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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Androstendion, Aspergillus wentii.

Bu ¢aligmada, Aspergillus wentii MRC 200316 kiifii ile androstendion bilesiginin bes
giin siiren biyotransformasyonlari gergeklestirildi.

A. wentii MRC 200316 ile androstendion bilesiginin inkiibasyonundan sadece
6p-hidroksiandrostendion (%68) ve 14a-hidroksiandrostendion metabolitleri (%8)
elde edildi. Metabolitlerin yap1 tayinleri, baslangic maddesi ile metabolitlerin erime
noktalari, NMR ve IR spektrumlari karsilastirilarak gerceklestirildi.
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BIOTRANSFORMATION OF ANDROSTENEDIONE BY
ASPERGILLUS WENTII

SUMMARY

Keywords: Biotransformation, Androstenedione, Aspergillus wentii.

In this work, androstenedione was incubated by Aspergillus wentii MRC 200316 for
5 days.

Incubation of androstenedione with A. wentii MRC 200316 only afforded 6p-
hydroxyandrostenedione (68%) and 14a-hydroxyandrostenedione (8%). The
structures of the metabolites were revealed by comparing melting points, NMR and
IR spectra of the starting material with those of metabolites.
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BOLUM 1. GIRIS

Dogal iiriinler bulunduklar1 canlilarin biiylime ve gelismeleri i¢in elzem olmasalar da
genellikle bu canlilarin hayatta kalmalarina yardimci olmalari ve diger canlilar
tizerindeki etkileri nedeni ile olduk¢a onemlidirler [1-3]. Bu maddeler ¢ogu canli
gruplarinda bulunmasina ragmen 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, mantarlar ve
boceklerde daha yaygindirlar [3]. Dogal iriinlerin tabiatta en yaygin olarak

bulundugu canlilar ise bitkiler ve mikroorganizmalardir.

Birbirinden farkli yapida ve ¢ok sayida dogal iirin olmasina ragmen bu bilesikler
genellikle tabiattaki biyosentezlerinden ortaya c¢ikan bazi 6zel yapisal karakterleri
sebebiyle poliketidler, yag asitleri, terpenler, steroidler, fenolik bilesikler, alkaloidler,
0zellesmis karbohidratlar ile 6zellesmis amino asitler ve peptidler gibi siniflar altinda

incelenirler [1].

Steroidler dogal iriinlerin 6nemli bir smifidir. Steroid terimi kati anlamima gelen
latincedeki steros kelimesinden ortaya ¢ikmustir. Steroidler steran halkasi olarak da
bilinen siklopentanoperhidrofenantren halkasi igeren bilesiklerdir. Bu halka birbirleri
ile kaynagmis ve sirasi ile A, B ve C halkalar1 olarak adlandirilan ti¢ adet siklohekzan
halkasi ile D halkasi olarak adlandirilan bir adet siklopentan halkasi igerir (Sekil 2.1.).
Steroidlerin ¢ogu 13. ve 10. karbonlarinda, sirasi ile 18. ve 19. karbonlar olarak
tanimlanan ve molekiil diizleminin istiinde yer alan metil gruplart igerir. Cogu
steroidler genelde 3. ve 17. karbonlarinda hidroksil veya karbonil gruplarina sahiptir.
Ayrica baz1 steroidler D halkasindaki 17. karbondan orjinlenen yan zincirlere de
sahiptir [4].



Sekil 1.1. Genel steroid yapist

Steroller 3. karbon atomlarinda hidroksil grubu, 17. karbonunda ise 7, 8 veya 9
karbonlu alifatik yan zincirler igeren 6nemli steroidlerdir. Kolesterol (1), stigmasterol
ve ergosterol en iyi bilinen sterollerdir. Kolesterol (1) insan ve hayvanlarda
bulunurken stigmasterol bitkilerde ergosterol ise mantarlarda bulunur [5].

Kolesterol (1) steroidlerin en yaygin iiyelerinden birisidir (Sekil 2.2.). Insan ve
hayvan membranlarindaki akiskanliginin diizenlenmesinde oldukg¢a 6nemli bir bilesik
olan kolesterol (1) ayrica safra asitleri, D3 vitamini (aslinda D3 vitamininin ¢ikis
maddesi  7-dehidrokolesterol Dbilesigidir) ve steroid hormonlar gibi 6nemli

fonksiyonlara sahip bilesiklerinin de baslangi¢c maddesidir [4,5].

HO
(1)
Sekil 1.2. Kolesterol

Kolesterol (1) tiirevi olan steroid hormonlar; glukokortikoidler, mineralokortikoidler,
androjenler, Ostrojenler ve progestagenler (progestinler) olmak {izere bes ana sinifta
incelenmektedir. Androjenler, dstrojenler ve progestagenler esey hormonlart olarak
da bilinir. Bu hormonlar tireme ile ilgili organlarin gelisme ve biiyiimelerini, ikincil
esey karakterlerini ve tireme dongiisiinti diizenlerler. Esey hormonlar ayrica giiglii
anabolik etkileri ile kemik, kaslar ve deri gibi birgok dokunun gelismesini ve

metabolizmanin da stirekliligini saglarlar [4,5].



Ayn1 zamanda ostrojenlerin ¢ikis maddeleri de olan androjenler omurgali erkek
bireylerinde etkili olan esey hormonlaridir. Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri
erbezleri (testis) olsa da bu hormonlarin bir kismi adrenal korteksten de
salinmaktadir. Adrenal korteks ve testislerde androjenlerin biyosentezi A* yolu veya

A® yolu olmak iizere iki fakl sekilde gerceklesmektedir [5].

Androjen biyosentezinin ana yolu A* yoludur. Bu yolda kolesterol (1) bilesiginden
tirevlenen pregnenolon (2) once progesterona (3) daha sonra ise 17a-
hidroksiprogesterona (4) dontistiiriiliir. 17a-Hidroksiprogesteron (4) biinyesindeki yan
zincirinin enzimatik olarak pargalanmasi sonucunda androst-4-en-3,17-dion olarak da
bilinen androstendion (5) bilesigi olusur. Androstendion (5) bilesiginin C-17’deki
indirgenmesiyle testosteron (6) sentezlenir. Testosteron (6) ise daha sonra Sa-
rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger androjen olan dihidrotestosteron (7)

bilesigine doniistiiriiliir.

Aslinda bir yan yol olan A® yolunda ise kolesterol (1) bilesiginden tiirevlenen
pregnenolon (2) 17a-hidroksipregnenolon (8) bilesigine donistiiriildikten sonra
dehidroepiandrosteron (9) bilesigi elde edilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise
androstendion ~ (5)  bilesigine  c¢evrildikten = sonra  testosterona  (6)

yiikseltgenebilmektedir.

Androjenlerin  biyosentezindeki A* yolu ve A® yolunun ortak son iiriinii
androstendion (5) bilesigidir (Sekil 1.3.). Testosteronun ¢ikis maddesi olan
androstendion (5) 6stron (10) ve Ostriol (11) gibi Ostrojenlerin de ¢ikis maddesidir
[5]. Bir diger ostrojen olan 6Ostradiol (12) (17B-ostradiol) ise testosteron (6)

bilesiginden sentezlenir.

Androjen metabolizmasindaki 6nemli bir metabolit olan androstendion (7) ayrica
farmasotik agidan 6nemli androjenler, anabolik ilaglar ve spironolakton gibi bir¢ok

onemli bilesigin hazirlanmasinda da ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir [6].
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Sekil 1.3. Baz1 steroid hormonlarin biyosentezi



BOLUM 2. ASPERGILLUS TURLERI iILE ANDROSTENDION
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimler veya enzimleri igceren biyolojik sistemlerin kendilerine yabanci maddeler
tizerinde gergeklestirdikleri kimyasal degisimlere biyotransformasyon adi verilir [7].

Biyotransformasyon c¢aligsmalarindaki enzimler cesitli biyolojik sistemlerin (hiicre,
doku ve organ kiiltiirleri, mikrozomlar, mikroorganizmalar veya mikrooganizma
sporlar1 gibi) yapisinda bulunabilecegi gibi izole edildikten sonra sabitlenmis veya
serbest olarak kullanilabilir. Giiniimiizde biyotransformasyonlar igin kullanilan
enzimlerin ¢ogusu biyolojik kaynaklardan izole edilirken bir kismu ticari olarak elde

edilmektedir.

Enzimler hakkinda olduk¢a hassas, pahali, sadece kendi substratlari {izerinde ve
kendi dogal cevrelerinde etkili olduklarina gibi bazi onyargilar olmasina ragmen

biyotransformasyon caligsmalarinda kullanilan ¢ogu enzim icin bu ifadeler dogru

degildir [8].

Enzimler olduk¢a hizli ¢alistiklart ig¢in kullanicilarina birgok avantajlar saglar.
Ornegin, enzimler ile gerceklesen bir reaksiyon enzim olmaksizin ger¢eklesen bir
reaksiyona gore 10%-10'° kat daha hizli gerceklesir. Ayrica, enzim kullanilan
reaksiyonlarda katalizér oran1 % 103-10* mol arasindayken diger katalizorlerden

birini igeren bir reaksiyonda bu oran % 0,1-1 mol araligina kadar ¢ikabilmektedir.

Enzimler, katalizor olarak kullanilan agir metaller ve sentez ig¢in kullanilan ¢ogu
reaktifin aksine dogada tamamen pargalanabilir olmalari sebebiyle doga dostu olarak

kabul edilirler.



Enzimler, sentez i¢in kullanilan ¢ogu reaktifin aksine genellikle sicakligin 20-40 °C
arasi oldugu iliman sartlar altinda ve pH 5-8 araliginda calisirlar. Bu nedenle
enzimler kullanildiginda klasik sentez metotlarinin kullanilmasi sonucunda ¢ogu
zaman ortaya c¢ikan izomerlesme, rasemizasyon, ¢evrilme ve bozunma gibi yan

reaksiyonlar ¢ok daha az gozlenmektedir.

Enzimler ¢cogu zaman dogal rolleri disinda fonksiyon gosterebilirler. Ornegin, bazi
enzimler genis substrat spektrumlarina sahip olmalarindan otiirii, sentetik veya dogal

bir¢ok bilesik lizerinde etkili olabilir.

Metabolik yollardaki multienzim sistemleri benzer ya da aymi sartlar altinda etkin
olabildikleri i¢in bir reaksiyon agindaki birden fazla seri reaksiyonu ayni ortamda

gerceklestirebilmektedir.

Enzimler ¢ok sayida farkli tipte reaksiyonlar1 gergeklestirebilirler. Hemen hemen her
bir sentetik reaksiyona esdeger enzimatik bir reaksiyon mevcuttur. Enzimler
kullanilarak ester, eter, lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin
hidroliz veya sentezi, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, siilfiirler
ve sllfoksitlerin  yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi, Kkarboksilasyon,
dekarboksilasyon, alkilasyon ve dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon,
izomerizasyon, su, amonyak ve hidrojen siyaniir eklenmesi veya eliminasyonu,
aciloin ve aldol reaksiyonlari, Michael katilmasi ve Diels-Alder reaksiyonlar1 gibi

reaksiyonlar gerceklestirilebilmektedir.

Enzimler sahip olduklar1 kompleks bir ii¢ boyutlu yapilar1 sayesinde regiosegici ve
stereosecici biyomolekiiller olduklari i¢in ayni substratin biinyesinde bulunan farkli
bolgelerdeki fonksiyonel gruplari dahi ayirt edebilirler. Enzimler ayrica kemosegici
biyomekiiller olmalar1 sebebiyle sadece spesifik bir fonksiyonel grup iizerinde etkili
olurken diger fonksiyonel gruplar: etkilemezler ve bu yan iiriinlerin olusmasina engel

olurlar.



Sadece L-amino asitleri iceren kiral biyokatalizorler olan enzimler enantiyosegici
biyomolekiillerdir. Bundan dolay1 prokiral bir substrat enzimlerin etkisi sonucunda
sadece bir enantiyomere doniisiirken genellikle enzimlerin rasemik karigimlardaki
enantiyomerlerden sadece birini etkilemesiyle enantiyomerlerin ayrilmalar1 da

mimkim olmaktadir.

Enzimler yukarida belirtilen avantajlar1 sebebiyle klasik sentez yoOntemleriyle
gerceklestirilebilmesi  ¢ok zor hatta imkéansiz olan reaksiyonlar1 kolayca

gerceklestirilebilme potansiyeline sahiptir [8].

Enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanilmasinin bazi dezavantajlar1 da mevcuttur.
Ornegin, enzimler yanlizca bir enantiyomerik formda olduklart ve diger
enantiyomerik formlarinin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yol olmamasi
sebebiyle sadece spesifik bir enantiyomer ile reaksiyona girebilmektedirler. Boyle bir
durumda, diger enantiyomerik {iriniin temini igin istenilen stereokimyasal segicilige

sahip bir enzimin kullanilmasi gerekir. Bu ise bazen miimkiin olabilmektedir [8].

Enzimler kendi aktiviteleri tizerinde etkili olan pH ve sicaklik gibi parametrelerdeki
degisimlere oldukca hassaslardir. Ornegin, yavas ilerleyen bir enzimatik reaksiyonu
hizlandirmak igin pH ve sicaklik gibi parametreler enzimlerin protein yapisinda

olmalar1 sebebi ile fazla degistirilemezler.

Enzimler i¢in en uygun reaksiyon ortami Ssu olmasina ragmen ¢ogu organik bilesigin
sudaki ¢oziintirliikkleri oldukga diisiiktiir. Enzimatik bir reaksiyonun sulu bir ortam
yerine organik bir ¢oziiciide gerceklestirilmesi ¢ogu zaman enzimlerin protein

yapilarinda denatiirasyonuna sebeb oldugundan aktivite kaybina neden olmaktadir.

Cogu enzimatik reaksiyonda enzimler, yiiksek orandaki substrat ve {iriin varliginda
inhibe olurlar. Substrat inhibisyonu, diisiik miktarlarda substrat diizeyinden
baglanarak ortama siirekli substrat ilave edilerek kolaylikla engellenebilir. Artan
tirtiniin reaksiyon ortamindan kademeli olarak uzaklastirilmasi genelde tiriiniin bir

sonraki reaksiyon basamagina dahil olmasi nedeniyle oldukg¢a zordur.



Enzimler beraber calistiklari kendilerine o6zgii dogal kofaktorlerine bagimli
olduklarindan enzimatik reaksiyonlarda NAD(P)H gibi kofaktorlerin reaksiyon
ortaminda olmalar1 ve siirekli yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin sentetik
muadillerinin kendilerinin yerine kullanilamamasi, kararsiz ve olduk¢a pahali

molekiiller olmalar1 enzimatik reaksiyonlarin 6nemli dezavantajlarindandir.

Bazi enzimler alerjik reaksiyonlara da neden olabilmektedir. Enzimler diger
kimyasal maddeler gibi degerlendirilip dikkatli kullanildiginda alerjik reaksiyonlar

engellenebilir.

2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyonlar genellikle ya izole enzimler veya biitiin hiicre sistemleriyle
ile gerceklestirilir. Biitiin hiicre sistemleri daha ¢ok bitki ve hayvanlara ait hiicre,

doku ve organ kiiltiirleri ile mikroorganizmalar1 kapsar.

Cogu hiicre i¢i enzimin hiicre diginda kararsiz olabilmeleri, homojenasyonlari
sirasinda  bazi proteolitik enzimlerin etkisi ile hidrolizlenmeleri, kofaktor
ihtiyaglarinin  temini, kofaktorlerin siirekli yenilenmesi zorunlulugu, yiiksek
izolasyon maliyeti ve izolasyonlarinin zorlugu g@ibi problemlerden dolay:
biyotransformasyon ¢alismalarinda genellikle biitiin  hiicre sistemleri tercih

edilmektedir.

Biitiin hiicre sistemleri ile gergeklestirilen biyotansformasyonlarda ise daha ¢ok
mikrobiyal hiicreler tercih edilmektedir. Mikrobiyal hiicrelerin biiyiime ve gelisme
hiz1 bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksek oldugundan mikrobiyal
hiicreler ile biyotransformasyonlar daha kisa zamanda gergeklesir. Mikrobiyal
hiicreler, daha kiigiik boyutlar: ve saglam hiicre duvarlar: sayesinde bitki ve hayvan
hiicrelerine gore mekanik olarak daha kararlidirlar. Mikrobiyal hiicrelerin
bulunduklar1 ortama kolayca adapte olmalar1 kullanicilara avantaj saglar. Ayrica
mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok farkli tipte subsratlari

metabolize edebilirler [8].



Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik sentez yontemlerine karsi olan tstiinliikleri
nedeniyle biyoteknolojinin temel elemanlart arasinda yer alirlar [7-9].
Mikroorganizmalar  genetik  olarak  degistirilebilmeleri  biyoteknolojideki
kullamimlarin1 ~ yayginlastirmaktadir.  Mikroorganizmalar  tizerindeki  genetik
degisiklikler sayesinde Kklasik sentez yontemleriyle diisiik verimle elde edilen 6nemli
tirtinler daha yiiksek verimlerde elde edilebilir. Hatta genetik uygulamalar ile tiriinler

tizerinde spesifik degisikliklerin saglanmas1 bile miimkiin olabilmektedir [9].

Mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde hem dogal hem de
sentetik olan ¢ok sayidaki farkli substratlar iizerinde pek ¢ok farkli kimyasal
reaksiyonlar1 gergeklestirebilmektedir [7].

Cogu mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik sentez yontemlerine gore oda

sicaklig1 ve 1 atm basing altindaki ¢ok daha iliman sartlarda gergeklesir [8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik sentez yontemlerine gore daha ucuza ve
daha kisa siirede gergeklestirilir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar sayesinde hedef
bilesikler, genellikle olduk¢a yiiksek verimlerde, daha kisa siireler igerisinde,
kimyasal reaktiflere gore ¢ok daha ucuza mal edilen besiyeri bilesenleri ve

mikroorganizmalar kullanilarak elde edilmektedir [7,9].

Klasik sentez yontemlerinde kullanilan ¢ogu reaktif ¢evreye biiyiik zararlar verirken

mikrobiyal biyotransformasyonlar doga dostudur [7].

Mikrobiyal  biyotransformasyon reaksiyonlar1  enzimleri icerdikleri igin
enantiosegicidir. Klasik sentez yontemleri ile hedeflenen molekiiller, ¢ogu zaman
ayrilmalar1 oldukca zor olan rasemik karisimlar ile sonuclanir. Ozellikle ilag etken
maddelerinin sentezinde yanlizca hedeflenen enantiyomeri elde edilebilmesi son
derece Onemlidir. Gilinimiizde tek enantiyomerin se¢imli  sentezi igin

mikroorganizmalarin kullanilmalar gittik¢e yayginlagmaktadir [8].
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Klasik kimyasal sentez yontemlerinin aksine kullanilan mikroorganizmalardaki
enzimlerin regiosecicilikleri sebebi ile mikrobiyal biyotransformasyonlar esnasinda

substratlar tizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasina gerek kalmaz [7,8].

Klasik  kimyasal sentez yOntemlerinin  aksine substrattaki  mikrobiyal
biyotransformasyonlarin gergeklesecegi yerin civarinda ¢ogu zaman belirli bir
fonksiyonel ~ grubun  bulunmasma gerek  yoktur. Ornegin, mikrobiyal

hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplarin uzaginda meydana gelir [7].

Mikroorganizmalar1 kullanilarak ¢ogu klasik sentez yontemlerine karsilik gelen
reaksiyonlar: gerceklestirilebilmektedir. Ayrica, mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi
bazi mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik sentez yontemleri ile tek basamakta
gerceklestirilemez. Mikrobiyal hidroksilasyonlar en yaygin ve onemli mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonlarindandir [8]. Mikrobiyal hidroksilasyonlarin 6nemi
ilk olarak iltihap giderici olarak kullanilan kortikal steroidlerin sentezinde ortaya
cikmigtir. Kortikal steroidlerin sentezinde, fonksiyonel gruplardan oldukg¢a uzakta
bulunan C-11 pozisyonuna bir oksijen yerlestirilmesi, klasik sentez yontemleri ile
olduk¢a uzun ve pahali bir islem olmasina ragmen bu islemin tek basamakta
Rhizopus arrhizus kiifiiniin yiikksek verimli bir 11-hidroksilasyonu sayesinde
gerceklestirilebilmesi tiim dikkatleri mikrobiyal biyotransformasyonlar iizerine
cekmistir. Bahsedilen reaksiyonda (Sekil 2.1.) progesteron (3) mikrobiyal
hidroksilasyon ile 11a-hidroksiprogesteron (13) bilesigine doniistiiriilmiistiir [7].

HO,

3) (13)

Sekil 2.1. R. arrhizus ile progesteron (3) biyotransformasyonu
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Cesitli mikroorganizmalar mikrobiyal biyotransformasyonlar igin serbest veya uygun
yiizeylere sabitlenmis olarak kullanilabilmektedir. Bu hedef dogrultusunda en yaygin

olarak kullanilan mikroorganizmalar, bakteriler, kiifler ve mayalardir [9].

2.3. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlar1 bu reaksiyonlarin yiliksek regio ve
stereosecicilikleri sebebi ile Steroid ilaglar ve hormonlar gibi ¢ok daha 6nemli ve
fonksiyonlu bilesiklerin iiretimi i¢in halen yaygin olarak kullanilmaktadir [10-14].
Bilinen mikrobiyal biyotransformasyonlarin etkinliklerini artirmak, kullanilabilir
yeni mikroorganizmalar ve reaksiyonlar tespit etmeye yonelik ¢alismalar yogun

olarak siirdiiriilmektedir [10].

Gliniimiize kadar farkli kiif tiirleri ile ¢cok sayida steroidin biyotransformasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu biyotransformasyonlardan Baeyer-Villiger oksidasyonlari,
yan zincirin uzaklastirilmasi, hidroksil gruplarinin oksidasyonu, keton gruplarinin
rediiksiyonu, A halkasinin aromatiklesmesi, steroid halkalarinin mikrobiyal

hidrojenasyonlar1 ve dehidrojenasyonlari ile sonu¢lanmigtir [10-14].

2.4. Aspergillus Tiirleri ile Androstendion (5) Biyotransformasyonlari

Aspergillus mikotoksinleri, patojenitesi, temel dkaryotik genetik ve biyoteknolojideki
kullanimlar1 sebebiyle oldukga énemli bir kiif cinsidir [15]. Bazi tiirleri insanlar ve
hayvanlar igin patojen olan Aspergillus tiirleri su, toprak ve ¢ilireyen materyeller

tizerinde yaygin olarak yasar [16].

Aspergillus tiirleri ile gergeklestirilmis steroid biyortansformasyonlar1 genelde
steroidlerin farkli kisimlarinda gergeklesen mikrobiyal hidroksilasyonlar ve Baeyer-

Villiger oksidasyonlar1 seklinde gergeklesmistir [10-14].

Literatiirdeki androstendion (5) biyotransformasyonlarinin bazilarinda Aspergillus

tiirleri ile ¢alisilmgtir [17-22]. Ornegin, bir A. tamarii MRC 72400 ile androstendion
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(5) biyotransformasyonu (Sekil 2.2.) testosteron (6), 11a-hidroksiandrost-4-en-3,17-
dion (14) ve 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (15) (testololakton)

metabolitleri ile sonuglanmustir. [17].

OH 0
HO,,
0
0 0

(6) (14)

0
0.__0
5
0
as)

Sekil 2.2. Substratin A. tamarii MRC 72400 ile biyotransformasyonu

Bagka bir A. tamarii izolatinin androstendion (5) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.3.)

sonucunda ise sadece 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (15) metaboliti elde
edilmistir [18].

O
LIS% Li;jo
0 o)

() (15)

Sekil 2.3. Substratin bir A. tamarii izolati ile biyotransformasyonu

Adrostendion (5) bilesiginin A.candidus MRC 200634 ile biyotransformasyonu

(Sekil 2.4.) sonucu testosteron (6), 11la-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (14), 14o-

hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (16) 15p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (17),

11a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (18) ve 15a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(19) metabolitleri elde edilmistir [17].



13

OH 0
HO,,
0 0
(6) (14)
0 o OH
. o OH
(e} o) o
) (16) 17
OH OH
HO,,,
OH
0 0
(8) 19)

Sekil 2.34. Substratin A.candidus MRC 200634 ile biyotransformasyonu

Adrostendion (5) bilesiginin A. terreus PTCC 5283 ile biyotransformasyonu (Sekil
2.5.) sonucu testosteron (6) ve 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (15)
metabolitleri elde edilmistir [19].

O OH
O o @)

s) (6) (15)

Sekil 2.5. Substratin A. terreus PTCC 5283 ile biyotransformasyonu
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Adrostendion (5) bilesiginin bir A. niger ATCC 9142 ile biyotransformasyonu (Sekil
2.6.) 18-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) ve 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion
(21) metabolitlerini vermistir [20].

(0] HOE O 0]
(of : { ) (of : i
OH

5) (20) (21)

Sekil 2.6. Substratin A. niger ATCC 9142 ile biyotransformasyonu

Adrostendion (5) bilesiginin bir diger A. niger NRRL 599 ile biyotransformasyonu
(Sekil 2.7.) ise 16B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (22), 17p-hidroksiandrost-4-en-
3,16-dion (23) ve 16pB,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (24) metabolitlerini vermistir
[21].

OH O

—_— (22) (23)
OH

5) OH

24

Sekil 2.7. Substratin A. niger NRRL 599 ile biyotransformasyonu

Adrostendion (5) bilesiginin bir A. fumigatus izolati ile biyotransformasyonu (Sekil
2.8.) testosteron (6), androsta-1,4-dien-3,17-dion (25), 6pB,11a-dihidroksiandrost-4-
en-3,17-dion (26) ve 7pB,11a-dihidroksiandrost-4-en-3,17-dion (27) metabolitlerini
vermistir [22].
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Sekil 2.8. Substratin bir A. fumigatus izolat: ile biyotransformasyonu

2.5. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada androstendion (5) bilesiginin Aspergillus wentii MRC 200316 kiifii ile
biyotransformasyonunun incelenmesi amaglandi. S6z konusu amag¢ dogrultusunda
androstendion (5) bilesigi A. wentii MRC 200316 kiifii ile biyotransformasyona

maruz birakildi.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cihazlar, Sarf Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Biyotransformasyon calismasinda kullanilan besiyeri ve cam malzemeler Niive OT
40L marka otoklav ile 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta sterilize edildi. Kiiflerin
tazelenmesi ve biyotransformasyon c¢aligmalar1 esnasindaki inokiilasyonlar
gerceklestirilmesi i¢cin Niikleon marka Sinif II Tip Biyolojik Giivenlik Kabini (steril
kabin) kullanildi. Biyotransformasyon c¢alismasi ve kiiflerin yetistirilmesi Gerhardt
THO 500 Laboshake marka calkalamali inkiibator ile gerceklestirildi. Infrared
spektrumlari bir Perkin EImer Spectrum Two spektrometre cihazi ile alindi. '"H NMR
spektrumlari i¢ sinyal olarak tetrametilsilan standardi kullanilarak 300 MHz’de ¢alisan
Varian Mercury 300 NMR spektrometresi ile déterokloroform igerisinde alindi. *C
NMR spektrumlart ise 75 MHz’de Varian Mercury 300 NMR kullanilarak

doterokloroform igerisinde alindi.

Biyotransformasyon ¢alismasinin ve kolon kromatografi ¢alismalarinin sonuglar1 ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. ITK ¢alismalar1 0,25 mm kalinliginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢oziicii sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifine daldirilip 120 °C sicaklikta 3 dakika boyunca isitildiktan sonra goriiniir hale
gelmeleri saglandi. Erime noktalarini tayin etmek i¢in de Elektrothermal TIA 9200

erime noktasi tayin cihazi kullanildi.

Aspergillus wentii MRC 200316 kiifii kiiltiirii Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu, Marmara Arastirma Merkezi Gida Teknoloji ve Arastirma
Enstitiisii’nden yatik agar kiiltiirii olarak satin alindi. Bu kiiltiir PDA igeren yatik agar

besiyerlerinde ve 4 °C’de tazelendi, ¢ogaltildi ve korundu.



17

Androstendion (5) bilesigi Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Kiifler igin
hazirlanan besiyerinde kullanilan tiim kimyasallar, yatik agar besiyerleri igin
kullanilan PDA ve agar, ¢alismada kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan

temin edildi.

3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Yatik agar besiyeri hazirlanmak i¢in PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20
g) karigimi saf su ile 150 mL’ye tamamlandi ve kaynatildi. Hazirlanan bu besiyeri
sogumadan Universal marka 15 adet 22 mL’lik patolojik cam siselerin yarilarina kadar
dagitilip otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi. Steril edilen siselerdeki erimis
besiyeri donmadan 6nce yaklasik 45 derecelik bir egimle sogumaya birakilarak yatik

agar besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakilmak {izere, stok fungal
kiiltiriindeki kiiflerin bir kism1 yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. 15 giinde bir 3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarilmak iizere,
hazirlanan yeni yatik agar kiltiirlerinin en gelismisindeki kiifler segildi. Aktarma
islemi 2 kez tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar

kiiltiirtindeki kiifler biyotransformasyon c¢alismasinda kullanildi.
3.4. Kiif Besiyerinin Hazirlanmasi
Aspergillus wentii MRC 200316 kiifiine 6zel besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan

kimyasal maddelerin listesi ve bir litre ¢6zelti icinde bulunan miktarlar1 Tablo 3.1.’de

verilmistir [23]. Hazirlanan besiyerinin pH’s1 daha sonra 7,2’ye ayarlanmustir.
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Tablo 3.1. A. wentii kiifiine ait besiyeri ¢6zeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 159
Glukoz 15¢
Polipepton 59
KH2PO,4 19

KClI 059
MgSQO4.7H.0 059
FeS0O,4.7H,0 10 mg

3.5. Biyotransformasyon Calismasi

Hazirlanan 1 L besiyeri ¢ozeltisi 10 adet 250 mL erlene paylastirilarak otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif, 10 erlene steril sartlar
altinda aktarildi ve bu erlenler yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 27°C sicaklikta,
calkalamali inkiibatorde (150 rpm), 3 giin boyunca biiyiimeye birakildi. Ugiincii giiniin
sonunda androstendion (5) (1 g), DMF (10 mL) igerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda
kiif igeren erlenlere esit hacimlerde ve steril sartlarda ilave edildikten sonra, 5 giin

boyunca 27°C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi (150 rpm).

3.6. Metabolitlerin izole Edilmesi

Inkiibasyon sonrasinda besiyeri bir Buchner hunisi kullanilarak filtrasyon islemi ile
kif kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek filtrat (siiziintii) olarak ayrildi. Buchner
hunisinde kalan miselleri yikamak icin etil asetat (500 mL) kullanildi. Filtratlardaki
steroidleri su fazindan organik faza ¢ekmek icin her seferinde etil asetat (1 L)
kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyon gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonrasinda ekstraktlara
susuz sodyum siilfat ilave edilerek ortamda bulunabilecek su giderildi. Ekstraktlar
evaporatdr ile uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir madde (2299 mg) elde edildi.
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3.7. Metabolitlerin Saflastirilmasi ve Yapilarimin Tayini

Elde edilen yagims1 madde ile substrati karsilastirmak suretiyle bir ITK ¢alismasi
gergeklestirildi. Yagimsi madde igerisindeki steroidleri ayirmak i¢in adsorban olarak
silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) kullanilarak bir kolon kromatografisi
calismasi gergeklestirildi. Steroidler n-hekzan igerisinde artan etil asetat derisimleri

eliient olarak kullanilarak kolondan ayrildi.

Kolondan ayrilan steroidlerin yapilarinin tayin edilmesi amaciyla substrat ve elde

edilen her bir maddeye ait erime noktasi, NMR ve IR spektrumlari karsilagtirildi.

Biyotransformasyon ¢alismasinin takibi bir kontrol erleni ile saglandi. Kontrol erleni
icin sadece inokiile edilmemis steril besiyeri ve substrat kullanildi.
Biyotransformasyon ¢aligmalarindaki biitiin islemler kontrol erleni i¢inde uygulandi.
Kontrol erleninden ITK alindiginda herhangi bir metabolit gdzlemlenmedigi icin
biyotransformasyon  c¢alismasindan  elde  edilen  metabolitlerin  gergek
biyotransformasyon triinleri oldugu sonucuna varildi. Ayrica inkiibasyonlar boyunca
tim erlenlerdeki besiyeri goriiniimlerinde ve kif gelisimlerinde degisimler olup

olmadig1 da takip edildi ve herhangi bir farklilik gézlenmedi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Androstendion (5) bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonundan
elde edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek i¢in substrat ve elde edilen bilesiklerin
erime noktalari, 'H NMR, ¥C NMR ve IR spektrumlari karsilastirildi.
Biyotransformasyonu gergeklestirilen androstendion (5) bilesiginin karbon iskeleti

numaralandirtlmasi Sekil 4.1.”deki gibidir.

Sekil 4.1. Substratin karbon iskeleti

Androstendion (5) (1 g) bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile 27 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (2299 mg) ile gergeklestirilen
kolon  kromatografisi  calismasi  sonrasinda  kolondan siras1 ile  6f-
hidroksiandrostendion (21) (%68) ve 14a-hidroksiandrostendion (16) (%8)
bilesikleri elde edildi (Sekil 4.2.).

OH
5) (16) (21

Sekil 4.2. Substratin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonu
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6p-Hidroksiandrostendion (21) (718 mg, %68) %50’lik ¢ézgen sistemiyle eliisyon
neticesinde asetondan prizmalar seklinde kristallendirildi.

Erime noktas1: 195-196 °C, (lit. [24] erime noktasi: 190-193 °C).

IR (Vmax/cm™): 3450, 1730 ve 1665.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,92 (3H, s, 18-H); 1,37 (3H, s, 19-H); 4,36 (1H, t, J =
3 Hz, 60-H); 5,83 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 220,90 (C-17); 200,42 (C-3); 168,40 (C-5); 126,44
(C-4); 72,66 (C-6); 53,51 (C-9); 50,77 (C-14); 47,98 (C-13); 37,99 (C-10); 37,07 (C-
1); 37,07 (C-7); 35,84 (C-16); 34,13 (C-2); 31,14 (C-12); 29,31 (C-8); 21,65 (C-15);
20,18 (C-11); 19,51 (C-19); 13,72 (C-18).

14a-Hidroksiandrostendion (16) (84 mg, %8)
%350’1ik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden yassi pulcuklar seklinde

kristallendirildi.

Erime noktasi: 260-261 °C, (lit. [24] erime noktasi: 255-260 °C).

IR (Vmax/cm™): 3440, 1740 ve 1665.

IH NMR (300 MHz, CDCls): 1,02 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 5,72 (1H, s, 4-
H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 218,80 (C-17); 199,81 (C-3); 170,62 (C-5); 123,59 (C-
4); 80,46 (C-14); 52,49 (C-13); 46,82 (C-9); 38,62 (C-10); 37,77 (C-8); 35,48 (C-1);
33,72 (C-16); 32,99 (C-2); 32,41 (C-6); 29,29 (C-15); 25,42 (C-7); 24,35 (C-12);
18,99 (C-11); 17,70 (C-19); 17,16 (C-18).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Biyotransformasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen bilesiklerin yapilarini tayin
amaciyla, androstendion (5) ile biyotransformasyon calismasindan elde edilen
bilesiklerin erime noktalari, 'H NMR, 3C NMR ve IR spektrumlar1 karsilastirilda.
Androstendion (5) bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile bes giin inkiibasyonu iki
metabolit verdi (Sekil 5.1.).

OH
5) (16) (21)

Sekil 5.1. Substratin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonu

Birinci metabolit 6 4,36 ppm (1H, t, J = 3 Hz) ve dc 72,66 ppm’de 6B-hidroksil
grubu i¢in karakteristik olan yeni rezonanslar verdi [24]. Metabolitin ¢ift bag ve 19-
metil rezonanslar1 ise yakinlarindaki bir 6f-hidroksil grubunun varligin
dogrulayacak sekilde asagi alana dogru 6nemli kaymalar (sirasi ile ve Adn 0,09 ppm
ve Adn 0,17 ppm) gosterdi. Metabolit **C NMR spektrumu C-7 rezonanst igin asagi
alana dogru bir kayma (Adc 5,87 ppm) gosterirken C-8 rezonansi igin ise yukari
alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 5,76 ppm) vermesi bir 6f3-hidroksil grubunun
varligimi daha fazla dogruladi. Biitiin bu sonuglar metabolitin  6f3-

hidroksiandrostendion (21) oldugunu gosterdi.

fkinci metabolitin *C NMR spektrumunun 5c 80,46 ppm’de bir hidroksil grubu
varligina isaret eden yeni bir C atomu rezonansi vermesine ragmen ‘H NMR

spektrumunun 18-metil rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Adn 0,12 ppm)
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gostermesi ve yeni bir proton sinyali gdzlenmemesi C-14’de tersiyer bir hidroksil
grubunun varhigmni diisiindiirdii. Metabolit 3C NMR spektrumu C-8 ve C-15
rezonanslari i¢in asagi alana dogru kaymalar gosterirken (C-8 i¢in Adc 2,70 ppm ve
C-15 igin Adc 7,61 ppm) C-7 ve C-16 rezonanslari igin ise yukari alana dogru vy-
gauche kaymalar1 (C-7 i¢in Adc 5,78 ppm ve C-16 i¢in Adc 1,97 ppm) gosterdi. Bu
kayma degerleri bir 14a-hidroksil grubunun varligmi kanitladi. Bu sonuglar
metabolitin 14a-hidroksiandrostendion (16) oldugunu gosterdi. Metabolitin *H ve *C

NMR degerleri literatiir ile de uyum gosterdi [24].

Tablo 5.1. Bilesikerin ¥ C NMR spektrumu sinyalleri.

Karbon
16 21
atomu

1 35,62 35,48 37,07
2 33,84 32,99 34,13
3 199,33 199,81 200,42
4 124,07 123,59 126,44
5 170,35 170,62 168,40
6 32,50 32,41 72,66
7 31,20 25,42 37,07
8 35,07 37,77 29,31
9 53,78 46,82 53,51

10 38,58 38,62 37,99
11 20,24 18,99 20,18
12 30,68 24,35 31,14
13 47,45 52,49 47,98
14 50,76 80,.46 50,77
15 21,68 29,29 21,.65
16 35,69 33,72 35,84
17 220,43 218,80 220,90
18 13,64 17,16 13,72
19 17,31 17,70 19,51

Daha 6nce Bolim 2’de belirtildigi gibi Aspergillus tiirleri ile gergeklestirilmis steroid
biyortansformasyonlari genelde steroidlerin farkli kisimlarinda gerceklesen

mikrobiyal  hidroksilasyonlar ve Baeyer-Villiger oksidasyonlar1  seklinde
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gerceklesmistir [10-14]. Literatiirdeki mevcut ¢alismalar gézden gecirildiginde A.
wentii MRC 200316 kiifiiniin androstendion (5) bilesigini diger Aspergillus tiirlerine
gore daha farkli bir sekilde metabolize ettigi gbzlenmistir. Androstendion (5)
bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonu literatiirdeki mevcut
caligmalarin aksine ilk defa hem 6p-hidroksiandrostendion (21) hem de 14o-
hidroksiandrostendion (16) bilesikleri ile sonuglanmistir. Daha 6nceki bir ¢aligmada
140-hidroksiandrostendion (16) bilesigi androstendion (5) bilesiginin A.candidus
MRC 200634 ile biyotransformasyonundan elde edilirken [17] bir diger ¢alismada
ise 6B-hidroksiandrostendion (21) bilesigi substratin A. niger ATCC 9142 ile
biyotransformasyonundan elde edilmistir [20]. Bu c¢alismalardaki 14a0-
hidroksiandrostendion (16) ve 6B-hidroksiandrostendion (21) bilesiklerinin verimleri
androstendion (5) bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonundaki
verimlerinden ¢ok daha diisiik olarak gergeklesmistir [17,20].

Yaygin bir androstendion (5) metaboliti olan 6p-hidroksiandrostendion (21)
bilesiginin  tansiyon  yiikselmesine neden oldugu bilinmektedir  [25].
140-hidroksiandrostendion (16) gibi 14a-hidroksil grubu igeren steroidlerin oldukca
yiiksek gebelik Onleyici, kanser engelleyici ve progesteron benzeri etkileri oldugu
bilinmektedir [26].

Kisaca A. wentii MRC 200316 kiifii androstendion (5) bilesigini diger Aspergillus
tirlerine gore daha farkli bir sekilde metabolize etmistir. Aspergillus ve diger

cinslere ait kiifler ile fungal steroid biyotransformasyonu ¢alismalarimiz siirmektedir.
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EK E: 6B-Hidroksiandrostendion (21) icin *H NMR spektrumu
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EK F: 6B-Hidroksiandrostendion (21) i¢in 13 C NMR spektrumu
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