorticosterone
3p-HSD YPATA1 MNcpip CYP11B1
Nopip ADX
Arhip
17-0OH progesterone corticosterone
YP21B1 Geylp
Nepip Yprip
17, 20c-
Titinaryca T dihydroxypregn-4-ene-3-one
CYP11B1 CYP11B1
0K ADX
Arhlp Arhip
Y 11B,1 7o, 2 0o
dihydroxypregn-4-eng-3-one

28. dbra Hidrokortizon termelése élesztében, heteroldg expresszidval
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