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SZTEROIDKONVERZIOK

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

R; és R, = metil
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Szteroidkonverzidk

Gyogyszerként szteroid hormonokat, szarmazekokat €s ana-
logokat alkalmaznak a szervezet szabalyoz6 mechanizmu-
sainak manipulalasara.

Az emberi szervezetben mikodd szteroid hormonoknak sze-
repe van a:

» Viz- és sOhaztartas szabalyozasaban (mineralokortikoidok)

» cukorhaztartasban (glikoneogenezis) es a gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban (gltikokortikoidok)
kortizol = ,stresszhormon”

» nemi midkoddéesekben (6sztrogének, gesztagének, teszto-
szteron)

T
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A szteroidok bioszintézise
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Szteroidkonverzidk

A szteroid hatéanyagokat nem kémiai totalszintézissel és
nem is de novo fermentacioval allitjak el6, hanem termé-
szetes eredet(i szteranvazas molekulak atalakitasaval,
biokonverzioval. A kivant szteroid kialakitdsa soran egy-
egy lépéshben csak egy kis szerkezeti részt valtoztatnak
meg. Kémiai és bioldgiai Iépések egyarant el6fordulnak.

Szaznal is tobb mikrobiologiai konverziét irtak mar le, de a
reakcidok harom alaptipusra korlatozédnak:

» Oxidacio (OH csoport oxidacioja, bevitele, kettds kotes)
» Redukci6 (keto csoport, kettés kotés redukcidja)
» Hidrolizis

e
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Kiindulasi anyagok

Novényi: szitoszterin (szojaolaj, fagyanta, tall olaj = a cel-
lulbéz gyartas mellékterméke), sztigmaszterol (babfélék),
dioszgenin (mexikdi nbvény gyokere)

A szbjaolaj eredet(i nyersanyag haromféle névényi szteroi-
dot tartalmaz: B-szitoszterin, sztigmaszterin és kampeszte-
rin. F6komponens: >40% szitoszterin

Allati: koleszterin (epevéaladék)

Szintetikus: -naftol

T
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NOvenyi szteroid alapanyagok

SN

HO ~ HO -

f-szitoszterin Kampeszterin

W(?,_ A

Szrigmaszierin Brasszikaszterin
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Novényi olajok szterin tartalma

L i Szterin tartalom
Novenyi olaj _
(mg/100g olaj)

Nyers Finomitott

Kukorica 850 730

Repce 820 770

Napraforgo 430 350

Szoja 350 260

10
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Kiindulasi anyagok

A noveényi olajok finomitasa soran nyalkatlanitd, savtalani-
to, deritési, valamint viasztalanito és dezodoralo lépéseket
alkalmaznak. A végén, a dezodorald lépésben elkilonitett
frakciéban talalhatok a fitoszterinek. Emellett nagy széna-
tomszamu alkoholokat, zsirsavakat, tokoferolokat tartal-
maz.

Hasonldé komponenseket tartalmaz a fagyanta szappan is.
Ebbd6l extrakcidéval (n-pentanol, ciklohexanon) és/vagy
(molekular)desztillacioval koncentraljak a szteroidokat (50-
90%).

A desztillacio el6tt gyakran észterezik a szteroidok -OH
csoportjat a jelenlévd zsirsavakkal — megné a forraspont,
kénnyebb a tébbi molekulat kihajtani mell&lik.

11
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Szteroidkonverzidok

Az enzimes reakcidk elényei:

» Enyhe korulmények kozott végrehajthatok

» Sztereoszelektiv atalakitasok lehetségesek

» Nem sziikséges véddcsoportokat ratenni, majd levenni.
Hatranya:
Minden konverzids Iépéshez kulén enzimet (= térzset) kell
keresni. A konverzidhoz hasznalt enzimek szubsztratja
eredetileg nem szteroid, hanem valamilyen mas, analog
molekula = régidéspecifikus enzimek.
Emiatt a megfelel6 mikrobatorzsek keresése (screening)
nem tervezhet6 és nagyon munkaigényes.

A szikséges enzimeket altaldban nem izolaljak, hanem
nyugvésejtes tenyészetben hasznaljak.

12
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Szteroidkonverzidk

A folyamat elsé lépése az oldallanc lehasitasa. A telitett ol-
dallancu szteroidokat kilénbdz6 mikrobakkal oxidalva 17-
keto termekekhez jutunk:

AD 90H-AD ADD

androsztén-dion 90 OH-androsztén- androsztén-dién-
dion dion

13
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Szteroidkonverzidok

Ez a harom vegyulet sokféle tovabbi gyartas alapanyaga,
az elso kettd éves piaca egyenként is ezer tonna f6l6tt van.

A sztigmaszterint az oldallancban levo kett6s kétés miatt a
mikrobak nehezebben tudjak lebontani, ha ez a {6 kompo-
nens, akkor ezt els6 lepésként kémiailag oxidaljak.

14
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Technologiai kerdesek

A sokféle konverzios technoldgia k6zos elemei 6sszefog-
lalhatok egy sémaba:

- sejtszaporitas Tenzimtermelés ][ konverzio -

induktor- szubsztrat-
adagolas adagolas

15
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Technologiai
kérdések

1. A szteroidok rosszul
oldodnak vizben:

— kristalyfermentacio: a
szubsztrat és a termék
egyarant kristalyos for-
maban van jelen, latszo-
lag nem torténik semmi.

sS4 BME Alkal
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Technoldgiai kérdesek

A szubsztrat bevitelét kiilonb6z6 trikkokkel kell megoldani:

> A szubsztratot oldészerben (alkohol) veszik fel, a fer-
mentorba lassan becsorgatva kikristalyosodik

» Tenzidekkel, detergensekkel megolvasztva
stabil emulziot keszitenek, leh(tve apro kris- |
talyok keletkeznek :

» Ciklodextrinek — molekularis csomagolas -

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

17
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Technologiai kérdesek

Feldolgozas: az apolaros szteroidok izolalasanak jellemzé
mivelete az extrakcio.

Tipikus Iépések:

1. Teljes extrakcio: ,er6s” oldészerrel (pl. halogénezettek)
minden szteroidot és lipidet kivonnak

2. Fazisok szétvalasztasa

3. Olddszer lehajtasa

4. Szelektiv extrakcio: pontosan bedllitott polaritasu oldo-
szer(keverék)kel egy komponens kioldasara térekednek
a sok kozul.

18
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Szitoszterinbdl eloallitott vegyuletek

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

A szitoszterin oldallancanak a lebontasat a Mycobacterium
phlei térzzsel vegzik.

CHgo
E— CHj
QO
Szitoszerin Androszténdion
i

s 414,69 £ :
T b 19
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AD technoldgia

A szitoszterin atalakitdsa nem egylépéses folyamat, 6ssze-
sen 11 enzim jatszik szerepet, 14 egymast kovets leépésben.
A reakci0 dsszesitett sztéchiometriai egyenlete:

szitoszterin + acetil-CoA + 2 CoASH + 2 H,0O + 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,,) + CO,= 3 C4 (propionil) + 1 C, (acetil)

20
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AD technologia

A konverzié hatasfoka kb. 70%-os:

24 g/l szitoszterinbél kb. 10 g/l AD + 3 g/l szitoszterin +
19/l egyéb anyag keletkezik.

Az oldott CO, koncentracié javitja a kihozatalt, emiatt a tual-
zott levegbztetés hatranyos.

Totalextrakcid: a teljes fermentlevet extrahaljak diklor-me-
tannal, majd lehajtjdk az olddszert.

A szelektiv extrakciot 85%-0s metanollal végzik, amely az
androszténdiont oldja, de a szitoszterint nem.

21
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AD technoldgia

A kovetkez0 reakcidlépés kémiai szintézis, vizmentes THF-
ben hajtjak vegre fém kalium és acetilén gaz jelenlétében.

OH
C=rCH

fém K+ acetilén

Vizmentes THE

Y

Efi szteral

22
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AD technologia

A keletkezett etiszterol maga is gyégyszerhatéanyag (pro-

geszteron hatasu) de tovabbi hatbanyagok gyartasanak
kiindulasi anyaga is:

finaszterid (jéindulatd prosztata megnagyobbodas ellen)

progeszteron szarmazékok (két szénatomos egység a D
gy(rdn) pl. drosprienon, ami fogamzasgatlok hatbanyaga

spironolakton (aldoszteron antagonista = vizhajtd)

23
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9aOH-androsztendion technologia

A 90-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.

Konverzio ~70%, 30 g/l bevitt szitoszterinbél elméletileg
14,5 g/l, tzemben 10-11 g/l-es termékszint érhet6 el.

0
N
R H
Myrobact smegmatic »
0
szitos atvrol 90H AD
il 24
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A szubsztrat bevitele

A szitoszterinbdl a szénforrasként alkalmazott glicerinnel és
kulonb6z6 tenzidekkel (Tween-80, Struktol, polipropilén-gli-
kol) egyutt vizes rendszerben intenziv keverés mellett 121 C°
-on (sterilezés hoéfoka) az olvadékbol emulziot készitenek.

A szuszpenziot kiegészitik az egyéb taptalaj-komponensek-
kel (széjaliszt, NH,Cl, KH,PO,, CaCO,) = tapoldat.
Bedllitjak a pH-t, majd 121 C°-on sterilezik. A kétszeri h6ke-
zelés soran a tenzidek jelenlétében a szitoszerin atkristalyo-

sodik és igen apré szemcsemeretl lapos, illetve tds krista-
lyok képzddnek.

A fermentécié soran a szaporodé Mycobacterium megkoto-
dik a szitoszterin kristalyok feluletén, és ott megy végbe a
biokonverzio.

25
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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. Totalextrakcio diklér-metannal (mindent kiold, ronda
emulzio, nehéz szétvalasztani)

2. Beparlas (vakuumban)

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

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

26
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Kémiai reakcioléepések

Dezoxi-androsztén-dion (DAD) gyartdsa: a vizelvonashoz
85%-0s H;PO,-ban fozik, melynek hatasara a 9 és a 11
szénatom kozott kettds kotés alakul ki, erre kés6bb kony-
nyen addicionaltathatunk pl. vizet, vagy HF-ot. Addicional
az elektronszivo csoport a 11 C atomra kotodik. Ez a szub-
sztitucio szukseéges a kortikoszteroidoknal.

-H30 BO
85%-0s H, PO,
fazks

+H20
—_—

dezoxi-andosztréndion (DAD)

27
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Kémiai reakciolépesek

HF addicid - 11-F szarmazékok - ,szuperkortikoidok” =
hatekony gyulladasgatlok.

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

HO
HO C=CH
fémkalum
+acenlenh RS GRREERLY EILEEE * hidmokortizon

11-OH ehisztero]

28
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11. Szteroidkonverziok
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Gyulladasgatlo szteroidok

A hidrokortizon (= kortizol)

A kortizolnak gyulladascstkkentd hatasa mellett sok egyéb
aktivitasa van:

» ,stresszhormon” — a stressz noveli a hormonszintet

» glukoneogenezis — noveli a cukorszintézist mas szenva-
zakbél, mobilizalja a glukdzt, emeli a vércukorszintet.

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

» Elnyom egyes immunfolyamatokat.

29
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Gyulladasgatld szteroidok

A hidrokortizon klasszikus el6allitasa ReichsteinS-acetatbol
torténik (direkt 11-hidroxilezeés).

OH OH
(]
Curvulania lunata
0 (]
BEICHSTEIM-Z acetat hidrokorbizon

Nem kivant egyéb hatasai miatt prednizolont allitottak el6
bel6le, amely szintén gyulladasgatlo, de kevesebb a mel-
lekhatasa —

30
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Gyulladasgatlo szteroidok 2.

A vizben rosszul old6do hidrokortizon szubsztrat bevite-
le ciklodextrin zarvanykomplex segitségével valosithato

meg. Az atalakulas csaknem 100%-o0s, kevés mellékter-
mék keletkezik.

Feldolgozas: extrakcio etilacetattal, beparlas

CH

Corynebacterium simplex
F

1-2 dehiidroginezds

hidrokertizon prednizolon

31
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Gyulladasgatlo szteroidok 3.

A prednizolon vizoldhatésdga A prednizolonbdl allitjak
novelhetd, kilonb6z6 szubsztitu- el6 a FTOROCORT ke-
ensek hozzakapcsolasaval: nécs hatéanyagat, a tri-

amcinolon-acetonidot

T OH
N N— =
—0 T~ s
HO O—/L
o

Depersalon

Triamcinolon-acetom d

32
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(suoq.rea 6T) suaboipuy

Androgén szteroid hormonok

o
| 17,20 Iyase 2
8
¥ /\r,_.{' % i { - /"x][ .c"
I 2 =
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,L J/ IDehydmepl o J r Andru&.Le l’ Estrone o
g T androsterone w ”l“*v/ nedione % HO | o
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| . 17@-HSD = | -
v (on © (OH 2 ¥ ()II ﬁ
== N L N
- B4~ DR
,L Andrormncdml /[ | TTestosteronc ~ [ Jestradiol
N e Sy
| o3 _
5a-reductase cat?® Cellular location
H 52 of enzymes
1 . oroames
\Lr f 5 et Mitochondria
L/ TDmydthqmthmnF Smoath endoplasmic
OF T reliculum
it
33

T i

w.meceesarssare wua)  BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Az androgén szteroidok hatasa kettos

Androgén hatas
> A férfi nemi szervek kifejlédése és ndvekedése
» A normalis férfi szexudlis miikddes fenntartasa
» A masodlagos nemi jellegek kialakitasa
» Sziksegesek a himivarsejtek éréséhez
» Tobb voros vérsejt (+ 10-20%, androgén tdbblet)

Anabolikus hatas
> Nitrogént tart vissza a szervezetben fehérjék for-
majaban
» lzomtdmeg novelése
» Fékezik a katabolizmust és a lebonté folyamatokat

34
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Pécs Miklos: Biotermék technolégia-2 11. Szteroidkonverziok

Az androgén szteroidok hatasa

A szteroid hormonok androgén hatasanak dsszehasonlitasa:

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

35
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Antiandrogének

Orvosilag egyes esetekben sziikség lehet az androgen
hatas ellensulyozasara. Ez tébbféle mechanizmussal va-
|0sithaté meg:

» Szerkezetanalog molekulakkal lefedni az androgén
receptorokat (lehetnek szteroid és nem-szteroid ve-
gyuletek)

» Megakadalyozni az androgének képzodeseét.

Pl.: finaszterid -

36
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Finaszterid

A finaszterid kompetitiv inhibitorként akadalyozza a:
tesztoszteron — dihidrotesztoszteron

atalakulast.

Csokkenti a joval nagyobb and-
rogén aktivitasu DHT termelését.

Joindulatu prosztata megnagyob-
bodas ellen alkalmazzak.

Biokonverzios Iépések:

» Progeszteron eléallitasa

> (tisztan kémiai reakciok), vagy

» az 1-2 kettGs kotes kialakitasa
Corynebacterium simplex-el

37

Anabolikus szteroidok

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

Ezeket sportolok és testépitdk doppingszerkent is al-
kalmazzak. (Sztanozolol, Nandrolon)

Magyarorszagon gyartott szer a Nerobol -

38
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Anabolikus szteroidok

A tesztoszteront egy |épésben ketoredukciéval allitjak el
az androszténdionbdl, kdzvetve szitoszterinbdl.

Metilezés — metil-tesztoszteron

1-2 dehidrogénezés, ugyanolyan, mint a hidrokortizon -
prednizolon atalakitasnal. Az A gy(ir( a harom konjugalt ko-
tés miatt sikba merevedik. Eredmény: anabolikus hatas ma-

rad, androgén hatas csodkken.
OH CH

OH
r«\ CHs CHz
— ’ '
o7

Metil-tesztoszteron Nerobol

-

o Ny

39
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Anabolikus doppingszerek

Boldenon:
lovak szamara kifejlesztett anabolika, emberi hasznélata
nem engedélyezett (megis szedik).

> nitrogén visszatartas, OH

» fehérjeszintézis,

» VvOros vérsejtszam no.

Nagyon hosszu ideig marad
a szervezetben, még 18 ho-
nap utan is kimutathato.
Gyartas: egy lépés ADD-bdl,
vagy tesztoszteronbol

o

40
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Anabolikus doppingszerek

Nandrolone (19-nortestosterone)

Csontritkulasra, vérsze-
génységre és roboralas-

ra adjak idésebb hol-
gyeknek.

Az altalanos anabolikus
hatasok.

A szexualis muikodést
mindkét nemben karo- 0O
sitja.

41
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Anabolikus doppingszerek

Stanozolol

A 17-metil csoport miatt
a maj nem bontja le.

A szokasos anabolikus

hatasok, embernél és

allatoknal.

Gyartas: kémiai szinté-
zissel, tébb lépésben

dihidrotesztoszteronbdl.

42
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NOI nemi szteroid hormonok

Természetes dszirogének

CH,OH CH,O CH.OH
o} i E HO" : E /©i5j:§
Osziradiol Osziron Osztriol

(estr-1,3,5-triene-3,17 #-diol)  (3-hydroxy-estr-1,3,5-friene-17-one)  estr-1,3,5-triene-3,16, 17-triol)

Természetes gesziagén o
CH
CH, 3
CH
o)
Progeszteron

(Pregn-4-ene-3,20-dione)
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Az 0sztrogének bioszintéezise
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NOI nemi szteroid hormonok

A természetes 6sztrogének fizioldgiai szerepe

» A n6i nemi szervek kifejlédése

» A masodlagos nemi jellegek kialakitasa (n6i + férfi)
» A peteérésben és a fogamzasban

» A csontslrliség szabalyozasaban (n6i + férfi)

» Anyagcserében

A természetes gesztagének fiziologiai szerepe
» A terhesség megtartasa

» A peteérés és ovulacio gatlasa
» A spontan méhosszehuzédasok gatlasa

45
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Fogamzasgatlo szteroidok

A hormondlis fogamzasgatlas a gesztagén hatason alapul:
a szintetikus progeszterin analégok ,elhitetik” a szervezettel,
hogy a fogamzas megtortént, igy az Ujabb peteérésre nincs
szlukség.

Az egykomponensd tablettdk csak progesztagén hatbéanya-
got tartalmaznak.

Ezek részben 19-nor-szteroidok (a 19-es metil csoport hi-

anyzik), illetve mas, szintetikusan el6allitott szarmazeékok.

46

T

wa BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 23



Pécs Miklos: Biotermék technolégia-2 11. Szteroidkonverziok

Progesztagen szteroidok

Drospirenon

O
Progeszteron
CH CH

cH, oH CH, OH
1HIEECH 1IE=CH

o o HE<N
Norethisterone Norethinodre! Norgestimate
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Fogamzasgatlo szteroidok

A kétkomponensli tablettak a progesztagén hatéanyag mel-
lett egy Osztrogén tipust molekulat is tartalmaznak. Ezek
valtozo aranyaval (keét, illetve harom szakasz) jobban mo-
dellezik a n6i hormonalis
ciklust.

Etinil-0sztradiol:

HO

48
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Szintetikus szteroidok

Dietil-sztilb6sztrol

1940-70 kozott hasznaltak dsztrogén analogkent, tobb cél-
ra, pl. terhes néknek adtak a vetélés kockazatanak csok-
kentésére. Mellékhatasok az igy szuletett gyermekeknél:
» Lanyok: egyes adenokarcinomak gyakorisaga 40x nétt.
» Fiuk: csokkent a férfias jelleg.

, i HO
1971 6ta nem adhatd ‘
terhesséqg esetén.
g =
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Szintetikus szteroidok

Dietil-sztilbdsztrol

1940-70 kozott hasznaltak 6sztrogén analogkent, tobb cél-

ra, pl. terhes n6knek adtak a vetélés kockazatanak csok-

kentésére. Mellekhatasok az igy szuletett gyermekeknél:
» Lanyok: egyes adenokarcinomak gyakorisaga 40x nott.
» Fiuk: csokkent a féerfias jelleg

1971 6ta nem adhatd 2 OH

terhesség esetén. |
=

HO
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Szintetikus nor-szteroidok

Nor-szteroidok: a 19-es metil csoport hianyzik
Szeko-szteroidok: a C gy(irl nyitott, a 8-14 kétés hianyzik
Szintetikus gyartas: -naftol és borostyankésav-anhidrid

A termékek fontos fogamzéasgatlok

SO — 00 u

51

Molon gyartasa

A 17 ketocsoport redukcioja élesztdvel torténik. Analdg az
AD - Tesztoszteron atalakitassal.

Konverzid: 85-95%-0s, 20-22 g/l termék

Az Etolon ezzel mindenben azonos, csak annal a 18-as he-
lyen etil csoport van.

Feldolgozas: szlrés, a sz(ir6lepény extrakcidja etilacetattal.

52
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. Szteroidkonverziok

Mineralokortikoid antagonista

Spironolakton:
Lefedi az aldoszteron receptorokat a vesében, szerkezeta-
nalog kompetitiv inhibitor. Vizhajto hatasu, de K* veszteség
nélkal. O
Gyartas: etiszterolbdl tobb Y
kémiai lépéssel: "

» lanchosszabbitas CO,

kotessel,

> hidrogénezés,

» gydr(zaras,

» reakcio tioecetsavval.

Genetikai torzsfejlesztés

Az egyenzimes biokonverzioknal a genetikai fejleszté-
sek az adott enzim aktivitdsanak maximalasara iranyul-
nak:

» novelni lehet az enzimfehérje kdpiaszamat (pl.: er6-
sebb promoterrel)

» induktivbadl konstitutivva lehet tenni a gént.

54
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11. Szteroidkonverziok

Génmanipulacio

ETHANOL

Zymosteral
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|
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rokortizon de novo bioszinté-
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