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ITK : Ince Tabaka Kromatografisi

lit. : Literatiir
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uv : Ultraviyole (moroétesi) 151k
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: Tekli (singlet) rezonans

: Uglii rezonanslarin iigliisii (tripletlerin tripleti)
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EPiANDROSTERON BiLESiGININ ASPERGILLUS GLAUCUS KUFU iLE
BiYOTRANSFORMASYONU

OZET

Canlilarin biiyiime ve gelismesinde dogrudan gorev almayan dogal {irtinler genellikle
bulunduklar1 canlilara daha i1yi hayat sartlar1 saglarlar. Bu bilesikler 6zellikle diger
canlilardaki etkilerinden dolay1 ¢ok fazla dikkate alinirlar. Dogal iiriinler birbirinden
farkli yapida ve ¢ok sayida olmalarina ragmen genelde biyosentezlerindeki bazi ortak
yapisal karakterleri sebebiyle terpenler, alkaloidler, steroidler, fenolik bilesikler,
0zellesmis karbohidratlar, 6zellesmis peptidler, poliketidler, yag asitleri ve yag asitleri
tiirevleri olarak gruplandirilirlar. Steroidler dogal {irlinlerin en 6nemli gruplarindan
birisini olustururlar. Kolesterol hayvanlar ve insanlarin membranlarindaki
akigkanligini diizenleyen ¢ok Onemli bir steroitdir. Kolesterol bilesigi steroid
hormonlar, safra asitleri ve D3 vitamini gibi bazi 6nemli bilesiklerin baslangic
maddesidir. Kolesterol tiirevleri olan steroid hormonlar progestagenler (progestinler),
ostrojenler, androjenler glukokortikoidler ve mineralokortikoidler olarak 5 ayr1 grupta
degerlendirilirler. Androjenler omurgali erkek bireylerinde etki gosteren steroid
hormonlaridir. Bu hormon grubunun {iiyelerine testosteron, dihidrotestosteron ve
epiandrosteron (15) o6rnek olarak verilebilir. Testosteron ve dihidrotestosteron
bilesiklerinin aksine epiandrosteron (15) zayif bir androjendir.

Enzimler yada enzimleri bulunduran hiicre, doku ve organ Kkiltirleri ile
mikroorganizmalar, mikroorganizma sporlari, mikrozomlar, gibi biyolojik sistemlerin
ksenobiyotikler  iizerinde = meydana  getirdikleri =~ kimyasal  degisimler
biyotransformasyonlar olarak adlandirilir. Mikroorganizmalar ile gergeklestirilen
mikrobiyal biyotransformasyonlar daha g¢ok kiifler, mikrobiyal algler, mayalar ve
bakteriler gibi mikroorganizma gruplari ile uygulanmaktadir. Gilinlimiizde hormonlar
ve ilaglar gibi birgok 6nemli kimyasal maddenin tiretimi klasik sentez yontemleri
yerine genelde mikrobiyal biyotransformasyonlar ile gergeklestirilmektedir.

Bu calismada epiandrosteron (15) bilesiginin Aspergillus glaucus MRC 200914 kiifii
ile biyotransformasyonu gerceklestirildi. A. glaucus MRC 200914 kiifiine 6zel
hazirlanan besiyeri erlenlere dagitilip otoklavda sterilize edildi. Bu erlenlere kiif steril
sartlarda inokiile edildikten sonra erlenler 3 giin inkiibasyona birakildi. Daha sonra
erlenlere epiandrosteron (15) steril sartlarda ilave edilerek 5 giin daha inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda filtre edilen besiyeri biinyesindeki steroidler etil asetat ile
eksrakte edildi. Ekstraktlarin evaporatorde ugurulmasi ile elde edilen kalintidaki
steroidler kolon kromatografisi calismasi ile ayrildi. Aspergillus glaucus MRC 200914
ile substratin inkiibasyonunun 11a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (16), 3pB,11a-
dihidroksi-5a-androstan-17-on (17) ve 3p,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (24)
metabolitlerini verdigi anlasildi. Metabolitlerin yapi tayinleri substrat ve metabolitlere
ait erime noktalarmin belirlenmesi, NMR ve IR spektrumlarmin karsilastirilarak
gerceklestirildi.
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BIOTRANSFORMATION OF EPIANDROSTERONE BY ASPERGILLUS
GLAUCUS

SUMMARY

During their lives, all living things encounter various chemical substances that are not
their natural substrates and these are called xenobiotics. The chemical changes on
xenobiotics that enzymes or biological systems with enzymes bring about are called
biotransformations.

Biotransformations used with microorganisms are referred to as microbial
biotransformations. Microorganisms are mostly used for biotransformations because
of their important advantages such as being environmentally friendly, quicker, cheaper
and can be carried out in various environments from the flask to the factory fermenter.
Microorganisms can be used free or immobilised on suitable surfaces for microbial
biotransformations. Microbial biotransformations are mostly applied with molds,
microbial algae, yeasts and bacteria. Microorganisms such as molds and bacteria, by
using their non-specific enzymes, can produce many different chemical changes in
many natural or synthetic substrates. Microbial biotransformations are carried out by
cytochrome P-450 enzymes and one of the most important microbial
biotransformations is the microbial hydroxylation. The microbial hydroxylation
reaction was first observed in 1952. During the synthesis of some corticosterods as
drugs, it was a very long and expensive process to place an oxygen function in a
position far away from the functional groups by classical chemical methods. The
elimination of this problem by a hydroxylation via the mold Rhizopus arrhizus at the
mentioned position directed all attention to microbial biotransformations. Following
this discovery and understanding of the importance of microbial hydroxylation,
biotransformations of many different types of chemicals have been carried out with
many different microorganisms.

Organic compounds found in all living things, which are not directly taken part in their
growth and development, are called secondary metabolites or natural products. These
chemicals often provide better life conditions for the organisms in which they are
found. Natural products are compounds that attract a lot of attention, especially
because of their effects on other living things. Although natural products are found all
living things, they are more commonly observed in plants, microorganisms, fungi and
insects. Although natural products are numerous and have many different structures,
they are generally grouped as terpenes, alkaloids, steroids, phenolic compounds,
specialized carbohydrates, non-ribosomal peptides, polyketides, fatty acids and fatty
acid derivatives due to some common similarities in their biosynthesis.

Steroids are one of the most important groups of natural products. Steroids with a 3f-
hydroxyl hydroxyl group and aliphatic side chains with different structures and

XXi



lengths in the ring D are called sterols. Ergosterol in fungi, stigmasterol in plants and
cholesterol in animals and humans are the most common and best known sterols.

Cholesterol is a very important molecule that regulates the fluidity of membranes in
animals and humans. Cholesterol is also the starting material for some very important
compounds such as bile acids, vitamin D3 and steroid hormones.

Steroid hormones are classified into 5 groups such as, glucocorticoids,
mineralocorticoids,  progestagens  (progestins), estrogens and androgens.
Glucocorticoids and mineralocorticoids are known as corticosteroids, whilst
androgens and estrogens and progestagens, are known as sex hormones.

The main functions of sex hormones are to regulate the growth and development of
reproductive organs, secondary sexual characteristics and the reproductive cycle.
Some sex hormones also have strong anabolic effects, promoting the development of
many tissues such as bone, muscles and skin, and maintaining the metabolism.
Progesterone, the most common and active representative of the progestagens, is a
natural steroid hormone and is also an intermediate compound from which other
steroid hormones in mammals are synthesized. In humans, progesterone plays a role
in preparing the endometrium for pregnancy. Once pregnancy begins, the release of
progesterone protects the mother and the developing fetus by preventing the start of a
new reproductive cycle. Androgens are sex hormones that are active in male
vertebrates and estrogens are those in female vertebrates. Estrogens are made from
androgens. Although the main site of synthesis of androgens in the body is the testes,
some of these hormones are also released from the adrenal cortex. Biosynthesis of
androgens in the adrenal cortex and testes takes place in the A* pathway and the A®
pathway.

The main pathway of androgen biosynthesis is the A* pathway. In this pathway, the
cholesterol side chain is cleaved and it is converted in to pregnenolone and then
progesterone. Progesterone is then converted to 17a-hydroxyprogesterone. 17a-
Hydroxyprogesterone is converted to androstendione, also known as androst-4-en-
3,17-dione. Testosterone is synthesized by the reduction of androstendione at C-17.
Testosterone is then converted by a Sa-reductase activity to dihydrotestosterone,
another more active androgen. In the A® pathway, which is actually a side pathway,
pregnenolone derived from the cholesterol is converted into 17a-
hydroxypregnenolone  and  then  dehydroepiandrosterone  is  obtained.
Dehydroepiandrosterone can be converted to androstendione and then oxidized to
testosterone. The common end product of the A* pathway and the A® pathway in the
biosynthesis of androgens is the androstendione. Testosterone, estrone and estriol are
made from androstenedione. Estradiol (17p-estradiol) is made from testosterone. After
testosterone has completed its biological activity in the body, it is converted into
metabolites such as androsterone, ethanolone and epiandrosterone (15).

Epiandrosterone (15), also named as 3p-hydroxy-5a-androstan-17-one, is a weak
androgen that occurs naturally in most mammals. Epiandrosterone (15) can also be
formed in mammals from dehydroepiandrosterone by a Sa-reductase activity and from
androstendione by a 3B-hydroxysteroid dehydrogenase activity.

Aspergillus species are particularly important because of the mycotoxins they secrete,
the pathogenicities they cause, their contribution to basic eukaryotic genetics and
biotechnology. Most Aspergillus species live in soil, water and decaying materials.
Some Aspergillus species are known as pathogenic to humans and animals.
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Biotransformations of different steroids by Aspergillus species have generally resulted
In reactions such as Baeyer-Villiger oxidations, microbial hydroxylations, removal of
side chains, aromatization of the A ring, microbial hydrogenations and microbial
dehydrogenations.

In the present work, epiandrosterone (15) was incubated with Aspergillus glaucus
MRC 200914 in order to see how this fungus metabolises the substrate. One liter of
the medium was prepared and evenly disrubuted into 10 erlenmeyer flasks of 250 mL.
The medium in flasks was then sterilized by an autoclave. These flasks were inoculated
by A. glaucus. The flasks were incubated for 3 days at 25 °C on a shaker and the
substrate in DMF was then added aseptically into them. All flasks were further
incubated for 5 days. After 5 days, the mycellium was separated from the broth by
filtration under the vacuum. The mycellium was rinsed with ethyl acetate and the broth
was then extracted with ethyl acetate. The extracts were dried over sodium sulfate
anhydrous and evaporated in vacuo to give a brown gum which was then
chromatographed on silica gel 60. 1la-hydroxy-5a-androstan-3,17-dione (16),
3pB,11a-dihydroxy-5a-androstan-17-one (17) and 3pB,7a-dihydroxy-5Sa-androstan-17-
one (24) were obtained from the chromatography work. The structures of these
compounds were determined by comparing melting points, NMR and IR spectra of the
substrate with those of steroids.
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1. GIRiS

Canlilar hayatlar1 boyunca kendilerine yabanci olan ve ksenobiyotikler olarak
adlandirilan kimyasal maddeler ile etkilesirler. Enzimler yada enzimlerin mevcut
oldugu mikroorganizmalar, mikroorganizma sporlari, mikrozomlar, hiicre, doku ve
organ Kkiiltiirleri gibi biyolojik sistemlerin ksenobiyotiklerin iizerinde meydana
getirdikleri kimyasal degisimler biyotransformasyonlar olarak adlandirilir [1]. Sirke
tiretiminde etanoliin bakterilerce asetik aside oksidasyonu ve sekerlerin bira mayasi
ile etanole cevirilmesi insanlik tarihindeki kayda gegen ilk biyotransfomasyon

orneklerindendir [1, 2].

Mikroorganizmalar ile uygulanan biotransformasyon c¢alismalart mikrobiyal
biyotransformasyonlar olarak ifade edilmektedir. Mikrobiyal
biyotransformasyonlarin ¢evreye dost olmalari, daha ucuza, daha kisa siirede ve
erlenlerden fabrika fermentdriine kadar farkli ortamlarda uygulanabilmeleri gibi ¢ok
hayati TUstiinliikleri sebebiyle giiniimiizdeki biyotransformasyonlarda genelde
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar mikrobiyal
biyotransformasyonlarinda serbest olarak yada uygun bir yiizeye sabitlenmis bir
sekilde kullanilmaktadir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar daha c¢ok kiifler,
mikrobiyal algler, mayalar ve bakteriler gibi mikroorganizmalar ile uygulanmaktadir

13].

Ozelikle kiifler gibi mikroorganizmalar, spesifik olmayan enzimleri ile dogal veya
sentetik olabilecek bircok substratta ¢cok sayida farkli kimyasal degisimler meydana
getirebilirler. Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarmin en 6nemlilerinden

birisi mikrobiyal hidroksilasyondur [1,2].

Mikrobiyal hidroksillenme olarak da bilinen mikrobiyal hidroksilasyon reaksiyonu
ilk defa 1952 yilinda gozlenmistir. Bahsedilen yillarda ilag olarak kullanilacak bazi
bilesiklerin sentezindeki herhangi bir fonksiyonel gruptan uzaktaki bir pozisyonuna
bir oksijen fonksiyonunun ilave edilmesi mevcut yontemlerle ¢ok uzun ve pahali bir

islemdi. S6z konusu problemin ¢aligmadaki bir ara bilesigi Rhizopus arrhizus kiifii



sayesinde bir hidroksillenme ile ¢ozilmesi tiim dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlara yoneltmistir [1, 4].

Mikrobiyal hidroksillenmenin kesfi ve oneminin anlasilmasii takiben ¢ok sayida
farkli1 kimyasal madde gruplarmin birgok farkli mikroorganizmalar ile
biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Gilintimiizde hormonlar ve ilaglar gibi
onemli kimyasal maddelerin {iretimi klasik sentez yoOntemleri yerine genelde

mikrobiyal biyotransformasyonlar ile gerceklestirilmektedir [3,5].



2. ASPERGILLUS TURLERI iLE EPiIANDROSTERON
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Epiandrosteron

Canlilarda bulunan organik bilesikler {i¢ grup altinda incelenebilir. Birinci grupta
tim canlilarin biiyiime ve gelismesinde dogrudan goérev alan ve primer (asli veya
birincil) metabolizmanin elamanlart olan ve primer metabolitler olarak bilinen amino
asitler ve monosakKaritler gibi bilesikler bulunur. ikinci grubta seliiloz, proteinler ve
ligninler gibi molekiil agirlilar1 ¢ok biiyiik olan molekiiller (biyopolimerler) bulunur.
Uciincii grupta canlilarin bilyiime ve gelismesi icin dogrudan gérev almayan
sekonder (ikincil) metabolizmanin elemanlar1 olan sekonder metabolitler bulunur.
Sekonder metabolitler ayrica dogal {iriinler olarak da bilinir ve bu bilesikler canlilarin
gelisme ve biiyiimelerinde dogrudan gorev almasalar da genellikle bulunduklar
canlilara daha iyi hayat sartlar1 saglarlar. Dogal iirlinler 6zellikle diger canlilar
tizerindeki etkileri sebebi ile ¢ok fazla dikkat ¢eken bilesiklerdir. Dogal tirtinler her
canli grubunda bulunsalar da ¢ogu zaman mantarlarda, mikroorganizmalarda,

bitkilerde ve boceklerde ¢ok daha fazla gézlenirler [6-8].

Dogal iiriinler birbirinden farkli yapida ve ¢ok sayida olmalarina ragmen genelde
biyosentezlerindeki baz1 ortak benzrlikler sebebiyle terpenler, alkaloidler, steroidler,
fenolik bilesikler, 6zellesmis karbohidratlar, 6zellesmis peptidler, poliketidler, yag

asitleri ve yag asitleri tiirevleri olarak gruplandirilirlar [6-8].

Steroidler dogal iirtinlerin en 6nemli gruplarindan birisini olustururlar. Steroid terimi
kati anlaminda olan Latince “steros” kelimesinden dogmustur. Steroidler
siklopentanoperhidrofenantren veya steran olarak adlandirilan bir halkaya sahip olan
bilesiklerdir. Bahsedilen halka birbirleriyle kaynasmis A, B ve C olarak bilinen ti¢
adet siklohekzan halkas1 ve D olarak bilinen bir adet siklopentan halkasindan olusur

(Sekil 1.1). Birgok steroid kendi molekiil diizleminin tizerinde bulunan iki adet metil



grubu igerir. Steroidler genelde A halkasindaki C-3 pozisyonunda bir oksijen
fonksiyonu (bir hidroksil veya karbonil grubu) igerirken D halkasindaki C-17
pozisyonunda ise bir oksijen fonksiyonu veya bir yan zincir igerir. Ayrica bazi

steroidlerde A veya B halkalarinda ¢ift baglar igerir [9].

Yapilarinda 3B-hidroksil hidroksil grubu ve D halkalarinda farkli yap1 ve uzunlukta
alifatik yan zincirler iceren steroidler steroller olarak adlandirilir. Mantarlarda
bulunan ergosterol, bitkilerde bulunan stigmasterol ile hayvanlar ve insanlarda

bulunan kolesterol (1) en ¢ok ve en iyi bilinen sterollerdir [9-10].

(e Io)
00

Sekil 2.1. Steran halkasi.

Kolesterol (1) hayvanlar ve insanlarin membranlarindaki akigkanligini diizenleyen
cok onemli bir molekiildiir. Kolesterol (1) bilesiginin biyosentezi olduk¢a uzun ve
karmagiktir. Bu bilesigin biyosentezi 3 asamada incelenebilir. Ilk asamada 3 adet
asetil koenzim A bilesiginden mevalonat sentezlendikten sonra bu bilesik izoentenil
difosfat olarak da bilinen izopentenil pirofosfata gevrilir. Ikinci asamada izopentenil
pirofosfat dimetilallil pirofosfata izomerlesir. Olusan dimetilallil pirofosfatin bir
izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu sonucunda geranil pirofosfat meydana gelir.
Geranil pirofosfatin bir diger izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu sonucunda ise
farnesil pirofosfat olusur. Farnesil pirofosfatin aynmi sekilde olusan bir diger farnesil
pirofosfat ile indirgenme beraberliginde gerceklesen kondenzasyonu sonucunda
skualen olusur. Bir triterpen ve diger triterpenlerin ¢ikis maddesi olan skualen
olusumu ile kolesterol biyosentezinin ikinci asamasi sona erer. Uciincii asamada 6nce
skualenin epoksidasyonu ile skualen epoksit olusur ve skualen epoksidin daha
sonraki halkalagsmasi neticesinde ilk halkali bilesik olarak lanosterol olusur.
Lanosterol ise daha sonra gerceklesen 19 reaksiyon iizerinden kolesterol bilesigine

dontistirilir [9-10]..

Kolesterol (1) bilesigi ayrica safra asitleri, D3 vitamini ve steroid hormonlar gibi ¢ok

onemli bazi bilesiklerin ¢ikis maddesidir. Kolesterol bilesiginden olusan safra asitleri
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deterjanlar gibi hem hidrofobik hemde hidrofiik yapilarindan dolay1 yapilarindan
dolay1 lipidlerin ince bagirsaktaki sindirim ve emiliminde gorev alirlar. Safra asitleri
ayrica safra kesesinde tas olusumunun engellenmesinde 6nemli rol oynar ve

viicuttaki kolesterol (1) fazlasi safra asitleri sayesinde uzaklastirilir [9-10].

D3 vitamini aslinda kolesterol (1) bilesiginin bir n maddesi olan 7-dehidrokolesterol
bilesiginin deri altinda giines kokenli UV 1sinlart ile B halkasindan pargalanmasini
takiben izomerlesmesi ile olusur. Bu vitamin karaciger ve sonrasinda bobrekteki
birer hidroksillenme neticesinde kalsitriol hormonuna doniisiir. Bu hormon kalsitonin
ve parathormon hormonlart ile beraber kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin

diizenlenmesinde rol oynar [9-10].

Steroid  hormonlar  glukokortikoidler, mineralokortikoidler, progestagenler
(progestinler), Ostrojenler ve androjenler olarak 5 ayri grupta degerlendirilirler. En
onemli temsilcisi kortizol olan glukokortikoidler karbohidrat, lipid ve protein
metabolizmas1 tizerinde etkilidirler. Buna ilaveten glukokortikoidler iltihap
gidericilik ve bagisiklik baskilayicilik gibi 6nemli Ozelliklere de sahiptirler.
Mineralokortikoidlerin en énemli temsilcisi aldosteron hormonudur ve bu bilesikler
su ve mineral metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alirlar. Progestagenler,
androjenler ve Ostrojenler ise cinsiyet (esey) hormonlari olarak da tanimlanirlar.
Cinsiyet hormonlarinin temel islevleri iireme organlarinin gelisi ve biiyiimelerinin,
ikincil esey karakterlerinin ve iireme dongiisiiniin diizenlenmesidir. Progestagenlerin
en yaygin ve etkin temsilcisi olan progesteron (2) dogal bir steroid hormondur ve
ayni zamanda memelilerdeki diger steroid hormonlarin kendisinden sentezlendigi bir
ara bilesiktir. Progesteron (2) insanlarda endometriyumun gebelige hazirlanmasinda
rol oynar. Gebelik basladiginda ise progesteron (2) salinmasi yeni bir {lireme
dongiisiiniin baslamas1 engelleyerek anne ve anne karninda gelisen cenini korur.
Androjenler omurgali erkek bireylerinde etkili cinsiyet hormonlariyken Ostrojenler
ise omurgalt disi bireylerinde etkili olan cinsiyet hormonlaridir. Androjenlerin
viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis) olmasina ragmen bu hormonlar az
miktarlarda da olsa adrenal kortekste sentezlenmektedir. Adrenal Kkorteks ve
testislerde steroid hormonlar biyosentezi A* yolu ve A® yolu gibi iki fakli sekilde
(Sekil 2.2.) sentezlenmektedir [9-10].
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Sekil 2.2. Baz1 6strojen ve androjenlerin biyosentezi.
Androjen biyosentezinin ana yolu olarak kabul edilen A* yolunda énce kolesterol (1)
pregneneolon (2) bilesigi lizerinden progesteron (2) bilesigi g¢evrilir. Daha sonra

progesteron (2) 17a-hidroksiprogesterona (4) dontistiiriiliir. 17a-Hidroksiprogesteron

(4) ise androst-4-en-3,17-dion olarak da adlandirilan androstendion (5) bilesigine



cevrilir. Androstendion (5) bilesigi C-17°de indirgenerek testosteron (6) bilesigine
cevrilir. Testosteron (6) bilesigi biinyesindeki ¢ift bagin doyurulmasi ile daha etkin
bir androjen olan dihidrotestosteron (7) bilesigine ¢evrilir. Bir yan yol olan A®
yolunda ise kolesterol (1) bilesigi 6nce pregnenolon (3) bilesigi tizerinden 17a-
hidroksipregnenolon (8) bilesigine ¢evrilir. 17a-Hidroksipregnenolon (8) bilesigi ise
daha sonra dehidroepiandrosteron (9) bilesigine cevrilir. Dehidroepiandrosteron (9)
androstendion (5) bilesigine tizerinden testosteron (6) bilesigine ¢evrilebilmektedir.
Androstendion (5) bilesigi aslinda androjenlerin biyosentezindeki her iki yolun ortak
son {irlintidiir (Sekil 2.2.). Androstendion (5) bilesigi testosteron (6) gibi bir androjen
ile dstron (10) ve dstriol (11) gibi dstrojenlerin baslangic maddesidir. Onemli bir
Ostrojen olan Ostradiol (12) ise testosteron (6) bilesiginden sentezlenir. Dokulardaki
fonksiyonlar1 sonrasinda testosteron (6) bilesigi androstendion (5) tizerinden Sekil.
1.3.’de kimyasal yapilart verilen olan androsteron (13), etikolanon (14) ve
epiandrosteron (15) gibi metabolitlere gevrilir. Bahsedilen bu metabolitler diisiik

aktiviteli veya tamamen inaktif bilesiklerdir [9,10].
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Sekil 2.3. Testosteron (6) bilesiginin baz1 metabolitleri.

3B-Hidroksi-5a-androstan-17-on olarak da bilinen epiandrosteron (15) ¢ogu
memelilerde dogal olarak gozlenen zayif bir androjendir. Epiandrosteron (15)
memelilerde dehidroepiandrosteron (9) bilesiginden So-rediiktaz aktivitesi ile
androstendion bilesiginden ise 3[B-hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesi ile de
olusturulabilir [9].

2.2. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Giiniimiizdeki kiiflerle steroid biyotransformasyonlar1 kiiflerdeki ¢ok genis
spektrumlu enzimlerinin giiglii regio ve stereosegicilikleri nedeniyle hormonlar ve

ilaglar gibi onemli ve degerli kimyasal maddelerin else edilmesinde yaygin bir

sekilde uygulanmaktadir. Literatliirdeki mikrobiyal biyotransformasyonlar1 daha da



etkin hale getirmek, uygulamalarda kullanilabilecek yeni reaksiyonlar ve

mikroorganizmalar elde etme amaciyla ¢alismalar siirdiiriilmektedir [5,11].

Simdiye kadar ¢ok fazla sayida farkli kiiflerle mikrobiyal steroid
biyotransformasyonlari uygulanmastir. Bu ¢alismalardan mikrobiyal
hidroksillenmeler, Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidrojenasyonlar,
mikrobiyal dehidrojenasyonlar A halkasinin aromatiklesmesi, yan zincirlerin
uzaklastirilmasi, mevcut hidroksil gruplarinin oksidasyonu ve mevcut keton

gruplarinin rediiksiyonu gibi ilging sonuglae elde edilmistir [5,11].
2.3. Aspergillus Tiirleri ile Epiandrosteron (15) Biyotransformasyonlari

Aspergillus cinsine ait olan tiirler genelde trettikleri mikotoksinleri, patojenlikleri,
temel Okaryotik genetik ve biyoteknoloji ilimlerine katkilar1 nedeni ile ¢ok hayati
oneme sahiptirler [12]. Birgok Aspergillus tiirii su, toprak ve c¢liriiyen materyaller
tizerinde yasarken bazi Aspergillus tiirleri ise insanlar ve hayvanlar i¢in patojendirler
[13]. Cok farkli tiplerde steroidlerin  Aspergillus cinsine ait tiirlerle
biyotransformasyonlar1 genellikle yan zincirlerin uzaklastirilmasi, A halkasinin
aromatiklesmesi, Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidroksillenmeler,
mikrobiyal hidrojenasyonlar ve mikrobiyal dehidrojenasyonlari gibi reaksiyonlari
vermistir [5,11]. Epiandrosteron (15) bilesiginin literatiirde mevcut olan bazi bazi
Aspergillus tiirleri ile biyotransformasyonlari vardir [14-19]. Ornegin A. wentii MRC
200316 izolat1 ile epiandrosteron (15) inkiibasyonu (Sekil 2.4.) 1lo-hidroksi-5a-
androstan-3,17-dion (16) ve 3B,11a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (17) metabolitleri

ile sonuglanmistir [14].

HO =
H
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Sekil 2.4. A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyon.

A. candidus MRC 200634 izolatt ile gergeklestirtirilen epiandrosteron (15)

inkiibasyonu (Sekil 2.5.) 14a-hydroxy-5a-androstan-3,17-dion (18), la,30-

dihidroksi-5a-androstan-17-on  (19), 3a,15B-dihidroksi-5a-androstan-17-on  (20),
8



3pB,14a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (21), 15B,17p- dihidroksi-5a-androstan-3,17-
dion (22), 1a,3p-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (23), 3B,7a-dihidroksi-5a-androstan-
17-on (24), 11a,17B-dihidroksi-5a-androstan-3-on (25) metabolitleri ile bir 6nceki

calismadan elde edilen (16 ve 17) numarali metabolitleri vermistir [15].

o)

HO
as)

(24) (25)

Sekil 2.5. A. candidus MRC 200634 ile biyotransformasyon.

A. sydowii MRC 200653 izolat1 ile epiandrosteron (15) inkiibasyonu (Sekil 2.6.)
testosteron (6), Sa-androst-1-en-3,17-dion (26), androsta-1,4-dien-3,17-dion (27),
17B-hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (28), 6pB-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (29),
6p,17p-dihidrokisandrost-4-en-3-on (30) ve 3pB,7p-dihidroksi-5a-androstan-17-on
(31) metabolitleri ile bir onceki c¢aligmada elde edilen (17, 23 ve 24) numaral

metabolitleri ni vermistir [16].
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Sekil 2.6. A. sydowii MRC 200653 ile biyotransformasyon.

A. tamarii MRC 72400 izolat1 ile epiandrosteron (15) inkiibasyonu (Sekil 2.7.) 3p-
hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on  (32) ve 3f,11B-dihidroksi-5a-
androstan-17-on (33) metabolitleri ile sonug¢lanmigtir [17].
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Sekil 2.7. A. tamarii MRC 72400 biyotransformasyon.
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A. tamarii QM 1223 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.8) ise daha onceki

calismadan elde edilen (33) numarali metaboliti vermistir [18].
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Sekil 2.8. Substratin A. tamarii QM 1223 ile biyotransformasyonu.

A. terreus MRC 200365 izolati ile epiandrosteron (15) inkiibasyonu (Sekil 2.9.) daha

onceki bir ¢calismadan da elde edilen (32) numarali metaboliti vermistir [19].

0
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Sekil 2.9. A. terreus MRC 200365 biyotransformasyon.

2.4. Calismanin Amaci

Bu c¢alismada epiandrosteron (15) bilesiginin Aspergillus glaucus MRC 200914
izolat1 ile biyotransformasyonunun incelenmesi amaglanmistir. Aspergillus glaucus
son derece olumsuz kosullar altindaki fizyolojik dayanikliligi nedeniyle oldukca

farkl yerlerde yasayabilen bir kiiftiir ve insanlar i¢in patojen olabilmektedir [20].

11
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Genel Bilgiler

Deneylerde kullanilacak besiyeri ve cam malzemeler otoklavda (Niive OT 40 L) 121
°C’de ve 20 dakika siire ile sterilize edildi. Yatik agar besiyerlerine kiif ilavesi,
sterilize edilmis erlenlere kiif ve substrat ilavesi i¢cin Niikkleon marka Sinif II Tip steril
kabin kullanildi. Inkiibasyonlar1 gerceklestirmek igin c¢alkalamali inkiibator
(Gerhardt THO 500 Laboshake) kullanildi. Infrared spektrumlart Perkin Elmer
SpectrumTwo spektrometre cihazi ile alindi. *H NMR spektrumlar1 solvent olarak
doterokloroform (CDCl3) ve i¢ sinyal olarak tetrametilsilan standardi kullanilarak
Variann Mercury 300 NMR spektrometresi ile 300 MHz’de alindi. 3C NMR
spektrumlari solvent olarak déterokloroform kullanilarak Varian Mercury 300 NMR
spektrometresi ile 75 MHz’de alindi. Steroidlere ait erime noktalar1 Elektrothermal

IA 9200 erime noktasi tayin cihazi ile 6l¢iildii ve tekrarlanmadi.

Biyotransformasyon c¢alismas:1 ile kolon kromatografisi islemi ince tabaka
kromatografisi (ITK) islemleri ile takip edildi.. ITK islemleri ise 0,25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1)
¢oziicii sistemi ile gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki steroidler ise p-anisaldehit-
stlfurik asit reaktifine daldirilip 120 °C’de 3 dakika boyunca isitilmak sureti ile

gozlenebilir hale getirildi.

Calismada kullanilan A. glaucus MRC 200914 izolat TUBITAK, Marmara
Arastirma Merkezi, Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitiisii, Kiiltiir Koleksiyonundan

temin edildi..

Epiandrosteron (15) Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Yatik agar besiyerleri
hazirlamak icin kullanilan PDA ve agar, kiif besiyeri i¢in kullanilan tiim kimyasallar

ve ¢alismalarda kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan temin edildi.



3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanisi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in 5,85 g PDA (potato dekstroz agar) ve 1,2 g agar
karisimi saf su ile 150 mL’ye tamamlanarak kaynatildi. S6z konusu besiyeri
sogumadan deney tiiplerine yarilarina kadar ilave edildikten sonra tiip agizlar1 yeteri
miktarda pamuk ile kapatildi. Agiz kisimlar1 alimiinyum folyo ile sarilan tiipler
otoklavda 20 dakika boyunca 121 °C’de sterilize edildi. Tiplerdeki sivilasmis
besiyeri katilasmadan Once ortalama 45 derecelik bir egimle sogumaya birakilarak

yatik agar besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiiriiniin Hazirlamis1 ve Tazelenmesi

Kiiltiir koleksiyonundan temin edilen kiif 3 ayr1 yatik agar besiyerlerine steril
kosullarda ilave edilip ve oda sicakliginda gelismeye birakildi. Hazirlanan bu yeni
yatik agar kiiltiirlerindeki en iyi gelismis olan kiif her 2 haftada bir yeni yatik agar
besiyerlerine steril kosullarda nakledildi. Ayni islemin 2 kere tekrarlanmasi ile

mevcut en taze ve en iyi gelismis kiif biyotransformasyon c¢aligsmasi i¢in kullanildu.

3.4. Kiif Besiyerinin Hazirlanisi

Glukoz (200 g), pepton (5 g), maya ekstrakt1 (3 g) ve malt ekstrakt1 (3 g) 1 L distile
su igerisinde ¢oziiliip karigtirilarak A. glaucus MRC 200914 kiifiine 6zel bir besiyeri
hazirland1 [21].

3.5. Biyotransformasyon Deneyi

A. glaucus i¢in hazirlanan besiyeri 250 mL’lik 10 ayri erlene paylastirildiktan sonra
otoklavda sterilize edildi. A. glaucus kiifii bu erlenlere steril sartlarda ilave edildikten
sonra ¢alkalamali inkiibatorde (150 rpm) 25 °C’de 3 giin siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda substrat (1 g) steril sartlarda DMF (10 mL) icerisinde
coziilerek erlenlere esit hacimlerde aktarildi. Daha sonra erlenler 25°C’de 5 giin daha
inkiibe edildi (150 rpm).

Biyotransformasyon deneyi bir adet kontrol erleni sayesinde izlendi. Sadece steril
besiyeri igeren bir erlene substrat ilave edilerek kontrol erleni hazirlandi.

Biyotransformasyon ¢alismasindaki tim islemler kontrol erleni iginde

14



gerceklestirildi. Bu islemlerin sonrasinda kontrol erleninden ITK alindiginda higbir
metabolit gozlenmegigi icin biyotransformasyon c¢aligmamasina ait sonuglarin kabul

edilebilir olduguna karar verildi. .

3.6. Metabolitlerin Ayrilmasi ve Yapi Tayinleri

Inkiibasyon sonrasinda kiif besiyeri filtrasyonla misellerinden filtrat olarak siiziildii
ve miseller bir miktar etil asetat (500 mL) ile yikandu. Filtratta bulunan steroidler etil
asetat (1 L) ile 3 kez ekstrakte edildi. Toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat
ekstraktlar susuzlastirildi. Daha sonra estraktlarin evaporatorde ugurulmasi ile
yagims1 bir madde elde edildi. Bu yagims1 madde ile substrat1 karsilastirarak bir ITK
calismasi uygulandi. ITK g¢alismasinin sonuglari dogrultusunda silika jel 60 (Merck
107734, 230-400 mesh) ile bir kolon kromatografisi uygulamasi neticesinde yagimsi
maddedeki steroidler ayirildi. Kolon kromatografisi uygulamasi eliient olarak n-
hekzan biinyesinde artan etil asetat derigimleri ile gergeklestirildi. Yap1 tayinleri ise
substrat ile her bir steroidin erime noktasi, NMR ve IR spektrumlarinin

karsilastirilarak gergeklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu calismada karbon iskeleti Sekil 4.1.’de verilen substratin A. glaucus MRC

200914 izolat1 ile 5 giinliik biyotransformasyonu incelendi.

Sekil 4.1. Substrata ait karbon iskeleti.

A. glaucus MRC 200914 ile substratin inkiibasyonundan kaynaklanan yagimsi
maddenin (2037 mg) kolon kromatografisi degisime ugramayan substrati (142 mg)
ile 11a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (16), 3p,11a-dihidroksi-5a-androstan-17-on
(17) ve 3B,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (24) metabolitlerini verdi (Sekil 4.2.).

HO E

16)

Sekil 4.2. A. glaucus MRC 200914 ile biyotransformasyon.

1 1a-Hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (16) (52 mg, %5)
Erime noktasi: 195-196 °C, lit., 190-193 °C [22].
IR (Vmax/cm™): 3420, 1735 ve 1720.

IH NMR (300 MHz, CDCls): 0,92 (3H, s, 18-H), 1,17 (3H, s, 19-H), 4,02 (1H, dt, J
=5 ve 10 Hz, 11B-H).



13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakiniz Tablo 4.1.

Tablo 4.1. Steroidler igin *3C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu (15) (16) a7 (24)

1 36.87 39.88 38.40 36.58
2 31.35 38.25 31.60 31.21
3 71.06 212.06 70.60 70.90
4 37.98 45.03 38.40 37.48
5 44.76 47.24 44.96 37.00
6
7
8
9

28.32 29.05 28.79 35.70
30.83 30.24 30.65 66.59
34.97 34.04 34.07 39.04
54.35 59.87 60.24 45.99

10 35.57 37.33 37.25 35.64
11 20.43 68.63 68.39 20.22
12 31.47 42.95 42.75 31.08
13 47.76 47.93 47.93 47.51
14 51.34 50.17 50.17 45.74
15 21.72 21.76 21.72 21.25
16 35.80 35.78 35.80 36.61
17 22150 21931 219.89 221.29
18 13.76 14.55 14.45 13.43
19 12.25 11.76 12.65 11.15

3pB,11a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (17) (496 mg, %47).
Erime noktasi: 107-108 °C, lit., 103-104 °C [23].
IR (Vmax/cm'®): 3465 ve 1740.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,85 (3H, s, 18-H), 0,94 (3H, s, 19-H), 3.62 (1H, tt, J =
5ve 11 Hz, 30-H), 3.95 (1H, dt, J =5 ve 10 Hz, 11pB-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakiniz Tablo 4.1.

3pB,7a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (24) (127 mg, %12).
Erime noktasi: 178-179 °C, lit., 182-183 °C [23]
IR (Vmax/cm™): 3360 ve 1735.

IH NMR (300 MHz, CDCls): 0,83 (3H, s, 19-H), 0,87 (3H, s, 18-H), 3.63 (1H, tt, J =
5ve 11 Hz, 3a-H), 3.97 (1H, bs, 78-H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakiniz Tablo 4.1.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Substratin A. glaucus MRC 200914 izolat1 ile inkiibasyonu ii¢ metabolitin elde
edilmesi ile sonucland1 (Sekil 5.1.).

HO H

16)

as)

Sekil 5.1. A. glaucus MRC 200914 ile biyotransformasyon.

[k metabolitin 11a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (16) oldugu anlasildi. Metabolit
'H NMR spektrumu 84 4.02 ppm’de 11a-hidroksil grubuna 6zgii olan bir rezonansi
(1H, dt, J = 5 ve 10 Hz verdi [24]. Metabolit **C NMR spektrumu (Tablo 5.1.) C-9
ve C-12 rezonanslari agagi alana yonelmis kaymalar (C-9 i¢in Adc 5,52 ppm ve C-12
icin Adc 11,48 ppm) verirken C-8 rezonansinin yukari alana yonelmis bir y-gauche
kaymasi (Adc 0,93 ppm) vermesi bir 11a-hidroksil grubunun varligini daha da
pekistirdi [25]. Metabolite ait'3C NMR spektrumu substratin 5c 71,06 ppm’deki C-3
rezonansini vermezken ayni1 spektrumda dc 212,06 ppm’de yeni bir kuaterner karbon

rezonansi gézlenmesi substrattaki 3B-hidroksil grubunun yiikseltgendigini gosterdi.

Ikinci metabolitin 3p,11a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (17) oldugu tespit edildi.
Metabolit *H NMR spektrumunda 8 3.95 ppm’de bir 11a-hidroksil grubuna 6zgii bir
rezonans (1H, dt, J = 5 ve 10 Hz) gozlendi [24]. Metabolit *C NMR
spektrumundaki C-9 ve C-12 rezonanslar1 agagi alana yonelmis kaymalar (C-9 i¢in
Adc 5,89 ppm ve C-12 igin Adc 11,28 ppm) gosterirken C-8 rezonansinin yukari
alana yonelmis bir y-gauche kaymasi (Adc 0,90 ppm) gostermesi bir 11a-hidroksil
grubu varligmi daha da netlestirdi [25]. Substrata ait 3,59 ppm’deki 3a-H
rezonansmin (1H, tt, J = 5 ve 11 Hz) metabolit *H NMR spektrumunda dn 3,62
ppm’de (1H, tt, J =5 ve 11 Hz) gozlenmesi sebebi ile substratin diger kisimlarinda

bir degisim olmadig1 degerlendirildi.



Tablo 5.1. Steroidlere ait **C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu (15) (16) a7 (24)

1 36.87 39.88 38.40 36.58
2 31.35 38.25 31.60 31.21
3 71.06 212.06 70.60 70.90
4 37.98 45.03 38.40 37.48
5 44.76 47.24 44.96 37.00
6
7
8
9

28.32 29.05 28.79 35.70
30.83 30.24 30.65 66.59
34.97 34.04 34.07 39.04
54.35 59.87 60.24 45.99

10 35.57 37.33 37.25 35.64
11 20.43 68.63 68.39 20.22
12 31.47 42.95 42.75 31.08
13 47.76 47.93 47.93 47.51
14 51.34 50.17 50.17 45.74
15 21.72 21.76 21.72 21.25
16 35.80 35.78 35.80 36.61
17 22150 21931 219.89 221.29
18 13.76 14.55 14.45 13.43
19 12.25 11.76 12.65 11.15

Ucgiincii metabolitin ise 3pB,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (24) oldugu anlasilda.
Metabolit *H NMR spektrumu bir 7a-hidroksil grubunun varligma 6zgii rezonansi
(1H, bs) &n 3.97 ppm’de verdi [24]. Metabolite ait 3C NMR spektrumundaki C-6 ve
C-8 rezonanslari asag1 alana yonelmis kaymalar (C-6 i¢in Adc 7,38 ppm ve C-8 igin
Adc 4,07 ppm) verirken C-5 ve C-9 rezonanslarinin yukari alana yonelmis y-gauche
kaymalar1 (C-5 i¢in Adc 7.76 ppm ve C-9 igin Adc 8.36, ppm) vermesi bir 7a-
hidroksil grubunun varligini daha da netlestirdi [25]. Substrata ait 3,59 ppm’deki 3a-
H rezonans1 (1H, tt, J = 5 ve 11 Hz) metabolit *H NMR spektrumunda &4 3,63
ppm’de (1H, tt, J = 5 ve 11 Hz) gozlendiginden substratin diger kisimlarinda bir

degisim olmadig1 anlasildi.

Asagida verilen tabloya (Tablo 5.2.) bakildiginda A. glaucus MRC 200914 izolatinin
epiandrosteron (15) bilesigini yiiksek bir verim ile C-11a pozisyonunda ve diisiik bir
verim ile C-7o pozisyonunda hidroksillerken kiifiin ayrica ayni bilesigi C-3

pozisyonunda diistiik bir verim ile yiikseltgedigi gézlendi.
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Tablo 5.2. Metabolit verimleri.

Substrat Metabolit % Verim

Epiandrosteron (15)

11a-Hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (16) 5
3B,11a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (17) 47
3B,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (24) 12

Literatiirdeki Aspergillus izolatlar1 ile steroid biyotransformasyonu caligmalari
incelendiginde ise A. glaucus MRC 200914 izolatinin epiandrosteron (15) bilesigini
az da olsa A. candidus MRC 200634 [15] ve A. sydowii MRC 200653 [16]

izolatlarina benzer bir sekilde metabolize ettigi gozlendi.

Kisaca bu c¢aligmada da A. glaucus MRC 200914 substrati C-7a ve C-1la
pozisyonlarinda hidroksilledigi ve C-3 pozisyonunda ise yiikseltgedigi gozlendi. A.
glaucus MRC 200914 ve diger kiifler ile steroid Dbiyotransformasyonlar

calismalarimiz siirmektedir.
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EK A.1. (15) numarali bilesigin *H NMR spektrumu.
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EK A.2. (15) numarali bilesigin *C NMR spektrumu.
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EK A.6. (17) numaral bilesigin *C NMR spektrumu.
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EK A.8. (24) numarali bilesigin 3C NMR spektrumu.

33



34



OZGECMIS

Ad-Soyad : Fatema ALSOUID
OGRENIM DURUMU:
o Lisans : 2013-2017 yillar1 arasinda Philadelphia Universitesi,

Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik Bolimi (["Irdﬁn).

o Yiiksek lisans : Sakarya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiiisii, Kimya
Anabilim Dali, Biyokimya Bilim Dal1 (devam ediyor).

TEZDEN TURETILEN ESERLER:

e Uluslararas1 Sozli Bildiri (Yildirim, K., Kuru, A. Yilmazer Keskin S., Konar,
F.H., Demirci, K., Alsouid, F. (1-3 Eyliill 2022). Biotransformation of some steroids
by Aspergillus glaucus. 1st International Karatekin Science and Technology
Conference, 111-112, Cankir, Tiirkiye).



	tez_fatema_alsouid_28_07_2023_son
	17-ekler
	tez_fatema_alsouid_28_07_2023_son

